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organizacje 1 funkcje genomu eukariotow, bezposrednie przenoszenie
uzyskanych wynikow nie jest w petni mozliwe. Badania nad replikacja
DNA u eukariotow moga miec podstawowe znaczenie dla dalszego poz-
nania organizacji ich genomu. Poza tym moga one rzuciC nieco Swiatta
na mechanizmy kontrolne zwigzane z roznymi funkcjami genomu 1 Ich
zaburzeniami, miedzy Innymi z procesem nowotworzenia. Z tych wzgle-
dow zapoznanie sie z obecnym stanem wiedzy na ten temat wydaje sie
ze wszech miar pozadane, szczegodlnie dla biologow 1 lekarzy.

Replikacja DNA w komodrce wystepuje w fazie S cyklu komoadrko-
wego. Odbywa sie ona w sposob semikonserwatywny, przy czym nowe

tancuchy dobudowuja sie od zewnetrznej strony tancuchow stuzacych
za matryce [10].

Biochemiczne badania 1zolowanych tancuchow DNA wykazaty, ze
replikacja DNA jest kompleksowym procesem, wymagajacym wspotdzia-
tania wielu enzymow oraz zuzywajacym energie [1], Zgodnie z uzyska-
nymi danymil przyjmuje sie nastepujacy mechanizm replikacji DNA.
Podwojny tancuch DNA ulega na pewnym odcinku rozszczepieniu, two-
rzac tzw. widetkl replikacyjne. Rozszczepienie to umozliwiajg liczne
enzymy, a mianowicie: enzymy destabilizujace helise, enzymy rozplata-
Jace DNA, enzym rozkrecajacy 1 inne. Proces ten odbywa sie z udziatem
energil pochodzcej z hydrolizy ATP. Przy obu pojedynczych tancuchach
widetek replikacyjnych syntetyzuja sie natychmiast, w sposdb nieciagty,
komplementarne tancuchy DNA. W jednym ramieniu widetek, zwanym
tancuchem wiodacym, synteza komplementarnego tancucha jest szybsza
niz w drugim, zwanym tancuchem opoznionym. NieciggtoSC syntezy po-
lega na tworzeniu sie fragmentow o dtugosci od paruset do paru tysiecy
nukleotydow, tzw. fragmentow Okazaki [1, 25, 27]. Fragmenty Okazaki
sg syntetyzowane przez polimeraze DNA, dziatajaca w obu ramionach
widetek w kierunku od koncow 5' do 3', a nastepnie taczone przez ligaze
[1, 29]. Dane te uzyskano gtownie w wyniku badan przeprowadzonych
na wirusach 1 plazmidach.

W doswiadczeniach nad replikacja DNA komodrek eukariotycznych
wykazano, ze polimeraza DNA nie ma zdolnosci do rozpoczynania syn-
tezy DNA de novo, a fragmenty Okazakl sa inicjowane na krotkich, pri-
merowych odcinkach RNA [27]. Synteza primerowego RNA ma Istotne
znaczenie dla zapewnienia wiernosci replikacji — jJjednego btedu na
1091010 skopiowanych zasad [1].

Nalezy sadziCc, ze synteza primerowych odcinkow RNA odbywa sie
w miejscach inicjacji (,,origins” autorow anglosaskich). Z miejsc tych
elongacja replikowanych tancuchow postepuje jedno- lub dwukierun-
kowo az do miejsca terminacji [4, 29], Pojedyncze miejsce Inicjacjl
| zwliazany z nim obszar elongacji tancucha stanowi replikon — samo-
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dzielng jednostke replikacji, zdolna do kontroli inicjacji oraz, by¢ moze,
tempa elongacji tancucha. Ostatnio zdotano poznac sekwencje niektorych
miejsc Inicjacji. Jednoczesnie ustalono, ze koduja one biatka Inicjato-
rowe, zdolne prawdopodobnie do uczynniania miejsc Inicjacji [29].

Ostateczne tempo wzrostu tancucha wynosi u eukariotow okoto 100
nukleotydow na sekunde 1 Jest znacznie nizsze niz u prokariotow. Row-
niez fragmenty Okazakl sa u eukariotow krotsze 1 maja dtugosc okoto
paruset nukleotydow [1, 27], Istnieja dane, ze w komorkach HelLa repli-
kacja DNA jest poprzedzona przez jego metylacje postepujaca w okres-
lonej kolejnosci wzdtuz tancucha [7, 33].

CatosC procesu replikacji u eukariotow jest nieporownywalnie bar-
dziej skomplikowana niz u prokariotow, na co wptywa sposob upakowa-
nta DNA w chromosomach oraz liczba tancuchow DNA w jadrze euka-
riotow, rowna prawdopodobnie liczbie chromosomow. Wskutek tego dane
na temat replikacji DNA w chromosomach eukariotycznych sa dotad
bardzo fragmentaryczne.

Czas trwania fazy S jest w rdoznych komorkach u ssakow bardzo
zblizony 1 wynosi od 6 do 10 godzin [4].

W dosSwiadczeniach nad replikacja DNA chromosomow chomika
chinskiego stwierdzono wystepowanie miejsc Inicjacji co okoto 4 jim.
WiekszoSC tych miejsc w normalnych warunkach byta nieczynna, a licz-
ba czynnych miejsc Inicjacjl zalezata m. In. od stopnia zaawansowania
rozwoju ontogenetycznego organizmu oraz od warunkow wzrostu komo-
rek [32]. Nie wiadomo dotad, czy mozliwe jest jednoczesne funkcjono-
wanie wszystkich miejsc inicjacji, czy tez w czesci z nich synteza DNA
musi byC ukonczona, zanim nastgpi uczynnienie innych. Tempo elongacji
tancucha podlega prawdopodobnie oddzielnej kontroli. Jest ono jednak
odwrotnie proporcjonalne do liczby czynnych miejsc Inicjacji, co suge-
ruje iIstniente mechanizmu regulujacego, utrzymujacego catkowlita syn-
teze DNA w jadrze komorkowym na wzglednie statym poziomie [32].
Jak sugerujg nowsze Dbadania, mechanizm ten Jest zwlgzany racze]
Z tempem taczenia poszczegolnych replikondw niz z predkoscig elongacji
tancucha w obrebie replikonu [15, 23]. W niesynchronizowanej hodowli
komorek chomika chinskiego okreslono Srednig odlegtoSC czynnych
miejsc Inicjacji na okoto 74 jim, a Srednia predkosc wzrostu tancucha
w jednym Kkierunku — na okoto 0,88 [Im/min [32]. Czasowe zablokowanie
komorek chomika w punkcie GJS, przy uzyciu fluorodezoksyurydyny,
powodowato po odblokowaniu zredukowanie Sredniej odlegtosci miejsc
Inicjacjl do okoto 49 |Im oraz obnizenie tempa syntezy do okoto 0,63
um/min [32], Autorzy opisanych wynikow sugeruja, ze w wypadku za-
hamowania syntezy tancucha DNA aktywuje sie duza 1losC potencjal-
nych miejsc inicjacji, a tempo wzrostu tancucha od kazdego z nich ma-
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leje. Catkowity czas trwania okresu S w komorkach, w ktorych uprzed-
nio zablokowano synteze DNA, ulega skroceniu, przy czym skrocenie to
jest tym wieksze, im diuze] komorki pozostawaty w warunkach inhibicji

syntezy DNA [5, 32]. Badania przebiegu fazy S w hodowli limfocytow
ludzkich, synchronizowanych ametopteryna, sugeruja, ze skroceniu ulega
w tym wypadku przede wszystkim wczesny okres fazy S [28]. Jednakze
wedtug niektorych autorow skrocenie fazy S w warunkach hodowli syn-
chronizowanej moze byc pozorne 1 wynikacC ze szczatkowe] syntezy DNA,
postepujace] w okresie trwania bloku [31].

W Dbadaniach cytogenetycznych nad replikacja DNA chromosomow
uzywano plerwotnie metod autoradiograficznych, opartych o wykrywa-
nie promieniowania trytowanej tymidyny, wbudowane] do rdéznych re-
jonow DNA w czasie jego replikacji. Ze wzgledu na stosunkowo niska
rozdzielczosc tej metody, dalszy postep w badaniach nad replikacja DNA
chromosomow umozliwito wprowadzenie techniki podstawiania tancucha
DNA 5-bromodezoksyurydyna (BUdR). Zwiazek ten jest analogiem ty-
midyny, mogacym stuzyC jako substrat dla kinazy tymidynowe], bloku-
jac Jjednoczesnie anabolizm tymidyny [30], Jednoniciowe wbudowanie
BUdR do DNA chromosomow uniemozliwia prawidtowe zabarwienie
podstawionych rejonow barwnikami fluorescencyjnymi 1 barwnikiem
Giemsy, dzieki czemu uzyskuje sie wzor prazkowy chromosomow, zmie-
niajacy sie w zaleznoSci od tego, do jakich rejondw chromosomowych
wbudowana zostata BUdR [16]. Opisana metoda ma wiekszg rozdziel-
czosC, jest prostsza technicznie 1 tatwiejsza w interpretacji niz metoda
autoradiograficzna. Dodatkowo pozwala ona na identyfikacje wszystkich
chromosomow, gdyz kazdy z nich charakteryzuje sie typowa dla siebie
kolejnoscia replikacji DNA 1 tym samym — specyficznym wzorem repli-
kacyjnym. Metoda ta pozwala takze na odrdznienie aktywnego 1 nie-
aktywnego chromosomu X u kobiety w sposob o wiele pewniejszy niz

autoradiografia.
Za pomocg obu wymienionych metod zgromadzono wiele danych

dotyczacych przebiegu replikacji DNA w poszczegolnych chromosomach
cztowieka 1 i1ch rejonach |3, 6, 10, 11, 16, 18, 19- 34- 36]. Zostaty one
przedstawione w pracy przegladowej Hubnera 1 Konowicza [13].

Na szczegolnag uwage zastuguja obserwacje dotyczace syntezy DNA
w chromosomach pitci. Badania, przeprowadzone na synchronizowanych
hodowlach Ilimfocytow ludzkich, doprowadzity do ustalenia kolejnosci
replikacji poszczegdlnych prazkow tych chromosomow (rye. 1 1 2) oraz
zasugerowaty, ze replikacja DNA nieaktywnego chromosomu X 1 chro-
mosomu Y przebiega szybcie] niz w innych chromosomach [28]. Nadal
Jednakze istniejag kontrowersje co do czasu rozpoczynania replikacji DNA
przez chromosomy ptci. Wedtug wiekszosci danych nieaktywny chromo-
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Rye. 1. Kolejnosc¢ replikacji DNA w poszczegolnych prazkach chromosomow X

E — aktywny chromosom X, L — heterochromatyczny chromosom X
Cyfry rzymskie odpowiadaja poszczegolnym grupom Dutrillaux [6], arabskie — doktadniejszej
kolejnosci replikacji poszczegolnych prazkow [28]

Ryc. 2. Kolejnos¢ replikacji DNA w po-
szczegolnych prazkach chromosomu Y zZ
podziatem na grupy wg Dutrillaux [6, 28]

som X w komorce zenskie] oraz chromosom Y w komdrce meskie] roz-
poczynaja replikacje DNA jako ostatnie chromosomy w komaorce [3, 28,
36], wraz z rejonami prezkow G [28]. Wyniki Nakagome [24] sugeruja
Jednak, ze chromosomy te posiadaja niewielkie obszary replikujace DNA
Jjuz w ciggu plerwszych 10 min okresu S.

Dane dotyczace replikacji DNA prazkéw C rdowniez pozostaja nie-
petne. Stwierdzana przez licznych autorow asynchronia homologow, do-
tyczaca duzych blokow heterochromatycznych chromosomow 1, 9 1 16,
Jjak rowniez zmienny czas replikacji prazka Yql2, sa zazwyczaj] wiagzane
ze zroznicowana 1loscia pozno replikujacego DNA w tych rejonach [13
21, 26]. Nie mozna jednak wykluczyC, ze wymienione rejony zawleraja
takze zmienna 1losC wczesnie replikujacego materiatu [6, 28].

Obszary centromerow poszczegolnych chromosomow cechuja sie
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bardzo zblizonym czasem syntezy DNA [28]. W wypadku chromosomow
1, 91 16 replikacja DNA na obszarach centromerowych wydaje sie po-
stepowacC niezaleznie od replikacji przylegtych duzych blokow hetero-
chromatycznych [28]. Fakty te dostarczaja dalszych dowodow na hetero-
gennos¢c DNA prazkow C.

Zebrane przez roznych autorow dane na temat replikacji DNA
w chromosomach cztowieka nasuwaja nastepujace wniosKi:

Diugie chromosomy rozpoczynaja replikacje najwczesniej, przy czym
proces syntezy ich DNA trwa znacznie dtuze] niz w chromosomach Kkrot-
Kich.

Prazki G 1 C zawieraja materiat pozno replikujacy DNA.

Replikacja heterochromatycznego chromosomu X 1 chromosomu Y
najprawdopodobnie] zaczyna sie Jako ostatnia w stosunku do replikacji
wszystkich pozostatych chromosomow.

Wzor replikacyjny chromosomow jest staty 1 gatunkowo specy-
ficzny.

Ostatni z wnioskow wymaga omowienia. Stata kolejnosc replikacji
fragmentow DNA chromosomoOw zostata ostatnio potwierdzona w bar-
dziej finezyjnych doSwiadczeniach, opartych na krotkotwratych ekspo-
zycjach komorek na BUdR. Na podstawie tych badan Dutrillaux 1 wspot-
autorzy zasugerowall, 1z pojedynczy prazek chromosomowy moze cha-
rakteryzowacC sie specyficznym dla siebie czasem replikacji DNA [6].
Brak jednak pewnosci, czy proces ten jest w obrebie prazka jednoczaso-
Wy, czy progresywny, gdyz kazdy prazek chromosomow metafazowych
sktada sie z licznych subprazkow, nieodroznialnych od siebie na tym
etaple kontrakcji chromatyny.

Kasupskl 1 Mukherjee [14] dowiedli, ze Inkorporacja BUdR do ko-
morek w okreSlonych przedziatach czasowych fazy S. w staty 1 specy-
ficzny sposob redukuje aktywnosc pewnych enzymow komorkowych.
Swiadczy to, iz geny tych enzymow replikujag stale w tym samym cza-
sie, przy czym ich informacja genetyczna moze by¢ zakiocona wskutek
zastapienia tymidyny przez BUdR [14].

Wysoce uporzadkowana kolejnosc replikacji fragmentow DNA moze
ulegac zaktoceniu w wypadku wystagpienia aberracji chromosomowych.
Dowodzg tego eksperymenty na i1zochromosomach X [2] I chromosomach
z translokacjami [17], w ktorych, z powodu zmiany potozenia, wystepuja
pewne zaktdcenia replikacji fragmentow DNA, co dowodzi ztozonego
mechanizmu kontroli tego procesu.

Badania ostatnich lat wykazaty rowniez, ze kolejnosc 1 kinetyka re-
plikacji DNA sa do pewnego stopnia tkankowo specyficzne. Stwierdzono
roznice w replikacji DNA komorek z roznych tkanek. Dotyczyty one za-
rowno rozmiarow replikonow oraz tempa elongacji tancucha [23], jak
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| — do pewnego stopnia — kolejnosci replikacji poszczegdlnych rejonow
chromosomowych, szczegolnie w obrebie heterochromatycznych rejonow
niektorych autosomow [8, 26] oraz nieaktywnego chromosomu X [16].
Wyniki te sugeruja istnienie tkankowo specyficznych czynnikow wpty-
wajacych na kinetyke replikacji DNA. Czynniki te moga byC zwigzane
Z procesem roznicowania sie komorek, odpowiedzialnym za zroznicowa-
nie Srodowiska jadrowego [23], represje niektorych loci, a nawet utra-
te [21] lub podwojenie [22] czeSci satelitarnego DNA genomu.

Stata kolejnosc replikacji DNA w poszczegolnych prazkach chro-
mosomowych nie jest jedyna prawidtowoscig cechujacag przebieg synte-
zy DNA w chromosomach ludzkich. Sugestia Dutrillaux 1 wsp., ze okre-
sy replikacji DNA w rejonach prazkow R 1 prazkdbw G moga nie zacho-
dzic na siebie w czasie [6], zostata ostatnio potwierdzona w badaniach
nad przebiegiem replikacji DNA w warunkach synchronizowane] ho-
dowli limfocytow ludzkich. Wyniki tych badan sugeruja dwufazowy
przebileg syntezy DNA w Jadrze eukariotycznym — najplerw W rejo-
nach prazkow R, a po ukonczeniu tego procesu — w rejonach prazkow
G [28]. Koncepcja taka znajduje pewne potwierdzenie w wynikach ba-
dan Volpego 1 Eremenki, dotyczacych przebiegu metylacji DNA, poprze-
dzajgce] proces jego replikacji w komorce. Wedtug tych autorow w cza-
sie fazy S funkcjonuja w komorce dwie odrebne metylazy DNA. Jedna
Z nich jest odpowiedzialna za metylacje sekwencji DNA bogatych w pa-
ry zasad G - C 1 dziata we wczesne] fazie S, a druga, funkcjonujaca pod-
czas poznie] fazy S, metyluje sekwencje DNA bogate w pary zasad
A-T [33].

Proces replikacji DNA w komadrce eukariotow jest wysoce uporzad-
kowany, skoro poszczegdlne chromosomy nie syntetyzuja DNA w spo-
sob niezalezny, a ponadto synteza jest dwufazowa 1 zachodzi w state],
SciSle okreslone] kolejnosci. Uporzadkowanie replikacji jest prawdopo-
dobnie zalezne od pewnych, nie poznanych jeszcze mechanizmow kon-
trolnych. Ostatnie badania nad replikacja DNA pojedynczych chromo-
somow ludzkich w miedzygatunkowych hybrydach sugeruja, ze me-
chanizmy te sa zwiagzane nie tyle z pojedynczym chromosomem, Iile
Z obecnosScig nie naruszonego- genomu, gdyz w komorkach hybrydu ko-
lejnosc replikacji DNA chromosomow cztowieka moze ulegaC znacznym
zmianom [9]. Ponadto obecno$¢ komponenty cytoplazmatyczne] wydaje
sie byC niezbedna dla prawidtowego przebiegu syntezy [23].

Dalsze badania nad replikacja DNA oraz regulacja tego procesu
w komorce eukariotow powinny przyczyniC sie do lepszego poznania
struktury genomu oraz zasadniczych procesow zyciowych komorki, jak
replikacja, transkrypcja, mitoza 1 Inne. Z tych wzgledow zagadnienia
dotyczace replikacji DNA u eukariotow zastuguja na wyjatkowa uwage.
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WELASNOSCI FIZYCZNE, CHEMICZNE | BIOLOGICZNE ORAZ CYKL
REPLIKACYJNY Z UWZGLEDNIENIEM BADAN WELASNYCH PRZY
UZYCIU TECHNIKI ELEKTRONOWO - MIKROSKOPOWEJ

HEPATITIS B VIRUS

PHYSICAL, CHEMICAL AND BIOLOGICAL PROPERTIES AS WELL AS THE
REPLICATION CYCLE OF THIS VIRUS ARE DESCRIBED ON THE BASIS OF
THE AUTHORS STUDIES BY THE ELECTRON - MICROSCOPIC TECHNIQUE

Wiestawa BICZYSKO 1 Jacek JUSZCZYK

Zaktad Anatomii Patologicznej Instytutu Biostruktury
Akademili Medyczne] w Poznaniu
Klinika Chorob Zakaznych Instytutu Chorob Wewnetrznych
Akademii Medyczne] w Poznaniu

Streszczenie. Na podstawie danych z pismiennictwa przedstawiono witasnosci fi-
zyczne, chemiczne 1 biologiczne wirusa B hepatitis (HBV). W oparciu o elektrono-
gramy witasnych wynikow badan biopunktatow watrobowych, pobranych od cho-

rych zakazonych HBYV, podjeto probe zrekonstruowania cyklu replikacji tego wi-
rusa.

Summary. The physical, chemical and biological properties of the hepatitis B virus
(HBV) are presented on the basis of literature data. The authors attempt to recon-
struct the replication cycle of this virus according to the electronogrammes of
their own biopsy samples from livers of patients infected with HBV.

WSTEP

Od czasu odkrycia przez Blumberga 1 wsp. [9, 10] antygenu Austra-
l1a 1 potwierdzenia Jego zwiazku z HBV [32, 73] rozpoczety sie Intensyw-
ne badania nad roznymi aspektami wirusologicznymi, epidemiologicz-
nymi, patogenetycznymi 1 klinicznymi choroby.

W krag tematyczny zwiagzany z HBV weszto szereg okreslen, ktorych
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przypomnienie umozliwi dalszy ciag relacji. Kandydatem do miana HBV
jest czastka Dane’a [16] o Srednicy okoto 42 nm; skiada sie ona z czescl
rdzeniowe], o Srednicy okoto 27 nm, o swoistosci antygenowe] okreslone]

Jako ,,Hepatitis B core antigen” — antygen rdzeniowy wirusa
B (w skrocie HBcAQ) oraz ptaszcza wirusa, posiadajacego swoistoSC anty-
genowa , Hepatitis B surface antigen” — antygen powilerzchniowy WiIru-

sa B (w skrocie HBsAQ). Przeciwciata przeciwko HBcAQ nazwane zostaty
anty-HBc, a przeciwko HBsAg — anty-HBs. HBsSAg ma cztery gtowne
podtypy: adw, ayw, ayr, adr [51, 52]; symbolem ,,a” oznaczono wspolna
determinante grupowa, natomiast ,d” lub ,y”, czy tez ,w” lub ,r” —
determinanty okreslajace dany podtyp. Wymienione determinanty
wystepuja w olbrzymiej wiekszosci podtypow HBSAQ zamiennie: jeSli
,d”, to nie ,y”, a jesh ,,w”, to nie ,,r” 1 na odwrot; wyjatkowo jednak
w te] same] strukturze HBsSAg moga wspotwystepowacC determinanty
,d” 1 ,y” [56, 66]. Poszczegdlne podtypy HBSAQ sa wyrazem fenotypo-
we] ekspresji genomu wirusowego. Wspolna determinanta grupowa ,a”
ma trzy odmiapy: ,,a’”, ,,a2”’, 1 ,a3’ [84].

FIZYCZNE | CHEMICZNE WEASNOSCI HBsAg

Charakterystyka fizycznych witasnosci HBsAg, tak jak Ja przedsta-
wilaja rozni autorzy, wykazuje pewne roznice, zwigzane z rodzajem za-
stosowanych metod badawczych. Podczas wirowania surowic, zawlera-
Jjacych antygen powierzchniowy (w zbuforowanym chlorku cezu),
wyizolowano HBsAg przy gestosciach 1,20 g/cm3 uzyskujac rowniez
frakcje o gestosci 1,25 g/cm3 co, Jest prawdopodobnie zwigzane z obec-
noscig w niej antygenu w postaci kompleksdow immunologicznych z an-
ty-HBs [22]. Przy uzyciu 5-20% sacharozy uzyskano mniejsze wartoscil,
gdyz 1,16 g/cm3 [14]. Wspotczynnik sedymentacji HBsSAg waha sie, we-
dtug danych Banda 1 wsp. [11], w granicach 30-40 S. Wspotczynnik dy-
fuzji znajduje sie w przedziale od 2, 278 X 10-7 cm2 S— do 6,3 X
X 10~7cm2 S—1 |48]. Ciezar molekularny HBsAg wynosi 2,5 X 106 [48].

Bond 1 Hall [11] rozdzielili HBAg na trzy typy morfologiczne przy
zastosowaniu metody ultrawirowania w roznych gradientach chlorku ce-
Zu, wpierw w zakresie 1,1-1,3 g/cm3 (rotor B - 29), a nastepnie 1,04—
1,20 g/cm3 (rotor B - 14). Uzyskano frakcje bogate w czastki o srednicy
22 nm, formy tubularne oraz frakcje zawierajacg czastki okoto 40 nm.

Heterogennos¢ HBsAQ zostata potwierdzona przez szereg autorow.
Chairez 1 wsp. [13] w rozdziale chromatograficznym wykryli 4 frakcje
o aktywnosScil antygenowe] w przedziale pH od 3,9 do 4,9 dla wysoko
oczyszczonego HBsAgQ pochodzacego z surowic ludzkich. Natomiast Vnek
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1 wsp. [89], analizujac materiat uzyskany od szympansow — nosicieli
HBsAQg, w rozdziale chromatograficznym (kolumny z hydroksyapatytem)
oznaczyli 5 frakcji HBsAg o aktywnosci antygenowej w pH od 4,7 do 5,7.

Czastki o rozmiarach 22 nm nie tracg witasnoscl antygenowych po
zadziataniu I1°/o dezoksycholanu sodu, [°/0 Tweenu 80, w Srodowisku
o pH 2,7, po ogrzewaniu przez kilka godzin w 56°C, natomiast Inakty-
wacja Ich zachodzi po dodaniu 1% dodecylosiarczanu sodu [22]. HBsSAQ
nie ulega rozktadowil pod wptywem alfa-amylazy, neurarminidazy,
RNA-zy, DNA-zy, trypsyny, fosfolipazy C, pronazy; natomiast ogrzewa-
nie do 85°C niszczy jego witasnosci immunologiczne [57].

Oczyszczone preparaty HBsAgQ, pochodzace z czastek wystepujacych
w surowicy Kkrwi, sktadaja sie z lipidow, biatek 1 weglowodanow.

Sktadowa lipidowa stanowi blisko 30% catkowite] masy zwigzkow
wchodzacych w sktad HBsAQ [38]. Rozpuszcza sie ona dobrze w mie-
szaninie chloroformu 1 metanolu w proporcji 2 :1 [48]. Analiza tak uzys-
kanych wyclagow, przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowe] w zelu
sitlikonowym, wykazata przewage spolaryzowanych grup lipidowych oraz
cholesterolu nad lipidami bez grup polarnych [38].

W obrebie sktadowe] biatkowej wyodrebniono rézne sktadowe 0 bu-
dowie polipeptydowe]. Liczba polipeptydow rdzni sie w doniesieniach
poszczegolnych autorow; podano takze rozne — choC zblizone — warto-
Scl cilezarow czasteczkowych. Gerin [23] wpierw podat informacje o wy-
wystepowaniu dwu gtownych sktadowych polipeptydowych o ciezarze
czasteczkowym 26 000 1 32 000 daltondw 1 trzech mniejszych — 0 cileza-
rze w przedziale od 40 000 do 95 000 daltonow; podobnie Vyas i1 wsp. [90],
ktorzy oznaczyli dwa polipeptydy (24000 1 35000 daltonow), a nastepnie
Gerin 1 wsp. okreslili liczbe polipeptydow na siedem, o ciezarach od
23 000 do 95 000 daltonow [25]. Dreesman 1 wsp. [17] stwierdzili wyste-
powanie siedmiu polipeptydow dla podtypu HBsAg/adw 1 dziewieciu —
dla podtypu HBsAg/ayw z ciezarami czasteczkowymil w granicach od
19 000 do 120 000 daltonow.

W podtypie HBsAg/ayw wystepuja dwa polipeptydy o0 clezarze cza-
steczkowym 69 000 1 105 000 daltonow, ktorych nie stwierdzono w pod-
typie HBsAg/adw. W porownaniu z iInnymi wirusami, HBSAg ma
w swym sktadzie aminokwasowym zwiekszong zawartoSC cysteiny, cys-
tyny, proliny, leucyny 1 fenyloalaniny [17]. WSrdéd surowiczych czgstek
HBsSAg o srednicy 20 nm znajduja sie subpopulacje rdéznigce sie kwaso-
woscla; jedna z nich, zawierajaca polipeptyd o ciezarze czasteczkowym
90 000 daltonow, jest relatywnie bardzie] kwasna, a druga, zawilerajaca
polipeptyd o ciezarze 82 000 daltonow, bardziej zasadowa [38]. Zakres
pH dla HBsAg waha sie w granicach od 4,7 do 5,7 [89], co Swiadczy

0 heterogennosci antygenu.
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Sktadowa waglowodanowa HBsSAQg stanowi 3,6% Jego catkowite]
struktury chemicznej [14]. W je] sktad wchodzi przede wszystkim N-ace-
tyloglukozamina, a poza tym mannoza, galaktoza, kwas sialowy 1 nie-
wielkie 1losci fukozy; brak w niej natomiast N-acetylgalaktozaminy [82].
Heksozy w HBsAg w stosunkach wagowych stanowlg 25,0 (ig/mg biatka
[82]. Duza 1los¢ N-acetyloglukozaminy 1 mannozy wyjasnia fakt, ze
HBsAg wiagze konkanawaline A [62], gdyz konkanawalina A reaguje
witasnie z mannoza 1 z N-acetyloglukozaming, a poza tym — z glukoza. .
Wysoka zawartos¢ N-acetyloglukozaminy 1 brak A-acetylogalaktozaminy
moze sugerowacC, ze potaczenie biatkowo-cukrowcowe dokonuje sie po-
przez N-acetyloglukozamine, analogicznie do ustalen odnosnie do wirusa

stomatitis [59].
Millman 1 wsp. [58] po zadziataniu na HBsSAgQ detergentem Tween

80 uzyskali produkty o witasnosciach immunoglobulin, komponenty C3
dopetniacza, beta - lipoproteiny, transferyny 1 albumin. Neurath 1 wsp.
[63] donieSli o reagowaniu oczyszczonego HBSAQ z surowica zawilerajaca
przeciwclata przeciwko apolipoproteinie C (Apo C) oraz apolipoproteinie D
(Apo D); HBsAQ wiazat sie takze z surowicami przeciwko immunoglobu-
linom ludzkim, prealbuminie, albuminie 1 tancuchowi gamma 19gG. Suge-
rowato to, ze biatka gospodarza moga stanowi¢ integralng czesc HBSAQ,
co mogto miec istotne znaczenie dla patogenezy wirusowego zapalenia
watroby typu B. Z drugiej jednak strony doniesienia te moga byC wy-
razem trudnosSci w uzyskiwaniu wysokooczyszczonych preparatow HBSAQ,
co podkresla wielu autorow. Problem ten jest bardzo kontrowersyjny,
poniewaz nie uzyskano jednoznacznych wynikow co do obecnosci biatek
gospodarza w HBsAg. | tak, Houwen 1 wsp. [37] oraz Vierucci [88] nie
potwierdzili referowanych wyzej doniesien. Schuurs 1 Wolters [80] w ba-
daniach elektronowo - mikroskopowych nie stwierdzili powstawania zle-
pOw wysokooczyszczonego HBSAQ po podaniu surowicy zawlerajace]
przeciwclata przeciwko Dbiatkom surowicy ludzkiej. Gudeau 1 wsp. [26]
sugeruja, ze wiazanie HBsSAQ z bilatkami stosowanymi w eksperymencie
juz cytowanym Neuratha 1 wsp. [63] nie ma cech swoiste] reakcji Immu-
nologiczne], lecz zachodzi na skutek niespecyficzne] adsorbcji biatek (biat-
ka normalnej surowicy optaszczone na sefarozie rowniez wiaza HBSAQ).

POLIPEPTYDY HBCAGg

Badania nad polipetptydowa budowa HBCAQ sa mniejJ zaawansowane
anizell nad komponenta HBs. Budkowska 1 wsp. [12] przeprowadzili je
na materiale uzyskanym z zakazonych watrob, otrzymujac przy uzyciu
techniki wirowania w gradiencie gestosci chlorku cezu, chromatografii
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(Blo — Gel A — 5 m) oraz jodowania 1 sedymentacji w gradiencie ge-
stosci cukrozy, dwie gtowne komponenty o ciezarze czasteczkowym 17 000
| 35 000 1 liczne mniejsze komponenty. Natomiast Hruska 1 Robinson [40]
uzylt oczyszczonych czastek Dane’a, pochodzacych z surowic nosiciell
HBsAQ, uzyskujac 3 polipeptydy o ciezarach czasteczkowych 19 000,
70 000 1 80 000 (elektroforeza w zelu poliakrylamidowym). Akahane [1],
rowniez przy zastosowaniu elektroforezy w zelu poliakrylamidowym,
oznaczyt w rdzeniach czastek Dane’a cztery polipeptydy, z ktorych' gtow-
ny miat ciezar czasteczkowy 24 000, a pozostate: 17 000, 37 000 1 46 000.

ANTYGEN E

Magnius 1 Epsmark [54] wykryli kolejny, immunologiczny wyznacz-
nik zakazenia wirusem B, nazwany przez nich antygenem ,e”, ktory
nastepnie oznaczono jako HBeAg, a skierowane przeciwko niemu prze-
ciwclata — jako anty - e. Natura tego antygenu nie zostata w petni okres-
lona. Wysunieto przypuszczenie, ze moze on mieC zwiazek z DNA - zalez-
na polimeraza DNA — HBV (pDNA) lub tez, ze jest biatkiem - matryca,
na ktorej dokonuje sie wigzanie czesci rdzeniowe] HBV z jego ptaszczem,
a takze, 1Z moze byC pochodzenia ustrojowego [67], Neurath 1 Strick [64]
uzyskalt dane fizykochemiczne oraz 1mmunologiczne sugerujace, ze
HBcAg moze by¢ immunoglobulinag przede wszystkim podklasy 1gG4
0 specyficznych witasciwosciach antygenowych. Badania Vyasa | wsp. [9]1]
wskazaty, ze HBeAg zwiagzany jest z 1zoenzymem dehydrogenazy mlecza-
nowe] (LDH). W ujeciu tym HBeAg jest kompleksem utworzonym przez
piaty 1zoenzym LDH 1 sktadowa HBsAg, co powoduje zmiane ruchliwosci
elektroforetyczne] enzymu, doprowadzajac do wystapienia dodatkowego

pasma w elektroforezie LDH, w postaci LDH - 5ex.

ANTYGEN DELTA

Rizzetto 1 wsp. [7/5] wykryli nowy uktad antygenowy zwigzany
z HBV, immunologicznie rozny od HBsAg, HBcAg I HBeAg. Oznaczono
go Jako delta. Wystepuje w jadrach hepatocytow osob chorych na prze-
wlekte, HBsSAg dodatnie, zapalenie watroby 1 jest wykrywalny metoda
Immunofluorescencji bezposSredniej, nie dajac wyodrebnionej struktury
morfologicznej. Odpowiednie przeciwclata, antydelta, wystepuja w suro-
wicach nosicieli HBsAQ, zwtaszcza z uszkodzeniem watroby. Podobne

wyniki uzyskali Criveldi 1 wsp. [15] z tego samego osrodka.
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DNA | DNA - ZALEZNA POLIMERAZA DNA (pDNA) HBV

Doktadne poznanie budowy DNA, jak 1 sposobu, w jaki realizuje
aktywnoSC pDNA HBV, ma kluczowe znaczenie w ustalaniu sposobu rep
kacjl omawilanego wirusa. Poczyniono tu znaczne postepy, jJednakze
Jak do te] pory — zgromadzone fakty interpretowane sg w duze] mierze
poprzez konstrukcje hipotez wymagajacych precyzyjnego udokumento-
wania.

Jako pierwsi aktywnos¢ pDNA w preparatach HBsAg od nosicieli
tego antygenu wykazalt Hirschman 1 wsp. [33]. Kaplan 1 wsp. [47],
Greenman 1 wsp. [27] oraz Krugman 1 wsp. [49] stwierdzili zwiazek
aktywnosci tego enzymu z rdzeniami czastek Dane’a. Jego aktywnoSC po-
jawla sie w surowicy krwi w poznym okresie wylegania wirusowego za-
palenta watroby typu B (nim miano HBSAQ osiagga swe maksymalne
wartoscl), aby opas¢ — zanim ujawnia sie biochemiczne wyktadniki uszko-
dzenia komorek watroby. Ta sekwencja czasowa wskazuje, ze aktywnosc
PDNA nie jest wyktadnikiem uszkodzenia watroby, lecz pozostaje w
Scistym zwigzku z okresem wiremii, analogicznie do innych chorob wi-
rusowych. Wykazano [35], ze pDNA nie zmieniata aktywnosci pod wpty-
wem detergentow (Nonidet P - 40, Triton N - lol), nie ulegata stymulacji
po dodaniu DNA z komodrek grasic cielecych, DNA micrococcus - lyso-
deiktikus, DNA wirusa SV - 40 1 faga M 174; dodecylsiarczan sodu znosit
je] aktywnosC¢ w stezeniach 0,1-0,9°/o0. Robinson 1 wsp. [76, 77, 78] wylizo-
lowall z czesci rdzeniowe] czastek Dane’a, uzyskanych z surowic nosi-
cieli HBsAg, podwojnie skrecona, kolista nic DNA o dtugoscit 0,78 +
+ 0,099 firn, co odpowiada ciezarowl czasteczkowemu 1,6 X 106 daltonow;

podobne dane uzyskali takze Overby 1 wsp. [70].
Natomiast z czastek rdzenia wirusowego, wylizolowanego z jader za-

kazonych hepatocytow, uzyskali Hirschman 1 wsp. [34] liniowa postac
DNA o ciezarze czasteczkowym 2,3 X 106 daltonow. Ponadto Hung 1 wsp.
[44], bez przedstawienia wystarczajacych dowodow, czy oznaczony przez
nich DNA jJest pochodzenia wirusowego, czy od gospodarza, wykryli
w surowicy krwi nosicieli HBsAg obecnoS¢ wolnego DNA o0 cilezarze
czasteczkowym od 4 X106 do 5 X 106 daltonow, posiadajacego wiasnosci

hybrydyzacji z DNA obecnym w czastkach Dane’a.
W badaniach Robinsona 1 wsp. [79], prowadzonych na rdzeniach su-

rowicznych czastek Dane’a, oprocz kolistego DNA wykazano obecnosc

DNA liniowego, ktory udato sie usunaC przez zadziatanie DNAaza na
rdzen czastki Dane’a; po zadziataniu pDNA, radioaktywne produkty

reakcjl zwiazane byty z kolista czastka DNA, a nie z czastka linlowa, co
wskazuje na kolistg postac DNA jako na matryce, na ktorej przebiega
reakcja pDNA. Autorzy ci sugeruja, ze kolisty podwojnie skrecony DNA
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czastki Dane’a mieszczacy 3600 par nukleotydow zawiera zmienne] dtu-
gosci fragment (600-2100 nukleotydow) ztozony tylko z nici pojedyncze],
a odstep ten uzupetnia pDNA. Pierwsi poglad ten sformutowali Summers
| wsp. [86] w oparciu o badania przeprowadzone z uzyciem polimerazy
DNA wirusa mieloblastozy ptasie] (AMV) do syntezy DNA na matrycy
DNA czastek Dane’a. Hruska 1 wsp. [39] okreslili dtugos¢ fragmentu DNA
czastki Dane’a, zbudowanego z pojedyncze] nicl, na okoto 23°/0 catego
obwodu DNA. Landers 1 wsp. [50] uzyskali podobne wyniki co do obec-
nosci pojedynczo skreconej nici DNA o zmiennej dtugosci (1700-2800
par nukleotydow) w pierscieniu wirusowego DNA 1 wykazali, 1z ten frag-
ment jest zamkniety przez pDNA.

Z analizy biochemiczne] sktadowych HBV wynika dysproporcja mie-
dzy rozmiarami DNA czastek Dane’a a biologicznymi potrzebaml oma-
wlanego wirusa. Jego genom dla petnego cyklu replikacyjnego winien
posiadac zakodowana informacje odpowiadajaca funkcji roznych genow
[45], ktOre, zgodnie z przyjetymi oznaczeniami, mozna okreslic jako od-
powiedzialne za synteze HBsAg, HBcAg, pDNA, a by moze takze HBeAgq.
Hirschman [36], dla wyttumaczenia tych dysproporcji, postuluje w swej
hipotezie, ze pDNA zwiazana z surowicza czastkg Dane’a nie stuzy do
replikacji DNA genomu wirusa w zwyktym trybie dziatania tego enzymu,
lecz umozliwia hybrydyzacje kolistego DNA surowicze] czastki Dane’a
w odpowiednie miejsce DNA genomu gospodarza. Hipoteza zaktada na-
stepujace etapy replikacji HBV:

1. polimeraza DNA, w potaczeniu z DNA czeScl rdzeniowe] SUrowil-
cze] czastki Dane’a, wnika do Jadra hepatocyta petniac role enzymu
wbudowujacego DNA wirusa do DNA komorkowego;

2. DNA wirusa ulega replikacji tacznie z DNA komorki;

3. wyodrebnienie DNA wirusa z DNA gospodarza pociaga za soba
pewng sktadowa DNA komodrkowego, ktdora powoduje, ze na tym etapie
DNA wirusowe Jest o 40% wieksze anizeli natywne DNA wirusa B;

4. dochodzi do usuniecia nadmiaru DNA pochodzacego od gospodarza,
a powstate konce natywnego DNA wirusa tacza sie, tworzac kolista nic
DNA.

Robinson [79], w oparciu o badania wskazujace na heterogennosc
podstawowe] sekwencji DNA w czastkach Dane’a, a takze o wyliczenie
mozliwosci kodowania informacji zbyt matej w stosunku do liczby zna-
nych polipeptydow wirusowych, sugeruje, ze czastki Dane’a posiadaja
genomy charakteryzujace sie niekompletnosScia 1 heterogennoscia, a petny
genom HBV moze powstaC w efekcie potaczenia materiatu genetycznego
pochodzacego z roznych czastek Dane’a. Robinson [79] w zaproponowa-
nym przez siebie modelu zakazenia HBV sugeruje, ze Infekcja matymi
dawkami wirusa moze doprowadzi¢c do zakazenia nielicznych hepatocy-

2 — Postepy Biol. Kom. 3/79
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tow, ktore syntetyzujg niepetne genomy wirusa, nie kompletujace sie
w petnozakazne czastki Dane’a. Na dowod swe] hipotezy przytacza spo-
strzezenia roznych autorow, ktorzy opisywali u czesci biorcow krwi z tego
samego zrodta wystepowanie klinicznych postaci hepatitis B, a u pozosta-
tych — jJedynie pojawienie sie w surowicy krwi HBsAg (Kaptan 1 wsp.
[46]). W Dbadaniach Gerina 1 wsp. [24] Srednio tylko 7,2% surowiczych
czastek Dane’a miato kompletna budowe, a 83,9% wykazywato niepet-
nowartosciowa strukture rdzenia, natomiast 8,9% w ogole go nie zawie-
rato, tworzac ,,puste” czastki Dane’a. Poniewaz nosiciele HBsSAg wytwa-
rzaja przeciwcilata anty - HBc, Hoofnagle 1 wsp. [31] oraz Robinson [79]
zaktadaja, ze immunogennie dziataja antygeny HBc, ktdore u czescl no-
sicielt nie wchodza w sktad czastki Dane’a, gdyz synteza HBSAQ jest
niewystarczajaca.

Niedostatecznosc informacji genetyczne] w DNA czastki Dane’a sta-
nowi nadal nie rozwigzang w petni trudnoSC w wyjasnieniu przebiegu
petnego procesu replikacji HBV. Poniewaz stwierdzono [20], ze niektdre
wirusy, Jak np. wirus polyoma, moga replikowacC sie — pomimo pozornie
niewystarczajacej informacjli genetyczne] — poprzez uruchamianie me-
chanizmu proteolitycznego rozszczepiania prekursorow biatkowych, we-
dtug Gerina 1 wsp. [25] HBV moze nalezec do tej klasy wirusow. Nie
wyklucza sie takze mozliwosci, ze DNA zawarty w czastce Dane’a wy-
maga uzupetnienia brakujacej informacji, ktéora moze pochodzi¢ z niezna-
nego zrodta, jak np. DNA Innego wirusa [79].

ULTRSTRUKTURA HBV

W roku 1966 Harris 1 wsp. [wg 94] opisali obecnoSC w surowicy Krwi
chorych z zespotami limfoproliferacyjnymi czastek o cechach ultrastruktu-
ralnych odpowiadajacych formom HBV, zgodnie z krytertami dzi§ obo-
wigzujacymi, lecz nie zostaty one wowczas wiasciwie zidentyfikowane.
Pierwsze ukierunkowane badania przeprowadzili Bayer 1 wsp. w roku
1968 [7], opisujac w surowicy krwi okragte czastki o srednicy 19-21 nm
Zz podjednostkami o srednicy 3 nm 1 formy wydtuzone wielkosci od 50 do
320 nm. Podobne spostrzezenia poczynili Almeida 1 Waterson [3] w roku
1969. W 1970 r. Dane 1 wsp. [16] wykryli w surowicy krwi chorych na
wirusowe zapalenie watroby czastki o Srednicy 42 nm ztozone z rdzenia
0 Srednicy 28 nm oraz warstwy zewnetrzne] o grubosci 7 nm, posiada-
Jjace] cechy budowy dwudziestoSciennej. Dane 1 wsp. [16] pierwsi pod-
niesli, ze czastki 42 nm sg morfologicznym ekwiwalentem HBV, a mniej-
sze czastki okragte 1 tubularne, wystepujace w duzych ilosciach w suro-
wicy krwil — materiatem ptaszcza wirusowego. Poczawszy od 1970 roku



WIRUS ZAPALENIA WATROBY TYPU B 159

ukazato sie szereg prac dotyczacych wystepowania okragtych i1/lub owal-
nych czastek o Srednicy od 20 do 26 nm zlokalizowanych w jadrach
hepatocytow o0sob zakazonych HBV. Byty to prace m. in. Nowostawskiego
| wsp. [68], Nelsona 1 wsp. [61], Scotto I wsp. [81], Zawrockie] - Wrzot-
kowej [93] 1 Innych. Almeida 1 wsp. [4] opisall drugli po HBSAQ uktad
antygenowy HBV, zwigzany z rdzeniem czastek Dane’a o witasnosciach
oznaczonych jako HBcAg. Huang 1 Groh [42] wykazali w homogenatach
watrobowych, chorych na przewlekie HBSAQ - dodatnie agresywne za-
palenie watroby, nieoptaszczone, wirusopodobne czastki o Srednicy
27-29 nm o symetrii dwudziestoScianu 1 strukturach powierzchni przy-
pominajacych kapsomery wirusowe; czastki te byty i1dentyczne z rdze-
niami czastek Dane’a. W homogenatach obecne byty tez mate czastKi
okragte o srednicy okoto 20 nm, tubularne o tej same] Srednicy oraz
petne czastki Dane’a. Wszystkie te formy morfologiczne ulegaty zle-
planiu po dodaniu surowicy anty - HBs. Cytowane tu, jak 1 Inne prace
doprowadzity ostatecznie do konkluzji, ze cechy morfologiczne HBV sa
ZWlgzane z szeregiem roznych form wystepujacych zarOwno w Ssurowicy
krwi, Jjak 1 w watrobach osob zakozonych wirusem B. ldentyfikacja po-
szczegolnych struktur odbywata sie przy uzyciu metod immunologicznych
Z wykorzystaniem ich swoistosci antygenowej, HBsAg lub HBcAg, a takze
na podstawie cech ultrastrukturalnych. OKkragte czastki 20 nm, jak
| tubule roznej dtugosSci te] samej Srednicy, zostaty zidentyfikowane w cy-
toplazmie zakazonych hepatocytow dzieki badaniom Steina 1 wsp. [85],
Gerbera 1 wsp. [21], Haynesa 1 wsp. [30] I innych. Huang 1 wsp. [43]
wykazalli w kanatach siatki srodplazmatycznej hepatocyta obecnoSC struk-
tur odpowiladajacych petnym czastkom Dane’a I czastkl rdzeniowe wirusa
[41]. Yamada 1 Nakane [92] wykazali obecnos¢ HBcAg w jadrach hepa-
tocytow, a takze w cytoplazmie. W jadrach antygen wystepowat nie tyl-
ko w postaci okragtych czastek 22 nm, lecz takze w formie rozproszonej.
W cytoplazmie antygen obecny byt w okolicy rybosomow zwigzanych
Z Slatkg srodplazmatyczna, w wolnych polirybosomach, jak rowniez hialo-
plazmie w poblizu rybosomow, dookota otoczki jadrowej, a zwitaszcza
w obrebie je] porow. Sugeruje to, ze HBCAQ zsyntetyzowany w ryboso-
mach cytoplazmy przechodzi przez pory otoczki jagdrowe] 1 jest sktadany
razem z wirusowym DNA w obrebie jadra komorkowego w postac
okragtych czastek rdzenia wirusowego. W te] postacl rdzenie o antyge-
nowe] swoistosci HBc przedostaja sie przez zewnetrzna blaszke otoczKi
do cytoplazmy, gdzie w kanatach siatki srodplazmatycznej sa optaszczone
biatkami o witasnosciach HBsAg. Czastki wirusowe po tak dokonanym
skompletowaniu uwalniane sg do przestrzeni miedzykomorkowe] na dro-
dze egzocytozy [92]. Liczne badania immunofluorescencyjne [19, 28, 60,
65, 69] wykazaty, ze bilatka ptaszcza wirusowego wystepuja wytacznie
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w cytoplazmie hepatocytow, co uwazane jest powszechnie za dowod syn-
tezy biatek o swoistosci HBsSAg w cytoplazmie komorek watrobowych.
Problem proporcji syntezy struktur o antygenowych witasnosciach HBs
| HBc jest tematem stosunkowo Jeszcze nielicznych prac, wykonanych
przy uzyciu roznych technik.

Liczba zakazonych komorek watrobowych, badanych przy pomocy
technik immunofluorescencyjnych, waha sie od 1% do 100%, a wzgledna
liczba komorek syntetyzujacych tylko HBsAg, tylko HBcAg lub oba
antygeny jJest rozna w zaleznosci od badanego materiatu [6, 28, 74].
Wspolnym motywem wystepujacym w tych opracowaniach jest podkres-
lanie znacznego zroznicowania ekspresji materiatu antygenowego w o0b-
rebie komorek.

Rozmieszczenia antygenow HBV ujmuje sie w schematy w zalez-
nosci od zmian histologicznych, w ktorych ekspresja HBc 1 HBs - antyge-
now Jest znamienna dla réoznych stanow patologicznych [28, 71, 74]. Loka-
lizacja HBsSAg na powierzchni hepatocytow Ilub w formie struktury
wbudowane] w btone komdrkowa, majaca weztowe znaczenie w patoge-
nezie zapalen watroby wywotanych przez HBV, jest nadal kontrowersyj-
na. Jedni autorzy uzyskali dane przemawiajace za taka mozliwoscia [2, 6],
INnni natomiast podchodza do te] mozliwosci krytycznie [5]; pojawity sie
takze opinie, ze moze to byc efekt pozorny, powstaty na skutek uwalnia-
nia sie HBsSAQg z cytoplazmy martwiczo zmienionych hepatocytow z na-
stepowym przyleganiem czastek HBSAg do zewnetrznych powierzchni
komorek watrobowych [72]. Nalezy tu podkresSlic, 1z prace te zwiazane
sg scisle z patogenetycznymi konsekwencjami mniejsze] lub wiekszej
ekspresji materiatu antygenowego na btonach hepatocytow w zwigzku
Zz mozliwosScig wystepowania osobniczo - uwarunkowanej immunologiczne]
odpowiedzi zakazonego ustroju, skierowane] przeciwko antygenowl wbu-
dowanemu w strukture btony komorkowej; komdrka watrobowa w tym
ujeciu wystepuje w roli komorki docelowej. Zagadnienie to nie jest jed-
nak przedmiotem niniejszego opracowania. Dla informacji podajemy, ze
szczegoOlnie wyczerpujaco przedstawili je Gudat 1 Bianchi [29], rzecznicy
koncepcji immunologicznej eliminacji zainfekowanych hepatocytow, wy-
suniete] pierwotnie przez Dudleya 1 wsp. [18],

PROBY HODOWLI HBV

Zuckerman 1 Taylor [94] donieSli w 1969 r. o udanym zakazeniu
hodowli komorek watrobowych wirusem B; manifestowato sie ono obec-
noscia HB Ag (metoda immunofluorescencyjna) wpierw w cytoplazmie
(po 5 dniach), nastepnie w okolicy okotojadrowe] (po 7 dniach) I w oko-

licy jaderek (po 11 dniach).
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Noyes [wg 94] przedstawit dane, zgodnie z ktorymi w hepatocytach
zarodkow ludzkich w warunkach hodowli in vitro w 2 tygodnie po Ino-
kulacji wykrywano HB Ag w postaci depozytow w jadrach, a po uptywie
4 tygodni — w cytoplazmie. Po 5-6 tygodniach przyrastata i1losC komadrek
zawlerajacych antygeny wirusowe; tworzyty sie ogniska liczace po 2-4
komorki.

REKONSTRUKCJA CYKLU REPLIKACYJIJNEGO HBV

Badania wtasne oparte sa jedynie o technike mikroskopii elektrono-
we]. Jako materiat postuzyty biopunktaty watrobowe pobrane od chorych
na przewlekte agresywne zapalenie watroby, ktdorzy przebyli ostre wi-
rusowe zapalenie watroby typu B. Chorzy pozostawalli w ciate] obser-
wacjl kliniczne] poczawszy od ostrej fazy choroby; okres czasu, jaki
uptynat od wystapienia klinicznych objawdw hepatitis B do rozpoznania
zapalenia przewlektego, byt nie krotzszy anizeli 6 miesiecy. Rozpoznania
przewlektego agresywnego zapalenia watroby dokonywano na podstawie
typowego obrazu klinicznego 1 biochemicznego oraz weryfikacjl blopsyj-
nej z uzyciem techniki mikroskopii Swietlnej. U chorych wiaczonych
do niniejszego opracowania wielokrotnie stwierdzano obecnoS¢ HBSAQ

w surowicy krwi (metoda immunoelektroosmoforezy).
Rekonstrukcja cyklu replikacyjnego HBV w opracowaniu o uzyskane

przez nas obrazy elektronowo - mikroskopowe jest wytacznie proba od-
tworzenia procesu, ktorego petne przesSledzenie jest mozliwe w bardziej
sprzyjajacych warunkach; i1ch optimum stanowi nieosiggalna w chwili
obecne] hodowla wirusa In Vvitro.

Badania dla uzyskania informacji o szczegotach cyklu replikacyjnego
HBV, przeprowadzone na szympansach, ktore wykazuja zblizona do czto-
wieka podatnos¢c na zakazenia HBV [55], sa w zasadzie rownorzedne co
do wartosci z danymi, jakie mozna otrzymac, postugujac sie materiatem
biopsyjnym od zakazonych osadb.

W zaproponowanym modelu, tam gdzie byto to mozliwe, postugujemy
sie wtasng dokumentacja fotograficzng. Stanowi ona Iilustracje rdznych
etapow procesu replikacji wirusa, ktorej zasady odpowiadaja wczesnie]
poznanym 1 opisanym etapom zarowno w aspekcie szczegotowym, doty-
czacym HBV, co przedstawiono w pierwsze] czescl pracy, jak 1 w opar-
ciu o dane z zakresu wirusologqil.

Na zataczonym schemacie (rye. 1) przedstawiliSmy poszczegolne etapy
zrekonstruowanego cyklu replikacyjnego wirusa. Stanowl to jedynie upo-
rzadkowana sekwencje procesu wymagajaca z pewnoscig uzupetnien

| korekt.
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HBV wnika do jadra komorki 1 wbudowuje sie w DNA komoarki
watrobowe]. Po wniknieciu wirusa pojawlajg sie plerwsze zmilany na te-
renie jader hepatocytow. Z terenu jader znika heterochromatyna, jadro
zawlera tylko euchromatyne (ryc. 2). Rownolegle z tym stanem ulegaja

Rye. 1. Schemat tlustrujacy cykl replikacji wirusa w komorce

1  wejscie petnej czastki Dane’a na drodze mikropinocytozy; 2 — zdejmowanie ptaszcza wi-
rusowego w cytoplazmie; 3 — wnikniecie rdzenia wirusowego do Jadra; 4 — hybrydyzacja
wirusowego DNA z komorkowym DNA 5a — powiekszenie jaderka; 5b — zwiekszenie liczby
zlarnistosci perichromatynowych; 6 — nowozsyntetyzowany wirusowy DNA; 7 — ergastoplazma
syntetyzujgca biatka rdzeniowe wirusa, 8 — kompletowanie rdzenia czastek Dane’a; 9 — kom -
pletne rdzenie czastek Dane’a, 10 — optaszczenie rdzeni (formowanie kompletnych <czastek
Dane’a 1 bilatek ptaszczowych); 11 — wychodzenie czgstek Dane’a 1 bilatek ptaszcza do prze-

strzeni miedzykomorkowych
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powliekszeniu jaderka (ryc. 2). Powiekszenie jaderek (ryc. 3 1 3a) utrzy-
muje sie przez wszystkie kolejne fazy zmian w hepatocytach, a wy-
ktadniki jego degeneracji sa rownolegte z wyktadnikami degeneracji ko-
morek.

Obrazy ultrastrukturalne powiekszonych jaderek swiadcza o ich
znaczne] aktywnosSci w syntezie prekursorow rybosomalnego RNA [83].
Zawileraja one liczne ziarnistosci 1 widkienka jaderkowego RNA przemie-
szane ze soba. W obwodowe] czesci jaderek, a takze na catym terenie
jader, znajduja sie liczne ziarnistosci 1 wiokna perichromatynowe. CatoscC
obrazu swiadczyC moze o zwiekszeniu syntezy prekursorow poliryboso-
malnego RNA 1 messenger RNA [8, 87]. Przez pordwnanie tych obrazow
Z Innymi modelami interakcji wirus - komorka [53] mozna sadzi¢, ze ma
tu miejsce aktywna synteza wirusowo - zaleznego RNA w obrebie jader
komorek zakazonych HBV.

Opisanym przemianom jaderka towarzyszy pojawienie sie plerwszych
pierscieniowych struktur czastek rdzeniowych wirusa w jadrach. Kolejno
1losC tych struktur ulega stopniowemu zwiekszeniu 1 w niektorych ko-
morkach jadra sa nimi wypetnione (ryc. 4). W czasie namnazania WiI-
rusowego DNA w cytoplazmie hepatocytow dochodzi do poszerzenia Kka-
natow ergastoplazmy 1 syntetyzowania na nich biatek rdzeni wirusowych
192], Biatka rdzeniowe przechodza kolejno do hialoplazmy, a z niej] po-
rami jadrowymi do jader komodrkowych [92]. W jadrach dochodzi do
kompletowania czasteczek rdzeniowych z tych biatek 1 wirusowego DNA
(ryc. 5). Te skompletowane czastki rdzeniowe w mikroskopie elektrono-
wym sa optycznie geste 1 przy duzych powiekszeniach mozna obserwo-
wac Ich dwudziestoscienny uktad.

Nie wszystkie biatka rdzeniowe wnikaja do jader komorkowych za-
kazonych komorek. CzeSC ich zostaje w poszerzonych kanatach ergasto-
plazmy 1 te kanaty sa znacznie zdegranulowane (ryc. 6). CzesC kanatow
peka I materiat biatek rdzeniowych wylewa sie do hialoplazmy.

Kompletne czastki rdzeni wirusowych poprzez paczkowanie blaszki
zewnetrzne] otoczki jadrowe] wchodza do kanatow ergastoplazmy (ryc. 7).
Kanaty ergastoplazmy sa miejscem syntezy bilatek ptaszczowych wirusa
[92] 1| w Swietle kanatow odbywa sie optaszczenie czescl rdzeniowych,
a tym samym kompletowanie petnych czastek Dane’a (ryc. 8). Kanaty
ergastoplazmy, zawierajace czastki wirusowe kompletne lub niekomplet-
ne, rownolegle do oddalania sie od okolicy okotojadrowej, ulegaja degra-
nulacji (ryc. 9). W swietle kanatow lezacych pod btonag komodrkowa znaj-
dujg sie liczne petne czastki Dane’a 1 liczne tubularne struktury biatek
ptaszcza wirusowego (ryc. 8). Nastepuje taczenie sie kanatow siateczki
Srodplazmatyczne] z otoczka komorkowa 1 wychodzenie biatek ptaszczo-
wych wirusa lub petnych czastek Dane’a do przestrzeni miedzykomorko-
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wych. Tak wiec wychodzenie czastek wirusowych do przestrzeni miedzy-
komorkowych nie odbywa sie na drodze wbudowywania wirusa do

otoczki komodrkowej, a prawdopodobnie poprzez mechanizm podobny do
egzocytozy.

PODSUMOWANIE

Badania nad witasnosSciami HBV poczynity znaczny postep, ktorego
efektem jest poznanie ultrastruktury Jjego rdéznych postaci morfologicz-
nych, powigzanych z dwoplia podstawowymi waloraml antygenowymi
wirusa: HBsAg | HBcAg, oznaczeniem komorkowym miejsc syntezy tych
sktadowych oraz okresleniem swoiste] reaktywnosSci immunologiczne]
ustroju na obecnoSC obcych antygenow; wyraza sie to synteza odpowied-
nich przeciwciat 1 nadwrazliwoscig typu komorkowego. Istotne znaczenie
miato wykrycie DNA - zaleznej polimerazy DNA - HBV jako wyznacz-
nika replikacji wirusa. Poczyniono takze szereg waznych spostrzezen
nad korelacja zmian wykrywalnych metodami elektronowo - mikrosko-
powymi | immunofluorescencyjnymi. Podjeto proby skorelowania eks-
presji zmian wystepujacych w obrebie watroby 1 o lokalizacji pozawatro-
bowe], zwiazanych z obecnoscia HBsSAgQ, co nie bylo tematem tego
opracowania, lecz ma juz dosC bogate, choC niejednorodne co do uzy-
skanych wynikow pismiennictwo tematu, przede wszystkim o znaczeniu
dla klinicysty wspotpracujacego z patomorfologiem. Ustalono takze doSc
doktadnie wtasnosci fizykochemiczne struktur tworzacych HBYV.

Jednakze nadal nie zostaty w peini wyjasnione tak weztowe zagad-
nienia, Jak struktura DNA HBYV, czy rola 1 pochodzenie antygenu e,
ktory wydaje sie mie¢ zwigzek z infekcyjnosciag omawianego wirusa.
Nieomal kazde potrocze przynosi nowe, istotne informacje zwigzane ze
strukturg HBV, jak 1 problemami patogenezy stanow chorobowych prze-

zen wywotywanych.
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Ryc. 2. Jadro hepatocyta (N) pozbawione heterochromatyny zawlera dwa powiek-
szone jaderka (NL). Cytoplazma nie wykazuje zmian. X 10 000

Ryc. 3. Jadro hepatocyta (N) ma pojedyncze opustoszenia (sztrzatka) oraz po-
wiekszone jaderko (NL). Czesc kanatow ergastoplazmy (ERG) poszerzona. X 7000
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Ryc. 3a. Fragment jadra z poprzedniego zdjecia. Powiekszone jaderko zawiera licz-

ne struktury wiokienkowe, drobno 1 gruboziarniste oraz jaderkowy DNA przemiesza-

ne ze soba. W czesci Srodkowej jaderka I poza nim obecne sg pierscienie wirusowego
DNA (podwaojna strzatka). X 61 000



Rye. 4. Fragment jadra hepatocyta wypetnionego pierscieniowymi strukturami rdze-
ni wirusowych (podwojne strzatki). Liczne ziarna perichromatyczne (strzatka).
X 72 000

Ryc. 5. Fragment jadra hepatocyta zawiera kompletne (strzatka przerywana) 1 nie-
kompletne (strzatka) rdzenie czastek Dane’a, X 150 000



Rye. 6. Cytoplazma hepatocyta ma poszerzone 1 czeSciowo zdegranulowane Kka-
naty ergastoplazmy (ERG), zawierajace drobnowitokienkowy biatkowy materiat,
X 24 000

Rye. 7. Fragment blaszki zewnetrznej otoczki Jadrowej zawiera rdzen wirusa
(strzatka), X 180 000



Rye. 8 W czesciowo zdegranulowanych kanatach ergastoplazmy znajdujg sie
tubularne formy biatek ptaszcza wirusowego (X) oraz petne czastki Dane’a
(sztrzatka), X 67 000



Rye. 9. Jadro hepatocyta (N) zawiera liczne czastki rdzeniowe (strzatka). Erga-

stoplazma (ERG) okolicy okotojadrowe] ma pojedyncze czastki rdzeniowe (strzat-

ka), a zdegranulowane kanaty obwodowo lezace] siateczki Srodplazmatyczne] za-
wierajg tubularne formy biatek ptaszczowych (x). X 60 000
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