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Praca omawia dotychczasowe wykorzystanie badania aktywnosci po-
limerazy DNA HBYV i przydatnosé tego badania w przysztosci.

Zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (HBV) sa w Polsce nadal waznym
problemem. Mimo szczepienn profilaktycznych, stosowania jednorazowych strzykawek
i teoretycznie prawidtowej sterylizacji sprzetu medycznego, badania epidemiologiczne
wskazuja, iz w Polsce zyje okoto 300 000 oséb zakazonych HBV (1).

Uwaza sie, ze HBV nie posiada silnych wtasciwosci cytopatycznych, a niszczenie
zakazonych hepatocytéw i eliminacja zakazenia zaleza od sprawno$ci uktadu immuno-
logicznego gospodarza, szczegdlnie od limfocytow cytotoksycznych (CD8). Zakazona
komorka ulega zniszczeniu po pobudzeniu mechanizméw immunologicznych przez
obecne na jej powierzchni antygeny HBcAg i HBeAg. Chociaz aktywno$¢ replikacji
HBYV nie jest jedynym czynnikiem ksztattujacym patologie watroby, to synteza petnych
czastek wirusowych, w czasie ktorej dochodzi do ekspozycji tych antygendw musi mieé
znaczacy wplyw na niszczenie komérek zakazonej watroby.

Uznanym od lat markerem wysokiej replikacji HBV jest wykrywany w surowicy
HBeAg. Jego stezenie badane w rosnacych rozcienczeniach nie moze by¢ jednak
wykorzystywane do oceny poziomu replikacji, poniewaz nie zawsze koreluje z replikacja
HBV.

We wczesnych latach osiemdziesiatych wprowadzilismy do oceny replikacji HBV
metode oznaczania aktywnos$ci polimerazy DNA HBV (pDNA), wstepnie opracowana
przez Kaplana (2).

Genom HBYV zbudowany jest z dwu nici DNA o réznej dtugosci, z ktérych tylko
dtuzsza tworzy zamknigte koto. Kolisty genom HBYV jest zatem czesciowo jednoniciowy.
W pierwszej fazie replikacji polimeraza DNA HBV uzupetnia jednoniciowy odcinek
DNA do petnej dwuniciowej czasteczki. Powstaje w ten sposéb cccDNA (covalently
closed circular tj. kowalecyjnie zamknigty Kolisty DNA), ktéry ma kluczowe znaczenie
w replikacji HBV, jest bowiem matryca dla syntezy mRNA. Polimeraza DNA HBV -
nazywana czesto transkryptaza - jest enzymem wielofunkcyjnym. Na kolejnych etapach
replikacji wirusa pDNA moze dziata¢ jako DNA-zalezna polimeraza DNA, jako
RNA-zalezna polimeraza DNA, jak rowniez jako DNA-zalezna polimeraza RNA,
a ponadto ma aktywnos¢ RN-azy H.
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Poniewaz aktywno$¢ pDNA wykazuje dodatnia korelacje z synteza peinych czastek
HBYV, badajac pDNA w surowicach pacjentéw mozna ocenia¢ wystepujaca u nich
aktywnos¢ replikacji wirusa (3). Wykrywanie pDNA nie jest metoda o bardzo duzej
czutosci i dzigki niej mozna oceniaé replikacjc HBV tylko przy duzej jej intensywnosci.

Od wielu lat powazny problem stanowi przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu
B (pwzwB) rozwijajace si¢ w czesci przypadkéw po ostrym objawowym zakazeniu, ale
czasem rowniez po zakazeniu bezobjawowym. U wickszosci pacjentéw z pwzwB poza
antygenemia HBs wykrywalne sa takze inne markery serologiczne HBV - przeciwciata
anty-HBc oraz HBeAg lub przeciwciata anty-HBe. U niektérych pacjentéw z pwzwB
réznie dtugo moze wystgpowac ,,0kno" serologiczne uktadu HBe. W tym czasie HBeAg
i swoiste przeciwciata sa niewykrywalne rutynowo dostepnymi (diagnostycznymi) me-
todami, poniewaz wszystkie czasteczki tego uktadu obecne w krazeniu zwiazane sa
w kompleksy immunologiczne.

Pod koniec lat siedemdziesiatych rozpoczeto préby leczenia pacjentéow z pwzwB
lekami immunostymulacyjnymi i immunozastepczymi. Leczeni byli przede wszystkim
pacjenci z aktywnym pwzwB, u ktérych wykrywano w surowicy HBeAg i bardzo czesto
wysoka aktywnos¢ pDNA. Badanie pDNA w surowicach pacjentéw kwalifikowanych
do leczenia dawato mozliwosé lepszej oceny skuteczno$ci stosowanego leku, niewykry-
cie pPDNA w badaniach wyjsciowych sugerowato bowiem mozliwos¢ wystapienia samo-
istnej serokonwersji w uktadzie HBe niezaleznie od stosowanego leczenia.

Oznaczanie aktywnosci pDNA utatwito oceng préb leczenia pwzwB izoprinozyna
u dorostych (4, 5) i u dzieci (6, 7) oraz krétkotrwatej terapii sterydami u dorostych (8,
9). Nastepnie badanie to umozliwito Sledzenie postepdw leczenia intrferonem alfa
u dorostych (10) i u dzieci (11, 12) oraz kuracji lamiwudyna u dorostych (13). Ozna-
czanie pPDNA pomoglto takze w trudnych prébach leczenia interferonem dzieci zaka-
zonych HBV z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotworczego i z chtoniakami (14,
15).

Aktywno$¢ pDNA oznaczano najczesciej przed rozpoczeciem kuracji, w jej trakcie
oraz po zakonczeniu. W przypadkach efektywnej terapii aktywno$¢ pDNA obnizata si¢
znacznie juz w czasie leczenia, po czym spadata nadal do iloSci niewykrywalnych
stosowana metoda - wyprzedzajac serokonwersje uktadu HBe, a czesto takze spadek
stezenia transaminaz oraz poprawe obrazu morfologicznego watroby. Czasem w trakcie
stosowania leku immunosupresyjnego mozna bylo zaobserwowaé wzrost aktywnosci
pDNA, co wiazato si¢ ze wzrostem aktywnosci replikacji HBV. W innych przypadkach
aktywno$¢ pDNA pojawiata si¢ ponownie po odstawieniu leku co wskazywato, ze
poprawa byta krotkotrwata i przejSciowa.

Wielu pacjentéow zakazonych przewlekle HBV nie ma w surowicy wykrywalnego
HBeAg, ma natomiast przeciwciata anty-HBe. Obecno$é¢ anty-HBe w surowicy moze
towarzyszy¢ diametralnie réznym zmianom morfologii watroby (od hepatitis minimalis
do cirrhosis) przy bardzo réznej intensywnosci replikacji HBV.

Dtugotrwata obecno$é anty-HBe w surowicy u pacjentéw z pwzwB moze sugerowad
zakazenie wirusem posiadajacym mutacje w regionie poprzedzajacym gen kodujacy
biatko rdzeniowe (region pre-core). Jest to mutacja punktowa, ktéra powoduje brak
syntezy HBeAg. Taki mutant HBV, czesty w basenie Morza Srédziemnego, Azji i
Afryce, w Polsce - wedtug nie publikowanych jeszcze badan - wystepuje bardzo rzadko.
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Mozna przypuszczaé, ze w Polsce znaczna wigkszo$¢ oséb z anty-HBe w surowicy ma
niewielka aktywnos$¢ syntezy wirusa, nizsza niz ci pacjenci, u ktérych wykrywa sie
HBeAg. Dlatego tez aktywnos$¢ pDNA jest w tych przypadkach ponizej progu wykry-
walno$ci metody i otrzymujemy wyniki ujemne.

Jezeli u pacjenta wystgpuje zakazenie mutantem pre-core HBV replikacja wirusa jest
zazwyczaj na tyle aktywna , ze mozna ja wykry¢ oznaczajac pDNA. W naszych bada-
niach czgstod$¢ wykrywania w surowicy pDNA u o0s6éb z anty-HBe nie przekraczata 3%
(1), co wydaje sic zgodne ze wstepnymi badaniami mutantéw pre-core w polskiej
populacji. W wigkszo$ci przypadkéw pwzwB z obecnymi anty-HBe wykazanie replikacji
i ewentualna ocena jej aktywnosci wymaga metod o znacznie wyzszej czuto$ci.

Replikacje HBV o niskiej aktywno$ci mozna badaé¢ wykrywajac kwas nukleinowy
wirusa (DNA). W tym celu opracowano wiele réznorodnych metod, ktére bardzo
réznia sie¢ progiem wykrywalnosci DNA, a wyniki ich trudno miedzy soba poréwnywaé
(16). Niektore z nich, cho¢ znacznie bardziej kosztowne, nie podnosza w sposéb
znaczacy wykrywalnosci replikacji HBV w poréwnaniu z badaniem pDNA (17).

Wielokrotne zwigkszenie wykrywalnosci replikacji HBV uzyskuje sie po amplifikacji
DNA metoda PCR, ale stosujac rozmaite warunki reakcji i rézne odczynniki uzyskuje
sic takze nieporéwnywalne wyniki. Poniewaz coraz bardziej stuszna wydaje si¢ teza
przemawiajaca przeciw mozliwosci eradykacji HBV, ujemny wynik replikacji HBV
u osoby z HBsAg w surowicy - uzyskany nawet najlepsza metoda - moze zostaé
podwazony przy zastosowaniu metody o wyzszej czutosci, przy pomocy ktérej uzyskamy
wynik dodatni. I tu powstaje problem czy wykrywana coraz czesciej - przy zwigkszaniu
czutosci metod -,,minireplikacja” ma znaczenie dla uszkadzania zakazonego hepatocy-
ta.

Czeé¢ obserwowanych pacjentéow z pzwB ma jednak duza aktywnos¢ replikacji HBV
i w tych przypadkach oznaczanie aktywnos$ci pDNA pozostaje nadal bardzo przydatna
metoda do iloSciowej oceny replikacji wirusa. W naszym rejonie $wiata sa to przede
wszystkim pacjenci charakteryzujacy si¢ obecnoscia HBeAg w surowicy.
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HEPATITIS B VIRUS DNA POLYMERASE

SUMMARY

Our aim was to discuss the practical value of HBV DNA polymerase (DNAp) determination.
DNAp activity is a good marker of HBV high replication in patients with chronic hepatitis
B (HBeAg +), very useful during monitoring of immunostimulation and/or antiviral treatment.
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