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Estimation of Usefulness of the Methods of Morphological Discovering of HBgAg
and HB.Ag in Liver Tissue

Ocena obecnosci komponentéw antygenowych wirusa hepatitis B(HBV) —
HB;Ag i HB.Ag nie tylko udowadnia zwigzek przyczynowy istniejgcej choroby z za-
kazeniem HBV, lecz moze mieé¢ takze znaczenie w ocenie stopnia aktywnos$ci scho-
rzenia (15, 16, 19). Wykazanie obecnosci HB;Ag i HB.Ag w watrobie ma réwniez
znaczenie w réznicowaniu ostrych i przewleklych zapalen watroby, a takie pomaga
w ustaleniu etiologii marskosci watroby (6, 10). Niewatpliwie dalsze badania nad
wystepowaniem HBgAg i HB.Ag w watrobie w réznych postaciach ostrego i prze-
wleklego zakazenia HBV przyczynig sie do lepszego poznania patomechanizmu tego
schorzenia.

Obecnos¢ HB;Ag w watrobie mozna stwierdzi¢ bezposrednig i posrednig meto-
da immunofluorescencyjng (8, 19), oceng wigzania przeciwciat anty-HB;, znakowa-
nych peroksydaza w mikroskopie swietlnym i elektronowym (5, 19, 20), oraz ruty-
nowym badaniem ultrastrukturalnym biopunktatow watroby (14, 15, 18, 19, 20).
Badania w mikroskopie elektronowym nie zawsze sg mozliwe do zastosowania, dla-
tego preferuje sie ostatnio metode immunofluorescencyjng i immunoperoksydazo-
wa dla skrawkdéw parafinowych (1, 5, 9, 11, 15, 16, 19, 20), histochemiczng metode
orceinowg Shikata (2, 5 6, 7, 9, 10) i ocene obecno$ci ,matowoszklistych” —
ground glass hepatocytow w barwieniu H+E (5, 6, 7, 9, 10). Uzyskano poréwny-
walne wyniki do barwienia orceing po zastosowaniu metody tréjbarwnej Mass o-
na (5). Metody immunofluorescencyjne wykazuja wyzszg czulo$é¢ i specyficznosé
immunologiczng (5, 17), natomiast metoda orceinowa, dajac efekty pordéwnywalne,
jest prosta, tania, powszechnie dostepna, pozwala na ocene duzych fragmentéw
tkankowych i badania retrospektywne (5, 6, 9, 10, 17). HB.Ag mozna wykryé w tkan-

22 Annales, sectio D. vol. XXXIX
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ce watrobowej immunofluorescencyjnie (19), ultrastrukturalnie (14, 15, 19) oraz me-
toda immunoperoksydazowa w mikroskopie $wietlnym i elektronowym (5, 11, 17,
20). Gudat i Bianchi (3) uwazaja chromotropowe wybarwianie sie biekitem
aniliny Srodkowej czesci jadra hepatocytu za ceche swiadczgcyg o duzej iloSci HB.Ag
w jadrze. Zdaniem Biczysko i wsp. (4), powiekszenie jader hepatocytéw i duze
ich powinowactwo do hematoksyliny stanowia wynik wzmozonej syntezy wiruso-
wego DNA, zas zabarwienie sie czeSci jadra eozynag $Swiadczy o duzej ilosci HB.Ag
w jadrze oraz mozliwosci jego przechodzenia do cytoplazmy. Bazofilia okolojadro-
wej cytoplazmy ma wskazywaé¢ na obecnos¢ wirusowego DNA w cytoplazmie. Dane
te Swiadczg o mozliwosci zastosowania skrawkow barwionych H+E do oceny obec-
nosci HB.Ag.

Celem badan byla poréwnawcza ocena specyficznosci i czuloSci do-
stepnych nam metod wykrywania HBsAg i HB;Ag w rutynowo przepro-
wadzanych biopunktatach (utrwalanych w formalinie i zatapianych w
parafinie) z uzyskanymi obrazami ultrastrukturalnymi.

MATERIAL I METODY

Oceniano 25 biopunktatow watroby, w ktérych ultrastrukturalnie wykazano
obecnos¢ HB;Ag i (lub) HB.Ag. W badanych przypadkach ustalono nastepujace
rozpoznania histopatologiczne: w 5 przypadkach — przewlekle stacjonarne zapale-
nie watroby, w 2 przypadkach przewlekle agresywne zapalenie wadiroby, przecho-
dzgce w marsko$é, w 7 przypadkach — przewlekle agresywne zapalenie watroby,
w 11 przypadkach — marskos$é watroby.

Biopunktat watroby dzielono na dwie cze$ci. Pierwszg utrwalano w formalinie
zbuforowanej PBS i zatapiano w parafinie, drugg przeznaczono do badan ultra-
strukturalnych. Na podstawie barwienia H+E oceniano ilo$é i rozmieszczenie hepa-
tocytow o cytoplazmie ground glass — tzw. hepatocytéow GG. Oceniano takze jadra
hepatocytow celem wykrycia zmian opisywanych jako znamienne dla faz replikacji
HB.Ag (4). W kazdym przypadku wykonano barwienie orceing wg Shikata.
Immunofluorescencyjnie badano rozmieszczenie HBsAg i HB.Ag w 6 przypadkach.
Antygeny te wykrywano w skrawkach parafinowych trawionych 1% wodnym roz-
tworem pronazy (firmy Calbiochem) wedlug Huanga (cyt. za 15) oraz w skraw-
kach parafinowych nie poddanych trawieniu wedlug Raya i Desmeta (11).
HB;Ag i HB.Ag wykrywano bezpoSrednig metoda immunofluorescencyjna, stosujac
przeciwciala anty-HB; i anty-HB., oznakowane FITC w rozcienczeniu 1/10 PBS.*
Kontrola ujemng dla obu metod byly biopunktaty prawidlowej tkanki watroby
(nr 321—870) i alkoholowego zapalenia watroby (nr 380—447). Preparaty kontrolne
byly trakiowane tak jak biopunktaty badane wedlug wymogoéw uprzednio podanej
metodyki. W preparatach badanych i kontrolnych wykonano oprécz odczynéw pod-
stawowych nastepujace préoby:

1) ocene autofluorescencji tkanki;

2) test blokowania (tylko dla oceny HB;Ag z zastosowaniem natywnej konskiej
surowicy anty-HBg, nie znakowanej FITC;

* Za udostepnienie tych surowic autorzy wyrazajag podziekowanie Pan Prof.
Drowi n. med. Adamowi Nowoslawskiemu, Kierownikowi Zakladu Immunopatologii
Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie.
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3) zastgpienie znakowanych FITC surowic anty-HB; i anty-HB. oznakowang
FITC surowicy poliwalentng przeciwko ludzkim y-globulinom firmy Behring.*

Preparaty fluorescencyjne byly ogladane i fotografowane przy uzyciu mikrosko-
pu fluorescencyjnego Fluoval. Do badan ultrastrukturalnych skrawki watroby
utrwalono w 4% glutaraldehydzie w buforze kakodylowym (pH 7,2—74), odwad-
niano w alkoholach i zatapiano w Eponie 812. Skrawki polcienkie, grubosci 1 pm
barwiono 1% blekitem metylenowym i 1% Azurem II w 1% boraksie. Proby zasto-
sowania zmodyfikowanej metody Shikata celem wykrycia HBAg w eponowych
skrawkach pélcienkich, wedlug Shamoto (cyt. za 14), nie daly pozytywnych
rezultatow. W zwigzku z tym do badania ultrastrukturalnego wybierano miejsca
z obecnoscig hepatocytow GG, gdyz mozna je takie odréini¢ w skrawkach poét-
cienkich (14, 15). Ze wszystkich preparatéw poéicienkich, w ktérych podejrzewano
obecnos$¢ HB.Ag w jadrach hepatocytéw, krojono preparaty ultracienkie i wery-
fikowano ultrastrukturalnie obecnos¢ HB.Ag. Skrawki ultracienkie, barwione octa-
nem uranylu i cytrynianem otowiu, oceniano w mikroskopie elektr. Tesla BS500.

Ze wzgledu na do$¢ czesty brak korelacji pomiedzy obserwowanym w prepa-
ratach poélcienkich obrazem GG cytoplazmy hepatocytow stosowano w tych przy-
padkach ponowne krojenie preparatow polcienkich po skrojeniu skrawkéw ultra-
cienkich celem dokladnego poréwnania topograficznego obserwowanych zmian.

WYNIKI

Obecnos¢ HBsAg wykazano ultrastrukturalnie w 24 przypadkach,
a HB.Ag — w 19 przypadkach. W 1 przypadku stwierdzono obecnos¢ tyl-
ko HB.Ag. Hepatocyty GG obserwowano w 12 przypadkach w prepara-
tach barwionych H-+E, natomiast w 20 przypadkach — w preparatach
pélcienkich. Latwiej mozna bylo identyfikowaé¢ hepatocyty GG w prepa-
ratach pélcienkich (ryc. 2A i B) niz w preparatach parafinowych bar-
wionych H+E (ryc. 11D). Hepatocyty GG byly zwykle rozproszone po-
jedynczo, rzadziej tworzyly wieksze lub mniejsze skupienia. Wystepowa-
ly takze sporadycznie hepatocyty, w ktorych tylko czes$¢ cytoplazmy wy-
kazywala obraz GG (ryc. 2C).

Dodatni histochemiczny odczyn orceinowy na obecno$¢ HB;Ag wy-
kazano w 16 biopunktach. We wszystkich przypadkach zlogi HB;Ag wy-
barwiaty sie na kolor ciemnobrgzowy. Jadra nie byly zabarwione. Cyto-
plazma nie zawierajagca HB;Ag miala barwe jasnobrgzows. Pozytywnie
wybarwiajace sie zlogi antygenu obejmowaly fragmenty badz calg cyto-
plazme hepatocytu (ryc. 1A i B), przesuwajgc jego niewybarwione jadro
na obrzeze komorki. Zlogi HBsAg wybarwione orceing wykazywaly w
wigkszych powiekszeniach charakterystyczng strukture ziarnista (ryc. 1C).
Obserwowano ponadto rdznice w intensywnoséci wybarwiania sie zlogow,
nawet w obrebie tego samego biopunktatu (ryc. 1A).

Obecno$¢ HBsAg w hepatocytach wykazano ultrastrukturalnie w 24

* Zob. notke na s. 338.
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przypadkach. Antygen ten wystepowal pod postacia form kolistych o
$rednicy 20—22 nm i form tubularnych o tej samej Srednicy i rdéinej
diugosci, zazwyczaj w Swietle miernie poszerzonych kanaléw gladkiej
sieci endoplazmatycznej (SER) — ryc. 3, 4 i 5. Hepatocyty obfitujgce
w HB;Ag wykazywaly dos¢ charakterystyczny obraz utrastrukturalny:
w ich cytoplazmie stwierdzano liczne kanaty SER, zawierajace HBAg,
nieliczne mitochondria, zmienng ilo$¢ czgstek glikogenu oraz, zwykle
brzeznie zlokalizowane, jadro. Czasem opisane zmiany dotyczyly tylko
fragmentu cytoplazmy hepatocytu, a pozostala jej czes¢, pozbawiona an-
tygenu, wykazywala odmienny obraz ultrastrukturalny (ryc. 5), odpowia-
dajgcy niekiedy daleko zaawansowanym zmianom zwyrodnieniowym. W
12 przypadkach stwierdzono niewielkie ilosci HBsAg w cytoplazmie poje-
dynczych hepatocytéw (ryc. 6). W tych przypadkach hepatocyt zawie-
rajacy HBsAg wykazywal rozne nasilenie zmian — od minimalnych do
martwicy wlacznie. W T przypadkach wykazano obecnc$¢ duzej ilosci
HBsAg w hepatocytach kwasochlonnych, lub balonowatych, a takze w
hepatocytach zmartwiczalych (ryc. 7). W 3 przypadkach- z tych 7 obser-
wowano HBsAg w wyrzuconych do zatoki fragmentach hepatocytu. W
jednym z tych przypadkéw stwierdzono pozytywne wybarwianie sie or-
ceing resztek obumarlych hepatocytéw w Swietle zatok watrobowych
oraz cytoplazmy komoérek Browicza-Kupffera (ryc. 7). W 2 przypadkach
przewleklego agresywnego zapalenia watroby obserwowano ogniskowe
podbarwianie sie orceing blon komdérkowych hepatocytéw (ryc. 9A). Spo-
strzezenie to potwierdzono badaniem immunofluorescencyjnym (ryc. 9B
i C) W obu przypadkach, sugerowanej na podstawie barwienia orceing
lokalizacji bloniastej HBsAg, wykazano zmiany ultrastrukturalne moga-
ce sugerowac obecno$¢ HBs;Ag w obrebie nie poszerzonych przestrzeni
miedzykomoérkowych (ryc. 10). W przestrzeni pomigedzy dwoma elektro-
nowo gestymi btonami komérkowymi znajdowal sie homogenny materiat
I wyrazne twory tubularne, przypominajgce Srednica i morfologig tubu-
bularne formy HBAg.

W badaniu immunofluorescencyjnym skrawkéow parafinowych po-
twierdzono obecnos¢ HBsAg we wszystkich badanych przypadkach, a lo-
kalizacja hepatocytow zawierajgcych ten antygen byla zgodna z roz-
mieszczeniem hepatocytéw pozytywnych w barwieniu orceing. Hepato-
cyty zawierajace HB;Ag wykazywaly zditozielong fluorescencje w calej
cytoplazmie lub rzadziej w jej fragmencie (ryc. 8A). Fluoryzujace hepa-
tocyty byly rozproszone pojedynczo albo tworzyly mniejsze lub wieksze
skupienia. W 2 przypadkach obserwowano niewielkg fluorescencje bion
hepatocytow nie tylko od strony przestrzeni Dissego, lecz takze przestrze-
ni miedzykomoérkowych. Nie udalo sie natomiast wykaza¢ w zadnym
z badanych przypadkéw obrazéw tzw. drobnoziarnistej fluorescencji
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HBsAg. Poréwnanie ovu zastosowanych metod immunofluorescencyjnych
dla skrawkow parafinowych z uzyciem pronazy (ryc. 8A) i bez trawienia
pronazg (ryc. 8B) przemawia za celowoScia jej stosowania w tych przy-
padkach. Wstepne trawienie skrawkow eliminuje prawie catkowicie auto-
fluorescencje tkanki i wzmaga intensywnos¢ specyficznej fluorescencji.
Fluorescencje blon komorkowych hepatocytu obserwowano jedynie w
skrawkach trawionych pronaza. Zastosowanie, zamiast surowicy anty-
-HBs znakowanej FITC, surowicy poliwalentnej znakowanej FITC prze-
ciwko ludzkim y-globulinom wykazalo brak fluorescencji hepatocytow,
ktore topograficznie odpowiadalyby hepatocytom z obecno$cig fluores-
cencji specyficznej dla HBsAg. Podobne wyniki uzyskano w zastosowa-
nym tescie blokowania. Nie uzyskano dodatniego odczynu immunofluo-
rescencyjnego w obu przypadkach kontrolnych po zastosowaniu oznako-
wanej surowicy anty-HBg oraz poliwalentnej surowicy przeciwko ludz-
kim y-globulinom.

Na podstawie badania seryjnych skrawkéw, barwionych H+E i or-
ceing, wykazano, ze zwykle wiecej hepatocytow w biopunktacie barwi sie
orceing niz posiada obraz typowy dla hepatocytow GG. Rzadziej obser-
wov-ano sytuacje odwrotng, tj. obecno$é¢ typowych hepatocytow GG w
miejscach nie wybarwiajacych sie orceina. Nie zawsze w preparatach
ultracienkich, krojonych z miejsc z obecnoscig hepatocytow GG, spo-
strzegano HBAg, a raczej tylko wyjatkowo byla obserwowana zbieznosé
tych dwu faktéw. W hepatocytach GG wybranych z preparatéow polcien-
kich wykazano ultrastrukturalnie proliferacje i poszerzenie kanalow
SER, ktére zajmowaly prawie caly cytoplazme, powodujac trudnosé od-
réznienia hepatocytu zawierajacego HBsAg od typowego hepatocytu GG
w preparatach pélcienkich.

Zadn2 z zastosowanych metod immunofluorescencyjnych nie wykry-
to HB:Ag, pomimo potwierdzenia w tych przypadkach jego obecnosci
ultrastrukturalnie. Wprawdzie w skrawkach trawionych pronaza obser-
wowano w jednym przypadku bardzo slaba fluorescencje jader hepato-
cytow po zastosowaniu przeciwcial anty-HB. oznakowanych FITC przy
braku jadrowej fluorescencji z oznakowang FITC surowicg poliwalentngy
przeciwko ludzkim y-globulinom, lecz nie ma pewnosci, czy ten slaby
odczyn nie jest artefaktem.

Zmiany w jadrach hepatocytow, obserwowane w mikroskopie Swietl-
nym, takie jak: obecnos$¢ hiperchromatycznych jader (ryc. 11B) oraz ja-
der z obecnoscig nie wybarwionych lub slabo podbarwionych eozynag
wakuoli w preparatach barwionych H+E, a takze jader ze zmniejszong
iloscig heterochromatyny oraz tzw. ,,jader opustoszonych” w eponowych
preparatach poélcienkich (ryc. 11A), sg dosé charakterystyczne dla obec-
nosci HB.Ag, lecz nie patognomoniczne. Stwierdzono bowiem liczne ,,pu-
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ste” wakuole w jadrach hepatocytéw w preparatach poélcienkich, a w kro-
jonych z tych miejsc skrawkach ultracienkich obserwowano tylko po-
jedyncze czgstki HB.Ag w jadrach. Spostrzegano takze brak zmian ja-
drowych w preparatach poéicienkich i barwionych H+E oraz obecnosé
czasem duzej ilosci kolistych, 27 nm Srednicy, czastek HB.Ag w jadrach
hepatocytéw w badaniu ultrastrukturalnym (ryc. 12). Potwierdzono obec-
nos¢ duzej ilosci czgstek HB.Ag jedynie w jadrach, ktére w preparatach
polcienkich wykazywaly obecno$¢ mniejszych i wiekszych wakuoli, wy-
barwiajgcych sie podobnie jak cytoplazma hepatocytéw GG (ryc. 11C i D).

DYSKUSJA

Na podstawie badan ultrastrukturalnych i metod mozliwych do za-
stosowania na skrawkach parafinowych: metody orceinowej wedlug
Shikata oraz bezpo$redniej metody immunofluorescencyjnej oceniano
obecnos¢ HB;Ag i HB.Ag. Poslugiwano sie w tym celu réwniez rutyno-
wym barwieniem H+E.

Niektore doniesienia wykluczaja mozliwos¢ wykrycia HB.Ag w opar-
ciu o ocene preparatu barwionego H+E (5, 11, 17, 19, 20), inne jednak
sugerujg istnienie takich mozliwosci (3, 4). Bianchi i Gudat (3)
uwazajg, ze zmienna barwliwo$¢ chromatyny jader komoérkowych oraz
kwasochlonne podbarwianie sie jadra w strefie przylegajacej do jaderka
moga wigza¢ sie z akumulacjg HB.Ag, lecz nie uznajg tych parametrow
za ceche diagnostyczng. Wczesniej] Huang i wsp. (cyt. za 5) udowod-
nili, na podstawie badan w mikroskopie $wietlnym i elekironowym, ze
stwierdzane w barwieniu H+E kwasochlonne ziarniste wtrety, prze-
mieszczajace chromatyne w jadrze hepatocytu, wystepuja w jgdrach he-
patocytéw z duzg iloSciag HB.Ag. Obraz jader komérkowych w prepara-
tach barwionych H+E oraz w eponowych skrawkach poéleienkich, we-
diug Biczyskowej i wsp. (4), sugeruje korelacje miedzy fazami
replikacji HB.Ag i wygladem jader hepatocytéw w mikroskopie swietl-
nym. Mansurow i wsp. (cyt. za 14), uwazaja obecno$¢ wewnatrzja-
drowych, o nieregularnym ksztalcie, wakuoli, intensywnie eozynofilnych
i drobnoziarnistych lub przypominajgcych cytoplazme hepatocytéw GG,
za ceche diagnostyczng dla obecnosci HB.Ag w tych jgdrach.

Dane, uzyskane w oparciu o analize badanego materialu, wskazuja,
ze hiperchromazja jader, wakuole wewngtrzjagdrowe nie wybarwiajace
sie, podbarwianie sie eozyng karioplazmy, a takze obecnos$¢ tzw. ,,jader
opustoszonych” nie sg cechami specyficznymi dla obecno$ci HB.Ag, a
wartos¢ diagnostyczna tych parametréw przy wykrywaniu HB:Ag po-
winna by¢ poddana bardziej wnikliwej analizie. Duzg ilo$¢ HB.Ag stwier-
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dzalismy jedynie w jadrach hepatocytéw, ktére w preparatach poicien-
kich wykazywaly obecnos¢ réznej wielkosci wakuoli, wybarwiajacych sie
podobnie jak cytoplazma hepatocytéow GG. Nie uzyskano jednak potwier-
dzenia obecnosci HB.,Ag w tkance watrobowej w oparciu o metody bez-
posredniego odczynu fluorescencyjnego w skrawkach parafinowych, po-
mimo wielu danych o pozytywnych rezultatach uzyskiwanych tymi me-
todami (11, 17, 19). Brak pozytywnego odczynu immunofluorescencyjne-
go w jadrach hepatocytow ze znakowang FITC poliwalentng surowicg
przeciwko ludzkim y-globulinom wyklucza istnienie kompleksow immu-
nologicznych HB.Ag—IgG—komplement (12), ktérych obecno$¢ umozli-
wiataby wykrycie HB.Ag metodg immunofluorescencyjna. Moze zastoso-
wanie metod immunoperoksydazowych 1lacznie z ostatnio preferowang
techniky peroksydaza-—antyperoksydaza (PAP) rozwigze ten problem (14,
13). Wydaje sie celowe prowadzenie dalszych badan nad mozliwoscig wy-
krywania HB.Ag w wycinkach zatapianych w parafinie, gdyz moze to
wnie$¢ wiele cennych informacji do rutynowej diagnostyki biopunktatow
watroby i poméc w ocenie ciezkosci schorzenia. Przedstawiona ocena
obecnosci, ilosci i rozmieszczenia HB.Ag opiera sie na wynikach badan
ultrastrukturalnych. Za pomoca tej metody mozna uzyska¢ dokladne in-
formacje o ilosci i rozmieszczeniu HB.Ag, lecz nie zawsze metoda ta jest
mozliwa do zastosowania w badaniach rutynowych.

Podobnie jak w ocenie HB.Ag, najbardziej dokladne i precyzyjne in-
formacje o obecnosci HBsAg uzyskano przy pomocy badania ultrastruk-
turalnego biopunktatow watroby. Nalezy takze podkreslic wartos¢ bar-
wienia orceing. Wyniki uzyskiwane tg metodg sg zgodnie z otrzymywa-
nymi metodg immunofluorescencyjng na skrawkach parafinowych. Za-
tem wartosé¢ obu metod jest zblizona, jednak metoda orceinowa -— lat-
wiejsza do wykonania. Barwienie orceing, wediug Shikata, mozna uznat
za metode z wyboru dla oceny HB;Ag w rutynowo badanych biopunkta-
tach watroby, a istniejgce doniesienia o niektérych falszywie pozytyw-
nych odczynach orceinowych (10, 16) nie umniejszajg wartosci tej meto-
dy, gdyz te falszywie pozytywne reakcje sg zazwyczaj latwe do odroz-
nienia od wybarwionych typowo ztogéw HB;Ag. Jednak tzw. ,minimal-
ny” lub watpliwie dodatni odczyn orceinowy wymaga zawsze korelacji
z danymi klinicznymi i serologicznymi (16), a czasem wykonania kon-
trolnych biopsji watroby. Z pewnoscig dodatni odczyn orceinowy wigze
si¢ z duzym nagromadzeniem HBAg w cytoplazmie hepatocytu, a nie-
wielkie ilosci antygenu nie sg ta metodag wykrywane. Nalezy podkresli¢
mozliwo$¢ wykrycia barwieniem orceing HB;Ag w hepatocytach ulega-
jacych martwicy lub we fragmentach obumarlych hepatocytow. W ba-
danym materiale obserwowano to w 1 przypadku, a badanie ultrastruk-
turalne potwierdzilo te lokalizacje HBsAg, w 2 przypadkach wykazano
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nieznaczne podbarwianie sie orceina bton komérkowych hepatocytéw od
strony zatok, a takze przestrzeni miedzykomérkowych.

Nie spotkalismy w dostepnym pisSmiennictwie ani opisow, ani zdjet
swiadczgeyzh o podobnych wynikach barwienia orceing. Wprawdzie
Nayak i Sachdewa (9) wspominajag o mozliwosci lokalizacji or-
ceinowo pozytywnych struktur fibrylarnych, odpowiadajacych HB:Ag
wokoél brzegéw zatokowych hepatocytéw, to jednak nie wspominajg o po-
dobnych obrazach lokalizacji HBsAg od strony przestrzeni miedzykomor-
kowej. Sakurai i Miyaji (13) uwazajg zas, ze podbarwianie sie
orczing blony komoérkowej bieguna naczyniowego hepatocytu nie jest
zwiazane z obecnos$ciag HBs;Ag. Powszechnie akceptowanym pogladem jest
brak mozliwosci wykazania lokalizacji bloniastej HBs;Ag w oparciu o bar-
wienie orceing. Prawdopodobnie utrwalanie w formalinie utrudnia wy-
krycie HBsAg w blonie komérkowej hepatocytu (5). Wiekszo$¢ autorow
ocenia bloniastg lokalizacje HBsAg jedynie na podstawie wynikdéw badan
immunofluorescencyjnych i immunoperoksydazowych wykonywanych na
skrawkach mrozeniowych, Lokalizacja HBsAg w blonie komérkowej he-
patocytu zostata potwierdzona badaniem ultrastrukturalnym przez G u-
data i Bianchiego (cyt. za 15). Yamada i wsp. (20) obserwo-
wali za$§ ultrastrukturalnie kompleksy HBsAg z surowica anty-HBs wy-
znakowane peroksydazg wzdluz brzegéw zatokowych hepatocytow i w
przestrzeniach miedzykomérkowych. Krawczynski opowiada sie
zdecydowanie za brakiem ultrastrukturalnego odpowiednika lokalizacji
HBsAg w blonie komodrkowej hepatocytu na podstawie badan doswiad-
czalnych infekeji HBV u szympansow (cyt. za 14). Uzyskane wyniki wy-
magaja potwierdzenia przez dodatkowsg ocene obrazéw immunofluores-
cencyjnych w skrawkach mrozonych i parafinowych w korelacji z bar-
wieniem orceinowym.

Warto$¢ metod immunofluorescencyjnych wykonywanych na skraw-
kach parafinowych obniza autofluorescencja, ktérej w znacznym stopniu
zapobiega trawienie skrawkéw pronaza. Wydaje sie jednak stuszny wnio-
sek, jaki wysuneli Nayak i Sachdewa (9), ze metoda barwienia
orceing daje pewniejsze rezultaty w ocenie HBsAg niz metody immuno-
tluorescencyjne stosowane na skrawkach parafinowych. Swiadezyé o tym
moga takze wyniki Bardadina i Kobuszewskiej-Faryno-
wej (1), ktérzy metoda orceinowsg i immunofluorescencyjng w skraw-
kach mrozeniowych uzyskali potwierdzenie obecnos$ci HB;Ag w przypad-
kach raka pierwotnego watroby. Natomiast zastosowanie w tych przypad-
kach metod immunofluorescencyjnych na skrawkach parafinowych nie
dalo pozytywnych rezultatéw. Wyniki naszych badan przemawiaja za
mozliwoscig wykrycia HBsAg bezposrednimi metodami immunofluores-
cencyjnymi takze w preparatach parafinowych, niezaleznie od zastosowa-
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nia pronazy. Brak dodatniego odczynu immunofluorescencyjnego ze zna-
kowanymi FITC przeciwcialami anty-HBs w obu przypadkach kontrol-
nych nie zawierajgcych HB;Ag przemawia za tym, Ze uzyskane odczyny
irmmunofluorescencyjne byly specyficzne dla HBsAg.

Ocena obecnosci HB;Ag na podstawie barwliwosci GG cytoplazmy ha-
patocytow jest przedmiotem wielu sprzecznych doniesien. Wiekszosc
autorow uwaza, ze taki obraz cytoplazmy hepatocytu jest jedynie wy-
kladnikiem proliferacji SER, w ktorej kanalach moze sie znajdowaé, lecz
rnic zawsze jest obecny, HBsAg (7, 9, 19, 20). Przemawia za tym fakt, Ze
hepatocyty GG sg spostrzegane rzadziej, niz wskazuje na to wykrywa-
nie HB;Ag innymi metodami. Innym skrajnym pcgladem jest uznawa-
nie obrazu GG jako bezwzglednie charakterystycznego dla obecnosci
HB;Ag w cytoplazmie hepatocytu (5). Zwraca sie uwage, ze istniejg duze
trudnoéci w wyborze ,,prawdziwego” hepatocytu GG. Na podstawie po-
réwnania barwliwos$ci GG w barwieniu H+E z barwieniem orceina, a tak-
ze konfrontacji badania ultrastrukturalnego hepatocytéw zidentyiikowa-
nych jako hepatocyty GG w preparatach pélcienkich, stwierdzono, ze he-
patocyt cceniany jako GG nie zawsze zawiera HB:Ag, cho¢ czasem obfi-
tuje w ten antygen. Natomiast HB;Ag bywa dos$¢ czesto obecny, nawet
w duzych ilosciach, w hepatocytach nie wykazujacych obrazu GG. Istnie-
nie tej ostatniej mozliwosci podkresla takze Nayak i Sachdewa
(9). Jak wida¢ z tego, ocena obecnosci hepatocytow GG stanowi waziny,
choé¢ nie zawsze specyficzny, wskaznik, Swiadezgey o obecnosei HBAg
w hepatocycie.

PISMIENNICTWO

1. Bardadin K, Kobuszewska-Faryna M.: HBsAg polozytielnyj gie-
patocelularnyj rak (patomorfologiczeskije issledowanija). Archiw Patol. 41, 45,
1979.

2. Bartok I.i wsp.: Demonstration of Hepatitis B Surface Antigen by Orcein
Staining in Paraffin Sections of Cirrhotic Liver. Virch. Arch. A369, 238, 1976.

3. Bianchi L, Gudat F.: ”Sanded” Nuclei in Hepatitis B. Eosinophilic In-
clusion in Liver All Nuclei Due to Excess in Hepatitis B Core Formation. Lab.
Invest. 35, 1, 1976.

4. Biczysko W. i wsp.: Badania poréwnawcze $wietlno- i elektronomikrosko-
powe hepatocytow replikujacych wirusy hepatitis B. Pat. Pol. 30, 11, 1979.

5. Camilleri J. i wsp.: Immunochemical Patterns of Hepatitis B Surface
Antigen (HBsAg) in Patients with Hepatitis, Renal Homografts Recipients and
Normal Carriers. Virch. Arch. A376, 329, 1977.

6. Chibowski D. i wsp.: Ocena wystepowania i rozmieszczenia antygenu po-
wierzchni hepatitis B (HB;Ag), wykrywanego metoda Shikata w materiale biop-
tycznym watroby ZAP AM w Lublinie w latach 1975—1978. Pat. Pol. 31, 357,
1980.



34

6

D. Chibowski, Z. Siezieniewska, L. Banach, B. Niedzioltka

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

18.

19,

20.

Mironow T, Saliew F.: Morfologiczeskije osobiennosti ,,ground glass” gie-
patocytow pri chroniczeskecm giepatitie i cirrozie pieczeni. Archiw Patol. 3, 50,
1978.

Murphy R. i wsp.: Immunofluorescent Localisation of Hepatitis B in
Chimpanzee Tissues. Intervirology 6 (4—5), 297, 1975—1976.

. Nayak N, Sachdeva R.: Localisation of Hepatitis B Surface Antigen in

Conventional Paraffin Section of the Liver. Comparison of Immunofluorescence,
Immunoperoxidase and Orcein Staining Methods with Regard to Their Speci-
ficity and Reliability as Antigen Marker. Amer. J. Path. 81, 479, 1975

Nicola D. i wsp.: Detection of Hepatitis B Surface Antigen by Means of
Orcein Staining of Liver. Amer. J. Clin. Path. 7, 20, 1977.

Ray M, Desmet V.. Immunofiuorescent Detection of Hepatitis B Antigen
in Paraffin Embedded Liver Tissue. J. Immunol. Meth. 6, 283, 1975.

Rizetto M. i wsp.: Complement Fixing Hepatitis B Core Antigen Immune
Complexes in the Liver of Patients with HBgAntigen Positive Chronic Disease.
Gut 17, 8317, 1976.

Sakurai M, Miyaji T.. Orcein Staining of Hepatitis B Surface Antigen
in Paraffin Sections of Liver on Autopsy Cases. Acta Hepatogastroenterol. 24,
334, 1977.

Siezieniewska Z.. Badania ultrastrukturalne biopunktatéw watroby z do-
datnim histochemicznym odczynem na HBgAg. Rozprawa doktorska. AM, Lub-
lin 1980.

Siezieniewska Z, Chibowski D.: Badania ultrastrukturalne bio-
punktatéw watroby pobranych od pacjentéw z réznymi postaciami przewlek-
lego zakazenia wirusem hepatitis B (HBV). Pat. Pol. 34, 1, 1983.

Sipponen P. i wsp.: Histological Characteristics of Chronic Hepatides and
Primary Biliary Cirrhosis with Special Reference to Orcein Positive Hepato-
cellular Acumulations. Ann. Clin. Res. 8, 200, 1976.

. Sumihtram S.: Methods for Detection of Hepatitis B Surface Antigen in

Paraffin Sections of Liver: a Guideline for Their Use. J. Clin. Path. 30, 460,
19717.

Sun S. 1 wsp.: Serial Liver Biopsy Observations in Hepatitis B Antigen
Carriers by Light and Electron Microscopy. Amer. J. Dig. Dis. 21, 366, 1976.
Yamada G. i wsp.: Hepatitis B. Cytologic Localisation of Virus Antigens
and the Role of the Immune Response. Human Path. 9, 93, 1978.

Yamada G., Nakane P.: Hepatitis B Core and Surface Antigens in Liver

Tissues. Light and Electron Microscopic Localisation by Peroxidase-labelled
Antibody Method. Lab. Invest. 36, 649, 1977.

Otrzymano 15 I1I 1984.

OPIS RYCIN

Ryc. 1. A i B — Wybarwiajgce sie orceing hepatocyty tworzg duze skupienia.

Charakterystyczna rézna intensywno$é wybarwiania sie ztogéw. C — W niektérych
hepatocytach zlogi HBs;Ag wykazujg typows strukture ziarnista. Widoczna jest ona
wyrazniej w zlogach wybarwionych z mniejsza intensywnoscig. Barwienie orceing
wg Shikata. Pow. A — 250X, B — 700X, C — 600 X.
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Ryc. 2. A — Cytoplazma hepatocytu posiada barwliwos¢ GG (gwiazdka). Obec-
ne takze do$¢ liczne hepatocyty ,kwasochionne”. B — Skupisko kilku hepatocytéw
GG z wyrainym przemieszczeniem jadra i organelli cytoplazmy na obrzeza komoér-
ki. Eponowe preparaty polcienkie. Barwienie biekitem metylenowym i Azurem II.
C — Tylko czes$¢ cytoplazmy hepatocytu wykazuje barwliwo$é GG (strzailka). Bar-
wienie H+E. Pow. A — 450X, B — 700X, C — 500 X.

Ryc. 3. Typowy obraz ultrastrukturalny hepatocytu GG zawierajgcego HB;Ag
w swietle licznych kanaléow SER. Mitochondria przesuniete na obwéd komoérki. Nie-
liczne mitochondria (M) zawierajg w macierzy cialka parakrystaliczne (PK). Posze-
rzone przestrzenie miedzykomérkowe wykazujg odcinkowe zwielokrotnienia blon
komoérkowych (strzatka) i widkienka kolagenowe (CF). Pow. 9000 X.

Ryc. 4. Ro6wnoczesne wystepowanie licznych czgstek HBgAg i nielicznych czg-
stek HB.Ag (strzatka) w tym samym hepatocycie. Pow. 30 000 X.

Ryc. 5. Wigksza cze$é¢ cytoplazmy hepatocytu wykazuje obraz GG przedsta-
wiony na ryc. 3. Strefe przyjadrows zajmuja znacznie poszerzone kanaly RER, wy-
pelnione klaczkowatym materialem bialkowym. W tej cze$ci hepatocytu znajduja
si¢ rowniez zlogi bilirubiny (Bl) i mitochondria (M) o prawidlowym wygladzie.
Pow. 18 000 X.

Ryc. 6. W hepatocycie o cechach zwyrodnienia ,,balonowatego” obecne nieliczne
tubularne czgstki HBsAg w kanalach SER (strzatka). Kanaty SER, zawierajgce ten
antygen, nie sa poszerzone. Mitochondria (M), o zageszczonej macierzy, wykazuja
prawidlowy obraz grzebieni i bion. Pow. 30 000 X.

Ryc. 7. Hepatocyt w stanie martwicy. Wsrdod resztek kanaléw SER widoczne
poprzeczne i podluine przekroje HBgAg (strzalki). Pow. 18000X. Wstawka: do-
datni odczyn orceinowy w resztkach obumartych hepatocytéw i cytoplazmie komo-
rek Browicza-Kupffera. Barwienie orceing wedlug Shikata. Pow. 500X.

Ryc. 8. A — Dodatni immunofiuorescencyjny odczyn na HBgAg w licznych
hepatocytach. Skrawki parafinowe trawione pronazg. Barwienie anty-HB;-FITC.
B — Dodatni immunofluorescencyjny odczyn na HB;Ag w pojedynczym hepatocycie.
Widoczna takze autofluorescencja ziaren lipofuscyny. Skrawki parafinowe nie tra-
wione pronazg. Barwienie anty-HB-FITC. Pow. A 1 B — 500 X.

Ryc. 9. A — Dodatni odczyn orceinowy w blonach komdérkowych hepatocyiow
od strony zatoki watrobowej i przestrzeni miedzykomoérkowej. Barwienie orceing
wedlug Shikata. B i C — Dodatni immunofluorescencyjny odczyn na HB;Ag w cy-
toplazmie i btonach komoérkowych hepatocytéw. Skrawki parafinowe trawione pro-
nazg. Pow. A — 600X, B — 450X, C — 600X,

Ryc. 10. Podluzna czagstka o $rednicy ok. 22 mm, mogaca odpowiadaé¢ postaci tu-
bularnej HBsAg, znajduje sie w przestrzeni miedzykomoérkowej (strzatka). Cyto-
plazma jednego z hepatocytéw zawiera liczne czgstki HBsAg. Pow. 51000X.

Ryc. 11. A — Jadra kilku hepatocytow powiekszone, hiperchromatyczne. Obecny
takze hepatocyt dwujadrowy. Barwienie H+E. B — Cytoplazma kilku hepatocytow
wykazuje obraz GG. Jadro jednego z hepatocytow zawiera wakuole barwigca sie
identycznie jak cytoplazma tego hepatocytu (wakuola jadrowa o barwliwosci GG).
Barwienie H+E. C — W kilku hepatocytach jasna, nie wybarwiona wakuola obej-
muje prawie calg karioplazme. Chromatyna i jgderko sg zepchniete ku otoczce jadra
(tzw. ,,jadra opustoszone”). Eponowy skrawek péicienki. Barwienie blekitem mety-
lenowym i Azurem II. D — W jadrze jednego hepatocytu obecna malta wakuola
barwigca sie jak cytoplazma hepatocytu GG (gwiazdka). Cytoplazma tego hepato-
cytu nie posiada obrazu GG. Eponowy skrawek poélcienki. Barwienie biekitem me-
tylenowym i Azurem II. Pow. A, B, Ci D — 500X.
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Ryec. 12. Liczne, catkowicie wybarwiajgce sie, czastki HB.Ag zajmujag prawie
cate jadro hepatocytu. Chromatyna jgdra tworzy male skupienia lub zageszcza sie
wokét otoczki jgdrowej. Pow. 30 000 X.

PE3IOME

Iipouspenena ounenka npucytcrBua HBAg u HB.Ag B 25 OGuODyHKTax IE€YEHU
HA OCHOBaHMM OKDPAaCKM. IeMaTOKCHUIMH — 9%03uH, MetonzoMm Shikata, npsmoro mMmy-
HOQJIIOOPECIEHIIMITHOTO MeTOLa B NapadMHOBBIX Cpe3axX, a TaK¥ke B MNOJYTOHKUX
cpe3ax Ipu NOMOLIM CBETOBOTO MMKPOCKOIA M YJAbTPACTPYKTYPAaJdbHOTO MUCCIeIOBAHUA.
IIpucyrcreua HB.Ag, npy noMoInM NPUMEHEHHOTO UMMYMUHOMIIOOPECHEHIIMIIHOTO Me-
ToAa B nmapadMIiiOBBIX cpe3aX, He 00HApPYKEHO; XOTA YJAbLTPACTPYKTYpPalbHbIM MCCIe-
ZorauyueM B 3Tux buonyrkrax HB.Ag 6b1jI0 BBIAEIEHO. B mMOAYTOHKMX M napaduHO-
BBIX Cpe€3aX, OKPAIUeHHBLIX IeéMaTOKCUIMH—OO3UH, He OOHAPYXKEeHO TaKIKe [MaTOTHO-
MOTMYECKMX M3MEHEHMII B SAAPAaX TrenaTOUMTOB, XapPaKTEePHBIX IUIA NPUCYTCTBUA
HB.Ag. Okpacka OpuemMHOM moKa3aja, 4TO He Bce remarounts! GG OKpPalIMBAIOTCH
OpLEMHCM, ¥ lie BCE OKDPAIeHHBIE OPLIEMHOM renaToUMThI MMeIOT ¢BOMCTBO GG B OKpa-
CKe TeMaTOKCUMIMH—031H. CpoiicTBO OKpacku GG muronnasmel yKasblBaeT JUIUbL Ha
pasMuoxenue SER B Kaianax, HO He Bcerja Ipyu 3ToM npucyterByer HBgAg, o uem
CBUIETEJbCTBYIOT pPEe3yJbTaTbl HRIUMX YyJALTPACTPYKTYDPHBIX uccaegoBanmit. Meron
OKpacKy opueuncM jaeT 6ojiee LKOCTOBEPHbIE pPE3YJLTATHI B OlE€HKE NPUCYTCTBUA
HB,Ag, ueM IMMyHCOIIOOLECHEHIMOHEBIN I METOJ, NPUMEHEHHBI! Ha napadMHOBBIX
cresax. Xora nanbosee TOYHYIO OLEHKY NpucyTcTBuA HB Ag moayyaeM na OCHOBAHUM
YALTPACTPYKTYPAJIbHOIO MCCIEIOBAHMA, MOKHO, OJHAKO, OKDACKy OPLEMHOM CUMUTATH
3a ACCTATOYHYO AJ4if ONbITHON oneHku HBAg B 6uonydkTax neuenm.

SUMMARY

The presence of antigens HB;Ag and HB.Ag was estimated by means of: H+E
staining, Shikata’s method, direct immunofluorescence method on paraffin-em-
bedded specimens, estimation of semithin specimens in light microscope, and ultra-
structural studies. No evidence was found of the presence of HB.Ag in paraffin-
-embedded specimens using immunofluorescence methods in spite of the ultra-
structural presence of HB.Ag in these cases. Moreover, there were no pathognomic
features of HB.Ag within hepatocyte nuclei staining H+E and in the semithin
epon-embedded specimens. The orcein staining proved that not every GG hepa-
tocyte showed orcein-positive reaction and that not every orcein-positive hepatocyte
showed GG picture in the H+E staining. The GG picture of hepatocytes indicates
only proliferation of SER, where HB;Ag may be present within its canals but not
in every case, which was observed in electron microscope. The orcein staining
method gives more certain results in HBgAg estimation than in the immuno-
iluorescence methods of paraffin-embedded specimens. However, the most precise
estimation of the presence of HBsAg is possible on the basis of ultrastructural
studies but the orcein staining may be quite a sufficient method for routine estima-
tion of HBsAg in liver biopsy specimens.
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EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. A and B — The orcein positive hepatocytes forming big concentrations.
The characteristic feature is a different stain intensity of deposits. C — The typical
granular structure of the HB;Ag deposits within some hepatocytes. The granular
structure is more marked within deposits stained with minor intensity. Orcein
stain of Shikata. Magn. A — 250X, B — 700X, C — 600X,

Fig. 2. A — The cytoplasm of some hepatocytes displays GG picture (asterisk).
Numerous eosinophilic” hepatocytes are also present. B — Semithin epon em-
bedded specimen. Methyl blue and Azur II stain. B — The concentration of GG
hepatocytes with marked dislocation of nucleus and other organelles to the margin
of the cell. Semithin epon embedded specimen. Methyl blue and Azur II stain.
C — GG picture displays only part of cytoplasm of a hepatocytes. H+E stain.
Magn. A — 450X, B — 700X, C — 500 X.

Fig. 3. The typical ultrastructural picture of GG hepatocyte containing HB;Ag
within canals of SER. The mitochondria are dislocated to the margin of the cell
Some mitochondria (M) display paracrystal bodies (PK) within matrix. Dilated in-
tercellular spaces show segmental manifolds of the ceil basement membranes
{arrow) and collagen fibres (CF). Magn. 9000 X.

Fig. 4. Simultaneous presence of many HBsAg particles within cytoplasm and
not many HBgAg particles (arrow) within nucleus of the same hepatocyte. Magn.
30,000 X.

Fig. 5. The GG picture displays the bigger part of the hepatocyte cytoplasm
showed in Fig. 3. Dilated canals of RER filled with protein fluffy material are
present in the perinucleous zone. There are also bilirubin deposits (Bl) and normal
mitochondria (M) in this part of hepatocyte cytoplasm. Magn. 18,000 X.

Fig. 6. The ”baloon” degeneration of the hepatocyte and not many tubular
HB;Ag particles are present within canals of SER (arrow). These canals ire not
dilated. Mitochondria (M) with condensed matrix have normal crista and
membranes. Magn. 30,000 X.

Fig. 7. Necrosis of the hepatocyte. Within residue of the SER there are cross
and longitudinal section of HBsAg particles (arrow). Magn. 18,000X. Insert: the
orcein positive reaction of residue necrotic hepatocytes and cytoplasm of Browich-
-Kupffer cell. Shikata orcein stain. Magn. 500 X.

Fig. 8. A — Immunofluorescence positive reaction of HBgAg within many
hepatocytes. Paraffin embedded section digested with pronase. Anti-HBs-FITC
stain. B — Immunofluorescence positive reaction of HBgAg in one hepatocyte.

Autofluorescence of lipofuscin granules is also visible. Paraffin embedded section
not digested with pronase. Anti-HBs-FITC stain. Magn. A and B — 500X.

Fig. 9. A — The orcein positive reaction of the cell membranes of hepatocytes
adjacent to the sinusoid and intercellular space. Orcein stain of Shikata. B and C —
Immunofluorescence positive reaction of HB;Ag within the cell membranes of the
hepatocytes. Paraffin embedded section digested with pronase. Anti-HB;-FITC
stain. Magn. A — 600X, B — 450X, C — 600X.

Fig. 10. The long particle about 22 nm in diameter which can represent tubular
pattern of HBgAg is present within intercellular space (arrow). The cytoplasm of
one hepatocyte displays numerous HB;Ag particles. Magn. 51,000 X.

Fig. 11. A — The enlarged, hiperchromatic nuclei of some hepatocytes. A
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binucleus hepatocyte is also present. H+E stain. B — Cytoplasm of some hepato-
cytes is displayed in GG picture. The nucleus of one hepatocyte contains a vacuole
staining just like the cytoplasm of some hepatocyte (nucleus vacuole with GG
picture) H+E stain. C — A clear unstained vacuole within entire caryoplasm. The
chromatin and nucleolus displaced to the margin of nucleus ("omission nucieus”).
Epon embedded semithin specimen. Methyl blue and Azur II stain. D — A small
vacuole within hepatocyte nucleus shows GG picture (asterisk). The cytoplasm of
the hepatocyte does not display GG picture. Epon embedded semithin specimen.
Methyl blue and Azur II stain. Magn. A, B, C and D — 500X.

Fig. 12. Many HB/Ag particles entirely staining within the whole hepatocyte
nucleus. The nucleus chromatin forms small concentrations or condensations round
the nucleus envelope. Magn. 30,0600 X.



