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1 JOHDANTO

Krooninen hepatiitti on yleisin maksakudokseen kohdistuva sairaus koiralla (Blomqvist ym.
2017). Sen aiheuttaja jaa kuitenkin usein tuntemattomaksi (Webster ym. 2019). Tautiin voivat
sairastua minké& tahansa rodun edustajat, mutta tietyilla roduilla sairautta tavataan useammin
(Webster ym. 2019). Krooninen hepatiitti on eteneva sairaus eika siihen ole parantavaa
hoitoa. Taudin etenemista pystytédan kuitenkin hidastamaan, jos se todetaan tarpeeksi
aikaisessa vaiheessa (Blomqvist ym. 2017). Taudin diagnoosiin tarvitaan aina
histopatologinen tutkimus maksabiopsiasta (Blomqvist ym. 2017). Reaktiivinen hepatiitti on
maksan vaste muualla kehossa tapahtuville patologisille tiloille, joista yleisimpi& ovat
ruuansulatuskanavan (Farray ym. 2019) ja urogenitaalialueen eli virtsa- ja sukupuolielinten
alueen tulehdukset (Neumann ja Danner 2012). Toisin kuin krooninen hepatiitti, reaktiivinen
hepatiitti pystytdan usein parantamaan hoitamalla taustasyy (Dirksen ym. 2017). Kroonisen ja
reaktiivisen hepatiitin oireet ovat epaspesifeja. Lisaksi kroonisen hepatiitin ja reaktiivisen
hepatiitin histopatologinen kuva on osittain paallekk&inen (Webster ym. 2019), joten

erityisesti taudin alkuvaiheessa niiden erottaminen toisistaan on haastavaa.

Kirjallisuuskatsaus toimii taustatietona tutkimusosuudelle ja selvent&& tutkimusosuuteen
valittuja menetelmié. Se ei ole kattava tiivistelma kroonisen tai reaktiivisen hepatiitin
kliinisistd ominaisuuksista vaan keskittyy sairauksien patologisiin erityispiirteisiin.
Kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on esitella lukijalle maksan histologista rakennetta, tehda
lyhyt katsaus solukuoleman mekanismeihin ja esitelld koiran kroonista ja reaktiivista
hepatiittia tauteina.

Tutkimuksen tavoitteena on tutkia, onko maksabiopsioiden erikoisvarjaysten avulla
mahdollista erottaa lievaa kroonista hepatiittia ja lievaa reaktiivista hepatiittia sairastavat
potilaat toisistaan. Tutkimuksen erikoisvérjayksiné kaytetdén kaspaasi 3 -
immunohistokemiallista vérjaysta ja cresyl violet -varjaysta. Tutkimuksen hypoteesi on, etta
apoptoottisten hepatosyyttien tai nekroottisten hepatosyyttien mééra eroaa kroonisessa ja
reaktiivisessa hepatiitissa toisistaan eli taudit on mahdollista erottaa. Koska kroonisen
hepatiitin histologia ei ole taudille spesifinen ja taudin ennuste sek& hoito eroavat
merkittavéasti reaktiivisesta hepatiitista, on perusteltua tutkia uusia menetelmia néiden kahden

taudin erottamiseksi toisistaan histologisella tasolla.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Maksan histologinen rakenne

2.1.1 Maksan kolmiulotteinen rakenne

Maksan kolmiulotteista rakennetta voidaan tarkastella histologisesti kolmella eri tavalla, joita
ovat klassinen maksaliuska (engl. classic liver lobule), portaalinen maksaliuska (engl. portal
lobule) ja asinus-malli (Ross ja Pawlina 2011). Téssa kirjallisuuskatsauksessa maksan
rakenne esitelldan kayttaen klassisen maksaliuskan mallia ja asinus-mallia. Lobulus eli
maksaliuska on maksan rakenteellinen yksikko, kun taas asinus kuvaa toiminnallisuutta
(Autio-Harmainen 2012) ja korostaa erityisesti veren virtausta maksaparenkyymissa
(Samuelson 2007).

Kuvassa 1 on esitetty kaavamaisesti klassisen maksaliuskan malli. Klassinen maksaliuska
nakyy mikroskoopissa yleensa kuusikulmiona, jonka kulmissa on porta-alueet ja keskella
keskuslaskimo (Ross ja Pawlina 2011). Koiralla liuskan muoto ei ole kovin selvésti
nahtévissé mikroskoopissa, koska sidekudosta ei juurikaan ole sen ympérilla (Cullen ja
Stalker 2015). Porta-alueella sijaitsevat maksavaltimon ja porttilaskimon haarat, sappitiehyt
sekd hermoja ja imusuonia (Cullen ja Brown 2012). Naiden ympaérilla nahdaan 1dysaa
sidekudosta (Ross ja Pawlina 2011). Klassisessa mallissa liuskan keskelld on selkeasti
erottuva tukikudoksen ympéaroimé keskuslaskimo (Ross ja Pawlina 2011). Hepatosyytit eli
varsinaiset maksasolut muodostavat kolmiulotteiset solulevynsa niin, ettd jokaista
hepatosyyttia ymparoi kahdelta puolen sinusoidi eli maksan kapillaari, sappitiehyt tai toinen
hepatosyytti (Ross ja Pawlina 2011). Dissen raolla tarkoitetaan tilaa, joka jaa sinusoidien

endoteelin ja hepatosyytin véliin (Ross ja Pawlina 2011).

Asinus-mallilla korostetaan maksan erityisté verenkiertoa. Maksa-asinus muodostuukin
kahden vierekkaisen keskuslaskimon ja kahden néita l&hinna olevan porta-alueen valiin
(Samuelson 2007), muodostaen vinonelion (Ross ja Pawlina 2011) (Kuva 1). Erityisesti
asinus-mallia ké&ytettdessa voidaan puhua vyohykkeistd, jotka kuvaavat hepatosyyttien
sijaintia porta-alueesta ja keskuslaskimosta (Samuelson 2007). Periportaali-termié eli

vyOhyke 1 nimitysté kdytetdan, kun halutaan kuvata maksaliuskan aluetta lahelld porta-



Kuva 1. Maksan rakenne. Vasemmalla on klassisen maksaliuskan piirrosmalli. Oikealla on
maksa-asinus. Kuvassa sinisella suurella ympyralla on merkittyna keskuslaskimo. Pieni
sininen, punainen ja vihrea ympyra kuvaavat porta-aluetta. Vyohykkeet on molempiin kuviin
merkitty numeroilla 1-3. Kuva: Anna Huupponen 2021

aluetta (Ross ja Pawlina 2011). Vyohyke 1 on kaikkein happirikkain eli siell& sijaitsevat solut
saavat verta, jossa hapen konsentraatio on kaikkein suurin (Cullen ja Stalker 2015). Porta-
alueen kohtaa, jossa sidekudos muuttuu hepatosyyteiksi, kutsutaan termilla ”limiting plate”
(Cullen ja Stalker 2015). Keskuslaskimon ympérilla olevaa aluetta kutsutaan
sentrilobulaariseksi eli vyohykkeeksi 3 (Cullen ja Stalker 2015), missé veri on kaikkein
vahadhappisinta (Samuelson 2007). Periportaalisen ja sentrilobulaarisen alueen valiin jaavéaa

aluetta kutsutaan keskivyohykkeeksi (engl. mid-zonal) (Autio-Harmainen 2012).
2.1.2 Maksan verenkierto ja sapen kulku

Maksan verenkierto on kaksiosainen. Maksaan tulevasta veresté lahes 80 % tulee
porttilaskimosta ja loput maksavaltimosta (Samuelson 2007). Maksavaltimon kautta tuleva
veri on hapekasta, ja porttilaskimosta tuleva veri on ravinteikasta, mutta vahemmaén
happirikasta (Ross ja Pawlina 2011). Porttilaskimosta maksaan tulee myds toksiineja ja
pernassa hajonneita punasoluja (Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011). Molemmat
suonet tulevat maksaan porta-alueelta, josta veri kulkeutuu kohti keskuslaskimoa sinusoideja
pitkin. Porttilaskimon ja maksavaltimon veret sekoittuvat maksan sinusoideissa (Ross ja
Pawlina 2011). Koska hepatosyytit saavat verensa sinusoidien kautta, niihin tuleva veri ei ole
koskaan taysin happirikasta (Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011).

Maksan erikoisen verenkierron takia periportaalisesti sijaitsevat hepatosyytit saavat kaikkein
hapekkainta ja ravinnerikkainta verta (Cullen ja Stalker 2015), mutta toisaalta ne altistuvat



ensimmaisend myos patogeeneille ja toksiineille, joita tulee porttilaskimon mukana
ruoansulatuskanavasta (Cullen ja Stalker 2015). Siirryttaessa kohti sentrilobulaarisesti
sijaitsevia hepatosyytteja veren happiosapaine pienenee vahitellen ja 1ahinné keskuslaskimoa
sijaitsevat hepatosyytit saavat kaikkein vahéhappisinta verta (Cullen ja Stalker 2015). Tama
altistaa sentrilobulaariset hepatosyytit hypoksialle (Cullen ja Brown 2012). Kuvassa 2 on

esitetty maksan verenkierto.

maksavaltimon haara

porttilaskimon haara

imusuoni

sublobulaarinen laskimo

Kuva 2. Maksan verenkierto. Veren kulkusuunta on merkitty kuvaan nuolilla. Kuva muokattu:
Ross ja Pawlina 2011.

Sinusoidit ovat maksan sisalla olevia kapillaareja, joissa veri virtaa kohti keskuslaskimoa
(Ross ja Pawlina 2011). Koirien sinusoidien endoteelisoluilla on koiran muista
endoteelisoluista poiketen epdyhtendinen tyvikalvo, misté johtuvat suuret aukot
endoteelisolujen valilla (Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011). Aukot
mahdollistavat sinusoidien ja Dissen raon véalisen suoran kontaktin ja suurien molekyylien
kuljetuksen hepatosyyttien ja sinusoidin vélill& (Cullen ja Stalker 2015).

Hepatosyyttien tuottama sappi kulkeutuu sappihiussuonten kautta kohti periportaalisesti
sijaitsevia Heringin kanaaleja. Kanaaleista sappi kulkee kohti yhd isompia sappiteitd ja virtaa
siis vastakkaiseen suuntaan kuin veri sinusoideissa (Autio-Harmainen 2012).



2.2 Maksan solut

2.2.1 Hepatosyytit

Maksaparenkyymi koostuu maksasoluista eli hepatosyyteistd, jotka muodostavat 70-80 %
maksan massasta (Cullen ja Stalker 2015). Hepatosyytit ovat suuria ja kulmikkaita soluja,
joiden sinusoidien puoleisella pinnalla on mikrovilluksia kasvattamassa solun pinta-alaa
(Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011). Hepatosyyttien solulima on suuri ja
eosinofiilinen eli se varjaytyy happamilla vériaineilla (Cullen ja Stalker 2015).
Hepatosyyteissé on yksi tai kaksi pyoredd tumaa (Samuelson 2007). Yksitumaisissa
hepatosyyteissa tuman koko vaihtelee, mutta on usein suuri (Samuelson 2007). Tumien maara
soluissa lisadntyy, jos maksaan kohdistuu regeneraatioon (uudismuodostus) johtava vaurio tai
stimulus (Cullen ja Stalker 2015).

Hepatosyyttien metabolia on erittain aktiivista, joten muihin kudoksiin verrattuna ne
ekspressoivat eli ilmentavét suurempaa osaa genomista ja niiden solulimasta I6ytyy suuri
madra soluorganelleja (Cullen ja Stalker 2015). Soluorganellien lisdksi hepatosyyteissé
voidaan nahda glykogeenia seka varastotriglyserideja, proteiineja ja keskuslaskimoiden
lahelld lipofuskiinia (Ross ja Pawlina 2011). Maksa on kupariaineenvaihdunnan téarkein elin,
joten myds kuparia voidaan nahda hepatosyyteissa. Hepatosyytit vastaavat kuparin
varastoinnista, jakamisesta muille elimille ja kuparin erityksesta sappeen (Dirksen ja Fieten
2017). Jos hepatosyyttien kuparinsitomiskyky ylittyy, alkaa vapaata kuparia kertya solujen
sisdan. Tama johtaa vapaiden happiradikaalien muodostumiseen ja tulehdukseen (Blomqgvist

ym. 2017). Tietyilla koiraroduilla on alttiutta kuparin kertymiseen (Webster 2019).

Hepatosyyttien erilaisesta hapensaannista johtuen, eri vyohykkeilla sijaitsevat hepatosyytit
ovat myds aineenvaihdunnaltaan erilaisia (Cullen ja Stalker 2015) ja soluorganellien méaara
eri hepatosyyteissé vaihtelee solun sijainnin mukaan (Samuelson 2007). Porta-alueen l&hella
olevat hepatosyytit vastaavat suurelta osin maksan aerobisesta metaboliasta,
glukoneogeneesista, proteiinisynteesistd, ureasyklista seka lipidi- ja kolesterolimetaboliasta
(Cullen ja Stalker 2015). Keskuslaskimon lahell& olevat hepatosyytit huolehtivat elimiston
vierasainemetaboliasta. Niiden tehtaviin kuuluu myés muun muassa glykolyysi ja lipogeneesi
(Cullen ja Stalker 2015). Keskuslaskimon lahell& olevat hepatosyytit ovat siis alttiita paitsi
hypoksialle myos toksiineille (Cullen ja Stalker 2015). Patologisten muutosten sijainnin

perusteella voidaankin tehda alustavia paatelmié taudinaiheuttajasta ja vaurion laadusta.
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Hepatosyytit ovat pitkéikaisia soluja etenkin verrattuna muihin ruuansulatuskanavassa
esiintyviin soluihin kuten suolen epiteelisoluihin. Hepatosyyttien elinik& on noin viisi
kuukautta (Ross ja Pawlina 2011), mutta yksi hepatosyytti voi el&é jopa vuoden (Autio-
Harmainen 2012). Hiirilla tehdyssé tutkimuksessa on todettu, ettd hepatosyytit voivat jakautua
jopa 12-16 kertaa (Rhim ym. 1994). Normaalisti eli terveessd kudoksessa hepatosyytit ovat
lepotilassa ja jakautuvat hitaasti. Kun maksakudokseen kohdistuu kudostuhoa, se alkaa
uudistua voimakkaasti valittajaaineiden ja kasvutekijoiden vaikutuksesta (Autio-Harmainen
2012). Uudistuessaan maksasolut alkavat jakautua ja niiden maaré lisdantyy kudostuhon
korjaamiseksi. T&ata kutsutaan regeneraatioksi (Carpen ja Lohi 2012). Regeneraatiossa
maksaliuskojen koko kasvaa ja jonkin verran muodostuu myds uusia maksaliuskoja (Cullen ja
Brown 2012). Maksan vaurioituessa uusia hepatosyytteja syntyy regeneraation liséksi maksan

kantasoluista erilaistumalla (Mescher 2010). Kantasoluista kerrotaan kappaleessa 2.2.5.
2.2.2 Ito-solut

Ito-solut (engl. myds stellate cell) sijaitsevat Dissen raossa ja ne tunnistaa nimensa mukaisesti
tahtiméisesta rakenteestaan. Ito-solujen toinen tunnusmerkki on soluliman rasvapitoiset
pisarat (Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011). Koirilla lipidipisarat ovat isoja ja
yksittdisia (1Jzer ym. 2006), mutta niiden koko vaihtelee eléinlajien valilla (Uetsuka 2007).
Tavallisella hematoksyliini-eosiini (HE) varjayksell& ito-soluja on haasteellista ndhda
(Mescher 2010)

Ito-solujen lipidipisarat ovat A-vitamiinin varastopaikka (Ross ja Pawlina 2011). Ito-solut
toimivat myds sinusoidien verenvirtauksen saatelijoiné (Cullen ja Stalker 2015). Ainakin
ihmisilla seka laboratorioelaimilla ne voivat liséksi toimia myos antigeenien esittelijoina
lymfosyyteille sek& aktivoida lymfosyyttejé tuottamalla interleukiineja (Winau ym. 2007).
Kudosvaurion aikana erittyvat sytokiinit saavat aikaan ito-solujen erikoistumisen
myofibroblastisolujen tyyppisiksi soluiksi (Cullen ja Stalker 2015 ja Ross ja Pawlina 2011).
Myofibroplastisolut tuottavat kollageenia (Ross ja Pawlina 2011) ja maksafibroosia

stimuloivia komponentteja (Favier 2009).
2.2.3 Kupfferin solut

Kupfferin solut ovat maksan kypsid makrofageja eli monosyyttilinjan soluja (Ross ja Pawlina

2011 ja Tizard 2009). Ne sijaitsevat sinusoideissa ja muodostavat ulokkeillaan osan
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sinusoidien sisapinnasta (Ross ja Pawlina 2011), joten ne ovat suorassa kontaktissa vereen
(Cullen ja Stalker 2015). Magrofagit eli myos Kupfferin solut ovat pyoéreitd, melko suuria
yksitumaisia soluja. Seka tuman etté itse solun muoto voi kuitenkin vaihdella (Tizard 2009) ja
Kupfferin solut ovatkin usein litistyneend, jotta ne vaikuttaisivat veren virtausvastukseen

mahdollisimman v&hén (Samuelson 2007).

Kupfferin solut ovat osa synnynnaista immuniteettid. Synnynndisella immuniteetilla
tarkoitetaan elimiston puolustusmekanismia, joka vastaa infektioihin nopeasti ja aina samalla
tavalla, vaikka sen solut eivét olisi kohdanneet taudinaiheuttajaa aiemmin (Tizard 2009).
Kuppferin solujen pinnalla on toll-like -reseptoreita, jotka tunnistavat ja aktivoituvat
kohdattuaan monien erilaisten patogeenien solurakenteita (Tizard 2009). Kupfferin solujen
tehtaviin kuuluu fagosytoida eli sydda haitallista materiaalia (Tizard 2009), jota tulee
maksaan erityisesti porttilaskimon kautta (Cullen ja Stalker 2015). Kupfferin solut
fagosytoivat bakteereja, mutta ne myo6s hajottavat vanhoja punasoluja ja ndin vapauttavat

rautaa uudelleen elimistdn kayttodn (Mescher 2010).

Kupfferin solut voivat toimia antigeenin esittelijoind ja ovat ndin osana myds hankittua
immuniteettid, vaikka eivat olekaan siiné yhté tehokkaita kuin muiden kudosten makrofagit
(Cullen ja Brown 2012). Hankitulla immuniteetilla tarkoitetaan kehon puolustusmekanismia,
joka toimii hitaammin, mutta tehokkaammin kuin synnynnéinen immuniteetti (Tizard 2009).
Hankittu immuniteetti perustuu antigeenin esittelijdsolujen ja niit4 tunnistavien solujen
yhteisty6hon. Esittelijdsolujen pinnalla on major histocompatibility complex -reseptoreita
(MHC), joihin antigeeni kiinnittyy. Lymfosyytit tunnistavat ndita antigeeneja omilla

reseptoreillaan (Tizard 2009).

Tulehduksen edetessa ja sen kaantyessa paranemisvaiheeseen makrofagit alkavat tuottaa anti-
inflammatorisia aineita ja osallistuvat ndin kudosten ja haavojen paranemiseen (Tizard 2009).
Kupfferin soluilla on myos térkeé ja suuri rooli pit-solujen (ks. 2.2.4 Pit-solut) kehittymisessa

maksassa (Vanderkerken ym. 1995).

2.2.4 Pit-solut

Maksan immuunipuolustuksen toinen erityinen solutyyppi ovat pit-solut. Pit-solut ovat suuria
granulaarisia lymfosyyttej, joilla on luonnollisen tappajasolun (engl. natural killer cell, NK-
cell) toimintakyky (Cullen ja Stalker 2015). Elektronimikroskoopissa pit-solut tunnistaa

niiden suurista valejaloista, erityisista sauvamaisista vesikkeleista ja niiden solulimassa
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olevista tiiviista granuloista. Solut sijaitsevat useimmiten maksalobuluksen porta-alueilla

sinusoidien lumenissa (Kaneda ja Wake 1983).

NK-solut ovat immuunipuolustuksen soluja, joiden toiminta perustuu niiden vastaanottamiin
inhibitorisiin ja aktivoiviin signaaleihin, joiden keskin&inen tasapaino ratkaisee, tuhoaako
NK-solu kohdesolun vai jattadko se solun rauhaan (Tizard 2009). NK-solut tuhoavat
kohdesolujaan kolmen erilaisen aktivaatiomekanismin kautta (Tizard 2009). Tuhoamisreaktio
voi kéynnistyéa solussa, jos NK-solu saa liian vahan inhibitorisia signaaleja. Inhibitoristen
signaalien véahyys johtuu kohdesolun viallisista tai puutteellisista MHC I-molekyyleista
(Tizard 2009). MHC I-molekyyleja on kaikkien terveiden solujen pinnalla. Virukset
vahentavat MHC I-molekyylien ilmentymisté isdntasoluissaan ja kasvainsolut ovat usein
huonoja ekspressoimaan eli ilmentamaan MHC I-molekyyleja (Tizard 2009). NK-solut
tunnistavat néiden solujen erilaisen pintarakenteen, reagoivat niihin ja tarvittaessa tuhoavat
solun. NK-solut tunnistavat vioittuneet solut myds, koska vialliset solut tuottavat stressin
seurauksena proteiineja, joita NK-solujen reseptorit tunnistavat. NK-soluilla on reseptoreita
mya0s vasta-aineille, joten ne pystyvét aktivoitumaan myds niiden avulla (Tizard 2009). Kun

NK-solu on aktivoitunut, se pystyy aktivoimaan apoptoosin kohdesolussaan (Tizard 2009).

Rotilla on todettu, ettd maksan pit-solut eroavat verenkierron NK-soluista seké
mikroskooppiselta rakenteeltaan etta aktiivisuudeltaan (Vanderkerken ym. 1990). Eroa on
kuitenkin vain siind mé&arin, ettd pit-solujen oletetaan olevan verenkierron kautta maksaan
kypsymaéan tulleita NK-soluja (Vanderkerken ym. 1990). Tdman takia pit-solu termin
kaytosta on osittain luovuttu ja soluja kutsutaan suoraan myds NK-soluiksi (Cullen ja Stalker
2015). Pit-solut ovat tehokkaampia ja aktiivisempia syopasoluja vastaan verrattuna

verenkierron NK-soluihin (Vanderkerken ym. 1990).

2.2.5 Maksan kantasolut

Maksan kantasolut eli oval-solut ovat pienid ovaalin muotoisia soluja, joilla on vain vahan
solulimaa ja hyvin erottuva tumakotelo (Farber 1956). Oval-solujen tuma on suuri suhteessa
solun soluliman kokoon ja tuman muoto on pyored tai sikarin mallinen (Sarraf ym. 1994).
Oval-solut sijaitsevat periportaalisesti Heringin kanaaleissa ja aktivoiduttuaan ne kulkeutuvat
kohti maksaparenkyymia (Faber 1956 ja Sarraf ym. 1994).

Tarvittaessa oval-solut vastaavat maksakudoksen uusiutumisesta (Faber 1956 ja Sarraf ym.

1994), vaikka hepatosyyttien uusiutumiskyky onkin erittdin hyva (Rhim ym. 1994). Jos
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jostain syysta hepatosyyttien uusiutumiskyky ei riité, tai se estetdén kokeellisesti, pystyvét
oval-solut erikoistumaan hepatosyyteiksi (Faber 1956 ja Sarraf ym. 1994). Hepatosyyttien
lisaksi oval-solut pystyvét erikoistumaan myos sappitieepiteeliksi (Sarraf ym. 1994). Ennen
kuin oval-solujen olemassaolosta oltiin varmoja, niiden jakautumista onkin kutsuttu termilla

sappitiereaktio (Sarraf ym. 1994).
2.3 Solukuolema

Solut voivat vastata erilaisiin vaurioihin ja stressitilanteisiin monin tavoin. Ne voivat joko
adaptoitua eli sopeutua vaurioon tai korjaantua vauriosta, ja ndin sailya hengissa. Jos vaurio ja
stressi kdyvét solulle ylivoimaiseksi, se kuolee (Cullen ja Brown 2012) tai solun genomissa
tapahtuu muutoksia (Kosma ja VVédhdkangas 2012). Tarkkaa hetked tai raja-arvoa sille, milloin
solu ei endd pysty palautumaan vaurioista, ei voida sanoa. VVoidaan kuitenkin todeta, etta
solun vaste vaurioon riippuu esimerkiksi vaurion maarastd, uusiutumistiheydesta ja kestosta ja
toisaalta myds solun omista ominaisuuksista (Kumar ym. 2015). Soluvauriota ja stressia
voivat aiheuttaa sek& ulkoiset etta sisdiset tekijat (Kosma ja Véhékangas 2012).

Solukuolema ei kuitenkaan aina ole seurausta patologiselle tilalle vaan voi olla myos
fysiologista ja tarpeellista (Kumar ym. 2015) esimerkiksi yksilonkehityksen aikana tai
solukon uusiutuessa (Kujala 2012). Solukuolemat voidaan karkeasti jakaa kahteen luokkaan,
apoptoosiin ja nekroosiin. Raja on kuitenkin hadilyva. Sama aiheuttaja voi pienina
pitoisuuksina saada solun apoptoosiin, kun taas suurina maarina se ajaa solun nekroosiin
(Kosma ja Véhékangas 2012). Lisaksi joskus solukuolemalla on sek& apoptoosin etté
nekroosin tunnusmerkkej, jolloin kéytetddn termié nekroptoosi (engl. necroptosis).
Nekroptoosissa solu hajoaa kuten nekroosissa eiké siina ole kaspaasien (kts. 2.3.1)
aktivaatiota (Kumar ym. 2015). Osa kirjallisuudesta on alkanut kdyttda nekroosin sijaan
termid onkoosi (turpoaminen) kuvaamaan paremmin solun kuollessa tapahtuvaa
muodonmuutosta ja luoden néin eron apoptoosilla tapahtuvaan solukuolemaan (Cullen ja
Brown 2012).

2.3.1 Apoptoosi

Apoptoosi on tarkkaan ohjelmoitu solukuolema, jonka tarkoituksena on eliminoida
tarpeettomat solut (Kujala 2012). Solun apoptoosi voi johtua patologisista tai fysiologisista

tekijoistad (Kumar ym. 2015). Patologinen apoptoosi voi olla seurausta esimerkiksi viruksen
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tunkeutumisesta soluun tai solun DNA vauriosta (Kumar ym. 2015). Solukon uusiutuminen

on esimerkki fysiologisesta apoptoosista (Kumar ym. 2015).

Kaspaasit ovat proteiineja hajottavia entsyymejd, jotka toimivat apoptoosin aikaansaajina.
Apoptoosi voi solussa kaynnistyé joko niin sanotun sisaisen tai ulkoisen reitin kautta (Kumar
ym. 2015). Sisdinen reitti voi aktivoitua monista tekijoista, esimerkiksi solun puutteellisista
eloonjaamissignaaleista tai DNA-vauriosta. Aktivaatio johtaa mitokondrion ulkokalvon
lapaisevyyden lisdadntymiseen, josta seuraa sytokromi c-entsyymin ja muiden proteiinien
vuotaminen solulimaan. Sytokromi c:n padtyminen solulimaan aktivoi kaspaasi 9:n. Tama
johtaa edelleen muiden kaspaasien aktivaatioon ja nain solujen apoptoosiin (Kumar ym.
2015). Ulkoinen reitti aktivoituu solukalvolla olevien reseptorien kautta. Kun reseptori
aktivoituu esimerkiksi sytokiinien tai sytotoksisten T-solujen vaikutuksesta, aktivoituu sen
soluliman puoleinen osa eli niin kutsuttu kuolonreseptori (engl. death receptor/ death
domain). Tdm4 johtaa edelleen kaspaasi 8 aktivaatioon, joka taas saa aikaa seuraavien
kaspaasien aktivaation (Kumar ym. 2015). Kaspaasit 8 ja 9 ovat ovat aloittajakaspaaseja,
jotka aktivoivat toimeenpanokaspaaseja (muun muassa kaspaasit 3, 6 ja 7).
Toimeenpanokaspaasit ovat yhteisid ulkoisessa ja sisdisessa reitissad. Ne saavat aikaan
varsinaiset solukuolemaan johtavat mekanismit esimerkiksi hajottamalla solun tukirankaa ja

aiheuttavat DNA:n fragmentaation eli pilkkoutumisen (Kujala 2012).

Apoptoosia ei histologisesti vélttamétta aina ndhda, vaikka apoptoosien maara olisi
kudoksessa suuri. Tdmé johtuu apoptoottisten solujen nopeasta hajoamisesta ja kuolleiden
solujen tehokkaasta fagosytoinnista (Kumar ym. 2015). Vince ym. toteavat vuonna 2014
tehdyssa tutkimuksessaan, etta terveiden koirien maksabiopsioissa 78 % ei esiintynyt
ollenkaan apoptoottisia soluja ja lopulla 22 % niita esiintyi vain vahan (Vince ym. 2014).
Apoptoottisten solujen ympérille ei muodostu kudoksessa tulehdusreaktiota, koska kuolevien
solujen sisaltod ei paéstetd valumaan kudokseen, vaan solujen solulima ja soluelimet pakataan
pieniin fagosytoitaviin fragmentteihin (Kumar ym. 2015). HE véarjayksessé apoptoottiset solut
nayttavat pieniltd pyoreilta tai ovaaleilta soluilta, joilla on voimakkaan eosinofiilinen solulima
(Kumar ym. 2015 ja Rothuizen 2006). Apoptoottisten solujen ympérilla néhdaan myos tyhja
kehad (Rothuizen 2006). Kuvassa 3 on esitetty kolme apoptoottista solua koiran maksassa.
Tarkemmat apoptoottiset solumuutokset, kuten kromatiinin kondensaatio ja apoptoottisten

fragmenttien muodostuminen nakyy parhaiten elektronimikroskoopilla (Kumar ym. 2015).
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Kuva 3. Koiran maksa, histologinen leike, HE-varjdys. Kuvassa erottuu kolme nuolella
merkittyd apoptoottista solua. Solut ovat voimakkaan eosinofiilisia, pienia ja niiden ymparilla
néhdaén valkoinen keh&. Kuva: Cullen ja Stalker 2015.

Kaspaasien aktivaatio on spesifisin apoptoosin markkeri (Gown ja Willingham 2002).
Immunohistokemialla voidaan osoittaa apoptoosiin liittyvié proteiineja kudosleikkeisséa
(Kujala 2012). Immunohistokemia perustuu koe-eldimissa tuotettuihin vasta-aineisiin, jotka
pystyvat tunnistamaan kudosleikkeissa proteiinien antigeeneja. Vasta-aine saadaan nakyviin
joko varjadmalla se suoraan tai kiinnittamalld siihen sekundéérivasta-aine, joka vérjataan.
Vari saadaan useimmiten aikaan fluerisoivilla tai entsymaattisilla aineilla (Kalyuzhny 2016).
Immunohistokemiallisesti on mahdollista osoittaa seké aktivoituneita kaspaaseja (engl.
cleaved caspases) etta kaspaasien aktivoitumattomia muotoja (Eckle ym. 2004). Tamén tyon
tutkimusosuudessa on tutkittu aktivoituneita kaspaaseja. Kaspaasi 3:n osoittaminen
immunohistokemiallisella varjaykselld on kayttokelpoinen useimmissa kudoksissa ja silla
saatuja tuloksia on helppo tulkita (Gown ja Willingham 2002). Kaspaasi 3:n osoittamisella
saadut tulokset korreloivat hyvin apoptoosin kanssa (Krajewska ym. 1997) ja se soveltuu
kaytettavaksi myos vanhempien arkistoitujen kudosleikkeiden tutkimiseen (Gown ja
Willingham 2002).
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2.3.2 Nekroosi

Nekroosi on solukuoleman tyyppi, joka on aina patologinen ja johtaa usein kudoksen
tulehdustilaan. Nekroottinen solu turpoaa ja lopulta sen solukalvo hajoaa. Solun sisélto valuu
solusta ulos ympéroivaan kudokseen, josta solun jaénteet hajotetaan entsymaattisesti (Kumar
ym. 2015).

Adenosiinitrifosfaatin (ATP) madran vaheneminen on tarkein yksittainen syy nekroosiin.
ATP:n vahenemiseen solussa on kuitenkin useita syitd, joista tirkeimmat ovat vahentynyt
hapen ja ravinteiden saanti, mitokondriovauriot seka jotkin toksiinit (Kumar ym. 2015).
ATP:n vaheneminen johtaa solukalvon Na-K-ATPaasin toimimattomuuteen ja taten solun
turpoamiseen, solun happamoitumiseen, Ca?*-ionin siirtymiseen soluun, proteiinisynteesin
vahenemiseen ja lopulta mitokondrioiden ja lysosomien vaurioihin. Mitokondriovauriot
johtavat aina ATP:n vahenemiseen ja joskus jopa suoraan solukuolemaan apoptoosin avulla
(Kumar ym. 2015).

Kalsium on liiallisissa maérin haitallista soluille, koska se muuttaa mitokondrion kalvon
lapaisevyytta ja vaikuttaa suoraan solun entsyymitoimintaan. Myos vapaat radikaalit voivat
vaikuttaa solukalvojen I&pdisevyyteen tai proteiinien laskostumiseen tai ne voivat aiheuttaa
suoraan mutaatioita. Nykyé&an tiedetdan, ettd niill& on myds apoptoottisia vaikutuksia (Kumar
ym. 2015). Nekroosiin johtavat solutason mekanismit ovat siis moninaisia ja osittain

paallekkaisia seka toisiaan vahvistavia.

Nekroottiset muutokset ovat havaittavissa valomikroskoopilla kudosleikkeestd. HE
varjayksessa nekroottisilla alueilla eosinofilia kasvaa eli ne sitovat enemman punaista eosiinia
ja varjaytyvat punaisemmin. Punainen vari tarttuu leikkeeseen paremmin, kun soluliman
proteiinit denaturoituvat. Lisdksi RNA:n maard véhenee nekroottisissa soluissa, jolloin
sininen vari tarttuu kudosleikkeeseen huonommin (Kumar ym. 2015). Nekroottisten solujen
solulima muuttuu vakuolaariseksi, kun entsyymien tuhoamat soluelimet turpoavat (Kumar
ym. 2015), mikd ndhd&an valomikroskoopissa. Kuvassa 4 on nekroottisia soluja koiran
maksassa. Nekroottisten solujen tumissa tapahtuu muutoksia, joita ovat liukeneminen (engl.
karyolysis), hajoaminen (engl. karyorrhexis) ja kutistuminen (engl. pyknosis) (Kumar ym.
2015). Kaikkia tumamuutoksia voidaan ndhdé yhdessa nekroottisessa alueessa (Cullen ja

Brown 2012). Selvin nekroosin merkki on hajonneet solut (Cullen ja Brown 2012).
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Kuva 4. Koiran maksa, histologinen leike, HE-varjdys. Kuvassa on akuutti hepatiitti. Kuvaan
nuolilla merkitty Kupfferin soluja. Kuvaan on neliélla merkitty hajonnut nekroottinen solu.
Katkoviivalla kuvaan on ympyrdity tulehdussoluja. Kuva muokattu: Rothuizen 2006.

Maksasolujen nekroosia voidaan tutkia varjaamalla biopsianaytteet cresyl violet -vériaineella
(Henrich ja Kohler 2018). Emaksiset variaineet reagoivat negatiivisesti varautuneiden
solukomponenttien, kuten ribosomaalisen RNA:n fosfaattiryhmien kanssa (Ross ja Pawlina
2011). Koska maksasolujen metabolia ja proteiinisynteesi on kiivasta ja niissa on paljon
ribosomaalista RNA:ta, cresyl violet -varjays soveltuu hyvin myds hepatosyyttien
tarkasteluun (Henrich ja Kohler 2018). Nekroottisessa solussa osmoottinen saately on
hairiintynyt, josta seuraa veden siirtyminen soluun. Tdma johtaa ribosomien irtoamiseen.
Koska cresyl violet voi vérjata vain ehjid ribosomeja, nakyvét nekroottiset hepatosyytit
valomikroskoopissa vahentyneend vérin intensiteettind (Henrich ja Kéhler 2018).

2.4 Hepatiitit

Koirilla maksan parenkyymiin kohdistuvat sairaudet voidaan jakaa primaarisiin ja
sekundaarisiin. Primaarisia maksan sairauksia ovat krooninen hepatiitti ja akuutti hepatiitti
(Watson 2014). Akuutti hepatiitti voi johtaa krooniseen hepatiittiin (Poldervaart ym. 2009).
Kroonisen hepatiitin tiettyd muotoa, jossa maksaparenkyymin normaali arkkitehtuuri katoaa,
kutsutaan maksaliuskoja dissekoivaksi hepatiitiksi (engl. lobular dissecting hepatitis)
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(Webster ym. 2019). Sekundaarisella hepatiitilla tarkoitetaan maksan tulehdusvastetta sen
ulkopuolisiin patologisiin tiloihin (Tams 2003). Termid reaktiivinen hepatiitti k&ytettdessa

viitataan sekundaariseen hepatiittiin (Watson 2014).

2.4.1 Krooninen hepatiitti

2.4.1.1 Kroonisen hepatiitin esiintyminen

Krooninen hepatiitti on yleisin maksan parenkyymiin kohdistuva sairaus koirilla (Favier 2009
ja Poldervaart ym. 2009). Poldervaart ym. 2009 totesivat tutkimuksessaan, ettd primaarista
hepatiittia sairastavista koirista suurin osa sairasti nimenomaan kroonista hepatiittia. Vuonna
2010 Watsonin ym. tekemassé tutkimuksessa kroonisen hepatiitin esiintyvyys oli 12 % 200:n
satunnaisesti valitun koiran obduktion&ytteiden aineistossa. 1997 julkaistussa Fuentealban
ym. tutkimuksessa, jonka tutkimusaineisto oli keratty vuosina 1994-1998, krooninen hepatiitti
tavattiin noin 30 % kroonisesta maksasairaudesta kéarsivista koirista. He olivat kuitenkin
uusimmista tutkimuksista poiketen jakaneet kroonisen hepatiitin alakategorioihin, joten

prosenttiosuus olisi mahdollisesti suurempi erilaisella jaottelulla.

Vaikka kroonista hepatiittia tavataan kaikilla koiraroduilla, siiné esiintyy vahvaa
rotusidonnaisuutta. Tautia esiintyy runsaasti mm. bedlingtoninterriereilld, amerikan- ja
englannin cockerspanielieleilld, dobermanneilla ja labradorinnoutajilla (Webster ym. 2019).
Yleensa sairastumisikd on noin 8 vuotta, mutta tautia on todettu aina 7 kuukauden iké&isista
pennuista 16-vuotta vanhoihin koiriin. Riskirodut sairastuvat muita aiemmin (Bexfield ym.
2012). Taudin on todettu olevan yleisempaa nartuilla kuin uroksilla (Bexfield ym. 2011 ja

Fuentealba ym. 1997 ja Poldervaalt ym. 2009).
2.4.1.2 Kroonisen hepatiitin etiologia ja oireet

Kroonisen hepatiitin taustalla voivat olla monet syyt. Sité voivat aiheuttaa infektiiviset,
toksiset tai autoimmuunitaustaiset tekijat (Webster ym. 2019). Yleisin toksisista aiheuttajista
on maksaan kertyva liiallinen kupari, jota voi esiintyda milla tahansa rodulla, vaikkakin
tietyill& roduilla on suurempi alttius kupariin liittyvaan krooniseen hepatiittiin (Webster ym.
2019). Bedlingtoninterrierilla on todettu perinnéllinen kupariaineenvaihduntaan vaikuttava
geenimutaatio (Watson 2014), ja my6s labradorinnoutajilla on geneettistd alttiutta sairastua

kupariaineenvaihdunnan hairi6ihin (Dirksen ja Fieten 2017). Kuparia voi esiintyd myods
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sekundadrisend maksasolujen nekroosin takia (Dirksen ja Fieten 2017). Dobermanneilla
sairauden oletetaan johtuvan epanormaalista hepatosyyttien MHC II-molekyylien tuotosta,
mika johtaa t-solujen aktivaatioon eli hepatiitin etiologia on autoimmuuniperainen (Speeti
ym. 2003). Lisédksi dobermanneilla on todettu kuparinkuljetusproteiini ATP7B:n mutaation
(ATP7B:c.4358G>A) olevan yhteydessa kuparin mééran lisaéantymiseen maksassa (Wu ym.
2019). Usein taudin syy tai aiheuttaja ja& kuitenkin tuntemattomaksi eli se on idiopaattinen
(Webster ym. 2019).

Kroonisen hepatiitin oireet ovat epaspesifisia, mutta niitd ovat esimerkiksi huonontunut
ruokahalu, voimattomuus, oksentelu ja polyuria ja polydipsia (Webster ym. 2019).
Kroonisella hepatiitilla on ilmeisesti pitka subkliininen vaihe, koska jopa 20 % tautia
sairastavista koirista esiintyy veriarvoissa maksaentsyymien nousua ilman kliinisia oireita
(Webster ym. 2019). Oireet eivét korreloi mydskaan histopatologisen kuvan kanssa, koska
Kliinisesti terveilla koirilla voi esiintyd muutoksia histologiassa (Bexfield ym. 2011). Maksan
histologiset muutokset kliinisesti terveilla koirilla selittyy silla, etté oireet alkavat vasta kun
noin 70 % maksan funktionaalisesta massasta on jo menetetty (Hall ym. 2005). Tamén lisaksi
maksalla on erinomainen reservipotentiaali ja regeneraatiokyky, joten kroonisissa sairauksissa

oireet eivat valttamatta ilmene kovin nopeasti (Hall ym. 2005).
2.4.1.3 Maksaentsyymi ALAT kroonisen hepatiitin diagnostiikassa

Seerumin alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on hepatosyyttien solulimassa oleva entsyymi
(Villiers ja Risti¢ 2016). ALAT-entsyymia pidetddn hyvin maksaspesifisend ja sen
I6ytyminen plasmasta kertoo maksasolujen solukalvon vauriosta ja nekroosista (Tams 2003).
Entsyymia on kuitenkin myos esimerkiksi sydamessa ja lihaksissa, mutta naiden vaikutukset
seerumin ALAT-aktiivisuuksiin eivat ole merkittavia, ellei esimerkiksi lihasvaurio ole hyvin
suuri (Villiers ja Risti¢ 2016). ALAT-aktiivisuus ei kerro maksan primaarista patologiasta
(Villiers ja Risti¢ 2016). Testi ei mydsk&éan anna viitteitd maksan toiminnasta (Villiers ja
Risti¢ 2016).

ALAT-aktiivisuuden nousu seerumissa on ensimmaisié kroonisen hepatiitin indikaattoreita ja
on siksi paras verindyttein tehtava testi maksasairautta epdiltdessa (Webster ym. 2019). Osalla
koirista saattaa olla histologisia muutoksia ilman ALAT- arvojen nousua (Webster ym. 2019).
Fuentealban ym. (1997) tekemdssa tutkimuksessa ALAT-arvon ja histologisten muutosten

valilla ei néhty korrelaatiota, toisin kuin Dirksen ym. (2017) tutkimuksessa, jossa vahva

15



korrelaatio havaittiin. Vuonna 2019 ilmestyneen konsensusartikkelin mukaan assosiaatio
voidaan kuitenkin todeta ALAT-arvon ja histologisen kuvan valilla (Webster ym. 2019).
Seerumin ALAT-arvon on todettu olevan korkeampi kroonisissa kuin reaktiivisissa
hepatiiteissa, mutta tarkkaa raja-arvoa tautien erottamiseksi toisistaan ei voida antaa (Dirksen
ym. 2017). Reaktiivisessa hepatiitissa ALAT-arvon ei kuitenkaan oleteta nousevan yli
kolmenkertaisiksi suhteessa viiterajojen ylapaahan (Webster ym.2019). Toisaalta ei ole
tavatonta, ettd ndhdaan jopa viisinkertaista ALAT-arvon nousua maksan reagoidessa

ruuansulatuskanavan patologioihin (Villiers ja Risti¢ 2016).

Vuonna 2019 ilmestyneen konsensusartikkelin mukaan hepatiittia pidetd&n kroonisena, kun
ALAT-arvot ovat olleet yli 2 kuukauden ajan viiterajojen ylapuolella eik& nousua pystyta
muutoin selittamaan (Webster ym. 2019). Tarkkaa raja-arvoa sille, kuinka moninkertaisia
ALAT-arvojen nousun tulee olla, ei kuitenkaan ole (Webster ym. 2019). L&hes kaikilla
kroonisesta hepatiitista karsivilla koirilla ALAT-aktiivisuus on 5-18 kertainen verrattuna
viitearvojen ylapaahan (Ettinger ja Feldman 2010). ALAT-aktiivisuus seerumissa
vaihteleekin taudin eri vaiheissa. Liséksi on huomioitavaa, ettd taudin edetessa kirroosiin
ALAT-aktiivisuus voi jopa véhentyd maksaparenkyymin korvautuessa sidekudoksella
(Webster ym. 2019).

2.4.1.4 Kroonisen hepatiitin diagnosointi biopsiasta

Kroonisen hepatiitin diagnosointiin tarvitaan aina maksabiopsia (Webster ym. 2019). Hyvén
diagnoosin saavuttamiseksi histologiassa tulisi ndkyé véhintaan 12-15 porta-aluetta (Webster
ym. 2019). Histologisesti tulee arvioida tulehduksen solutyyppi, aste ja sijainti seka
apoptoosien ja nekroosien maaré ja sijainti. Naiden liséksi on arvioitava fibroosin ja
sappitiereaktion mé&ara (Webster ym. 2019). Histologisen tarkastelun lisdksi maksanéytteesta

tulisi tehda myos bakteeriviljely (Webster ym. 2019).

Kroonisen hepatiitin diagnosointiin kuuluu myés kuparin maéarittdminen (Webster ym. 2019).
Histologisesti kuparin maaré arvioidaan asteikolla 0-5 ja kaikkia yli kahden olevia arvoja
pidetddn epanormaaleina (Dirksen ja Fieten 2017). Histologisen tarkastelun liséksi kupari
tulisi maarittdd myos kvantitatiivisesti eli madrallisesti (Dirksen ja Fieten 2017).
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2.4.1.5 Kroonisen hepatiitin histologinen kuva

World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) julkaisi vuonna 2006 standardit
koirien ja kissojen maksasairauksien kliiniselle ja histologiselle diagnosoinnille (Rothuizen
ym. 2006). Ndma standardit ovat edelleen kattavin ja tdsmallisin keino madritella kroonisen
hepatiitin histologinen kuva (Webster ym. 2019). Krooniseen hepatiittiin kuuluu
lymfosyyttinen, plasmasyyttinen tai granulomatoottinen tulehdus tai néiden sekoitus seka
hepatosyyttien apoptoosia ja nekroosia. Naiden lisaksi esiintyy eri asteista fibroosia ja

regeneraatiota maksakudoksessa (Webster ym. 2019).

Kroonisessa hepatiitissa tulehdussolut koostuvat enimméakseen lymfosyyteisté ja
plasmasoluista (Fuentealba ym. 1997). Lymfosyyttien on kuitenkin todettu olevan
paasolutyyppi ja plasmasolujen olevan selkeésti vahemmistona (Bexfield ym. 2011 ja
Thornburg 1998). Osalla koirista saatetaan tavata myds neutrofiilisia granulosyytteja
(Bexfield ym. 2011 ja Kanemoto ym. 2013), joskin niitd on méaaréallisesti vahemman kuin
lymfosyytteja tai plasmasoluja (Bexfield ym. 2011). Myds makrofagit voivat olla vallitseva

solupopulaatio (Kanemoto ym. 2013).

Tulehdussolut sijoittuvat maksan porta-alueille, ulottuen sieltd kohti keskivyohyketta
(Fuentealba ym. 1997). Bexfieldin ym. (2011) tutkimuksen mukaan tulehdussoluinfiltraatiota
tavataan porta-alueiden lisdksi myos koko maksaparenkyymissa. Soluja esiintyy myds
sidekudosalueella seka porttilaskimoiden etta keskuslaskimoiden laheisyydessé (Thornburg
1998). Tulehdusreaktion sijainti saattaa selittyd taudin etenemisvaiheella niin, ettd reaktio
alkaa porta-alueen sidekudoksesta siirtyen kohti hepatosyytteja ja lopulta kohti

maksaparenkyymia (Tams 2003).

Kroonista hepatiittia sairastavien koirien tulenhduksen aste maksassa vaihtelee. Fuentealban
ym. (1997) tutkimuksessa todetaan, ettd kroonisessa hepatiitissa tulehdusreaktio on
vakavuudeltaan kohtalaista tai vakavaa, kun kayt6ssa oli asteikko 0-3 (”0=ei havaittu,
1=lieva, 2=kohtalainen ja 3=vakava”). Kanemoto ym. (2013) taas toteavat tutkimuksessaan,
etta tutkittujen koirien tulehdusreaktio oli lievaa. Tutkimuspopulaatio muodostui koirista,
joiden maksoissa havaittiin voimakasta sidekudoksen lisd&ntymistd. Myds muiden l&hteiden
mukaan tulehdusreaktio vahenee sidekudoksen lisddntymisen myota (Ettinger ja Feldman
2010).
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Taudin edetessa maksan sidekudoksen mééra lisdantyy (Bexfield ym. 2011 ja Fuentealba ym.
1997) ja se onkin yksi kroonisen hepatiitin histopatologisista tunnusmerkeisté (Rothuizen ym.
2006). Sidekudoksen lisaantyminen tapahtuu useassa eri vaiheessa. Vaurion alussa
hepatosyytit alkavat jakautua, jolloin myos maksan koko kasvaa. Vaurion jatkuessa
hepatosyyttien jakautuminen muuttuu riittdméattdmaksi, ja samaan aikaan myofibroblastien
seka sappiteiden epiteelisolujen osuus kasvaa (Lunz ym. 2005). Sidekudoksen liséantyminen
alkaa porta-alueen sidekudoksen maaran kasvuna ja etenee periportaalisesti muodostaen aina
paksumpia juosteita. Kun prosessi on edennyt pitkélle, maksa muuttuu nodulaariseksi ja sita
kutsutaan kirroottiseksi maksaksi (Webster ym. 2019). Lopulta potilaalla esiintyy kliinisid

oireita ja maksan toiminnallinen massa on vahentynyt merkittavasti (Lunz ym. 2005).

Kupari saadaan histologisesti nakyviin erikoisvarjayksin (Dirksen ja Fieten 2017).
Kroonisessa hepatiitissa, jonka taustalla on kupariaineenvaihdunnan hairi6, kuparia ndhdaan
ensin sentrilobulaarisesti (Dirksen ja Fieten 2017). Periportaalisesti esiintyva kupari on usein
epaspesifista eika silla ole kliinista merkitysta (Webster ym. 2019), tai se voi viitata

sappiteiden sairauksiin (Dirksen ja Fieten 2017).
2.4.1.6 Apoptoosi kroonisessa hepatiitissa

Maksakudoksen tulehduksen asteen ja vakavuuden on todettu korreloivan positiivisesti
apoptoosien maaran kanssa koirilla (Vince ym. 2014). Vince ym. kayttivat vuoden 2014
tutkimuksessaan maksan tulehduksen asteen arviointiin modifioiden ihmisten kroonisissa
maksasairauksissa kdytdssa olevaa Ishakin arviointiasteikkoa (engl. Ishak’s grading scheme).
Tutkimuksessa kaytettiin tulehduksen asteesta termiéd “nekroinflammatorinen aktiivisuus”
(Vince ym. 2014), jolla tarkoitetaan tilannetta, jossa tulehduksen tarkkaa syyta tai
patomekanismia ei tunneta (Cullen ja Stalker 2015). Apoptoosien mééara liséantyy ei-
Kirroottisissa maksoissa taudin edetessa myds Thornburgin tutkimuksen mukaan (Thornburg
1998). Kun tauti etenee pitkalle ja maksan sidekudoksen maara kasvaa, eli maksa muuttuu
Kirroottiseksi, apoptoosien maaré vahenee. Kanemoton ym. (2013) tutkimuksessa
apoptoottisia hepatosyytteja tavattiin vain kolmella kolmestatoista tutkimuskoirasta, joiden
naytteissa maksat olivat erittain kirroottisia. Tiedetdan kuitenkin, ettd apoptoosien maarissa on
vaihtelua yksiloiden valill4. Vincen ym. (2014) tutkimuksessa koirien maksabiopsioille
annettiin apoptoottinen indeksi kuvaamaan apoptoosien maaraé. Tutkimuksessa mukana
olleet yksilot saivat arvoja indeksin &érilaidasta toiseen eli tulokset vaihtelivat riippuen

yksilOstéa.
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Apoptoottisten solujen tarkemmasta sijainnista maksavauriossa ei olla taysin yksimielisia.
Maailman pieneldinladkari jarjeston maksa-tyoryhman (World Small Animal Veterinary
Association, Liver Standardization Group) mukaan apoptoosien ja nekroosien jakautuminen
vaihtelee suuresti (Rothuizen ym. 2006). Thornburg (1989) havaitsi tutkimuksessaan, etta
taudin alkuvaiheessa ensimmaiset yksittaiset apoptoottiset solut sijaitsevat maksa-asinuksen
vyoOhykkeelld kolme (Thornburg 1989). Bexfield ym. (2011) tutkimuksessa todettiin
vastaavasti, ettd apoptoottisia hepatosyytteja ndhdaan useimmiten yhdessé tulehdussolujen

kanssa eli porta-alueella ja tdiman lisaksi koko maksa-parenkyymissa (Bexfield ym. 2011).
2.4.1.7 Nekroosi kroonisessa hepatiitissa

Yhdessé apoptoosin kanssa nekroosia maksaparenkyymissa pidetadn kroonisen hepatiitin
tunnusmerkkina (esim. Bexfiel ym. 2011). Nekroosien maéarasta ei kroonisessa hepatiitissa
voida kuitenkaan sanoa mitaan kovin yhtenaista. Joidenkin lahteiden mukaan
nekroinflammatorinen aktiivisuus on kroonisessa hepatiitissa melko pienta. Kanemoto ym.
luokittelivat vuonna 2013 tehdyssa tutkimuksessaan aktiivisuuden asteikolla 0-5, ja suurin osa
tutkimuksen koirista sai arvon 1. Tutkimuksen koirat olivat kuitenkin taudinkuvassaan
pitkalle edenneitd, eli histologiset ndytteet olivat sidekudostuneita (Kanemoto ym. 2013).
Toisen tutkimuksen mukaan sama aktiivisuus jaoteltiin asteikolle 0-18, ja suurin osa koirista
asettuivat asteikon alapaahan, maksimin ollessa 14 (Vince 2014). Fuentealba ym. taas toteaa
vuonna 1997 tehdyssé tutkimuksessa, etta kroonisen hepatiitin erottaa muista hepatiiteista
juuri nekroosit. Tassa tutkimuksessa kaikki koirat saivat arvot vakava tai kohtuullinen

nekrooseja tutkittaessa (Fuentealba ym. 1997).

Kroonisessa hepatiitissa nekroosien on todettu sijoittuvan periportaalisesti ja kohdistuvan
erityisesti hepatosyytteihin, jotka sijaitsevat porta-alueen lahelld (Fuentealba ym. 1997).
Nekrooseja havaitaan kuitenkin myds koko maksaparenkyymissa (Bexfield ym. 2011), ja
joskus nekroosien sijaintia ei pystytd maarittamaan maksan arkkitehtuurin tuhoutumisen
vuoksi (Kanemoto ym. 2013). Krooniselle hepatiitille on tyypillistd, ettd taudin alkuvaiheessa
nekroosi nékyy niin sanottuna peacemeal -nekroosina (Tams 2003), jossa nekroottiset solut
sijoittuvat normaalien hepatosyyttien ympdrille tai sekaan useimmiten l&helle porta-aluetta
(Tams 2003). Taudin edetessé nekroottiset alueet alkavat kasvaa ja lopulta ne kulkevat
maksaliuskasta toiseen muodostaen silloittuvaa nekroosia (engl. bridging necrosis) yhdessa
sidekudoksen kanssa (Tams 2003).
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2.4.2 Reaktiivinen hepatiitti ja sen histologinen kuva

Reaktiivinen hepatiitti on maksan reaktio maksan ulkopuolisiin patologisiin tiloihin.
Reaktiivinen hepatiitti pystytadn usein parantamaan hoitamalla taustalla oleva syy, joita on
useita (Dirksen ym. 2017). Neuman ja Danner 2012 totesivat, ettd urogenitaalisairaudet
erityisesti endometriitti on yleisin reaktiivisen hepatiitin aiheuttaja. Farray ym. 2019
tutkimuksessa ruuansulatuskanavan sairaudet olivat kuitenkin yleisimpia reaktiivisen
hepatiitin aiheuttajia. My0s sydanvika tai hengityselintensairaudet aiheuttavat yleisesti
reaktiivisen hepatiitin (Neumann ja Danner 2012). Reaktiivinen hepatiitti on yleisempi

vanhoilla koirilla eiké sukupuolisidonnaisuutta ole (Neumann ja Danner 2012).

Reaktiivisen hepatiitin histologiassa tulehdussolut sijaitsevat yleensa porta-alueilla tai
maksaparenkyymissa (Rothuizen 2006) diffuusisti tai multifokaalisesti (Neumann ja Danner
2012). Jos tulehdus on akuutti, maksassa nahdéaén lievaa tai kohtalaista neutrofiilisten
granulosyyttien infiltraatiota sek& sinusoideissa Kupfferin soluja ja valkosoluja (Rothuizen
2006). Pidempéan jatkuneessa reaktiivisessa hepatiitissa solukuva on mononukleaarinen
koostuen plasmasoluista ja lymfosyyteistd. Myds pigmentoituneita magrofageja nahdaén
(Rothuizen 2006). Nekroosi, apoptoosi tai sidekudoksen lisdantyminen eivét kuulu
reaktiivisen hepatiitin histologiseen kuvaan (Webster ym. 2019). Taulukossa 1 on vertailtu
kroonisen hepatiitin ja reaktiivisen hepatiitin histologista kuvaa.

Taulukko 1. Kroonisen ja reaktiivisen hepatiitin histologisen kuvan vertailu. Taulukko
muokattu Webster ym. 2019

Krooninen hepatiitti Reaktiivinen hepatiitti
-kohtalainen tai merkittava tulehdus -lieva tai kohtalainen portaalinen
-tulehdussoluina lymfosyytti, plasmasolu, tulehdus

neutrofiilinen granulosyytti, eosinofiilinen -tulehdussoluina lymfosyytti,
granulosyytti plasmasolu, neutrofiilinen
-nekroosia ja/tai apoptoosia granulosyytti

-mahdollisesti sappitiereaktiota -ei nekroosia eika apoptoosia
-mahdollisesti fibroosia -ei fibroosia

-mahdollisesti regeneratiivisia noduloita -ei remodellaatiota
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

Tutkimus on vertaileva retrospektiivinen tutkimus, jossa verrataan lievad kroonista hepatiittia
(n=6) ja lievaa reaktiivista hepatiittia (n=6) sairastavien koirien seka kontrolliryhmén (n=6)
koirien maksandytteiden apoptoosi- ja nekroosimaéaria keskenaan. Kroonista ja reaktiivista
hepatiittia sairastavien potilaiden ndytteet ovat biopsianaytteité eldvisté koirista ja

kontrolliryhm&n maksanéytteet koostuvat ruumiinavausnaytteista.
3.1 Aineisto

Tutkimuksen hepatiitti ryhmien materiaaleina kaytettiin vuosina 2015-2019 Helsingin
yliopiston eldinlaaketieteellisen tiedekunnan patologian ja parasitologian oppiaineelle
ldhetettyja koirien maksabiopsioita. Biopsianadytteitd oli saapunut oppiaineelle seké
yksityisten elainlaékarien lahettaminé kaikkialta Suomesta ettd Y liopistollisen
pienelédinsairaalan eldinldakérien lahettamind. Biopsianaytteet haettiin Provet-
potilastietokannasta kayttden hakusanoja “hepatiitti”, maksa”, ’krooninen” ja reaktiivinen”.
Néaytteen alkuperéisella mikroskopointihetkelld néytetté oli saatettu kuvailla joko krooniseksi
hepatiitiksi tai reaktiiviseksi hepatiitiksi tai varmaa diagnoosia ei oltu pystytty antamaan. Jako
kroonisen ja reaktiivisen hepatiitin ryhmiin tehtiin koirien ALAT-arvojen perusteella.
Néytteiksi valittiin ainoastaan sellaiset ndytteet, joiden muutoksia oli kuvailtu lieviksi, ja

joiden kuparivarjaykset olivat saaneet luokituksen 0-2 asteikolla 0-5.

Kontrolliryhmé (n=6) muodostui vuonna 2018 patologian ja parasitologian oppiaineessa
otetuista ruumiinavausnaytteistd. Kontrolliryhman koirista nelj& osallistui alun perin toiseen
tutkimukseen, jota varten ruumiinavausnéytteet otettiin. Naista kaksi oli lopetettu
kéytoshairididen takia, yksi luusto-ongelmien takia ja yksi epilepsian takia. Loput kaksi
kontrolliryhmén koiraa lopetettiin neurologisten syiden takia. Kaikilta kontrollikoirilta otettiin
eutanasian yhteydessa verindytteet, joista tutkittiin ALAT-arvo ja
aspartaattiaminotransferaasiarvo (ASAT). Arvot olivat viitearvojen sisalla kaikilla koirilla.
Kontrollikoirien maksan histologiassa ei todettu hepatiittimuutoksia. Milld&n kontrolliryhmén
koiralla ei myoskaan ollut maksasairauteen viittaavaa oireilua ennen lopetusta. Kaikkien
kontrolliryhmén koirien eutanasiat suoritettiin Yliopistollisessa eldinsairaalassa ja
ruumiinavaus sek& maksandytteiden otto tehtiin maksimissaan yhden tunnin kuluttua

lopetuksesta.
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3.2 Hepatiitin diagnostiset kriteerit

Lievan kroonisen ja lievan reaktiivisen hepatiitin ryhmiin valittiin kuusi ensimmaisté kriteerit
tayttdvad koiraa kumpaankin ryhmaan. Kroonisen hepatiitin diagnoosi perustui tassé
tutkimuksessa seuraaviin kriteereihin: 1) biopsiaa oli kuvailtu lievaksi hepatiitiksi ja 2) koiran
ALAT-arvot olivat olleet yli viiterajojen vahintddn 3 kuukauden ajan, eivatka ne tassé ajassa
olleet lahteneet laskuun. Reaktiivisen hepatiitin diagnoosi perustui tdssa tutkimuksessa
seuraaviin kriteereihin: 1) biopsiaa oli kuvailtu lievaksi hepatiitiksi, 2) koiran ALAT-arvot
olivat olleet koholla vain hetkellisesti eli 1ahteneet laskemaan 3 kuukauden siséllg, ja 3) koira
ei ollut saanut maksaan kohdistuvaa laékitystd. Kaaviossa 1 on esitetty potilaiden jaottelu

ryhmiin.

ALAT-arvot tarkistettiin Yliopistollisen pienelédinsairaalan Provet-potilastietojarjestelmésta,
suoraan omistajilta tai eldinté hoitaneelta eldinlaakarilta. Lisaravinteiden tai ruokinnallisten
maksan tukiravinteiden kaytto ei ollut poissulkeva kriteeri kummassakaan ryhmassa.
Néytteiden histologinen laatu tarkastettiin patologin (tutkielman ohjaajat Niina Airas ja
Pernilla Syrja) toimesta ennen sen hyvaksymistd mukaan tutkimukseen.

Kaavio 1. Koirien jaottelun perusteet lievan kroonisen hepatiitin ryhméan ja lievan
reaktiivisen hepatiitin ryhmaan.

Potilaan maksabiopsia oli
lahetetty Helsingin yliopiston
eldinlaaketieteellisen
tiedekunnan patologian ja

parasitologian oppiaineelle
tutkittavaksi

Potilaan maksabiopsiaa
oli patologin toimesta

kuvailtu hepatiitiksi

Hepatiitti oli
voimakkuudeltaan lieva ja
maksan kuparin maaraksi oli
arvioitu korkeintaan 2/5

Potilaan ALAT-arvo oli ollut yli { Potilaan ALAT-arvo ollut koholla, ’

viiterajojen vahintaan 3kk ajan mutta lahtenyt laskuun 3kk sisalla
eika arvo ollut Iahtenyt laskuun

tassa ajassa l
l Potilas ei ollut saanut maksaan
kohdistuvaa laakitysta
[ Krooninen hepatiitti ] l
[ Reaktiivinen hepatiitti ]
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3.3 Varjaykset

Maksasolujen nekroosia tutkittiin varjaamalla néaytteet cresyl violet -vériaineella. Apoptoosia
tutkittiin varjadmalla ndytteet kaspaasi 3 -immunohistokemiallisella vérjayksella (Cell
Signaling, Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5AL1E) Rabbit mAb). Vérjdysten tarkempi protokolla
on esitetty liitteissd 1 ja 2. Kaikki varjaykset suoritti koulutettu bioanalyytikko saman

protokollan mukaan.
3.4 Cresyl violet -varjayksen mikroskopointi

Mikroskopoija ei mikroskopointihetkelld tiennyt kumpaan ryhméén (krooninen hepatiitti vai
reaktiivinen hepatiitti) kyseinen ndyte kuului eli ndytteet sokkoutettiin. Jokaisesta naytteesta
otettiin kymmenen kuvaa valomikroskoopilla kayttaen Olympus BX51 -mikroskooppia ja
Moticam 1080 -kameraa. Kuvat otettiin k&yttden mikroskoopin 40-kertaista objektiivia. Kuvat
otettiin maksaparenkyymista niin, ettd hepatosyytteja oli kuvissa nékyvissa mahdollisimman
tasaisesti valttden porta-alueita ja keskuslaskimoita. Ensimmaéinen kuva otettiin kohdasta,
josta ensimmainen nekroottinen solu 16ytyi. Kuvia ei otettu satunnaisista kohdista, jotta
I0ydettaisiin kunkin naytteen kohta, jossa tulehdus oli vakavin. Kuvat otettiin niin, etta
ensimmadiset kolme kuvaa otettiin 16ydetyn nekroottisen solun vasemmalta ja oikealta puolelta
sekd suoraan ensimmaisen nakokentén ylapuolelta. Loput kuusi nakdkenttaé kuvattiin
kahdessa allekkain olevassa rivissa suoraan ensimmaéisen kuvan alapuolella. N&in véltyttiin
kuvaamasta samaa kohtaa uudelleen. Kaaviossa 2 on esitetty kuvien ottamisen jarjestys. Jos
nakokenttaan osui leikkeen reuna, suuria suonia tai sidekudosta, kyseinen nakdkentta
ohitettiin ja siirryttiin lahimpaan hepatosyytteja sisdltavaan nakymaan. Cresyl violet -
varjayksessa vérjaytyneet solut laskettiin silmamaéardisesti jokaisen ndytteen jokaisesta
kuvasta. Laskenta tehtiin televisiondytoltd digitalisoiduista kuvista. Kunkin néytteen jokaisen
kuvan varjaytyneiden solujen lukuma&ra summattiin. Kuvassa 5 on esitetty histologisia kuvia
vakavaa hepatiittia sairastavista potilaista, joiden maksabiosiat on varjatty cresyl violet -
variaineella. Kuvia kaytettiin tutkimuksen referenssiaineistona. Kuvissa nahdaan nekroottinen

solu vaaleampana kuin ympargiva kudos.
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Kaavio 2. Cresyl violet -vérjayksen kuvien ottamisen jarjestys.

Kuva 5 A, B ja C. Cresyl violet -vérjattyja maksabiopsionaytteita koirilta, joiden hepatiitti oli
luokiteltu vakavaksi. 40-kertainen objektiivi. Nuoli osoittaa yhtd nekroottista hepatosyyttia.
Kuvat toimivat referenssikuvina tutkimuksen cresyl violet -varjaykselle.
Mikroskooppinakymassa varisavy poikkeaa ndista kuvista. Kuvat: Anna Huupponen 2021
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3.5 Kaspaasi 3 -varjayksen tutkiminen

Kaspaasi-3 varjatyt ndytteet skannattiin elektroniseen muotoon 3D Histec Pannoramic MIDI
digitaalisella lasi skannerilla (BioSiteHisto Oy). Néytteiden analysointiin kéytettiin
CaseViewer 2.4 -ilmaisohjelmaa Windowsille. Naytteista laskettiin ensin pienimmén naytteen
pinta-ala, jonka jalkeen samankokoinen pinta-ala rajattiin kaikista lopuista ndytteista. Jos
nayte oli huomattavasti suurempi kuin mitattava pinta-ala, ala otettiin satunnaisesta kohdasta
naytettd. Mikali rajatun alueen sisépuolelle osui suuri sidekudosta tai verisuonia sisaltava
kohta, sen pinta-ala vahennettiin molemmissa tapauksissa lopullisesta pinta-alasta, jotta
tutkittavaksi saatiin mahdollisimman paljon maksasoluja siséltava alue. Kaspaasi 3 -
varjayksessa varjaytyneet solut laskettiin tietokoneruudulta ndytteeseen rajatun pinta-alan
sisdpuolelta ja summattiin yhteen. Jos vérjdytyneita soluja oli juuri rajatun pinta-alarajan
ulkopuolella, ne laskettiin mukaan. Talla haluttiin valttaa virhettd, joka saattaa muodostuta
rajatun alueen satunnaisesta valitsemisesta. Varjaytynyt solu laskettiin mukaan myos vaikka

sen sijainti olisi ollut sinusoidissa.

Kuvassa 6 on esitetty referenssikuvia kaspaasi 3 -varjayksen positiivisesta kontrollista, joka
oli imusolmukkeesta. Kuvassa 7 on esitelty varjaymid, joita tassa tutkimuksessa ei tulkittu
apoptoosin aiheuttamiksi varjaymiksi vaan epaspesifisiksi signaaleiksi johtuen muun muassa

sappi-, lipofuskiini- tai rautapigmenteisté.

25



Kuva 6 A, B ja C. Kaspaasi 3 -varjatty imusolmuke, joka toimi positiivisena kontrollina ja
verrokkindytteend tutkimuksessa. Kuvassa A on 5-kertainen suurennos, kuvassa B on 20-
kertainen suurennos ja kuvassa C 40-kertainen suurennos. Kaspaasi 3 -vérjatyt solut
varjaytyvét erittdin tumman ruskeina, l&hes mustina, tasareunaisina ja varitykseltaan tasaisina
soluina, joissa ei ole sisérakenteita nakyvissa. Kuvat: Anna Huupponen 2021
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Kuva 7 A-D. Koiran maksa, kaspaasi 3 -immunohistokemiallinen varjays. Esimerkkeja
varjayksista, joita ei tulkittu apoptoosin aiheuttamiksi vaan epaspesifisiksi signaaleiksi. A
Vérjaytyneen kappaleen sisélld ndhdaan kuplamaisia sisarakenteita ja kappaleen ulkoreuna ei
ole tasainen, 40-kertainen suurennos. B Varjaytynyt alue on liian pieni. Se on tuman kokoinen
ja sijaitsee maksasolun sisalla eika tayta koko solulimaa, 30,5-kertainen suurennos. C
Vérjaytyma on liian vaalea, 40-kertainen suurennos. D Varjaytyméan muoto on liian
epdtasainen, 40-kertainen suurennos. Kuvat: Anna Huupponen 2021
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3.6 Tilastollinen analyysi

Vérjaytyneiden solujen madristé laskettiin tilastolliset tunnusluvut kullekin ryhmélle
(kontrolli, krooninen hepatiitti, reaktiivinen hepatiitti). Kaspaasi 3 -varjaykselle; keskiarvo,
keskihajonta, keskiarvon keskivirhe ja varjaytyneiden solujen suurin ja pienin arvo. Cresyl
violet -varjaykselle laskettiin ainoastaan solujen suurin ja pienin arvo sekd mediaani, koska
varjays ei noudattanut normaalijakaumaa. Vérjaytyneiden solumaarien jakauman
normaalisuus tarkistettiin ennen ryhmien valista tilastollista vertailua Kolmogorov-Smirnov -
testilla. Mikali jakauma ei poikennut normaalijakaumasta suoritettiin ryhmien vélinen vertailu
yksisuuntaisella varianssianalyysilla (ANOVA) kayttden post hoc -testind Tukeyn testid.
Kruskal-Wallisin testid kéaytettiin, mikali jakauma poikkesi normaalijakaumasta (Zar 1984).
Tilastollinen testaus tehtiin internetistd 16ytyvalla ilmaislaskentaohjelmalla
www.socscistatistics.com. Tilastollisen merkitsevyyden rajana ANOVA ja Kruskal-Wallis

tuloksissa pidettiin p-arvoa < 0.05 (Zar 1984).
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4 TULOKSET

4.1 Lopullinen tutkimusaineisto

Kroonisen hepatiitin ja reaktiivisen hepatiitin ryhmien ikahaarukka oli 9 kuukauden ik&isesta
11-vuotiaaseen koiraan. Koirista kolme oli sekarotuisia ja loput rotukoiria. Molemmissa
ryhmissé oli mukana seka narttuja ettd uroksia. Kroonisen hepatiitin ryhmassa oli nelja urosta

ja kaksi narttua. Reaktiivisen hepatiitin ryhmadssé oli kaksi urosta ja nelja narttua.

Kroonisen hepatiitin tutkimusaineiston koirista kahdella koiralla ALAT-arvo oli ollut koholla
11 kuukauden ajan. Muilla tutkimusryhman koirista arvo oli ollut koholla vahintaan vuoden

ajan.

Kaikilla reaktiivisen hepatiitin ryhman koirilla ALAT-arvo palautui viiterajojen alapuolelle
biopsian ottamisen jalkeen. Yhden reaktiivisen hepatiitin ryhman potilaan ALAT-arvo oli 6
kuukauden kuluttua biopsian otosta 126 U/l viitearvon ylarajan ollessa 125 U/l. Tamén
tulkittiin olevan viiterajoissa. Reaktiivisen ryhman koirista saatavilla olevan tiedon perusteella
ALAT-arvo oli pysynyt viiterajoissa biopsian oton jalkeen seuraavasti: kahdella potilaalla
ALAT-arvo oli pysynyt normaalina yli vuoden, kolmella potilaalla arvo oli pysynyt
normaalina vahintdan 6 kuukauden ajan, yhdell& potilaalla arvon tiedettiin pysyneen

normaalina vahintaan 4 kuukauden ajan.
4.2 Cresyl violet -varjayksen tulokset

Cresyl violet -varjayksessa kontrolliryhman koirista otetuissa néytteissé vérjaytyvia soluja
I0ytyi vain yhdeltd koiralta kuudesta (yksi vérjaytynyt solu yhden koiran ndytteessd). Seka
kroonisen hepatiitin etta reaktiivisen hepatiitin rynmaan kuuluvilla koirilla varjaytyneité
soluja havaittiin 4 koiralla kuudesta. Taulukossa 2 on esitetty cresyl violet -vérjayksessa
varjaytyneiden solujen tilastolliset tunnusluvut.

Taulukko 2. Cresyl violet -varjayksen tilastolliset tunnusluvut. Min. ja Max. sarakkeet
tarkoittavat pieninté ja suurinta nekroottisten solujen lukumé&aréa kussakin ryhméssa

Ryhma Mediaani Min. Max.
kontrollit 0 0 1
krooniset 1 0 6
reaktiiviset 0,5 0 1
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Cresyl violet -varjayksen tulokset eivat noudattaneet normaalijakaumaa. Ryhmien valilla ei
havaittu tilastollista eroa (p= 0.224) (Kruskall-Wallis-testi).

Cresyl violet -varjayksen sivuloydoksend osassa naytteissa nahtiin pavun muotoisia,
punaisella vérjaytyneita soluja, joiden solulimassa oli granuloita. Solut sijaitsivat useimmiten
naytteen sidekudosta sisaltavilla alueilla, mutta myds maksalobuluksessa. Solut analysoitiin
semikvantitatiivisesti (0= ei varjaytyneitd alueita, 1= yksittaisia varjaytyneita alueita, 2=
muutamia vérjaytyneita alueita, 3= runsaasti varjaytyneita alueita) koko naytteen kattavalta
alueelta. Soluja néhtiin seka kroonisen etta reaktiivisen ryhman potilailla. Myos yhdella
kontrolliryhmén koirista naita soluja havaittiin. Luokkien jakauma ei eronnut ryhmien vélilla
tilastollisesti (Kruskal-Wallis). Kuvassa 8 on esitetty vérjaytyneita soluja tutkimusryhman

koirassa.

;-

T

Kuva 8. Koiran maksa, Cresy violet -varjays, 40-kertainen objektiivi. Kuvaan on nuolilla
merkitty punaiseksi varjaytyneitd soluja tukikudoksen ja lobuluksen alueella. Kuva: Anna
Huupponen 2021



4.3 Kaspaasi 3 -varjayksen tulokset

Kontrolliryman koirista otetuissa naytteissa varjaytyvia soluja 16ytyi vain yhdelta koiralta
kuudesta (yksi varjaytynyt solu yhden koiran ndytteessd); viidelta koiralta varjaytyneitd soluja
ei naytteista 16ytynyt. Krooniseen hepatiittiryhmaan kuuluvilla koirilla vérjaytyneita soluja
havaittiin kaikilla ja reaktiivisen hepatiittirynmén koirilla neljalla koiralla kuudesta.
Taulukossa 3 on esitetty kaspaasi 3 -vérjaytyneiden solumaéarien tilastolliset tunnusluvut.

Taulukko 3. Kaspaasi 3 -varjayksen tilastolliset tunnusluvut. Min. ja Max. sarakkeet
tarkoittavat pienintd ja suurinta apoptoottisten solujen lukumaaraa kussakin ryhméssa.

Ryhma Keskiarvo Keskihajonta Min. Max. Keskiarvon
keskivirhe
kontrollit 0,17 0,41 0 1 0,17
krooniset 2,33 1,03 1 4 0,42
reaktiiviset 1,67 1,63 0 4 0,67

Kaspaasi 3 -varjayksen aineiston todettiin noudattavan normaalijakaumaa. Yksisuuntaisessa
varianssianalyysissa havaittiin aineistossa olevan ryhmien vélilla tilastollista eroa (p = 0.015,
yksisuuntainen ANOVA). Tukeyn testissé havaittiin tilastollisesti merkitseva ero ainoastaan
kontrolliryhmén ja kroonisen hepatiittiryhméan valilla (p= 0.013). Kontrolliryhman ja
reaktiivisen hepatiittiryhman vélilla tilastollista merkitsevyytta ei ollut (p= 0.090).
Tilastollista merkitsevyytté ei havaittu mydsk&éan kroonisten ja reaktiivisten hepatiittiryhmien
vélilla (p= 0.580).
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5 POHDINTA

Koska koirien krooninen ja reaktiivinen hepatiitti ovat yleisia sairauksia ja maksabiopsiat
patologin usein kohtaamia ndytteitd, oli taman tutkimuksen tekeminen perusteltua. Erityisen
tarkedksi tutkimuksen tekemisen tekee se, etté lievissa tapauksissa kroonisen ja reaktiivisen
hepatiitin histopatologinen erottaminen toisistaan on haastavaa. Sairauksien hoito ja ennuste
poikkeavat hyvin paljon toisistaan, joten potilaan ja lemmikin omistajan kannalta olisi

tarkedd, ettd oikea diagnoosi saataisiin mahdollisimman nopeasti.

Tassa tutkimuksessa ei erikoisvarjaysten avulla pystytty luomaan maksabiopsiaan perustuvaa
diagnosointimetodia, jolla lieva krooninen ja lieva reaktiivinen hepatiitti pystyttéisiin
erottamaan luotettavalla tavalla. Kroonista hepatiittia ja reaktiivista hepatiittia sairastavien
potilaiden vélill& ei maksabiopsian histologisessa tutkimuksessa havaittu eroa kaspaasi 3 -
varjayksella eika cresyl violet -vérjayksella visualisoituvien vaurioituneiden maksasolujen
maaréssd. Kaspaasi 3 -vérjayksen avulla pystyttiin kuitenkin osoittamaan ero kontrolliryhman
ja kroonisesti sairaiden koirien maksandytteiden vélilla. Kontrolliryhmdn ja reaktiivista
hepatiittia sairastavien vélilla oli nahtévissa eroa numeerisesti, mutta tilastollista

merkitsevyytté ei ndiden ryhmien vélilla ollut.

Taman tutkimuksen tulokset heijastavat hyvin aiempaa tietoa apoptoosien ja nekroosien
madrasta sekd maksan suhteen terveissa ettd lievaa kroonista tai reaktiivista hepatiittia
sairastavien koirien maksakudosten histopatologisissa néytteissé. Kontrolliryhmén
apoptoosien maarét olivat pienié tassa tutkimuksessa. Saman ovat todenneet aiemmat
tutkimukset aiheesta (Kumar ym. 2015 ja Vince ym. 2014). Téssa tutkimuksessa kroonisen
hepatiitin ryhmén koirilla apoptoosien mééra oli myos melko vahdinen. Myds tdma tulos
tukee aiempia tutkimuksia siitd, etta taudin alkuvaiheessa apoptoosien méaéra on vahainen
(Thornburg 1998 ja Vince ym. 2014). Apoptoosi ei kuulu reaktiivisen hepatiitin
histopatologiseen kuvaan (Webster 2019). Tassé tutkimuksessa havaittiin yhdell& reaktiivisen
hepatiitin ryhmaan kuuluvalla potilaalla nelja apoptoottista solua, joka oli ryhmén suurin arvo
apoptoottisten solujen méarassa. Vaikka luku poikkeaakin nollasta, vastaa se silti melko hyvin
aiempaa kasitystd, jonka mukaan reaktiivisessa hepatiitissa ei ndhda apoptoottisia soluja.
Nekroosia ei juurikaan nahda terveiden koirien maksoissa (Vince ym. 2014). Myds tdméan
tutkimuksen tulokset tukevat tata aiempaa tutkimusta ja tietoa. Aiemmissa tutkimuksissa
nekroosien maarasta kroonisessa hepatiitissa on esitetty toisistaan poikkeavia tuloksia (esim.
Funtealba ym. 1997 ja Vince 2014). Osa tutkijoista pitda nekroosia kroonisen hepatiitin
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tunnusmerkkind (Bexfield ym. 2011). T&ssa tutkimuksessa nekroottisia soluja ei kuitenkaan
havaittu kaikilla kroonisen hepatiitin ryhmén potilailla. Nekroottiset solut eivat kuulu
reaktiivisen hepatiitin histopatologiaan (Webster 2019). Tdman tutkimuksen tulokset tukevat

aiempia tutkimustuloksia, silla nekroottisia soluja oli korkeintaan yksi kullakin potilaalla.

Tutkimuksen aineisto edusti tutkittavia ryhmia hyvin. Suurimmalla osalla kroonisen hepatiitin
ryhmaén kuuluvista potilaista ALAT-arvot olivat olleet koholla yli vuoden ajan eli
huomattavasti pidempéan kuin kroonisen hepatiitin méaéritelmaan vaaditaan. Samoin
reaktiivisen hepatiitin rynmé&an kuuluvien koirien voidaan sanoa edustavan hyvin ryhmaansa.
Reaktiivisen ryhman koirien ALAT-arvot olivat suurella osalla pysyneet monia kuukausia
biopsian oton jalkeen alle viiterajojen; osalla koirista aika oli jopa vuosia. Kliinisesti maksan
suhteen terveiden kontrollikoirien maksandytteiden mukanaolo analyysissd puolestaan lisasi
tutkimuksen luotettavuutta. Vaikka kontrolliryhmén koirien maksanaytteet olivatkin
ruumiinavausnaytteitd poiketen kroonisen ja reaktiivisen hepatiitin ryhmien biopsiandytteista,
ne edustivat hyvin terveiden koirien maksoja, koska ndytteenotto oli tapahtunut hyvin

nopeasti kuoleman jélkeen.

Tutkimuksen objektiivisuutta pyrittiin vahvistamaan sokkouttamalla hepatiittiryhmien
naytteet. Kontrollikoirien ndytteet olivat sen sijaan tunnistettavissa niiden suuremman

naytekoon perusteella.

Tutkimusaineiston pieni koko on saattanut rajoittaa tutkimuksen tuloksia. Vaikka aineisto oli
edustava, sen pienuus on todennakdisesti heikentanyt mahdollisuutta tilastollisen
merkitsevyyden saavuttamiseen ja lisdnnyt satunnaisvaihtelun vaikutusta. On kuitenkin
huomattava, ettd kroonista ja reaktiivista hepatiittia edustavien ndytteiden valinen
keskimaarainen ero oli niin pieni, ettd tulosten hajonta huomioiden kliinisesti kayttokelpoisen
eron havaitseminen kyseisten ryhmien valille olisi ollut vaikeaa, vaikka ndytteiden lukumaara
olisi ollut suurempi. Liséksi, koska tutkimuksen tavoitteena oli 10yt&4 diagnosointimenetelma,
olisi suurempi naytekoko ja homogeenisemmat ryhmat saattaneet aiheuttaa tietyille yksil6ille

paljon virhetulkintoja diagnoosissa.

Néytteiden lukumaaran lisdksi mikroskopoitavan ndytteen pinta-alalla on merkitysta. Cresyl
violet -vérjayksessa yli 10 kuvakentén tarkastelu olisi saattanut lisit& nekroottisten solujen
mé&éaraa ja ndin vaikuttaa tuloksiin. Mikroskooppinakymien sijasta analyysi olisi voitu
perustaa myos koko ndytteen skannaamiseen kaspaasi 3 -varjayksen tavoin, jolloin

tarkasteltava pinta-ala olisi ollut suurempi. Kaspaasi 3 -varjayksessa tulokseen saattoi
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vaikuttaa se, ettd analysoinnissa kdytettiin pienimman néytteen pinta-alaa. On mahdollista,
ettd laskettavien pinta-alojen ulkopuolelle jai apoptoottisia soluja, joilla olisi saattanut olla
merkitysta tutkimuksen lopputulokseen. Pienimmaén pinta-alan mittaamisen tilalla olisi voitu
laskea myds jokaisen néytteen pinta-ala ja laskea kaikki 16ytyneet apoptoottiset solut, jonka
jalkeen tulkinta olisi tehty suhteutettuna kunkin ndytteen pinta-alaan. Pinta-ala oli
huomattavasti suurempi kuitenkin ainoastaan kontrollikoirilla, joten valitulla
tutkimusmetodilla ei oletettavasti ollut suurta merkitysta tai sen vaikutus oli hyvin vahdinen

kroonisten ja reaktiivisten ryhmien vélilla.

Potilaiden 16ytdminen kroonisen ja reaktiivisen hepatiitin ryhmiin oli haastavaa. Koska
luokittelu kahteen eri tutkimusryhmaan vaati potilaiden sdénnéllisia verinaytekontrolleja, oli
vaikeaa l0ytaa riittavasti potilaita, joiden omistajat olivat sitoutuneet kontrolleihin.
Ongelmaksi muodostui myds se, ettd potilaat olivat saattaneet kdyda monella eri klinikalla
kontrolleissa, mika vaikeutti verindytetulosten jéljitettavyytta ja saatavuutta. ALAT-arvojen
mittaaminen usealla eri klinikalla useiden eri ndytteenottajien toimesta, saattoi vaikuttaa myos
ALAT-arvojen luotettavuuteen. Koska jokaisella klinikalla tai laboratoriolla on kéytéssaan eri
viitearvot verindytteille, oli myds arvojen keskinéinen vertailu haastavaa. Mikali tutkimus
toteutettaisiin suuremmassa mittakaavassa ja omistajille tarjottaisiin saannolliset kontrollit
yhdella klinikalla, olisi aineiston kokoaminen mahdollisesti helpompaa. Sopivien néaytteiden
[6ytymista hankaloitti myos se, ettei reaktiivisten koirien aineistoon voitu hyvéksya maksan
tulehdusta hillitsevalla la&kityksella hoidettuja koiria, koska ladkitys olisi saattanut laskea
ALAT-arvoa ja vaikuttaa ndytteen tulehduskuvaan.

Koska seké apoptoottisia ettd nekroottisia soluja oli kussakin naytteessa melko vahéan,
yksittdiset solut vaikuttivat tulokseen ja subjektiivisen tulkinnan merkitys korostui tassa
tutkimuksessa. Yhdenkin varjaytyneen alueen tulkitsematta jattdminen tai tulkinta
apoptoottiseksi tai nekroottiseksi oli prosentuaalisesti merkitsevéa. Toisaalta subjektiivisuus
ja sen luoma mahdollinen virhe on aina osa taman tyyppisté tutkimusta. Subjektiivisuuden
vaikutusta pyrittiin véhentdmaan vertaamalla tutkimusaineiston vérjaytyneita soluja
positiivisiin kontrolleihin. Subjektiivisuuden mahdollisesti tuomaan virhetté valtettiin myos
silla, etté yksi henkild analysoi koko aineiston. Analysointi tehtiin myds lyhyen ajanjakson

sisallg, jolloin analysoijan kriteerit eivat muuttuneet analysoinnin aikana.

Koska tassé tutkimuksessa laskettiin myds sinusoideissa nékyvét varjaytyneet solut, on

vaistamatonta, ettd varjaytyneiden solujen joukossa oli my6s muita soluja kuin hepatosyytteja.
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Talla ei kuitenkaan ole tutkimuksen tuloksen kannalta merkitysté, koska néin toimittiin
jokaisen naytteen kohdalla riippumatta siitd mihin ryhméan néayte kuului. Liséksi
tutkimusryhman ndytteet edustivat tulehduksen asteelta samaa (lievad) kategoriaa, joten

sinusoideissa sijaitsevien tulehdussolujen maaré on oletettavasti yhteneva.

Cresyl violet -varjayksen sivuloydoksend esiin tulleiden punaisten solujen merkitys jai tassa
tutkimuksessa epaselvéksi. Soluja ei mydskaan luonnehdittu tarkemmin tassa tutkimuksessa.
Soluja voidaan kuitenkin kuvailla granuloita sisaltaviksi, pavun muotoisiksi ja cresyl violet -
varjayksessa punaisiksi varjaytyviksi. Niiden avulla ei pystytty tassé tutkimuksessa tekemaan
eroa kroonisen ja reaktiivisen ryhman valille. Loydos oli kuitenkin mielenkiintoinen ja vaatii
tarkempia lisatutkimuksia. Tutkimusta olisi mielenkiintoista jatkaa niin, etta cresyl violet -
varjattyja ndytteita verrataan samojen potilaiden HE -vérjattyihin ndytteisiin etsien samoja
soluja niistd. Solujen tarkempi tutkiminen elektronimikroskoopilla olisi myds mielenkiintoista
ja oletettavasti lisdinformaatiota antavaa.

Kaspaasi 3 -varjayksen tilastollinen tarkastelu osoitti, ettd vérjays pystyy erottamaan
kontrolliryhmén koirat kroonisen tutkimusryhman koirista. Kroonista hepatiittia sairastavien
koirien erottaminen reaktiivista tautimuotoa sairastavista ei tassé tutkimuksessa kuitenkaan
ollut mahdollista. Kaspaasi 3 -varjays oli kuitenkin melko helposti tulkittavissa. Cresyl violet
-varjayksen tilastollinen analyysi osoitti, ettei sen avulla pystytty tdssa tutkimuksessa
erottamaan ryhmié toisistaan. Cresyl violet -varjayksen merkittdvaksi ongelmakohdaksi tassé
tutkimuksessa muodostui varjayksen haasteellinen tulkittavuus. Naytteisté ei ollut mahdollista
tunnistaa varjaytyneité soluja yhta helposti kuin kaspaasi 3 -varjayksella. Tama lisasi
virhearvioinnin riskia. Varjaysprotokollaa kehittaméalla tai muuttamalla saattaisi olla
mahdollista, ettd riittdva vériero normaalien ja nekroottisten solujen valille pystyttéisiin
luomaan. Mahdollisesti kuvien digitaalinen kasittely saattaisi myos helpottaa tulkintaa. Cresyl
violet -varjays ei kuitenkaan ole yleisessa kaytossd maksabiopsioiden vérjayksessé, joten on
melko epatodennakdistd, ettd varjaysta pystytddn kayttdmaan kliinisessé tyossa apuna
hepatiittien erotteluun. Haasteellisuutta lisdsi myos maksasolujen aktiivinen metabolia ja

erilaiset solunsiséiset kertymat, jotka vaikuttivat solun varjaytyvyyteen.

Yhteenvetona tutkimuksesta voidaan todeta, ettd Kaspaasi 3- ja Cresyl violet -vérjaysten
avulla ei voida erottaa koiran lievéa kroonista ja lievaa reaktiivista hepatiittia toisistaan.
Tutkimuksen tulokset noudattavat suurelta osin aiempien aiheesta tehtyjen tutkimusten

tuloksia. Koska aihe on tarked, jatkotutkimukset ovat tarpeellisia. Liev&n kroonisen hepatiitin
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ja lievan reaktiivisen hepatiitin valista eroa voitaisiin tutkia viel& esimerkiksi vertailemalla
tulehdussolujen madréa tai sijaintia, tutkia apoptoosia ja nekroosia muilla menetelmill tai

ldhted selvittdamaan tassa tutkimuksessa ldydettyjen punaisten solujen merkitysta.
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Liitteet

Liite 1

Cresyl violet maksaleikkeille (Pernilla Syrja, Anna Huupponen, ELTDK

patologian laboratorio)

Xyleenit, laskeva alkoholisarja

Tislattu vesi

Esilammitetty Cresyl Violet kdyttoliuos
96 % alkoholi, differentointi

Abs. alkoholi

Xyleenit

ook wnE

Peittely (Pertex ja peitinlasi)

0,1 % Cresyl Violet —asetaatti (kantaliuos)
e Cresyl Violet —asetaatti (C18H15N303)
e Agua

+20°C séilyy n. 6 kk.

Cresyl Violet kayttdliuos
e Kantaliuosta
e 10 % etikkahappo
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3 min

10 sekuntia
2 X2 min
3 X4 min

0,3¢g
300 mi

50 ml
8 tippaa



Liite 2
Cell Signaling, Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1E) Rabbit mAb -vasta-aine, josta kaytetaan

laimennosta 1:200, antigeeninpaljastusmenetelmana on sitraattipuskuri 0,01M, pH 6.0 PT-
moduulissa, 99 asteessa 20 min

https://www.cellsignal.com/datasheet.jsp?productld=9664&images=1

BrightVision +Poly- HRP-Anti Mouse/Rabbit, Biotin-free, RTU

Species of origin: Goat
Enzyme conjugate: Peroxidase

Tarvittavat reagenssit:

- Esikasittelyliuos esim. sitraatti pH 6, Tris-EDTA pH 9 (kts. erilliset ohjeet liuosten tekoon)

- TBS-pesuliuos (11): 2700ml 10 x TBS pH 7.4 (erillinen ohje) + 900 ml aqua + 500 pul Tween 20
- 1 x PBS-liuosta

- 10% BSA: 1g BSA + 10ml 1 x PBS

- 3% vetyperoksidi (H20,): laimennus 30% H,0;, 1 x PBS:dan 1:10, suojaa liuos foliolla
(valoherkka).

Ennen aloitusta:

- Laimenna esikasittelyyn vaadittava puskuri ja kaada se PT-moduuliin. Laita PT-
moduuli paalle ja laita puskuri esilampenemaan.

- Laita immunolasit paraffiininpoistoon (kesto n. 25 min).

- Kun PT-moduuli on [ammennyt +60 asteeseen, asettele lasit nojaamaan kammion
seinamia vasten. Sulje kansi ja kdaynnista PT-moduuli. Esikdsittelyn kestoonn. 1 h ja
10 min.

- Ota polymeerikitti ja DAB-reagenssit huoneenlampodn lampenemaan.

- Valmista tarvittavat maarat TBS-pesuliuosta, 1 x PBS:34, 10% BSA:a sekd 3%
vetyperoksidia. Laimenna vasta-aineet Normal antibody diluenttiin. Ota
polymeerikitti + DAB-reagenssi huoneenlamp6on lampenemaan.

- Juuri ennen DAB-vaihetta sekoita DAB-liuosten substraatti ja kromogeeni (1ml + 1
tippa) keskendan. Suojaa DAB foliolla (valoherkka).

- Esikasittelyn jalkeen jatketaan protokollan kohdasta 1.

Protokolla (huoneenldammassa, jos ei erikseen ohjeisteta):

1. Coverplate + TBS

2. TBS 5 min

3. 3% H202 10 min
4, TBS 2 x5 min
5. 10 % BSA 20 min
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https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/cleaved-caspase-3-asp175-5a1e-rabbit-mab/9664
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6. Primaarivasta-aine

60 min

. (laimennettu ImmunoLogicin Normal Antibody Diluentiin, cat# BD09)

Il.  negatiiviselle laseille pelkka Diluent

7. TBS 2 x5 min
8. Post-antibody Blocking 15 min
9. TBS 2 x 5min
10. Sekundadrivasta-aine 30 min

I.  Poly-HRP-Goat anti Mouse/Rabbit (tms.)

Il. (Tassd vaiheessa ¥)
11.TBS 2 x5 min

12. DAB (vaakatasossa):

. pipetoi riittavasti kudoksen paalle (esim. 200 pl)
13. Aqua

. Kun kaikki lasit on varjatty DAB:lla, vaihda aqua.
14. Harris HTX (taustavari)

I.  Liikuta kelkkaa koko ajan

Il. Huom! Suodata Harris HTX ennen jokaista kayttokertaa ja vaihda uuteen aina

200 lasin tai kuukauden valein.
15. Hanavesi

16. Aqua
17. Nouseva alkoholisarja, ksyleenit ja peittely Pertexilla

*Kaanna DAB-kromogeeni-putki ylésalaisin (pienempi valkoinen pullo).
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