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MORFOLOGIE ANTIGENU HEPATITIDY B A JEHO IMUNO-KOMPLEXU
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Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Teprve v neddvné dobé byl definitivné a
komplexnim zplisobem charakterizovdn virus
(virion) hepatitidy typu B (HBV). Je to kula-
td Céastice s rozmérem 42—45 nm, sloZend
z vnitfku o priméru 27—28 nm (nukleokapsi-
da) a obalové vrstvy silné 7—8 nm. Vnitiek,
resp. genetické centrum c¢&stice HBV, obsahu-
je virovou DNA cirkuldrniho typu, polymera-
zu DNA a ochranny proteinovy komplex, tzv.
vnitfni antigen (HBcAg). Zevni plast viriénu
(obal) je reprezentovdn odlisnym antigennim
komplexem, tzv. povrchov§ym antigenem
(HBsAg), ktery obsahuje vedle proteinové
smési maly podil glycidd a znac¢nou proporci
lipidfi; HBsAg svymi biofyzikdlnimi i dal3imi
vlastnostmi se chové- jako lipoprotein. JestliZe
HBcAg je po imunologické strdance u kazZdého
kmene HBV identicky, pak HBsAg ma vedle
skupinové (typové) antigenni determinanty
Fadu subdeterminant, které se rdzn& kombi-
nuji v subtypy.

Ne vSechny virioniim podobné &&stice 42 az
45 nm (tzv. Daneovy &&stice) jsou v3ak in-
fek&ni; pokud je jejich kapsida ,prazdnéa“, tj.
bez virové DNA, resp. bez polymerdzy DNA,
mluvime o inkompletni virové &astici. Takova
partikule sedimentuje pomaleji neZ dCastice
plnohodnotné, tzn. v rovnovaiZném hustotnim
gradientu se vrstvi v Fids$i z6né&, a pfi elektro-
nové mikroskopickém (EM) zobrazeni mé pro
neutrény prichodny stied. Partikule s &4sted-
né nebo zcela neprostupnym vnitfkem se po-
vaZuji za infekéni.

Replika¢ni cyklus HBV v jaterni buiice je
nevyvazeny. Nejcharakteristi¢téjSim znakem
toho je, Ze infikované hepatocyty obvykle syn-
tetizuji — oproti kvantu HBcAg a zejména
pak oproti mnoZstvi molekul nové virové DNA
— velky piebytek HBsAg. Proto se HBsAg jako
mnohonédsobné& nadbyteény vyplavuje do krev-
niho ob&hu, v n8mZ je detekovatelny imuno-
logickymi metodami a rovn&Z morfologicky,
a to ve form& velkého mnoZstvi (10°—10%)
okrouhlych ¢&astic 18—22 nm na 1 ml Krve,
za variabilniho pFimiSeni rdzn& dlouhych vla-
ken stejné tloustky. Je samoziejmé, Ze ob3 tyto
korpuskule HBsAg jsou neinfek&ni, podobng
jako inkompletni Daneovy &4stice.

Pomér Daneovych &&stic nebo pfesnéji po-
mér plnohodnotnych infekénich viriéni HBV
k neinfekénim malym okrouhlym i vldknitym
formdm HBsAg dohromady Kkolisd ve velice
Sirokém rozmezi. Obvykle v krvi nachazime
0,1 % az asi 1,2 % Daneovych &astic, a jen
zfidka vice (do 5 %) a zcela vyjimecn& pak
mnoho (nap#. 10—50 %); zhusta vSak nemu-
sime nalézt v krvi Zddné Daneovy céastice, ne-

bo je vidime jen zcela vyjimecné&, v podilu pod
0,1 % v3ech ¢éastic. Upln& pfibliZn& zobecns-
no byvd Daneovych Céastic tak asi milionkrat
méné nezZli malych a vldknitych partikuli
HBsAg dohromady. Z toho vyplyva, Ze krev
nékterych nemocnych ¢i nosi¢li je velice maé-
lo infek€ni, zatimco krvi jinych miiZeme pfe-
nést onemocnéni jestd pFi jejim nafeddni 10
nebo 107 i mnohem vice.

Za prirozenych podminek mohou vznikat
v krvi — interakci HBsAg s protildtkami anti-
-HBs — specifické imuno-komplexy. Vzhledem
k tomu, co bylo shora frefeno o antigenni
skladbé castic HBsAg i povrchu céstic Dane-
vych, je zcela pochopitelné, Ze imuno-komple-
Xy obsahuji vSechny typy Castic nalézanych
v séru; mame-li k dispozici mikroskop o vy-
soké rozliSovaci schopnosti a zvétSime-li do-
stateCnou meérou dobie ostfeny snimek, miZe-
me vidét mezi naléhajicimi C4sticemi ptri€né
mistky, tj. molekuly protildtek. Tvorba imu-
no-komplexii reakci HBsAg s anti-HBs je
moZn4 samozfejmé i in vitro, jestlize k séru
s obsahem HBsAg priddme prislusné proti-
latky. Velké agregédty se nazyvaji komplexy
typu prebytku protilatky, malé naopak jsou
komplexy typu prebytku antigenu.

Na rozdil od imuno-komplexii HBsAg-anti-
-HBs nemohou komplexy HBcAg-anti-HBc vzni-
kat v cirkulaci, ale pouze in vitro, protoZe
kapsidy, resp. nukleokapsidy HBV, vybaveneé
vnitfnim antigenem, se v krevnim ob&hu ne-
vyskytuji; volné je lze vidét pouze v Ffezech
jadry infikovanych hepatocytli. Teprve b&hem
prichodu cytoplazmou se oplaStuji povrcho-
vym antigennim ,poolem“, ¢imZ se morfolo-
gicky a zFejmé& i funk¢&né kompletuji. Jaka je
funkce tzv. e-antigenu a protildtek anti-e pfi
tvorbé imuno-komplexd, neni je$té rozhodnuto,
nebot se dosud definitivné nevi, co tento so-
lubilni antigen, rovnéZ specificky vztaZeny
k infekci HBV, pfedstavuje.

JestliZze vSe shora uvedené lze povaZovat za
jakysi nejobecn&j$i souhrn soutasného pozna-
ni HBV a jeho replikace v builce a z¢4sti i ex-
prese v buiice a organismu, pak vychozi data
o morfolagii HBV, jakoZ i o struktufe jeho
morfologickych podjednotek a jejich imuno-
-komplexti byla pfinesena jiZ pracemi z konce
60. a zaCatku 70. let (5, 12, 2, 4, 3, 1, 9, 11,
14, 7, 22, 10, 8, 13, 20,. 17). Z té&chto studii
jsme vychézeli, kdyZ jsme se v roce 1975 se-
znamovali s morfologickym prikazem HBsAg.
Od zacatku jsme hledali v EM vizualizaci
HBsAg, resp. HBV prostfedek diagnostického
vyuZitl. .Prvni vysledky tohoto snaZeni jsou
proto vénovany mozZnosti upfesiiovani diagno-
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zy a prognoézy Cerstvych a zejména i.chronic-
kych piipadid hepatitidy B s pomoci imunni EM
(6). Soubé&Zné& s Kklinickym studiem jsme
upfresiiovali ndro¢nou technologii priikazii ne-
gativné barevného HBV a HBsAg i jejich imu-
no-komplexli. Vstupni ¢4st této metodologie
je popséna ve studii Novédka a sp. (19), morfo-
logicky dopln&k prédce pak predstavuje pfed-
klddané sdéleni. Shrnujeme v ném vice neZ
3leté zkuSenosti s vlastnim EM zndzornénim
¢astic HBV a HBsAg vcetné jejich imuno-kom-
plexii s anti-HBs, pfitemZ pozornost chceme
vénovat popisu struktury sledovanych objektd.

Material a metody

0d roku 1975 bylo postupné zpracovdno a
vySetfeno v EM pires 140 vzorkdl sér od pa-
cientli s hepatitidou B; vétSina akutnich pFi-
padi byla charakterizovdna pifechodnou anti-
genémii, chronickd onemocnéni méla trvaly
vyskyt HBsAg. Antigenémie byla kontrolova-
na protismérnou imunoelektroforézou, u nékte-
rych vybranych pacientd z obdobi 1977—78
vSak jiZ i reverzni pasivni hemaglutinaci, po-
pfipadé radioimunologickym vySetfenim.

KaZdé vySetfované sérum, uchovivané pri
—20 °C po 1 mésic aZ 3 roky, bylo po pfe-
¢ist&ni kratkodobou centrifugaci pri 10 000
ot./min. rozdéleno na dva dily po 0,25 nebo
0,5 ml. K prvnimu z nich byl pfiddn stejny
objem fosfdtového fyziologického roztoku pH
7,2 (PBS), k druhému tyZ objem komerc¢nich
prasecich protilatek anti-HBs v fedéni 1: 2. Po
rozmichédni se smési nechaly stat pf¥es noc pfi
44 °C. Rano byly vzorky dopln&ny PBS na vo-
lum 2 ml, Setrné rozmichadny a 2x centrifugo-
vany za chladu p¥i 25000 G (15000 ot./min.)
1 hod. Konelny sediment, resuspendovany
v 0,05 ml PBS, byl smichdn ana partes se 6%
kyselinou fosfowolframovou pH 6,5 a smés
byla nanesena na 2—3 formvarem potaZené
a pouhlikované sitky priméru 3 mm o 400
otvorech. Po ozé4reni UV svétlem byly prepa-
raty na sitkach prohliZzeny v EM JEM 7A pfi na-
péti 80 kV, B

Ostatni technické podrobnosti vcetné& poku-
su o zavedeni rychlejSi a jednodu3si metody
podle Kelena a sp. (16]) jsou popsédny v pred-
chézejici metodické studii Novdka a sp. (19).
Zde lze nalézt rovnéZ prijatd kritéria pro sta-
noveni hustoty Castic a distribuce jejich mor-
fologickych typt na povrchu siték, jakoZ
i zplsob hodnoceni p¥itomnosti a ¢etnosti imu-
no-komplexd.

Vysledky

NaSe EM pozorovani negativné barvenych, za-
koncentrovanych a promytych ¢astic z HBsAg-
-pozitivnich sér, at smichanych s PBS nebo
s anti-HBs, potvrzuji existenci drive popsanych
tFi zdkladnich morfologickych forem, jimiZ
jsou:

a) prevalujici malé, okrouhlé, solidni a pleo-
morfni C¢éastice velikosti 17—22 nm;

b) vldkna stejného priarezu jako malé Céastice,
o délce aZ nékolika set nm;

c) viru podobné Daneovy &éastice (DC), m&Fi-
ci 42—45 nm, s obalem 7—8 nm a riizné
elektron-denznim stfedem rozméru 27 aZ
28 nm.

Prvni dva typy Castic a obal DC reprezentuji

povrchovy antigen (HBsAg]), vnitfek DC pak

vnitfni antigen HBV [HBcAg).

Ve vzorcich sér, k nimZ nebyly pridany
anti-HBs, ale pouhy PBS, se jednotlivé
morfologické formy HBsAg, resp. HBV nej-
Casté&ji vyskytuji v disperznim uspofddéni pf¥i
riizné hustoté (obr. 1, 5). Nékdy je vSak mfi-
Zeme vidét ve shlucich, vétSinou o malém
poCtu Cé&stic (obr. 2), ale téZ v agregédtech
obsahujicich aZ nékolik set ¢astic (obr. 3). Jde
0 tzv. cirkulujici imuno-komplexy, které se vy-
skytuji u akutnich forem hepatitidy B Castéji
ve fazi vrcholu klinickych priznakd neZli p¥i
jejich odeznivdni nebo po odeznéni, a u chro-
nickych forem hepatitidy B vyrazné Castéji pti
onemocnénich s progredujicim zdnétem neZli
za stavu stabilizované mirné (persistentni) he-
patitidy nebo klinicky bezpfiznakového no-
siCstvi HBsAg; u stavii pravého bezpriznako-
vého nosicstvi (s normdlnimi hladinami trans-
amindz a negativnim i téméf negativhim né4-
lezem pfi jaterni biopsii] imuno-komplexy ni-
kdy nejsou pritomny.

Sledovalj jsme téZ distribuci jednotlivych
Castic v cirkulujicich imuno-komplexech. Ve
vétsiné agregédtl jsme nachéazeli v prevaluji-
cim podilu malé Castice a obCas vldkna a DC
(obr. 3). U nékolika pacientll jsme vSak na-
lezli shluky, obsahujici tém&f vyhradn& DC a
misty vladkna (obr. 4 ,5, 6); tyto pfipady odra-
Zejl vZdy téZky pribéh infekce se silnou imu-
nologickou reakci a tim i s nepfili§ p¥iznivou
prognozou.

V sérech, k nimZ byly priddny anti-HBs, jsme
nachézeli imuno-komplexy zpravidla velkych
rozmérl,, mezi nimiZ byly stfedni i malé shlu-
ky (obr. 7) nebo i jednotlivé ¢4astice (obr. 8).
Nejde tu samozFejmé o cirkulujici imuno-kom-
plexy, ale o imunni agreglty vzniklé aZ arte-
ficidln& in vitro. Zastoupeni jednotlivych typl
C4stic v téchto imuno-komplexech bylo dosti
uniformni (obr. 7). Komplexy byly sloZeny ze-
jména z malych ¢4stic, porfiznu se vyskytu-
jicich vldken a DC, jejichZ pocet ale nepfesa-
hoval 2 %; tato posledni skute€nost — v re-
laci k €astému vys$imu podilu DC v cirkuluji-
cich imuno-komplexech — je velice vyznam-
nou zkuSenosti, kterou zatim neumime uspoko-
jivé vysvétlit. PovaZzujeme ji vSak za dileZity
podnét k dalSimu vyzkumu.

Struktura samotnych ¢éastic se rovnéZ nijak
zv14St neliSila od popisii v star$ich pracich.

Malé C4stice byly vétSinou solidni, ale n&kdy
jsme je nachézeli s jakoby prazdnymi stiedy.
Vétdinou byly kulaté, ale pri vétsim zvétSeni
jsme mohli pozorovat i ovdlné partikule nebo
Castice nepravidelného tvaru.
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Obr. 1. Mimo jednu Daneovu édstici zachyceny vldknité  Obr. 2. Shluk v3ech tFi morfologickyjch forem HBsAg,
édstice rizné délky a malé édstice. ZvétSeni 155 700krdt resp. HBV, okrouhlé malé édstice,vldkna a tFi Danzovy
édstice s rizné elektron-denznim vnitikem. ZvétSeni
155 700krdt

Obr. 3. Komplex édstic detekovanyj v séru pacienta bez pridanygch specifickych protildtek; je patrnd naprostd
pfevaha malych édstic a jen mdlo vldken a Daneovich é&dstic. Zvétseni 91 000krdt



.

Obr. 4. Cirkulujici imuno-komplex v séru pacienta sloZeny témér vjhradné z Daneovych &dstic. Ojedinéle vidine
malé édstice a vldkna. Zvétseni 119 000krat

Obr. 5. Cdst séra pacienta bez pridangch protildtek, které obsahovalo obrovské mnoZistvi Daneovjch d&dstic a
vldken. Na snimku miiZeme vidét morfologické variace Daneovijch &dstic. ZvétsSeni 95 200krat



Obr. 6. Komplex Daneovyjch é&dstic a vldken, kde pri vétsim zvétSeni je dobre patrnd ultrastruktura Daneovych
édstic. ZvétSeni 166 500krat



Obr 7. Uprostied obrdzku imuno-komplex, obsahujici vsechny morfologické formy HBsAg: nejpoéetnéjsi malé ku-
laté édstice. Vpravo dole maly imuno-komplex slozeny pouze z malych éEdstic, vlevo dole a nahoie édsti dalSich
imuno-komplexii. Zvétseni 67 600krat

Obr. 8. V3echny typy HBsAg detekované v séru s pridangmi protildtkami ve shlucich ijednotlivé, resp.v malych
imuno-komplexech. Zde je dobie vidét pleomorfii malgch édstic. ZvétSeni 91 000krdt.
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Vldkna byla téZ vétSinou solidni, jen nékdy
jsme vidéli tmavy stfed podél dlouhé osy. Na
nékterych vldknech jsme pozorovali pri¢né Zi-
héani ve vzdélenosti 3 nm (obr. 4). Vyjimecné
jsme nachézeli jeden konec vldkna ztludtgly
nebo se rozSifujici aZ do priméru 50—70 nm;
také jsme pozorovali konce vldken  rhzné
zkroucené nebo stoCené do spirdly. VI1dknité
formy HBsAg byly vétSinou rovné, nékdy an-
guldrniho tvaru (obr. 2).

DC byly prevaZnou vétSinou kulaté a uni-
formni svou vnitFni strukturou, i kdyZ nikoli
barvitelnosti. Pravidelné jsme nachazeli rtzné
elektron-denzni vnitfky DC (obr. 2, 4, 5, 6).
Jen vyjime¢né jsme nalezli DC jakoby puéici
nebo svinuté (obr. 5).

Velkym problémem p¥i morfologickém vy-
hodnoceni byly neéistoty. Pokud byly partiku-
larniho charakteru urcité velikosti, zna¢né se
i strukturou bliZily morfologickym typim
HBsAg, zejména malym ¢&&sticim. N&kdy bylo
necistot vétSi mnoZstvi a mohly i pFekryvat
jednotlivé ¢éastice nebo mensi shluky. Dale
jsme nachézeli rdzné Kkrystaly a tuk, které
ztéZovaly hleddni ¢&stic HBsAg, resp. HBV.
N&kdy dokonce dochézelo ke stavu, Ze sitka
byla pokryta kontinudln& balastem a jen na
malych polich tu byly vmezefeny nahlouené
Castice HBsAg, takZe by mohly byt povaZovédny
za imuno-komplexy. VSechny podobné technic-
ké obtiZe, s kterymi jsme se setkali, jsou ro-
zebrdany v prédci Novdka a sp. (19).

Diskuse

Hlavnim objektem na3eho zdjmu v predklé-
dané praci je morfologie a struktura &astic
HBsAg, resp. HBV. Obecné& 1ze shrnout, Ze jsme
v EM zachytili u jednotlivych typt &astic prak-
ticky vSechny variaéni nalezy popsané riizny-
mi autory. Z nich jsou nejdaleZit&jsi priority
pfipsdny Bayerovi a sp. (5), Almeidové a Sp.
(2, 4, 1), Daneovi a sp. (9), Desmyterovi a Sp.
(10), Hirschmanovi a sp. (13) a dal3im.

Nap¥. zdkladni variace ve velikosti a sklad-
b& malych Castic a vldken, jak je popsala Al-
meida (1), je v soucasné dob& dob¥e znama,
ale jeji vyznam neni dosud uspokojivé vysvét-
len (21). Pri¢tné Zihani vldken v periodicits
3 nm, jak jsme je popsali, je také uZ doku-
mentovdno v knize Zuckermanovd (23), po-
dobné& jako koncova ztluiténi, stofeni a angu-
larita vldken, avSak rovn&Z bez podrobng&;jsi-
ho vysvétleni. Nejdale se zfejmé& dostali Hirsch-
man a sp. (13), kteFi popisuji strukturalni po-
lymorfismus ¢4stic HBsAg v réiznych podmin-
kédch iontové sily a pH, po pisobeni peptida-
zy, nukledzy a organickych denaturujicich
reagencii. Autofi vyslovuji stanovisko, Ze mor-
fologické variace HBsAg jsou z&avislé na in-
terakcich mezi proteiny. Nékteré zde popsa-
né strukturdlni zmény se podobaji naSim na-
lezim, a tak se domnivdme, Ze tzv. pf¥irozené
variace jsou vysledkem — aspoil zC4sti —

zpracovani materidlu, Cistoty chemik4lii, do-
drZovani pH pfi barveni a moZnosti odstranéni
balastu ze sér.

U DC jsme mohli pozorovat protruze na po-
vrchu, nepravidelné tvary ¢&i svinuté Céstice,
podobné jako jiZ uvedli ve své praci Desmy-
ter a sp. (10). Je moZné, Ze svinuté DC imi-
tuji stoCené tubuldrni formy HBsAg, nebo Ze
jde o virové Céastice chemicky ¢i fyzikdlné po-
ruSené nebo znicené. Vcelku jsme vSak vét-
Sinou nachézeli kulaté a velikosti i strukturou
relativng uniformni DC. Pokud se tyka riizng
elektron-denznich vnittkd DC, je naSe pozo-
rovani v souladu s praci Kaplana a sp. (15)
i jinych, ktefl na zkladé separace téz$ich, tzv.
plnych, a leh&ich, tzv. prdzdnych c&astic, v cé-
ziovém gradientu prokdzali v prvnich DNA-
-polymerédzovou aktivitu a v druhych nikoli,
profeZ se domnivaji, Ze jedny Castice jsou
infekéni a druhé — inkompletni — jsou ne-
infek¢ni.

Kvantitativni posuzovéani nélezii pfri imunni
EM je podrobné diskutovdno v naSich pfred-
chozich sddlenich (6, 19), kde se snaZime déat
do vztahu tyto nélezy s charakterem a priibg-
hem onemocnsni. AZ na vyjimku tykajici se
hodnoceni vyskytu cirkulujicich imuno-kom-
plext se v predklddané préaci uvedené proble-
matice vyhybame, nebot jde o studii morfolo-
gickou. Presto stoji za komentalF zkuSenost
ziskand na rozsdhlém materidlu, Ze v imuno-
-komplexech vzniklych aZ in vitro (po pFiddni
anti-HBs) se vyskytuji podstatnd men3i po-
dily DC neZli v cirkulujicich imuno-komple-
xech. Podminénost této diference podilenim se
systému e-antigenu s anti-e protildtkami na
reakci in vivo (18) je vysoce pozoruhodné,
av3ak bez pouziti komplexni metodické vy-
zbroje je pro nés zatim neanalyzovatelna. Toto
chybi napf. i v ostatni nasi &innosti ve pro-
spéch nemocnych, jak 1ze odvodit z préace napf.
Wolfa a sp. (21), ktefi korelovali nalezy DC
a imuno-komplex s histologii a EM obrazy
v jatrech i s titrem a subtypem HBsAg. Zd& se
nam vsak, Ze ani takto zkomplexnény meto-
dicky pristup nepfinese pln& objektivni vysled-
Ky, nebudeme-li zahrnovat také imunologickéa
a zejména pak buné&cnd vySetfeni.

Souhrn

Séra pacientli s hepatitidou typu B (sérovou
hepatitidou) v rizné fdzi onemocn&ni jsme
bez pfiddni a s priddnim specifickych proti-
latek vy3etfovali po negativnim barveni v elek-
tronovém mikroskopu. Sledovali jsme tento-
krat hlavné strukturu ¢astic antigenu hepati-
tidy B: 1) malych kulatych &astic, 2) vlakni-
tych Céastic a 3) vétSich kulatych Daneovych
Castic; z téchto poslednich nékteré predstavu-
ji infekéni viriony hepatitidy B. Castice jsme
detekovali jednotlivé i v komplexech a nale-
zené morfologické variace jsme konfrontovali
S jiZ popsanymi nélezy.
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