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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 33, 125-140 (1977)

Institut fur Pathologie der Universitdt Basel

HEPATITIS B: NEUE DIAGNOSTISCHE MOEGLICHKEITEN 1 2

L. BIANCHI und F. GUDAT

Zusammenfassung

Bei der Hepatitis B ergeben sich durch den Nochweis der Virusantigen-Komponenten in
Lebergewebe und Blut neue diagnostische und prognostische Aussagen. Bei akuten und chro-
nischen Verlaufsformen der Infektion lassen sich grundsiitzlich vier Viruskomponenten-Mu~
ster unterscheiden: 1) Ein Eliminationstyp bei klassischer akuter Virushepatitis mit limitier-
tem Verlauf, der trotz Seropositivitat keine Viruskomponenten im Lebergewebe aufweist;

2) Ein HBc~Pradominanz~Typ bei immunsupprimierten Patienten, bei denen im Blut analeg
zum HBcAg-Nachweis im Gewebe infektitse Dane-Partikel persistierend nachgewiesen
werden bei klinisch und histologisch fehlender oder nur geringgradiger nicht-aggressiver
EntzUndung (unspezifisch reaktive oder chronisch persistierende Hepatitis) und entsprechend
symptom losem Verlauf. 3) Der HBs-Pradominanz-Typ zeigt ebenfalls eine chronische nicht-
aggressive Hepatitis (unspezifisch reaktiv, chronisch persistierend), HBcAg im Gewebe und
Dane-Partikel im Blut fehlen, so dass diese HBsAg-Trdger nicht oder nur gering infektiss
sein durften. 4) Der HBc+s-Typ ist charakterisiert durch einen fokalen Befall der Leberzel-

len mit beiden Viruskomponenten, HBcAg und HBsAg, assoziiert mit aggressiver EntzUndung,
wie chronisch aggressive Hepatitis oder "Hippie"~Hepatitis, beides ansteckende Formen.

- Beim Hepatom zeichnen sich neue cetiologische Einblicke ab.

Summary
In hepatitis B, the demonstration of the virus antigens has provided new insights into diag-

nosis and prognosis of the disease. Acute and chronic forms of the infection are characte-

rized by four distinct expression patterns of viral antigens: 1) The elimination type occurs

! Nach einem Vortrag, gehalten an der Johresversammlung der Schweizerischen Akademie
der Medizinischen Wissenschaften, Neuchédtel, 5./6.11,1976,
2 Mit Unterstiutzung durch den Schweizerischen Nationalfonds (Projekt Nr. 6.1640.75).
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in classic acute viral hepatitis with limited course. Despite seropositivity viral antigens in
liver tissue are lacking. 2) In the HBc-predominance type of immuno-suppressed patients a
marked expression of HBcAg in liver tissue is accompanied by the presence of infectious
Dane particles in blood. Histology reveals non-aggressive hepatitis, such as chronic persis-
tent or nonspecific reactive hepatitis in a symptomfree patient. 3) The HBs-predominance
type again is associated with non-aggressive hepatitis (chronic persistent, nonspecific re-
active) but HBcAg in tissue and Dane particles in blood are missing. These HBsAg carriers
therefore represent patients of low or no infectivity at cll. 4) In the HBc+s type o focal ex=
pression of both viral components, HBcAg and HBsAg, is accompanied by the appearance
of Dane particles in blood and aggressive hepatitis, such as chronic aggressive or "Hippie"
hepatitis, both forms of high infectivity. - In hepatoma the demonstration of viral compo-

nents offers new etiologic criteria.

Die Infektion mit dem Hepatitisvirus B ist in Blut und Lebergewebe sowohl serologisch als

auch morphologisch fassbar:

Viruskomponenten im Blut

Das im Blut nachweisbare Dane-Partikel (10), wahrscheinlich das komplette infektigse Vi-
rion (2, 10, 13, 14, 31), besteht aus mindestens 2 serologisch und morphologisch unterscheid-
baren Komponenten (Abb. 1): 1. dem zentralen Core-Antigen (HBcAg; 2, 24) und 2. der
dusseren Hulle, dem Surface-Antigen (HBsAg; 2, 24), auch Trdger der Subtypen (26).

HBsAg erscheint ausserdem als Ueberschussmaterial im Blut in Form von sphiérischen, 20 nm
Partikeln und tubultiren Formationen.

Beide Viruskomponenten, sowohl HBcAg als auch HBsAg, lassen sich auch im Lebergewebe
nachweisen (22, 28).

Viruskomponenten auf hepatozelluldrer Ebene

In der Leber wird HBcAg hauptstichlich - wenn auch nicht ausschliesslich - im Hepatozy-

tenkern gefunden {(Abb. 2; 16, 20). Elektronenoptisches Korrelat sind 24 - 27 nm messende

Abb. 1. Immunagglutiniertes Blut eines Patienten mit chronisch aggressiver Hepatitis. Dane-
Partikel (D) mit zentralem Core (HBcAg) und Hulle aus HBsAg. Ueberschussiges HBsAg in
Form von 20 nm sphirischen Partikeln und Tubuli.

Abb. 2. Spezifische Immunfluoreszenz fur HBcAg. Beachte Positivitdt der Leberzellkerne.
Leberbiopsie eines immunsupprimierten Patienten (Nierentransplantation) mit chronischer
nicht-oggressiver EntzUndung.
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Abb. 1
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Abb. 3. Ausschnitt eines Leberzellkerns mit massenhaft nicht eingehullten HBcAg-Partikeln
(mittlerer Durchmesser 24 nm).

intranukledre, nicht eingehillte Core-Partikel (Abb. 3; 16, 22, 25, 28). Exzessiver Core-
Befall der Leberzellkerne verrit sich schon lichtoptisch bei Haemalaun-Eosin-Farbung
durch eosinophile, feinksrnige Einschlusse, was als "Sandkerne" beschrieben worden ist
(Abb. 4; 6).

Demgegenuber wird HBsAg immunfluoreszenzoptisch ausschliesslich im Leberzellzytoplasma
angetroffen (Abb. 5; 12, 16, 21). Elektronenoptisch zeigt sich HBsAg in Form von Filamen-
ten innerhalb eines stark proliferierten glatten endoplasmatischen Retikulum (Abb. 6; 16,
22, 33). Konventionell-lichtoptisch stellt sich HBsAg bei Orcein-Férbung (32) braun dar
(Abb. 7), wthrend es mit Aldehyd-Thionin (34) dunkelbloue Zonen ergibt (Abb. 8). Auch

Abb. 4. Leberbiopsie bei nierentransplantierter Patientin mit chronisch persistierender He-
patitis. Eosinophile feinksrnige intranukletire Zone (= Sandkerne), hervorgerufen durch
Uberschussiges HBcAg (). HE.

Abb. 5. Spezifische Immunfluoreszenz fur HBsAg. Reine intrazytoplasmatische Expression
von HBsAg. Kerne ausgespart. Leberbiopsie bei "gesundem" HBsAg-Trdger mit chronischer
nicht-aggressiver EntzUndung.
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Abb. 5
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Abb. 6. Intrazytoplasmatisches HBsAg in Form von Filamenten in stark proliferiertem, zum
Teil vesikuldrem glattem endoplasmatischem Retikulum ().

in alltdglichen Farbungen, wie z.B. Chromotrop=Anilinblau oder mit Haemalaun=-Eosin
(Abb. %) ist HBsAg ohne weiteres erkennbar: Die geschwollenen Leberzellen fallen durch
ein milchiges Zytoplasma auf, was ihnen die Bezeichnung "Milchglaszellen" (18) eingetra-
gen hat. In der Spezifitat erreicht die Immunperoxidase-Reaktion (Abb. 10), die ebenfalls
an Paraffinschnitten durchgefihrt werden kann (23), beinahe die Treffsicherheit der Immun-
fluoreszenz.

Bei gewissen Formen der Hepatitis B erscheint HBsAg nicht nur intrazytoplasmatisch, son-

dern zusdtzlich auf Hohe der Zellmembran, als sog. "membransses HBsAg" (15, 30).

Viruskomponenten ocuf Gewebsebene

Die immunfluoreszenz- und elekrronenmikroskopische Untersuchung von Blut und Leberge-
webe bei akuten und chronischen Hepatitis B-Infektionen ergab - in Korrelation mit dem

histologischen Entziindungstyp - grundsitzlich vier Reaktionsmuster (Abb. 11; 4, 5, 7, 16):



Abb. 7. Intrazytoplasmatisches HBsAg in Leberbiopsie an Paraffinschnitt. Orcein.

1. Bei klassischer akuter, limitierter Virushepatitis finden sich auf dem Hohepunkt der Er-
krankung trotz Seropositivitit keine Viruskomponenten im Lebergewebe (mit Ausnahme
von sehr wenig HBcAg in seltenen Fillen) (Abb. 11). Im priklinischen, prinekrotischen
Stadium der Infektion allerdings lassen sich Viruskomponenten im Lebergewebe mit
wechselnder Expression darstellen (3, 11).

Diese haufigste Reaktion auf die Infektion deuten wir als normergische ELIMINATIONS-
Entzindung: Virusbefallene Leberzellen werden bei effizienter Immunantwort mittels
Einzelzellnekrosen beseitigt. Dies widerspiegelt sich klinisch und histologisch in aku=-
ter, ikterischer, limitierter Virushepatitis. Von einer normergischen Eliminationsentzin-
dung zu sprechen ist berechtigt: Serokonversion tritt ein.

2. Demgegeniber antworten effektiv immunsupprimierte Nieren-Transplontat-Empfanger
(7) oder Knochenmarkstransplantierte ouf die Infektion mit einer klinisch stummen,

nicht-aggressiven Entziindung (histologisch chronisch persistierende oder unspezifisch

reaktive Hepatitis) mit fehlenden oder nur angedeuteten blutchemischen oder elektro-
nenmikroskopischen Anzeichen fir einen Leberzellschaden (Abb, 11}, Jedoch sind 60 -
100 % der Leberzellkerne mit HBcAg und 5 - 20 % der Hepatozyten mit HBsAg befal-

len.
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Abb. 8. Intrazytoplasmatisches HBsAg in Leberbiopsie an Paraffinschnitt, Aldehyd-Thionin.

Interessanterweise ist dieser CORE-PRAEDOMINANZ-TYP inzwischen auch bei nicht
exogen immunsupprimierten Patienten und ohne aufdeckbaren endogenen Immundefekt
dokumentiert. Er findet sich auch besonders bei vertikaler Transmission des Hepatitis-
virus B von der Mutter auf das Neugeborene (8).

Diese 100%ige Toleranz von HBcAg ohne Zellschaden zeigt, dass das Hepatitisvirus B
an sich nicht oder nur gering zytopathogen sein kann. Je intensiver die therapeutische
Immunsuppression, desto ausgedehnter der Core-Befall und desto geringer die Manifesta-
tion der Hepatitis.

Entsprechend dem HBcAg-MNachweis im Gewebe erscheinen im Blut Dane-Partikel (Abb.
1; 9). Da die Infektiositdt dieser Dane-Partikel nach dem heutigen Wissen kaum mehr
in Frage zu stellen ist, durften Patienten von diesem Core-Typ hoch ansteckend sein.

3. Bei einer zweiten Varionte der chronischen, nicht-aggressiven Entzundung (histologisch

chronisch persistierende oder unspezifisch reaktive Hepatitis oder gar villig fehlende
EntzUndung (= Carrier)) dominiert im Gewebe HBsAg. HBcAg fehlt ganz oder ist in ganz
vereinzelten Fdllen minimal exprimiert, weshalb auch von einem "Core-Mangel-Typ"
gesprochen werden kann. Auch bei diesem SURFACE-TYP ist ein Leberzellschaden bio-

chemisch oder elektronenmikroskopisch nicht fassbar oder nur angedeutet,
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Abb. 9. Intrazytoplasmatisches HBsAg in Leberbiopsie an Paraffinschnitt. Beachte milch-
glasartigen Aspekt des Leberzellzytoplasma. HE.

In Uebereinstimmung mit der fehlenden HBcAg-Synthese im Gewebe finden sich im
Blut keine Dane-Partikel (9). Der Patient vom Surface-Typ durfte somit nicht oder nur
sehr gering infektigs sein.

Die Interpretation der Biologie des Surface=Typs ist nicht einfach. Eine spezifische To-
leranz von HBsAg bei fast effizienter Antwort gegen HBcAg bietet sich als Erkldrungs-
msglichkeit an (Diskussion s, 17).

4. Aggressive Hepatitiden, wie die chronisch aggressive Hepatitis oder gewisse Formen der
akuten Virushepatitis bei intravendsem Drogenabusus (sog. "Hippie" -Hepatitis) sind
stets verbunden mit einer fokalen Expression beider Komponenten - mit HBcAg bis zu
70 % und HBsAg bis zu 30 %.

Die fassbare HBcAg-Synthese im Gewebe ist wiederum begleitet von nachweisbaren
Dane-Partikeln im Blut, so dass aggressive Hepatitiden grundsitzlich als infektits zu
betrachten sind.

Das Ausmass des Core-Befalles im Gewebe verhilt sich entgegengesetzt zur Aggressivi-
tdt der Hepatitis. Dieses Verhalten kann wohl am besten verstanden werden unter der

Annahme einer fein graduierten, partiellen Immuninsuffizienz: Es kénnen zwar einige,
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Abb. 10. Intrazytoplasmatisches HBsAg in Leberbiopsie an Paraffinschnitt. Spezifischer
Nachweis von HBsAg am Paraffinschnitt mit der Immunperoxidasereaktion.

aber nicht alle virusbefallenen Zellen ausgeschaltet werden, Dies kann die Chronizi=-

tat, méglicherweise auch die Aggressivitat der Entzlindung erkldren.

Abb. 12 und Abb. 13 zeigen das erweiterte Konzept der chronischen Hepatitis B-Infektion
aufgrund der Viruskomponenten-Befunde in Blut und Gewebe sowie den Zusammenhaong zwi-
schen Grod der Immunkompetenz, Entziindungsform, Core-Expression und Infektiositat.
Abb. 14 vermittelt eine Zusammenfassung unter Beriicksichtigung von histologischem Ent-
zUndungstyp, Viruskomponentenmuster in Gewebe und Blut und Immunantwort. Danach ver-
hdit sich das im Lebergewebe darstellbare HBcAg indirekt proportional zur Effizienz der
spezifischen Immunantwort gegeniber dem Hepatitisvirus B (Rechteck in Bildmitte Abb, 14).
Je stirker die Immunantwort, desto weniger HBcAg wird im Lebergewebe vorgefunden und
umgekehrt. So scheint nach unseren Erfahrungen an insgesamt tber 700 ausgewerteten Le-
berbiopsien denn auch das Ausmass von darstellbarem HBcAg im Gewebe den sensibelsten
Gradmesser fur die spezifische Immunantwort zu ergeben - das Ausmass von HBcAg scheint
also den Grad der Eliminationsinsuffizienz am besten widerzuspiegeln. Danach lassen sich

zuntichst zwei Extremsituationen festhalten:
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HBS-PHRDOMTNA?JZ-TYF FOKALER HBc+q-TYF

Abb. 11. Hepatitis B-Antigen-Expressionsmuster im Leberléppchen bei Hepatitisvirus B-In-
fektion.

® = nukledres HBcAg “ = zytoplasmatisches HBsAg

| = Eliminations=Typ: Keine Viruskomponenten (oder nur sehr wenig HBcAg) auf dem Hs-
hepunkt der Erkrankung. Histologie: Klassische akute Virushepatitis.
Il = HBc-Pradominanz-Typ: Nukledres HBcAg in 60 - 100 %, zytoplasmatisches HBsAg in
bis zu 20 % der Leberzellen. Histologie: Chronische nicht-aggressive Entzindung.

Il = HBs-Pridominanz-Typ: HBsAg in bis zu 80 % der Leberzellen, kein nachweisbares
nukledres HBcAg (oder nur vereinzelt). Histologie: Chronische nicht-aggressive Ent-
zindung.

IV = HBc+s-Typ: Fokale Expression beider Viruskomponenten: HBcAg in bis zu 70 %,
HBsAg in 0 - 30 %. Histologie: Aggressive Entzundung.

1. NORMERGIE, die hdufigste Reaktion auf die Infektion, hat zur Folge: Elimination vi-
rusbefallener Zellen mittels Einzelzellnekrosen, mit negativem Viruskomponenten-MNach-
weis im Gewebe auf dem Hthepunkt der Erkrankung trotz Seropositivitdt, resultierend

in histologisch und klinisch klassischer akuter Virushepatitis. Serckonversion tritt ein;

die Patienten sind nur voribergehend infektiss; der Krankheitsverlauf ist limitiert.
2. Das andere Extrem: TOLERANZ bei effektiver (z.B. exogen therapeutischer) Immunsup-
pression zieht nach sich eine persistierende, klinisch stumme, histologisch chronische,

nicht-aggressive Entzindung mit 60 - 100%iger Expression von Viruskomponenten, vor
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klinisch und histologisch Viruskomponenten im Gewebe

AKUTE HEPATITTIS

1.1. Klassische lobullire Hepatitis —s Eliminations-Typ
1.2. Lobullire Hepatitis mit

konfluierenden Nekrosen L Eliminations-Typ

— -
(subakut-nekrotisierende H.)} HBc+s “¥p
1.3, Lobullre Hepatitis mit

Periportalhepatitis —e HBE +E-Ty’p

c
{= "Hippie"-Hepatitis)

CHRONIGSCHE HEPATITTIS

2.1. Keine Entzindung oder

unspezifisch reaktive Hepat itis‘(HBc—Prﬁdnminanz—Typ

("Triger") HB_-PrH#dominanz-Typ

2.2. Chronisch persistierende o HB =-Pridominanz-Typ

Hepatitis ?‘gga—Pfgggmlnanz—TyP
To+s

2.%3. Chronisch aggressi
3 EE ve —— HBC+S'TFP

Hepatitis

Abb. 12, Klassifizierung der Hepatitis B.

allem von HBcAg ohne Zellschaden. Dabei keine Maglichkeit zur Serokonversion; keine
Antiksrperbildung gegen HBsAg und in der Regel auch nicht gegen HBcAg. Entsprechend
der persistierenden HBcAg-Expression im Gewebe erscheinen Dane-Partikel im Blut; die
Patienten sind persistierend infektids.

Gemessen an der Menge darstellbaren HBcAgs im Gewebe betrachten wir die zweite

Form der chronischen nicht-aggressiven Hepatitis vom HBsAg=Typ (mit fehlender Dane-

Partikel= und Core=Expression) als den relativ am besten immunologisch kontrollierten
chronischen Typ. Er ist deshalb in Abb. 14 am meisten links aufgetragen, denn er scheint
nur eine gegen HBsAg gerichtete TOLERANZ, nicht cber gegen HBcAg, aufzuweisen.
Hinweise darauf ergeben sich aus der praktisch fehlenden anti-HBs-Bildung bei dauern-
der anti-HBc-5ynthese bei solchen chronischen HBsAg-Trigern. Das Dane-Partikel-freie

Blut dieser Patienten durfte nicht oder hichstens gering infektigs sein.
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"
RELATIVE ENTZUNDUNG CORE~- DANE- INFEKTIOSI-

IMMUN=- Expression| Partikel TAET
KOMPETENZ im Gewebe im Blut
nicht- N : ;
aggressiv 0= (+) |0~ gering
aggressiy
++ hoeh
nicht=-
?
y aggressiv

Abb. 13, Zusammenhang zwischen Grad der IMMUN-KOMPETENZ, ENTZUENDUNGS-
FORM, CORE-EXPRESSION und INFEKTIOSITAET

4. Mit ihrer mittleren fokalen HBcAg=Synthese und der zwar insuffizienten, aber maximal

aktivierten Entzundung und klinischen Symptomatologie kommt die chronisch aggressive

Hepatitis zwischen die beiden Varianten der nicht-aggressiven persistierenden EntzUn-
dung (also zwischen gut kontrolliertem HBs-Typ und global insuffizientem HBc-Typ) zu
stehen.
Die Vorstellung geht dahin, dass bei der chronisch aggressiven Hepatitis davernde Elimi-
nationsversuche zwar einige infizierte Zellen auszuschalten vermdgen, eine v&llige Eli-
mination jedoch nicht zustande kommt. So ergab auch die Auswertung: Die aktiveren
Formen der chronisch aggressiven Hepatitis (Aktivitdtsgrad B) zeigen in der Regel weni-
ger HBcAg im Gewebe als die wenig aktive Form (Aktivitdtsgrad A). Bricht nun die Im-
munantwort zusammen oder wird massiv immunsuppressiv behandelt, finden wir Uebergtin-
ge in den nicht-aggressiven EntzUndungstyp mit klinischer Besserung (chronisch persistie-
rende Hepatitis), aber mit einer HBcAg-Expression, die sich in ihrem Ausmass dem HBc-
Priddominanz~Typ ndhert.
Bei chronisch aggressiver Hepatitis vermag also eine Serokonversion nicht einzutreten.
Entsprechend der nachweisbaren Core-Expression im Gewebe finden sich auch Dane-
Partikel im Blut, so dass aggressive Hepatitiden grundsttzlich als hoch infektits anzu-
sehen sind.,
Verlaufsbiopsien mit histologischen Usbergtingen von einem Typ in einen anderen lehren,
dass diese vier Reaktionsmuster nicht als starre, scharf abgesetzte Blocke aufzufassen sind,
sondern vielmehr als ein kontinuierliches Spektrum mit fliessenden Uebergingen zwischen
besonders charakteristischen Expressionsmustern (Abb. 11), abhidngig von einer spezifischen,

fein graduierten Immunantwort.
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Inflammation

_ CHRONIC HEPATITIS
classic ~ non - aggressive  aggressive  non - aggressive

(* Carrier ') (: Carrier ')

T
™

Presence of core =
in tissue ——

Immune response N

[

ELIMIN.| |HBs- Predominance| | Focal HBces - type | | HBc-Predominance

TR .
DANE particles |
JLLOREIRELIRILEIRER

TETTRTIRTIRIIanim

LOELLAR LR LR L R LA LARRRRL AR

anti - HBc Ag

ALULRLI R LB LBl RL LR

Abb. 14, Konzept der Beziehungen zwischen Entzindungsreaktion (Ordinate), Immunant=
wort, Viruskomponenten-Expression im Gewebe, Dane-Partikelbildung und anti=HBcAg
(Abszisse) im Blut, Acute classic = Akute klassische limitierte Virushepatitis. Non-aggres-
sive hepatitis = Chronische unspezifisch reaktive oder chronisch persistierende Hepatitis.
“Carrier" = Virusexpression in Gewebe und Blut ohne Entziindung in der Leber oder mit un-
spezifisch reaktiver Hepatitis (= HBsAg-Triger). Aggressive hepatitis = chronisch aggressive
und "Hippie" -Hepatitis.

Der Nachweis der beiden Viruskomponenten im Blut (29) und Gewebe (1, 19, 27) hat ferner
eine enge und spezifische Assoziation zwischen dem Hepotitisvirus B und dem hepatozellu-

ldren Karzinom ergeben und zwar betrifft dies hepatozelluldre Karzinome mit oder ohne

Zirrhose.

Die Analyse der Hepatitisvirus B-Komponentenmuster im Lebergewebe und Blut ldsst somit
genavere Aussagen zu Diagnose, Prognose, Therapieeffekt und Infektiositidt zu. Sie wirft
auch neves Licht auf die Problematik des Leberzellkarzinoms. Sie vermittelt weiterhin in-

direkte Einblicke in die Immunitatslaoge des Wirtes: Die spezifische Immunitdtslage durfte
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entscheiden, ob eine Hepatitisvirus B-Infektion akut und limitiert oder chronisch verlduft.

Eine spezifische Immunschwidche oder ein Immundefekt zieht Chronizitdt nach sich. Dabei

durfte der Grad der Immunschwiche bestimmen, ob die chronische Infektion aggressiv oder

nicht-aggressiv verlduft. Die Analyse der Viruskomponentenmuster hat weiterhin Einblick

verschafft in die Bedeutung des histologischen Entziindungstyps mit der entsprechenden Kli-

nik und unser Verstidndnis dafur verbessert,
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