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MORFOLOGIE ANTIGENU HEPATITIDY B A IEHO IMUNO-KOMPLEXŮ
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Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Teprve V nedávné době byl definitivně a
komplexním Způsobem charakterizován virus
(virión) hepatitidy typu B“ (HBV). le to kula-
tá částice S rozměrem 42-45 nm, složená
Z vnitřku o průměru 27-28 nm (nukleokapsi-
da] -a obalové vrstvy Silné 7-8 nm. Vnitřek,
resp. genetické Centrum částice HBV, obsahu-
je virovou DNA cirkulárniho typu, polymerá-
Zu DNA a ochranný proteinový komplex, tzv.
vnitřní ıantigen [HBcAg]. Zevní plášť viriónu
[obal] je reprezentován odlišným antigenním
komplexem, tzv. povrchovým ıantigenem
[HBSAg], který Obsahuje vedle proteinové
Směsi malý podíl glycidů a Značnou proporci
lipidů; HBSAg Svými biofyzikálními i dalšími
vlastnostmi Se chová jako lipoprotein. Jestliže
HBcAg je po imunologické Stránce u každého
kmene HBV identický, pak HBSAg má vedle
Skupinové [typové] antigenní determinanty
řadu subdeterminant,`které Se různě kombi-
nují v Subtypy.

Ne všechny viriónům podobné částice 42 až
45 nm [tzv. Daneovy částice] jsou však in-
fekční; pokud je jejich kapsida „prázdná“, tj.
bez virové DNA, resp. bez polymerázy DNA,
mluvíme o inkompletní virové částici. Taková
partikule Sedimentuje pomaleji než částice
plnohodnotné, tzn. v rovnovážném hustotn'ım
gradientu Se vrství v řídší Zóně, a při elektro-
nˇově mikroskopickém [EM] Zobrazení má pro
neutróny průchodný střed. Partikule S částeč-
ně nebo Zcela neprostupným vnitřkem Se po-
važují Za infekční.

Replikační cyklus HBV v jaterní buňce je
nevyvážený. Nejcharakterističtějším Znakem
toho je, že infikované hepatocyty obvykle syn-
tetizují - oproti kvantu HBcAg a Zejména
pak oproti množství molekul nové virové DNA
- velký přebytek HBSAg. Proto Se HBSAg jako
mnohonásobně nadbytečný vyplavuje do krev-
ního oběhu, v němž je detekovatelný imuno-
logickými metodami a rovněž morfologicky,
a to ve formě velkého množství [106-1013)
okr-ouhlých částic 18—22 nm na 1 ml krve,
Za variabilního přimíšení různě dlouhých vlá-
ken Stejné tloušťky. je Samozřejmě, že obě tyto
korpuskule HBsAg jsou neinfekční, podobně
jako inkompletní Daneovy částice.

Poměr Daneových částic nebo přesněji po-
měr plnohodnotných infekčních viriónů HBV
k neinfekčním malým |okrouhlým i vláknitým
formám HBsAg dohromady kolísá ve velice
širokém rozmezí. Obvykle v krvi nacházíme
0,1 0/o až asi 1,2 0/0 Daneových částic, a jen
Zřídka více [do 5 0/o] a Zcela výjimečně pak
mnoho (např. 10-50 0/0]; ZhuSta však nemu-
Síme nalézt v krvi žádné Daneovy částice, ne-

bo je vidíme jen Zcela výjimečně, v podílu pod
0,1 0/o všech částic. Úplně přibližně Zobecně-
no bývá Daneových částic tak asi miliónkrát
méně nežli malých a vláknitých partikulí
HBSAg dohromady. Z toho Vyplývá, že krev
některých nemocných či nosičů je velice má-
lo infekční, Zatímco krví jiných můžeme pře-
nést onemocnění ještě při jejím naředění 10'6
nebo 10“7 i mnohem více.

Za přirozených podmínek mohou vznikat
v krvi - interakcí HBSAg S protilátkami anti-
-HBS - specifické imuno-komplexy. Vzhledem
k tomu, co bylo Shora řečeno o antigenní
Skladbě částic HBSAg i povrchu částic Dane-
vých, je Zcela pochopitelné, že imuno-komple-
xy obsahují všechny typy částic nalézaných
v Séru; máme-li k dispozici mikroskop o vy-
soké rozlišovací Schopnosti a zvětšíme-li do-
Statečnou měrou dobře ostřený Snímek, může-
me vidět mezi naléhajícími čáSticemi příčné
můstky, tj. molekuly protilátek. Tvorba imu-
no-komplexů re-akcí HBSAg S anti-HES je
možná Samozřejmě i in vitro, jestliže k Séru
S obsahem HBsAg přidáme příslušné proti-
látky. Velké agregáty Se nazývají komplexy
typu přebytku protilátky, malé naopak jsou
komplexy typu přebytku antigenu.

Na rozdíl od imuno-komplexů HBSAg-anti-
-HBS nemohou komplexy HBcAg-anti-HBC vzni-
kat v cirkulaci, ale pouze in vitro, protože
kapsidy, resp. nukleokapsidy HBV, vybavené
vnitřním antigenem, Se v krevním oběhu ne-
vyskytují; volné je lze vidět pouze v řezech
jádry infikovaných hepatocytů. Teprve během
průchodu cytoplazmou Se oplášt'ují povrcho-
vým antigenním „poolem“, čímž Se morfolo-
gicky a Zřejmě i funkčně kompletují. jaká je
funkce tzv. e-antigenu a protilátek anti-e při
tvorbě imuno-komplexů, není ještě rozhodnut-o,
nebot' Se dosud definitivně neví, co tento So-
lubilní antigen, rovněž Specificky vztažený
k infekci HBV, představuje.

jestliže vše Shora uvedené lZe považovat Za
jakýsi nejobecnější Souhrn současného pozná-
ní HBV a jeho replikace v buňce a Zčásti i ex-
prese v buňce a organismu, pak výchozí data
o morfolqgii HBV, jakož i o Struktuře jeho
morfologických podjednotek a jejich imuno-
-komplexů byla přinesena již pracemi Z konce
60. a Začátku 70. let [5, 12, 2, 4, 3, 1, 9, 11,
14, 7, 22, 10, 8, 13, 20,.17]. Z těchto Studií
jsme vycházeli, když jsme Se v roce 1975 Se-
Znamovali S morfologickým průkazem HBSAg.
Od Začátku jsme hledali v EM vizualizaci
HBSAg, resp. HBV prostředek diagnostického
využi-tí.-První výsledky tohoto Snažení jsou-
proto věnovány možnosti upřesňování diagnó-
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zy a prognózy čerstvých a Zejména i.chronic-
kých případů hepatitidy B S pomocí imunní EM
(6). Souběžně S klinickým studiem jsme
upřesňovali náročnou technologii průkazů ne-
gativně barevného HBV a HBsAg i jejich imu-
no-komplexů. Vstupní část této metodologie
je popsána ve Studii Nováka a sp. (19), morfo-
logický doplněk práce pak představuje před-
kládané Sdělení. Shrnujeme v něm více než
Bleté Zkušenosti S vlastním EM Znázorněním
částic HBV a HBSAg včetně jejich imuno-kom-
plexů S anti-HBS, přičemž pozornost chceme
věnovat popisu struktury sledovaných objektů.

Materiál a metody

Od roku 1975 bylo postupně Zpracováno Ia
vyšetřeno v EM přes 140 vzorků Sér od pa-
cientů s hepatitidou B; většina .akutních pří-
padů byla charakterizována přechodnou anti-
genémií, chronická onemocnění měla trvalý
výskyt HBSAg. Antigenémie byla kontrolová-
na pr-otisměrnou imunoelektroforézou, u někte-
rých vybraných pacientů Z období 1977—78
však již i reverzní pasívní hemaglutinací, po-
případě radioimunologickým vyšetřením.

Každé vyšetřované sérum, uchovâvané při
——20 °C po 1 měsíc :až 3 roky, bylo po pře-
čištění krátkodobou centrifugací při 10 000
ot./min. rozděleno na dva díly po 0,25 nebo
0,5 ml. K prvnímu Z nich byl přidán stejný
objem fosfátového Íyziologického roztoku pH
7,2 [PBS], k druhému týž objem komerčních
prasečích protilátek Ianti-HBS v ředění 1 : 2. Po
rozmíchání se Směsi nechaly stát přes noc při
+4 °C. Ráno byly vzorky doplněny PBS na vo-
lum 2 ml, šetrně rozmíchány a 2× centrifugo-
vány Za chladu při 25 000 G [15 000 0t./min.]
1 hod. Konečný Sediment, resuspendovaný
v 0,05 ml PBS, byl Smíchán ana partes se 60/0
kyselinou fosfowolframovou pH 6,5 a směs
byla nanesena na 2-3 formvarem potažené
a pouhlíkované sít'ky průměru 3 mm o` 400
otvorech. Po ozáření UV Světlem byly prepa-
ráty na sít'kách prohlíženy v EM IEM 7A při na-
pětí 80 kV. `

Ostatní technické podrobnosti včetně poku-
Su o Zavedení rychlejší Ya jednodušší metody
podle Kelena a Sp. (16) jsou popsány v před-
cházející metodické Studii Nováka a sp. (19).
Zde lze nalézt rovněž přijatá kritéria pro Sta-
novení hustoty částic a distribuce jejich mor-
fologických typů na povrchu sítěk, jakož
i Způsob hodnocení přítomnosti a četnosti imu-
no-komplexů.

Výsledky

Naše EM pozorování negativně barvených, Za-
koncentrovaných a promytých částic Z HBSAg-
-pozitivních sér, at' smíchaných S PBS nebo
s anti-HBS, potvrzují existenci dříve popsaných
tří Základních morfologických forem, jimiž
jsou:
a) prevalující malé, okrouhlé, solidní a pleo-

morfní částice velikosti 17——-22 nm;
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b) vlákna stejného průřezu jako malé částice,
o délce až několika set nm;

c) viru podobné Daneovy částice [DC], měří-
cí 42-45 nm, S obalem 7—8 nm a různě
elektron-denzním středem rozměru 27 laž
28 nm.

První dva typy částic a obal DČ reprezentují
povrchový antigen (HBSAg), vnitřek DČ pak
vnitřní antigen HBV [HBcAg].

Ve vzorcích sér, k nimž nebyly přidány
|anti-HBS, 'ale pouhý PB S, Se jednotlivé
morfologické formy HBSAg, resp. HBV nej-
častěji vyskytují v disperzním uspořádání při
různé hustotě (obr. 1, 5). Někdy je však mů-
žeme vidět ve shlucích, většinou o malém
počtu částic (obr. 2), zale též v agregátech
obsahujících až několik Set částic (obr. 3). Ide
o tzv. cirkulující imuno-komplexy, které se vy-
skytují u akutních forem hepatitidy B častěji
ve fázi vrcholu klinických příznaků nežli při
jejich odeznívání nebo po odeznění, a u chro-
nických forem hepatitidy B výrazně častěji při
onemocněních S progredujícím Zánětem nežli
Za stavu stabilizované mírné (persistentní) he-
patitidy nebo klinicky bezpříznakového no-
Sičství HBSAg; u stavů pravého bezpříznako-
vého nosičství [s normálními hladinami trans-
amináz a negativním či téměř negativním ná-
lezem při jaterní biopsii] imuno-komplexy ni-
kdy nejsou přítomny.

Sledovali jsme též distribuci jednotlivých
částic v cirkulujících imuno-komplexech. Ve
většině agregátů jsme nacházeli v prevalují-
cím podílu malé částice a ıobčas vlákna za DC
(obr. 3). U několika pacientů jsme však na-
lezli shluky, obsahující téměř výhradně DČ a
misty vlákna (obr. 4 ,5, 6); tyto případy odrá-
žejí vždy těžký průběh infekce Se Silnou imu-
nologickou reakcí ťa tím i s nepříliš příznivou
prognózou.

V sérech, k nimž byly přidány anti-HBS, jsme
nacházeli imuno-komplexy Zpravidla velkých
rozměrů, mezi nimiž byly střední i malé Shlu-
ky (obr. 7) nebo i jednotlivé částice (obr. 8).
Nejde tu samozřejmě o cirkulující imuno-kom-
plexy, ale ıo imunní agregáty vzniklé ıaž arte-
ficiálně in vitro. Zastoupení jednotlivých typů
částic v těchto imuno-komplexech bylo dosti
uniformní (obr. 7). Komplexybyly Slžoženy Ze-
jména Z malých částic, porůznu se vyskytu-
jících vláken a DC, jejichž počet ale nepřesa-
hoval 2 O/0-; tato poslednî Skutečnost —— v re-
laci k častému vyššímu podílu DC v cirkulují-
cích imuno-komplexech —— je velice význam-
nou Zkušenosti, kterou Zatím neumíme uspoko-
jivě vysvětlit. Považujeme ji však Za důležitý
podnět k dalšímu výzkumu.

Struktura Samotných částic Se rovněž nijak
Zvlášt' nelišila od popisů v Starších pracích.

Malé částice byly většinou solidní, ale někdy
jsme je nacházeli s jakoby prázdnými středy.
Většinou byly kulaté, ale při větším Zvětšení
jsme mohli pozorovat i oválné partikule nebo
částice nepravidelného tvaru.
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v J . .Obr. 1. Mimo jednu Daneovu castzcz Zachyceny vláknitě Obr. 2. Shluk všech tří morfologických forem HBsAg,
částice různě délky a malě částice. Zvětšení 155 700krát resp. HBV, okrouhlě malé částice, vlákna a tři Daneovy

částice s různě elektron-denzním vnitřkem. Zvětšení
155 700krát

Obr. 3. Komplex částic detekovaný v sěru pacienta bez přidaných specifických protilátek; je patrná naprostá
převaha malých částic a jen málo vláken a Daneových částic. Zvětšení 91 000krát
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Obr. 4. Cirkuluiící imuno-komplex v sěru pacienta složený těmer vyhradně Z Daneových částic. Ojediněle vidíme
malé částice a vlákna. Zvětšení 119 000krát

Obr. 5. Část Sěra pacienta bez přidaných protilátek, které obsahovalo Obrovské množství Daneových částic a
vláken. Na Snímku můžeme vidět morfologickě variace Daneových částic. Zvětšení 95 200krát
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Obr. 6. Komplex Daneových částic a vláken, kde přıvetším Zvětšení je dobře patrná ultrastruktura Daneovÿch
částic. Zvětšení 166 500krăt



v -Obr 7. Uprostřed obrázku Z'muno-komplex, obsahující všechny morfologickě formy HBSAg: neipočetn [š a
latě částice. Vpravo dole malý imuno-komplex Složený pouze Z malých částic, vlevo dole a nahoře části dalˇích

Z'munO-komplexů. Zvětšení 67 600krát

Obr. 8. Všechny typy HBSAg detekovaně v Sěru S přidanýmı' protı'látkamı' ve Shlucích Z'iednotlz'vě,resp.vmalých
imuno-komplexech. Zde je dobře vidět pleomoríz'ż malých částic. Zvětšení 91 000krăt.
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Vlákna byla též Většinou Solidní, jen někdy
jsme Viděli tmavý Střed podél dlouhé osy. Na
některých vláknech jsme pozorovali příčné ží-
hání Ve vzdálenosti 3 nm [obr. 4). Výjimečně
jsme nacházeli jeden konec vlákna ztluštělý
nebo Se rozšiřující až do průměru 50-70 nm;
také jsme pozorovali konce Vláken .různě
Zkroucené nebo Stočené do Spirály. Vláknité
formy HBsAg byly Většinou rovné, někdy zan-
gulárního tvaru [obr. 2).

DČ byly převážnou většinou kulaté :a uni-
formní svou vnitřní strukturou, i když nikoli
barvitelností. Pravidelně jsme nacházeli různě
elektron-denzní vnitřky DC [obr. 2, 4, 5, 6].
jen výjimečně jsme nalezli DČ jakoby pučící
nebo Svinuté [obr. 5]. '

Velkým problémem při morfologickém vy-
hodnocení byly nečistoty. Pokud byly partiku-
lárního charakteru určité velikosti, značně Se
i strukturou blížily morfologickým typům
HBSAg, zejména malým částicím. Někdy bylo
nečistot Větší množství -a mohly i překrývat
jednotlivé částice nebo menší Shluky. Dále
jsme nacházeli různé krystaly a tuk, které
ztěžovaly hledání částic HBSAg, resp. HBV.
Někdy dokonce docházelo ke Stavu, že Sít'ka
byla pokryta kontinuálně balastem a jen na
malých polích tu byly Vmezeřeny nahloučené
částice HBSAg, takže by mohly být považovány
za imuno-komplexy. Všechny podobné technic-
ké obtíže, S kterými jsme se setkali, jsou ro-
Zebrány v práci Nováka a Sp. [19].

Diskuse

Hlavním objektem našeho Zájmu V předklá-
dané práci je morfologie a Struktura částic
HBSAg, resp. HBV. Obecně lze Shrnout, že jsme
v EM zachytili u jednotlivých typů částic prak-
ticky všechny variační nálezy popsané různý-
mi autory. Z nich jsou nejdůležitější priority
připsány Bayerovi :a Sp. [5], Almeidové a Sp.
[2, 4, 1], Daneovi a sp. [9], Desmyterovi a Sp.
[10], Hirschmanovi a Sp. [13] a dalším.

Např. Základní variace ve velikosti a Sklad-
bě malých částic a vláken, jak je popsala Al-
meida [1], je V Současné době dobře známa,
ale její význam není dosud uspokojivě vysvět-
len [21]. Příčné žíhání Vláken v periodicitě
3 nm, jak jsme je_ popsali, je také už doku-
mentováno v knize Zuckermanově [23], po-
dobně jako koncová ztluštění, Stočení a sangu-
larita Vláken, Vavšak rovněž. bez podrobnější-
ho vysvětlení. Nejdále Se zřejmě dostali Hirsch-
man a Sp. [13], kteří popisují Strukturální po-
lymorfismus částic HBSAg v různých podmín-
kách iontové Síly a pH, po působení peptidá-
zy, nukleázy ıa organických denaturujících
reagencií. Autoři vyslovují Stanovisko, že mor-
fologické variace HB'ÄSAg jsou závislé na in-
terakcích mezi proteiny. Některé zde popsa-
né Strukturální změny se podobaji našim ná-
lezům, a tak se domníváme, že tzv. přirozené
variace jsou výsledkem —— aspoň zčásti ——

zpracovânî materiálu, čistoty chemikálií, do-
držování pH při barvení a možnosti odstranění
balastu ze Sér.

U DC jsme mohli pozorovat protruze na po-
vrchu, nepravidelné tvary či Svinuté částice,
podobně jako již uvedli Ve své práci DˇeSmy-
ter a Sp. [10]. je možné, že Svinuté DC imi-
tují Stočené tubulární formy HBSAg, nebo že
jde o virové částice chemicky či fyzikálně po-
rušené nebo zničené. Vcelku jsme však vět-
šinou nacházeli kulaté a velikosti i Strukturou
relativně uniformní DC. Pokud Se týká různě
elektron-denzních vnitřků DC, je naše pozo-
rování v Souladu S prací Kaplana a Sp. [15]
i jiných, kteří na základě Separace těžších, tzv.
plných, a lehčích, tzv. prázdných částic, v cé-
Ziovém gradientu prokázali v prvních DNA-
-polymerázovou aktivitu a V druhých nikoli,
pročež Se domnívají, že jedny částice jsou
infekční Ia druhé - inkompletní —— jsou ne-
infekční.

Kvantitativní posuzování nálezů při imunní
EM je podrobně diskutováno v našich před-
chozích Sděleních [6, 19), kde Se Snažíme dát
do Vzt-ahu tyto nálezy S charakterem a průbě-
hem onemocnění. Až na Výjimku týkající Se
hodnocení výskytu cirkulujících imuno-kom-
plexů Se v předkládané práci uvedené proble-
matice Vyhýbáme, nebot' jde o Studii morfolo-
gickou. Přesto Stojí za komentář zkušenost
získaná na rozsáhlém materiálu, že V imuno-
-komplexech vzniklých až in Vitro [po přidání
Vanti-HBS] Se vyskytují podstatně menší po-
díly DC nežli v cirkulujících imuno-komple-
Xech. Podmíněnost této diference podílením Se
systému e-antigenu S anti-e protilátkami na
reakci in vivo [18] je vysoce pozoruhodná,
avšak bez použití Vkomplexní metodické vý-
zbroje je pro nás zatím neanalyzovatelná. Toto
chybí např. i v ostatní naší činnosti ve pro-
Spěch nemocných, jak lze odvodit z práce např.
Wolf-a a Sp. [21], kteří korelovali nálezy DC
a imuno-komplexů S histologií a EM obrazy
v játrech i s titrem a Subtypem HBSAg. Zdá se
nám však, že ani takto zkomplexněný meto-
dický přístup nepřinese plně objektivní výsled-
ky, nebudeme-li zahrnovat také imunologická
a zejména pak buněčná vyšetření.

Souhrn

Séra pacientů S hepatitidou typu B [Sérovou
hepatitidou] v různé fázi onemocnění jsme
bez přidání ťa S přidáním specifických proti-
látek vyšetřovali po negativním barvení V elek-
tronovém mikroskopu. Sledovali jsme tento-
krát hlavně Strukturu částic fantigenu hepati-
tidy B: 1] malých kulatých částic, 2] Vlákni-
tých částic a 3] větších-kulatých Daneových
částic; z těchto posledních některé představu-
jí infekční virióny hepatitidy B. Částice jsme
detekovali jednotlivě i v komplexech a nale-
zené morfologické variace jsme konfrontovali
S již popsanými nálezy.
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