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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Boala Wilson (BW), cunoscuta si ca
degenerescenta lenticulara, reprezinta o patologie autozomal recesiva, cauzata de mutatii ale genei
ATP7B, localizata pe cromozomul 13 (locus genic: 13q 14.3-921.1) [1]. Disfunctia proteinei ATP7B
rezulta in afectarea excretiei biliare a cuprului (Cu) si, prin urmare, la acumularea de Cu in ficat si in
tesuturile extra-hepatice. Tabloul clinic este foarte variat, afectarea hepatica si neurologica fiind
formele principale de prezentare. Boala poate deveni simptomatica la orice varsta sau poate ramane
asimptomatica pe un termen nedeterminat. [2]

Pana in prezent au fost identificate peste 900 de variante patogene ale acestei gene, iar
eforturile de a le asocia cu fenotipurile bolii au fost neconcludente si controversate [3]. Dificultatea
de a stabili corelatia genotip-fenotip poate fi atribuita mai multor factori: numarului mare de mutatii
care apar doar In cateva familii si heterogenitatii clinice a pacientilor cu BW, chiar si in randul
membrilor aceleiasi familii. Faptul ca majoritatea pacientilor sunt heterozigoti compusi, avand
mutatii diferite pe fiecare alela, face dificila corelarea unui fenotip cu o aleld mutanta [4]. Tn plus, s-
a demonstrat ca expunerea profesionala la Cu provoaca modificari la nivel de genom si leziuni ale
ADN-ului [5]. Acest aspect, in combinatie cu modulatori epigenetici si factori de mediu, poate juca
un rol in heterogenitatea fenotipicad a pacientilor cu BW. Aceste bariere pot fi partial depasite prin
studierea genetica a BW la pacientii homozigoti. [6] Un studiu multifamilial ntr-o populatie izolata,
cu grad ridicat de omogenitate genetica si de mediu, dintr-o regiune montand din Romania a evidentiat
o influenta egald a presupusilor modificatori genetici si a factorilor de mediu privind prezentarea
clinica si varsta la debutul BW la pacientii cu un anumit genotip [7].

Mutatiile specifice ale genei ATP7B sunt mai frecvente in populatii in care predomind
casatoriile consanguine. Spre exemplu, in Liban, consangvinitatea are o prevalenta de 35,5%,
crescand probabilitatea de homozigocitate pentru bolile autozomal recesive. [8] Chabik si coautorii
au evidentiat prezenta unei manifestari clinice si biochimice similare a BW cu o concordanta intra-
familiala ridicata, sugerand ca factorii analogi impartiti In aceleasi familii pot influenta puternic
prezentarea bolii [4]. Pe de alta parte, unii autori au aratat diferente semnificative de fenotip in ciuda
aceluiasi genotip, presupunand o influentd semnificativd asupra fenotipului BW de catre factori
epigenetici/de mediu [9, 10]. Un studiu din China a demonstrat o relatic intre unele variante
patogenetice, diferite forme clinice si aparitia BW. De exemplu, mutatia p.Arg919Gly a fost corelata
cu forma neurologica, iar p.Arg778Leu a fost corelatd cu o varsta mai tdndra de debut si niveluri mai
scazute de ceruloplasmina (Cp) si Cu seric. Cu toate acestea, cercetarea a inclus doar populatia
chineza, astfel sunt necesare studii ulterioare pentru pacientii de rasa alba cu BW. [11] Mai mult ca
atat, incidenta acestei boli in anumite regiuni pare a fi strans legata de asa-numitul ,,efect fondator”,
indicand proprietatea anumitor comunitati ,izolate” de a contracta mai frecvent boli genetice
autozomale recesive, deoarece mutatiile, care in mod normal sunt rare, in aceste comunitati se
intdlnesc mult mai frecvent [12].

Totusi, cercetari recente au stabilit ca heterogenitatea fenotipurilor clinice nu depinde doar de
gradul de alterare functionala a ATP7B sau de mutatia genetica, dar si de mutatii patogene in alte
gene implicate in homeostazia Cu, definite in aceleasi studii ca ,,genele homeostaziei cuprului” sau
CHG (“copper homeostasis genes™) [13], care ar putea fi analizate in viitor. Cercetarile viitoare pot
schimba abordarea terapeuticd a pacientilor cu BW in raport cu genotipul lor, sugerdnd necesitatea



unei terapii combinate in cazul cd sunt prezente cele mai severe mutatii patogene, asociate cu
polimorfismul ATP7B si/sau al CHG.

Actualmente, se impune o abordare complexd In managementul BW, analizand corelarea

e e

prognostic.

Ipoteza de cercetare. Ca urmare a acestei cercetari pentru prima data in Republica Moldova,
vom putea identifica un profil genetic al pacientului cu BW, fapt care va permite identificarea
mutatiilor implicate in dezvoltarea bolii pe teritoriul tarii, precum si a statutului mostenit (homozigot
recesiv, heterozigot compus, heterozigot simplu si fara mutatii detectate la nivelul genei ATP7B).
Apartenenta la un fenotip clinic va permite determinarea prezentarii clinice predominante precum si
a factorilor, care ar putea influenta evolutia clinica a bolii. Evidentierea unor asocieri intre fenotip si
genotip, ar evidentia noi solutii in diagnosticarea si tratamentul pacientului cu BW. Evaluarea
familiala a probandului ar identifica noi membri de familie in stadiu clinic asimptomatic, fapt care ar
permite initierea terapiei precoce cu prevenirea de complicatii si leziuni ireversibile.

Scopul cercetarii stiintifice constd in studierea si stabilirea corelatiei intre fenotipul clinic si
genotipul pacientului cu boala Wilson pentru a elabora un algoritm de diagnostic si de screening
familial al pacientilor cu boala Wilson.

Pentru realizarea scopului au fost propuse urmatoarele obiective generale de cercetare:

Identificarea aspectelor demografice la pacientii cu boala Wilson din Republica Moldova,;
Definirea fenotipurilor clinice determinate la pacientii cu boala Wilson;

Caracterizarea spectrului mutatiilor genetice la pacientii cu boala Wilson,;

Evaluarea interrelatiilor clinico-genetice la pacientii cu boala Wilson;

Studierea impactului screening-ului familial la pacientii cu boala Wilson;

Elaborarea unui algoritm de diagnostic si de screening familiar al pacientilor cu boala Wilson.

o akswnE

Metodologia generala a cercetarii stiintifice. Pentru a realiza scopul si obiectivele cercetarii a
fost planificat un studiu analitic observational de cohorti, cu caracter bidirectional. Tn studiu au fost
inclusi volumul integral de pacienti care sunt suspectati sau diagnosticati cu boala Wilson. Pacientii
au fost selectati din cadrul sectiei de hepatologie a Institutiei Medico-Sanitare Publice (IMSP) Spitalul
Clinic Republican "Timofei Mosneaga”, care este baza clinica a Disciplinei de gastroenterologie a
Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie (USMF) “Nicolae Testemitanu”, precum si din cadrul
Laboratorului de Geneticda Moleculara Umana, parte a Centrului Genetic de Excelenta din Republica
Moldova, din incinta IMSP Institutul Mamei si a Copilului. Conform protocolului cercetarii, au fost
efectuate trei etape de evaluare a pacientilor: etapa de pre-screening, etapa de screening si etapa de
fenotipare. Confirmarea diagnosticului suspectat la etapa de pre-screening, unde pacientii au fost
evaluati clinic, biochimic si imagistic, a fost stabilit prin scorul Leipzig modificat, care a inclus si
evaluarea genetica. Datele obtinute in cadrul studiului au fost analizate statistic, iar rezultatele
acesteia au servit drept baza pentru formularea concluziilor.

Cercetarea a fost efectuatd in baza avizului pozitiv al Comitetului de Etica a Cercetarii (proces
verbal nr. 1 din 25 mai 2021) si in baza deciziei Consiliului Stiintific al Consortiului nr.1/4.16 din
02.12.2021 cu privire la aprobarea proiectului de cercetare, temei, conducdtorului stiintific,
conducatorului prin cotutela si comisiei de indrumare la teza de doctor in stiinte medicale.



Noutatea si originalitatea stiintifica a studiului. Pentru prima datd in Republica Moldova a fost
efectuatd un studiu complex care analizeazd nu doar profilul clinic al pacientului cu BW, dar si
interrelatia dintre genotip si fenotip la pacientii cu BW, ceea ce aduce o contributie importanta in
domeniul geneticii medicale si a hepatologiei. Cercetarea introduce un model integrat de analiza a
pacientilor cu BW tinand cont de variabile demografice legate de varsta si sex.

In premiers, au fost listate si definite conform parametrilor genetici si fenotip, totalitatea de
variante identificate la pacientii cu BW. De asemenea, acestea au fost repartizate pe regiuni (nord,
centru, sud si regiunea din stanga Nistrului), astfel fiind evidentiate asocierea unor mutatii cu anumite
regiuni teritoriale din tara.

Au fost evidentiate aspecte ce tin de debutul bolii si durata de diagnosticare a BW, precum si
intre diferite grupuri de pacienti diferentiati pe criterii legate de tipul mutatiei mostenite, au scos in
evidentd modul de interactiune intre mutatie si factorii de mediu, precum si influenta acestora asupra
manifestarii bolii.

In premiera, a fost propus un algoritm de evaluare clinici multidisciplinara a pacientului suspect
cu BW, precum si un algoritm de evaluare a membrilor de familie ai pacientilor ce suferd de aceasta
tulburare. Acestea au ca scop de a facilita management-ul persoanei suspecte si pasii necesari pentru
a definitiva diagnosticul, precum si tactica ulterioara de conduitd in functie de scorul obtinut.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii. Realizarea studiului observational
retro-prospectiv a contribuit la completarea unor lacune in evidenta stiintifica actualda din domeniu,
remarcate n meta-analize si referate sistematice internationale. Rezultatele obtinute au 0
aplicabilitatea directa in practica medicala si genetica clinica cu scop de a imbunatati diagnosticul,
tratamentul s1 management-ul BW. Analiza lotului in functie de organul predominant afectat, scoate
in evidenta caracteristici ale fiecarui fenotip, esentiale in stabilirea diagnosticului si monitorizarea
bolnavului, iar ilustrarea unor studii de caz concrete demonstreaza rolul direct al rezultatelor asupra
practicii clinice. Tntarzierea diagnosticarii reprezinta unul din factori care provoacd decompensarea
hepatica si leziuni neurologice ireversibile in pofida initierii ulterioare a terapiei specifice, iar
dezvoltarea unor strategii la nivel de politici de stat ar creste vigilenta medicald si gradului de
constientizare al populatiei generale. Algoritmul propus pentru diagnostic si screening poate fi utilizat
in centrele de geneticd si gastroenterologie, iar recomanddrile practice oferite contribuie la
optimizarea management-ului pacientilor. Studiul evidentiaza rolul screening-ului familial pentru
depistarea persoanelor cu risc din cadrul familiilor pacientilor cunoscuti cu BW, oferind posibilitatea
de monitorizare proactiva si prevenire a complicatiilor severe. Astfel, fiind identificat un subgrup de
pacienti asimptomatici, purtatori de variante patogene, care au initiat precoce tratamentul cu chelatori.
Acest lucru evidentiazd impactul economic al diagnosticarii precoce prin reducerea costurilor legate
de prevenirea complicatiilor ireversibile, iar utilizarea acestor rezultate in politici de sdnatate publica
ar avea beneficii semnificative asupra populatiei si sistemului medical.

Aprobarea rezultatelor cercetarii. Rezultatele studiului si aspectele clinice cercetate au fost
oglindite prin discutii la forumuri nationale si internationale (Moldova, Romania, Spania, Japonia,
Tarile de Jos), precum si la conferintele anuale ale colaboratorilor si studentilor USMF “Nicolae
Testemitanu”:

— EASL Congress 2025 (Amsterdam, Tarile de Jos, 2025);
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— Conferinta Nationald ”Ziua Bolilor Rare 2025 (Chisinau, Republica Moldova, 2025);
— The 5th UpDate on Hepatology Course: Refocusare si Resetare in Boli Hepatice (Chisinau,
Republica Moldova, 2024);

— The 43rd National Congress of Gastroenterology, Hepatology, and Digestive Endoscopy (Cluj
Napoca, Roménia, 2024);

— The 10th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera (Chisinau,
Republica Moldova, 2024;

— The 33rd Annual Meeting of the Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL)
(Kyoto, Japonia, 2024);
copil la adult (Chisinau, Republica Moldova, 2023);

— 1st ERN RARE-LIVER EASL ACADEMY (Barcelona, Spain, 2023);

— Conferinta Stiintificd Anuala - Cercetare in Biomedicind si Sanatate: Calitate, Excelentd si
Performanta. USMF ,Nicolae Testemitanu” (Chisinau, Republica Moldova, 2023);

— The 37th Balkan Medical Week THE PERSPECTIVES OF BALKAN MEDICINE IN THE
POST COVID-19 ERA (Chisinau, Republica Moldova, 2023);

— The 42nd National Congress of Gastroenterology, Hepatology, and Digestive Endoscopy (Iasi,
Romania, 2023);

— The 10th UpDate on Hepatology Course (Bucharest, Romania, 2023);

— The 3rd UpDate on Hepatology Course: New Frontiers in Hepatology (Chisindu, Republica
Moldova, 2022);

— Conferinta Stiintificd Anuald - Cercetare in Biomedicind si Sdnatate: Calitate, Excelenta si
Performanta. USMF ,Nicolae Testemitanu” (Chisinau, Republica Moldova, 2022);

— The 2nd UpDate on Hepatology Course: Hepatologia de precizie; 17 - 18 Decembrie 2021,
(Chisinau, Republica Moldova);

— Conferinta Stiintificd Anuald Consacrat Aniversarii a 76-a de la Fondarea USMF ,Nicolae
Testemitanu” (Chisinau, Republica Moldova, 2021).

Rezultatele obtinute au fost aprobate la sedinta Disciplinei de gastroenterologie, Departamentul
Medicina Interna, (proces verbal nr. 2 din 12 noiembrie 2024) si la sedinta Seminarului de profil 321.
Medicind Generald/Specialitatea: 321.01. Boli Interne (Gastroenterologie, Hepatologie); 321.02.
Endocrinologie; 321.08 Dermatologie si Venerologie (proces verbal nr. 1 din 20 ianuarie 2025).

Publicatii la tema de cercetare. Materialele tezei au fost reflectate in 20 publicatii, dintre care:
articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil — 5, materiale/teze la conferinte
internationale — 11, materiale/teze la conferinte nationale - 4. In baza rezultatelor obtinute in
cercetarea realizata au fost Inregistrate 2 certificate de inovatie si 2 acte de implementare.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza este scrisd in limba roméana cu titlu de manuscris.
Lucrarea este expusd pe 141 de pagini de text si cuprinde: lista abrevierilor, tabelelor si a figurilor,
introducere, 5 capitole, concluzii generale, recomandari practice, lista referintelor bibliografice cu
176 surse, anexe, declaratia privind asumarea raspunderii, lista publicatiilor/participarilor la forumuri
stiintifice si CV-ul autorului. Lucrarea contine 7 tabele, 13 figuri si 30 anexe.



Cuvinte cheie: boala Wilson, gena ATP7B, mutatie patogend, corelatie genotip-fenotip,
parametrii cuprului, screening familial, testare genetica

CONTINUTUL TEZEI

1. BOALA WILSON - EVALUAREA INTERELATIEI GENOTIP - FENOTIP PRIN
PRISMA PROFILULUI CLINICO - EVOLUTIV

Tn cadrul acestui capitol sunt reflectate informatii ce tin de epidemiologie, viziuni contemporane
privind etiopatogeneza BW, variabilitatea genetica, diversitatea fenotipica si clasificarea prezentarii
clinice, dificultati de corelatii fenotip-genotip si implicarea mecanismelor epigenetice, provocarile de
diagnostic si rolul scorului Leipzig in stabilirea diagnosticului, precum si impactul screening-ului
familial in BW.

2. MATERIALE SI METODE
2.1. Caracteristica generala a cercetarii

Avand in vedere cd BW este o maladie genetica rara nu se calculeaza esantionul de pacienti.
Astfel, in studiu au fost inclusi volumul integral de pacienti care au fost suspectati sau diagnosticati
cu aceastd boald. Pacientii au fost selectati din cadrul sectiei de hepatologie al ISMP Spitalul Clinic
Republican “Timofei Mosneaga”, care este baza clinicd a Disciplinei de Gastroenterologie,
Departamentul Medicina Interna a USMF “Nicolae Testemitanu”, precum si din cadrul Laboratorului
de Geneticd Moleculara Umana, parte a Centrului Genetic de Excelenta din Republica Moldova, din
incinta IMSP Institutul Mamei si a Copilului.

Lotul de studiu a fost definit conform criteriilor de includere si excludere:

Criteriile de includere:
1. Scorul Leipzig modificat > 4 puncte;
2. Pacient cu varsta > 5 ani;
3. Consimtamantul pacientului sau al reprezentantului legal pentru a participa in studiu.

Criteriile de excludere:

1. Scorul Leipzig modificat < 4 puncte;

2. Pacient cu varsta < 5 ani;

3. Prezenta altor boli hepatice acute si cronice;

4. Lipsa consimtdmantului pacientului sau al reprezentantului legal pentru a participa in studiu.

Astfel, pentru realizarea scopului si a obiectivelor a fost planificat un studiu analitic observational
de cohorta. Cercetarea a cuprins mai multe etape si S-a desfasurat in perioada 2020 — 2024. Design-
ul studiului este reprezentat in figura 1.

Etapa I. Identificarea conceptului si ipotezei stiintifice - include studierea resurselor bibliografice
cu crearea conceptului de cercetare. A fost definita problema care necesita a fi studiata si a cuprins o
analiza directionata privind aspectele epidemiologice, clinice, paraclinice si de corelatie genotip-
fenotip, atét la nivel mondial, cat si national. De asemenea, au fost cercetate si implicarea altor factori
in diversitatea fenotipica, precum si practicile internationale privind screening-ul activ in cadrul
familiilor cu membri afectati de BW.



Etapa Il. Studiu descriptiv retrospectiv si prospectiv a pacientilor cu BW - pentru definirea lotului
de cercetare final, aceasta etapa a fost divizata in doua sub-etape:

a) Prescreening-ul — include volumul integral de pacienti suspectati cu BW, ce prezentau manifestari
clinice suspecte si/sau tulburari ai metabolismului Cu. Tot aici a fost efectuata testarea genetica
pentru identificarea mutatiilor cauzatoare de BW si diferentierea membrilor asimptomatici de
heterozigotii simpli.

b) Screening-ul — definitivarea lotului de cercetare conform criteriilor de includere si excludere, care
presupune calcularea scorului Leipzig modificat conform parametrilor clinici, hematologici,
biochimici, imagistic si genetic.

Etapa 11l — evaluarea lotului de cercetare prin prisma prezentdrii clinice si a variantelor
mostenite. Identificarea interrelatiilor genotip-fenotip.

a) Fenotipare - repartizarea pacientilor a-/presimptomatici si simptomatici clinico-biologic in functie
de organul/sistemul afectat: hepatic, neuro-psihiatric si neuro-hepatic (numit si mixt).

b) Genotipare — caracterizarea mutatiilor genetice determinate la pacienti in functie de frecventa
alelelor, tipul variantelor, statutul mostenirii (homozigoti recesivi, heterozigoti compusi) si
distributia regionala.

c) Evaluarea interrelatiilor clinico-genetice — distribuirea pacientilor in profiluri mutationale in
functie de alela mostenita (p.H1069Q versus non-p.H1069Q) si a tipului de variante (MMs/MMs
versus MS/alte-M), pentru aprecierea unor asocieri ntre expresia genetica si tabloul fenotipic.

Etapa IV. Procesarea si analiza matematico-statistica a materialului.

Aspectele etice. Persoanele incluse in cercetarea au primit formularul de informare si au semnat
formularul de acceptare pentru acest studiu. Pacientilor le-a fost asigurata confidentialitatea pe durata
acestei cercetari, toate datele colectate de la pacienti fiind stocate intr-o baza de date cu acces
restrictionat. Avizul pentru aceasta cercetare a fost obtinut n cadrul Comitetului de Etica a Cercetarii
al Institutiei Publice USMF , Nicolae Testemitanu” - proces verbal nr. 1 din 25 mai 2021.

2.2. Metodele de cercetare aplicate in studiu

Datele au fost colectate conform formularului de evaluare primara a pacientului cu BW, elaborat
in cadrul cercetarii, care a presupus colectarea urmatoarelor informatii: date personale, date
demografice, date sociale, statutul social, educatie si prezenta unei activitati. Evaluarea clinica a
inclus identificarea acuzelor cu incadrarea intr-un fenotip clinic, prezenta simptomelor hepatice,
precum si a manifestarilor extrahepatice, semne de decompensare hepatica, istoricul bolii, date
fiziologice, maladii concomitente, anamneza eredo-colaterala, identificarea viciilor; contact cu
substante chimice sau toxice; anamneza alergologica; precum si examenul fizic. Analiza rezultatelor
investigatiilor include testele de laborator generale si specifice BW, precum si investigatii
instrumentale. Evaluarea gradului de fibroza s-a efectuat prin aplicarea scorurilor neinvazive (scorul
APRI, FIB-4). Toate investigatiile au fost efectuate atat in cadrul Centrelor Medicilor de familie, cat
st la nivelul Spitalului Clinic Republican ”Timofei Mosneaga” si Centrul de Diagnostic Republican.
Pentru aprecierea leziunilor extrahepatice, au fost consultati si alti specialisti: oftalmolog, neurolog,
psihiatru si ginecolog. Implicarea geneticianului este una primordiald in stabilirea diagnosticului si
efectuarea testului genetic.



Etapa II - Definirea lotului

Etapa III — Evaluarea lotului de cercetarea

de cercetarea

Etapa I - Identificarea conceptului si ipotezei stiintifice

Pre-Screening

Volumul integral de pacienti suspectati cu BW (n=173 pacienti)

Testarea genetica
(n=135 pacienti)

Evaluarea membrilor de familie

Criterii includere si

excludere
Non-afectati Afectati
Homozigot Homozigot
dominant recesiv
Heterozigot Heterozigot
simplu compus

Criterii de includere:
modificari ai parametrilor metabolismului cuprului

manifestdri clinice suspecte

Screening
scor Leipzig modificat > 4 puncte (INASL,2019) (n=53 pacienti)

Criterii includere 5i excludere

A-/Presimptomatic Simptomatic clinico-biologic

Fenotipare Genotipare

Hepatic

Identificarea interrelatiilor genotip-fenotip
Neuro-psihiatric

MMs/MMs profil p. H10690Q
Neuro-hepatic

MS/alte-M profil non-p. H10690

Etapa IV - Procesarea si analiza matematico-statistici a materialului

Figura 1. Design-ul studiului

Note: alte-M — alte mutatii; BW — boala Wilson; INASL — Asociatia Nationald Indiand de Studiu a Ficatului (Indian National
Association for Study of the Liver); MS — mutatie severa; MMs — mutatie missense; n — numar.
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De asemenea, au fost evaluati clinic, biochimic, genetic si instrumental membrii de familie
(parinti, frati/surori, copii) a unor pacienti cu BW, cu scopul de a diagnostica precoce membrii
asimptomatici si a-i diferentia de purtatorii sdnatosi. Astfel, pacientii noi identificati au initiat terapia
specifica pana la dezvoltarea simptomelor.

2.2.1. Testarea genetica si metodele utilizate

Analiza molecular-genetica reprezinta un test complex de diagnostic inclus in standardul de
evaluare a pacientului cu BW. Metodele de testare genetica utilizate n cadrul Laboratorului de
Genetica Molecularda Umana, parte a Centrului Genetic de Excelenta din Republica Moldova, sunt
secventierea Sanger si PCR-SSCP. Analiza molecular-geneticd reprezintd un test complex de
diagnostic inclus in standardul de evaluare a pacientului cu BW. Metodele de testare genetica utilizate
in cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara Umana, parte a Centrului Genetic de Excelenta din
Republica Moldova, sunt secventierea Sanger si PCR-SSCP. Secventierea a fost efectuata cu ajutorul
Kit-urilor de secventiere cu coloranti fluorescenti Taq DyeDeoxy Terminator Cycle (Applied
Biosystems) de catre un analizor genetic automat ABI-Genetic 3500dx (Applied Biosystems). Datele
de secventiere au fost analizate cu software-ul SecScape 3 folosind ca referintda NG _008806.1 si
adnotarea variantelor genetice identificate s-a bazat pe NM_000053.3. Testarea genetica din cadrul
Laboratorului de Geneticd Moleculara Umana, au fost aplicate de catre autor in cadrul lucrarii, ca
membru al echipei in comun cu medicul genetician.

Astfel, testarea genetica include examinarea celor 21 exoni conform unui algoritm prestabil it
(figura 2), in functie de frecventa mutatiilor in populatia locala. In absenta confirmarii diagnosticului,
se recomanda alte metode genetice, precum MLPA, NGS sau WES/WGS. Testarea genetica este
indicata pentru confirmarea diagnosticului, screening-ul familial si in cazurile incerte cand persista
suspectia de BW.

2.3. Procesarea si analiza matematico-statistica a materialului

Pentru evaluarea statistica a materialului, datele colectate de la pacienti au fost introduse intr-o0
baza de date pentru procesare statistica si analizd digitald ulterioara in conformitate cu principiile
unanim acceptate. Materialele primare ale cercetdrii au fost analizate cu ajutorul functiilor si
modulelor Microsoft Office Excel 2023 si calculatoarelor statistice online din bateria testelor oferite
de MedCalc https://www.medcalc.org/calc/index.php .

Pentru prelucrarea statistica s-a utilizat un set de operatii matematice efectuate prin procedee si
tehnici de lucru specifice. Tipuri de variabile utilizate: variabile nominale, variabile cantitative si
variabile interval. Indicatorii statistici aplicati sunt: media aritmetica, devierea standard (DS),
mediana, proportia exprimata in procente din totalul de observatii aferente si intervalul de incredere
95 % (1) pentru proportii folosite pentru variabile nominale. Testele statistice aplicate sunt: Testul t
(t-test), ANOVA (Analysis of Variance), diagrama Box-plot si Chi-patrat (Chi-square test). Pragul
de semnificatie statistica aplicat la valoarea p aferenta statisticilor calculate este <0,05. Prezentarea
datelor statistice a fost efectuata prin tabele si grafice.
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Scorul Leipzig (fara test genetic)
0 1-3 >4

Nu necesita test r . Test genetic Testarea tintita a
. 1 Secventierea Sanger - L
genetic A ’ optional exonului afectat

Analiza exonilor cu frecventa ridicatd a mutatiilor:
4,8,12,13,14,15,17,20

Rudele de gradul 1

Analiza exonilor cu frecventa moderata a mutatiilor:
2,3,10,16,18,19

Analiza exonilor cu frecventa redusa a mutatiilor: 1,
5,6,7,9,11,21

Examinare introni §i regiuni netranslate 3" 5i 5" ale
genei ATP7B

lipsa mutatiilor

Utilizarea MLPA pentru evidentierea deletiilor /duplicatiilor

Identificarea unei singure mutatii patogene sau

auaSond 1jpnul 7 € eaTedIuapy

INTADILSONODVIA TAVINIHIANOD

Secventierea in totalitate genei ATP7B, inclusiv regiunea netranslatd 5 si
3’ si introni, prin NGS

e . . . Identificarea mutatiilor la nivelul altor gene implicate in patologia
Reevaluarea clinicd si diagnosticd a pacientului ’

hepatica, prin WES/WGS

Figura 2. Algoritmul de evaluare prin testul molecular-genetic

Note: MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification; NGS - Next Generation Sequencing; WES/WGS - whole-exome
sequencing/ whole-genome sequencing - WES/WGS. Adaptat dupa: Espinos C., Ferenci P. Journal of Hepatology. 2020 [14].
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3. REZULTATELE CERCETARII
3.1. Identificarea aspectelor demografice la pacientii cu boala Wilson
3.1.1. Identificarea cohortei de studiu prin evaluarea etapei de pre-screening si screening

Etapa de pre-screening a fost implementata in acest studiu, cu scop de a identifica potentialii
participanti la studiu. Pre-screening-ul este definit ca activitate de screening care are loc inainte de
obtinerea consimtamantului pacientului. Activitatea de pre-screening a inclus revizuirea listelor de
pacienti internati sau ambulatori suspectati pentru BW, revizuirea dosarelor medicale ale pacientilor
si discutii preliminare cu potentialii participanti la studiul nostru. Ca urmare a acestei activitati, am
reusit sd identificam nu doar cei 53 de pacienti cu BW, dar si am creat o cohortd a pacientilor cu
dereglari ai metabolismului Cu, care nu au intrunit criteriile pentru BW.

Grupul non-BW a cuprins pacienti cu dereglari ale metabolismului Cu si/ sau tablou clinic
sugestiv pentru BW. Tulburarea metabolismului Cu a inclus Cu seric redus cu/fara Cu urinar sporit,
cu/fara ceruloplasmina (Cp) redusa, precum si modificarea Cu liber (calculat dupa formula: fCu
(ng/dL) = Cu (pg/dL) —3 x Cp (mg/dL) sau fCu (umol/L) = Cu (umol/L) — 53 x Cp (g/L)). Tabloul
clinic sugestiv a inclus hepatopatiile non-virale cu/fara sindrom de citoliza sau/si colestaza asociata
cu/fara modificari neuro-psihiatrice neincadrate in anumite patologii neurologice.

Astfel, din cei 173 de pacienti suspecti, 120 au acumulat punctaj pentru un scor Leipzig modificat
< 4 puncte, iar 53 au obtinut un scor > 4 puncte. Marea majoritate a pacientilor sunt tineri (varsta
medie 25,68 + 16,10 ani), iar 73,9% de cazuri provin din sudul si centrul tarii. Doar 1/3 dintre ei
prezintd manifestari sugestive clinice si biochimice pentru BW, dar practic 2/3 nu Intrunesc la aceasta
etapa toate criteriile pentru a stabili BW definitd. Astfel, aplicdnd recomandarile ghidurilor
internationale de specialitate privind stabilirea diagnosticului de BW acesti pacienti au fost supusi
testdrii genetice. Ca urmare, au fost identificati 53 de pacienti cu BW definitd. Aceasta cohortd a fost
analizata ulterior.

3.1.2. Caracteristica demografica a pacientilor cu BW din cohorta de studiu

Lotul studiat a constituit 53 de pacienti cu BW care au intrunit criteriile de eligibilitate.
Caracteristica demografica este reprezentata in tabelul 1. Intervalul de varsta variaza intre 5 — 46 ani,
cu varsta <18 ani sunt 17 pacienti (32,1%). Astfel, se observa predominarea sexului masculin
comparativ cu cel feminin, raportul barbati: femei fiind 1.5.

Toti pacientii sunt originari din Republica Moldova (figura 3). Tn cazul familiei multietnice, unul
din parinti este de origine diferitd. Nici un pacient nu a descris relatii consangvine in familie si nici
Nu S-a asociat cu vreo comunitate izolata. 4 subiecti nu cunosc cu exactitate istoricul sau familial,
deoarece au crescut in orfelinat (1 caz) sau unul dintre parinti a fost infiat (3 cazuri). 16 pacienti
raporteaza anamnestic eredo-colateral agravat, rude de gradul I si Il cu BW confirmata sau BCF/boala
neurologicd neprecizata.

Tabelul 1. Caracteristica demografica a lotului cercetat

Total pacienti, n=53 Valoare obtinuta
Raport barbati: femei, n (%) 32 (60,4%) : 21 (39,6 %)
Media * DS, ani 22,62 £ 9,63
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Mediana (perc.25 — perc.75), ani 23 (15-30)

Conform distributiei pe varsta (tabelul 2), se observa diferente intre debutul bolii si varsta cand a
fost pacientul diagnosticat, in special in categoria de varsta 5-9 ani si 15-19 ani. Acest fapt evidentiaza
lipsa stabilirii precoce a diagnosticului de BW si necesitatea unor strategii noi de a creste gradul de
constientizare a acestei maladii. De asemenea, se atestd ca diagnosticarea BW maximala are loc in
perioada 25-29 ani. Identificarea BW la pacienti >35 ani, denota intarzierea diagnosticului din cauza
unui debut tardiv cu manifestari.

Tabelul 2. Distributia pe varste in functie de debut si stabilirea diagnosticului

Varsta, ani Debutul bolii Stabilirea diagnosticului

n (%) IT (95%) n (%) IT (95%)

5-9 9 (16,9%) 75-265 6 (11,3 %) 3,3-19,3
10-14 5 (9,4%) 2,0-16,8 6 (11,3 %) 3,3-19,3
15-19 11 (20,7%) 10,5 - 31,0 7 (13,2 %) 46-218
20-24 8 (15,1%) 6,0 - 24,2 9 (16,9 %) 75-265
25-29 11 (20,7%) 10,5 - 31,0 12 (22,6 %) 12,1 - 33,2
30-34 4 (7,5%) 0,9-14.2 8 (15,1 %) 6,0 - 24,2
>35 5 (9,4%) 2,0-16,8 5 (9,4%) 2,0-16,8

Total 53 (100%) 53 (100%)

Durata medie a perioadei de diagnostic a fost de 26,8 £ 35,77 luni, intervalul de diagnostic
variind intre 1 — 96 luni. Intarzierea stabilirii diagnosticului provoaci decompensare hepatica si
leziuni neurologice ireversibile, in pofida initierii terapiei specifice.

armean,1  german,1 tadjic, 1

N

ucrainean, 2

agauz; 7
gag 4

Figura 3. Diversitatea etnica a lotului de cercetare
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Analiza pacientilor 1n functie de regiunea tarii a evidentiat cd cei mai multi s-au ndscut/locuiesc
in partea de Centru si de Sud, 41.5% si respectiv 32%; In Nordul si in Stanga Nistrului sunt raportati
cate 13.2%.

Evaluand comparativ grupul pacientilor cu BW si non-BW (tabelul 3), s-a observat ca desi este o
diferentda vizibila a valorilor medii la categoria varstei, filnd mai mica in grupul BW, diferenta
statisticd nu s-a determinat (t=1,87; p=0.063). In categoria caracteristica clinicd se determini o
diferenta statistic semnificativa (p<0.05) pe toate nivelele, in special in grupul BW unde prezenta de
manifestari clinice si paraclinice sugestive pentru aceasta tulburare este observat in 86,8%, cei cu
modificdri doar paraclinice sunt membri de familie asimptomatici depistati prin screening familiar.
Tn grupul non-WD, din cei 32 pacienti la care au fost depistate mutatii, varianta patogena pe 1 singuri
aleld se prezintd in mai mult de jumatate de cazuri (56,25%), acelasi numar fiind inregistrat si in cazul
variantelor benigne. In timp ce in grupul WD, din cei 46 pacienti la care au fost depistate mutatii,
variantele patogene sunt prezente in 93 % (monoalelic — 2 cazuri), iar variantele benigne in 13%.
Aceste diferente dintre grupul non-WD si WD, sunt statistic semnificative (p<0.05).

Tabelul 3. Caracteristica comparativa a pacientilor din grupul non-BW si BW

Non-BW BW
Pacienti, n 120 53
Varsta medie +DS, ani 27,1+16,2 22,62 £ 9,63
t=1,87; p=0.063
Mediana (perc.25 — perc.75), ani 25 (13-35) 23 (15-30)
Caracteristica clinica, n (%)
Doar manifestari clinice 62 (51,66%)* 0 (0,0%)*
Doar modificari paraclinice 47 (39.17%)* 7 (13,2 %)*
Manifestari clinice si paraclinice 11 (9,17%)* 46 (86,8%)*

¥?=49,67, gl=2, p<0.001

Testare genetica, n (%) 86 (71,60%)* 49 (92,45%)*
Mutatii depistate 32 (36,78%)* 46 (86,79%)*

Tipuri de variante identificate, n (%) 32 (100%) 46 (100%)
Variante patogene 18 (56,25%)* 43 (93,48%)*

Variante potential patogen 0 (0,00%) 2 (4,3%)

Variante cu semnificatie incerta 4 (4,6%) 0 (0,00%)

Variante benigne 18 (56,25%)* 6 (13,04%)*
2*=22,67, gl=3, p<0.001
Evaluati screening familial, n=24 (100%) 16 (66,67%) 8 (33,33%)

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Concluzia acestui subcapitol este cd nu toti pacientii suspectati pentru BW, care prezinta
manifestari clinice si modificari paraclinice sugestive sunt stabiliti cu diagnostic final de BW.

Totodata, este necesar de evidentiat faptul ca pana a stabili BW trebuie de exclus multitudinea de
boli care pot mima clinica BW. Astfel, in cercetarea noastra noi ne-am condus dupa recomandarile
ghidurilor internationale pentru a identifica pacientii care intrunesc toate conditiile pentru BW, in
special confirmati fiind prin testarea geneticd. Dupa cum observam, majoritatea suspectilor au trecut
prin etapa de testare genetica. In studiu nu a fost utilizata ca metoda de confirmare a bolii, examenul
histologic al biopsiei hepatice, avand in vedere indisponibilitatea acestei investigatii dar si
nespecificitatea ei. Precum criteriu de confirmare a fost utilizat scorul Leipzig modificat (2019). Este
o metoda neinvaziva, cu precizie in stabilirea diagnosticului final.

3.2. Definirea fenotipurilor clinice evidentiate la pacientii cu boala Wilson

In cohorta noastra este evidentiatd aceasta patologie atat la barbati cét si la femei, cu implicarea
pacientilor de varstd tanard, din copilarie (cel mai mic fiind de 5 ani, cel mai varstnic de 46 ani).
Astfel, se observa ca la barbati, predomind fenotipul neuro-psihiatric, iar la femei nu este o diferenta
intre cel hepatic si neuro-psihiatric. De asemenea, prezentarea hepatica predomind la pacienti <20
ani, Tn timp ce cea neuro-psihiatrica - la pacienti >20 ani. Fenotipul mixt, reprezinta cel mai frecvent
tip de prezentare clinica in toate categoriile (figura 4).

18
16
14
12 ac= p<0.05
bc = p<0.05 p<0.05
10
8 17, p>0.05 bc=p<0.05
15,
6
4 . % - 9 8, 12, %
b
2 a a 5b 4a
0
Barbati, n=32 Femei, n=21 <20 ani, n=25 > 20 ani, n=28

Hepatic Neuro-psihiatric Neuro-hepatic

Figura 4. Distributia fenotipului in functie de sex si vairsta de debut a bolii (N=53)

Manifestarile clinice sunt diverse, desi se observa o stratificare in manifestiri predominat
hepatice; sau neuro-psihiatrice sau cu prezentare mixta . In acest subcapitol vom discuta despre aceste
fenotipuri mai detaliat, iar caracteristica clinicd si genetica a lotului cercetat in functie de fenotipul
de prezentare este descris n tabelul 4.

3.2.1. Descrierea fenotipului hepatic
Din datele obtinute remarcam, ca pacientii din lotul de cercetare care au prezentat la debut un

fenotip hepatic (n=17), pe durata bolii au asociat si manifestari neuro-psihiatrice in circa 41,1%.
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Fenotipul hepatic a fost prezent la 10 pacienti. Raportul barbati: femei este 1:1. Varsta medie a
acestora a fost 16,8 + 9,81 ani, intervalul variind intre 5 — 34 ani. Caracteristica clinica a acestui grup
este descrisa in tabelul 4. Evident este ca doar la 10% a fost stabilit IKF, si nu au fost identificate
imagistic manifestari cerebrale. Radiografia biologica evidentiaza predominarea citolizei moderate si
colestazei minore. Parametrii anormali ai sindromului hepatopriv se identifica la 60% dintre pacienti.
Practic la o jumatate dintre pacienti se identificd hepatomegalia solitard, iar la 1/3 dintre pacienti —
splenomegalie. Ciroza hepatica a fost identificata la stabilirea diagnosticului la 1/3 dintre pacienti
(dintre care 2 pacienti se prezentau cu ciroza decompensatd). Evaluarea parametrilor metabolismului
Cu stabileste urmatoarele particularitati la pacientii cu BW fenotipul hepatic: majoritatea pacientilor
prezinta Cp scdzutd, si majorarea excretiei urinare in 24 h a Cu. Pe cand Cu seric, practic nu este
modificat. Ceea ce ne face sd concluzionam cd parametrii necesari pentru suspectarea BW, pe langa
hepato- sau splenomegalie, este necesar de evaluat Cp serica si excretia de Cu urinar. Toti pacientii
au prezentat mutatii genetice. Variantele patogenice p.Phe764= si p.Alal135GInfsX13, au fost
raportate doar in cazul persoanelor cu leziuni hepatice.

3.2.2. Analiza fenotipului neuro-psihiatric

Fenotipul neuro-psihiatric a fost prezent la 12 pacienti. Raportul barbati: femei este 1.4:1.
Varsta medie a acestora a fost 26,5 + 9,92 ani, intervalul variind intre 7 — 45 ani. Caracteristica
clinica a acestui grup este descrisa in tabelul 4. Cele mai frecvente sindroame clinice intalnite sunt
tulburarea de miscare hiperkinetica si sindromul pseudo-bulbar, 66,7% si respectiv 58,3%. Se
observa ca la 25% pacienti a fost evidentiat IKF si 66,7% au fost identificate imagistic manifestari
cerebrale. La nici un pacient nu s-a observat modificari biologice. In 58,3%, pacientii au descris
afectarea concentratiel, iar 50% dintre cazuri prezentau modificari de dispozitie. Evaluarea
parametrilor metabolismului Cu stabileste: majoritatea pacientilor prezintd Cp scazuta, si majorarea
excretiei urinare in 24h a Cu. In 25% la pacienti nu au fost identificate mutatii. Variantele
patogenice p.T991T, p.E541K si p.Q544X, au fost raportate doar in cazul persoanelor cu leziuni
neurologice.

Pacientul cu fenotip neurologic se prezinta cu varietate clinica extraordinara, fapt care face
dificil stabilirea diagnosticului precoce si evidentierea unui prototip clinic clasic (figura 5). Cele
mai frecvente acuze declarate sunt afectarea miscarilor fine, tremorul, dizartria si coreoatetoza.
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Figura 5. Diversitatea simptomatica a fenotipului neurologic (%0)
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3.2.3. Evaluarea fenotipului neuro-hepatic

Fenotipul mixt (neuro-hepatic) a fost descris la 24 pacienti. Raportul barbati: femei este 2:1.
Varsta medie a acestora a fost 24,13+8,12 ani, intervalul variind intre 3 — 35 ani. Caracteristica clinica
a acestui grup este descrisa in tabelul 4. Hepatomegalie si splenomegalie se identifica la peste 50%
cazuri. Ciroza hepatica a fost confirmata la stabilirea diagnosticului la 1/3 dintre pacienti (dintre care
5 pacienti se prezentau cu ciroza decompensata). La 2/3 pacienti s-a observat tulburare de miscare
hiperkinetica. La 62,5% pacienti a fost evidentiat IKF si 66,7% au fost identificate imagistic leziuni
cerebrale. Cele mai comune manifestari psihiatrice au fost afectarea concentratiei (50%) si tulburarea
somnului (45,8%). Din modificarile biologice, se observa trombocitopenia la %4 pacienti si sindrom
citolitic la peste 2 cazuri. Evaluarea parametrilor metabolismului cuprului stabileste majoritatea
pacientilor prezinta Cp scizuti, si majorarea excretiei urinare in 24h a Cu. In cazul unui pacient nu a
fost identificat nici o mutatie. Variantele patogenice €.2532delA, p.G1341V, p.Asn728lle si p.A1227T
au fost raportate doar in cazul persoanelor fenotip neuro-hepatic.

Tabelul 4. Caracteristica clinica a fenotipurilor

Parametri clinici Hepatic Neuro- Neuro-hepatic
psihiatric
Barbati/femei 1/1 1.4/1 2/1
Varsta medie la debut + DS, ani 15,2 + 10,01* 24,25 + 10,89* 20,64 + 7,98
F=2,63; p=0.08
Varsta medie la stabilirea 16,8 £ 9,81*,p 26,5 £ 9,92*, 24,13 + 8,12%;
diagnosticului = DS, ani
15,5 (9,75 - 20) 29,5 25,5
mediana (perc.25 — perc.75), ani
(18,75 - 31,25) (19,5 - 27,25)
F=3,48; p=0.04
Durata stabilirii diagnosticului + 20,5+ 30,72 25,17 + 30,96 30,91 + 41,36
DS, luni
F=0,305; p=0.74
Modificari ale metabolismului Cu,
medie
10,46 + 3,14 14,33 £ 9,96 10,61 + 7,08
Cp serica = DS, (20-60 mg/dL)
F=1,29 p=0.28
Cu urinar in 24h + DS, % %
(10-60 pg/24h) 258,71 £ 176,76 120,52 £ 69,85* 213,03 + 176,43
F=1,68 p=0.11

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05

Astfel, s-a observat ca fenotipul hepatic se caracterizeaza printr-un debut precoce al bolii, un
diagnostic timpuriu si o cuprurie statistic semnificativ mai mare comparativ cu celelalte grupuri.
Fenotipul neurologic se prezintd cu un debut mai tardiv al bolii, o duratd de diagnostic aproximativ
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Tabelul 5. Definirea variantelor conform parametrilor genetici si fenotip

Exon Modificare nucleotide Modificare aminoacizi Tip Regiune Patogenitate Statut/ Fenotip
variant proteica n pacient
3 p.V456L benigna het com / n=2 H
4 p.S406A MBD4 benigna het com / n=1 H
€.1624G>C p.E541K missense patogena hom rec/ n=1 N
€.1630C>T p.Q544X nonsense MBD5 patogena het com / n=1 N
8 C.2183A>T p.Asn728lle missense TM3 probabil het com / n=1 N-H
patogenad
€.2292C>T p.Phe764= silent/ patogend/ probabil?  het com /n=3 H
sinonima
€.2304dupC p.Met769Hisfs*26 frameshift TM4 patogena het com / n=5 H, N-H
10 c.2532delA p.Val845SerfsTer28 frameshift Domeniu A patogena het com / n=1 N-H
p.K832R benigna het com / n=1 H
12 €.2495 A>G p.R952K benigna hom rec / n=1 H, N-H
het com / n=2
13 €.2972C>T p.TO91T missense TM6/ patogena hom rec / n=1 N
fosforilare
14 €.3207C>A p.H1069Q missense ATP loop patogena hom rec / n=16 N, H, N-H
SEPHL het com / n=18
15 €.3402delC p.Alal135GInfsX13 nonsense Domeniu N patogena hom rec / n=1 H
16 €.3419T>C p.V1140A missense ATP loop benigna het com / n=1 N-H
17 p.H1207R missense ATP loop benigna het com / n=1 H
€.3679G>A p.A1227T missense Domeniu P probabil het com / n=1 H
patogena
20 c.4022G>A p.G1341D missense T™7 patogena hom rec / n=2 N, H, N-H
het com / n=9
€.4022G>T p.G1341V missense TM7/ TM8 probabil het com / n=2 H
patogena
21 p.X1466R benigna het com / n=1 H
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Figura 6. Caracteristicile variantelor genetice ATP7B identificate in lotul studiat

A. Repartizarea variantelor ATP7B in relatie cu exonul implicat (nota: benigne — culoarea verde; probabil
patogene — culoarea oranj; patogene — culoarea rosie); B. Tipurile de variante (% din totalul de mutatii);
C. Frecventa alelelor identificate in studiu (% din totalul de mutatii); D. Distributia alelor si a pacientilor
testati In functie de regiunea tarii (n).
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25 luni, si un nivel de Cu urinar statistic semnificativ mai redus comparativ cu fenotipul hepatic.
Fenotipul mixt se evidentiaza printr-o durata a stabilirii diagnosticului cea mai lunga. Desi, valorile
Cp serice sunt diferite, semnificatie statistica nu s-a observat in nici un grup.

3.3. Caracteristica mutatiilor genetice determinate la pacientii cu boala Wilson

Tntr-o perioada scurtd de timp, in diferite tari dintr-un numar mare de populatii la pacientii cu
BW, au fost identificate peste 900 de variante patogene diferite ATP7B si s-a gasit o diferentiere
fenotipica neobisnuita in combinatiile lor. S-a dovedit ca frecventa de detectare si spectrul variantelor
patogene ale genei ATP7B difera semnificativ in diferite tari. In acelasi timp, nivelul de prevalenti a
variantelor patogene in gena ATP7B depinde nu numai de locatia geografica a teritoriului de resedinta
al pacientilor, ci si de etnia pacientului, iar diferentele de indicatori pot fi urmarite si la reprezentantii
ai aceleiasi populatii. Variantele patogene ATP7B pot fi impartite in urmatoarele grupe: missense,
non-sense, frameshift si splicing. Ne-am propus sa caracterizam profilul genetic al pacientilor din
grupa de cercetare, astfel sa obtinem o radiografie geneticd a BW din regiunea noastra.

3.3.1. Caracteristica variantelor identificate in lotul de cercetare

Din totalul pacientilor din lotul de cercetare (53 pacienti cu BW), 49 au fost testati genetic.
Metoda PCR-SSCP a fost aplicata la 15 pacienti, secventierea Sanger — la 33 pacienti, iar metoda
NGS — la 1 pacient (Romaénia). La 46 pacienti au fost identificate mutatii, dintre care 1 singurd mutatie
— 5 pacienti, 2 mutatii — 37 pacienti si 3-6 mutatii — 4 pacienti. Cele mai multe variante sunt de tip
heterozigot compus (n=25 pacienti).

Lotul cercetat se caracterizeaza printr-o heterogenitate mutationala inalta, fiind identificate 19
variante diferite care au fost definite genetic si fenotipic in tabelul 5 [15-19]. Clasificarea variantelor
s-a efectuat in conformitate cu recomandarile ACMG [20]. Varianta p.Phe764= este considerata
probabil patogena insa in caz de homozigocitate sau asociere cu o altd varianta patogena, aceasta
determinad aparitia BW.

Caracteristicile variantelor genetice ATP7B identificate Tn lotul studiat sunt redate in figura
6. Astfel, se observa ca cele mai multe mutatii sunt identificate la nivelul exonului 8. Varianta de tip
substitutie (missense) este intdlnitd in 86.04%, iar cea mai frecventa aleld (53%) se afld la nivelul
exonului 14 — varianta p.H1069Q, prezenti la 34 cazuri (64.1%) din pacientii testati. In 16 cazuri
(47.05 %), p.H1069Q se regaseste sub forma de homozigot recesiv, iar la ceilalti 18 pacienti (52.94%)
este de tip heterozigot compus, dintre care in 12 cazuri se cunoaste a doua variantd (p.G1341D,
p.Q544X, p.V1140A, p.Asn728lle). p.G1341D este a doua ca frecventa tip de mutatie (15%) si se
regaseste atat la homozigoti recesivi (2/11 pacienti), cat si in asociere cu alte variante (9/11 pacienti)
—p.H1069Q (n=7), ¢.2532delA (n=1), p.V456L si p.X1466R (n=1, acelasi pacient).

3.3.2. Identificarea relatiei genotip-fenotip la pacientii cu boala Wilson

BW se caracterizeaza prin diversitate mutationald, cu peste 900 de mutatii identificate pana in
prezent si multe dintre ele sunt specifice anumitei populatiei. Stabilirea corelatiilor genotip-fenotip
este importanta pentru gestionarea adecvata a pacientului, pentru initierea timpurie a tratamentului la
indivizii asimptomatici pentru a preveni anumite complicatii si pentru prezicerea eficacitatii
tratamentului. In plus, imbunititeste intelegerea patogenezei moleculare a bolii. Asociatiile raportate
intre o anumitd mutatie si un fenotip specific in BW raman neconcludente din cauza mai multor
factori: numarul mic de pacienti, numarul mare de mutatii si faptul ca majoritatea pacientilor sunt
heterozigoti compusi, ceea ce face dificila atribuirea unui fenotip clinic.
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In studiul nostru majoritatea pacientilor cu BW sunt heterozigoti compusi (25 pacienti), ceea ce
complica stabilirea corelatiilor genotip-fenotip. Altii 21 pacienti sunt homozigoti recesivi.

Astfel, ne-am propus sa evaluam efectul mutatiei p.H1069Q si al altor mutatii non-p.H1069Q de
la nivelul genei ATP7B asupra expresiei fenotipice in BW (tabelul 6). Profilul p.H1069Q au inclus
34 de pacienti, dintre care 18 homozigoti si 16 heterozigoti. Fenotipul neurologic a fost asociat cu
profilul p.H1069Q, fenotipul hepatic cu profilul non-p.H1069Q, in timp ce fenotipul mixt este
caracteristic ambelor grupuri.

Tabelul 6. Diferentierea clinico-biologica raportati la profilul p.H1069Q si non-p.H1069Q

p.H1069Q Non-p.H1069Q
Pacienti, n 34 12
Béarbati/femei, n 18/16 8/4
Varsta medie la debut + DS, ani 19,15 £ 8,46 20,5+9,85
t=0,46; p=0.65
Vérsta_ medie la stabilirea diagnosticului + 20,03 + 8,71 24,67 +9,31
DS, ani 20,5 (14,25- 27,5 (16,25-31,75)
mediana (perc.25 — perc.75), ani 26,75)
t=1,56; p=0.13
Durata diagnostic + DS, luni 16,65 + 20,52* 39,91 + 39,71*
Debutul bolii <18 ani, % 38,3% 33,3%
Fenotip, n (%) hepatic 8 (23,5%) 4 (33,3%)
neurologic 9 (26,5%) 2 (16,7%)
mixt 17 (50%) 6 (50%)
¥=3,66, gl=2, p=0,16
IKF, % 38,3% 13,3%
Modificari ale metabolismului cuprului, 11,73 + 7,46 9,85+ 7,48
medie Cp serica (20-60 mg/dL)
Cu urinar in 24h (10-60 pg/24h) (=2,00; p=045
224,64 + 21277 216,21 + 133,78
t=0,75; p=0,89

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05

O particularitate interesantd s-a inregistrat in profilul non-pH1069Q. Acesti pacienti au fost
stabiliti cu diagnosticul de BW la varsta de 24,67 ani, iar intarzierea diagnosticului este de circa 39,91
luni, fenotipul predominant este fenotipul mixt urmat de cel hepatic. Acest profil, care a inclus 12
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pacienti, inregistreaza cea mai lunga perioada pana la stabilirea diagnosticului clinic, fiind si cei mai
in varsta pacienti vs profilul p.H1069Q. De asemenea, profilul p.H1069Q coreleaza cu prezenta IKF
aproximativ la 1/3 din pacienti, cu nivel mai inalt de cuprurie, un sindrom biologic prevalent pentru
pancitopenie si colestaza. In timp ce, celilalt profil se prezinta cu nivel mai redus de Cp seric, un
sindrom biologic prevalent pentru trombocitopenie, citoliza si sindrom hepatopriv.

Profilul non-p.H1069Q se caracterizeaza printr-o diversitate genetica inalta, fiind inregistrate
si mutatii unice rare, precum varianta p.Phe764= (figura 7). Mostenirea variantei patogenice in acest
grup este atat de tip homozigot recesiv, cat si heterozigot compus (tabelul 7).

Tabelul 7. Caracteristica genetica a profilului non-p.H1069Q

Homozigot recesiv (n=5) Heterozigot compus (n=7)

p.E541K p.A1227T
p.T991T p.G1341D
p.Alal135GInfsX13 p.G1341V
p.G1341D p.Phe764=
p.Met769Hisfs*26
p.Val845SerfsTer28
p.V456L
p.H1207R

Analiz&nd, profilul p.H1069Q in functie de statutul mostenirii (tabelul 8), s-a observat ca
subgrupul homozigot recesiv se asociaza cu un debut mai tardiv, o perioada de diagnostic mai scurta
si prezentare clinicd predominant mixta si neuro-psihiatrica comparativ cu subgrupul heterozigot care
se prezintd cu un debut mai precoce, stabilirea diagnosticului Intarziata si un fenotip predominat mixt
si hepatic. In ambele grupuri prevaleaza barbatii.

Tabelul 8. Tabloul clinico-biologic a profilului p.H1069Q in functie de statutul mostenirii

Homozigot recesiv Heterozigot compus

Pacienti, n 16 18
Bérbati/femei, n 8/8 8/4
Varsta medie la debut + DS, ani 22,75 + 8,52* 15,77 + 7,05*
Varsta medie la stabilirea diagnosticului
+ DS, ani

24,0 £ 8,21* 16,5+ 7,73*

mediana (perc.25 — perc.75), ani

26,0 (18,5 - 30,5)

18,0 (9,75 — 21,0)

Durata diagnostic + DS, luni

19,38 + 23,95

14,43 + 17,77
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Homozigot recesiv Heterozigot compus

t=0,68, p=0.5
Debutul bolii <18 ani, % 31,25% 44,5%
Fenotip, n (%) hepatic 2 (12,5%) 6 (33,3%)
neurologic 4 (25%) 4 (22,2%)
mixt 10 (62,5%) 8 (44,5%)

7*=2.11, gl=2, p=0.35

IKF, % 50% 27,8%
p=0.19
Modificari ale metabolismului cuprului,
medie
11,91 + 6,86 15,59 + 8,14
Cp serica (20-60 mg/dL) t=1,42; p=0.17
190,95 + 190,97 247,96 + 231,25
Cu urinar in 24h (10-60 pg/24h) t=0,778: p=0.44

* prag semnificatie statistica Intre 2 grupe comparate: p<0.05

De asemenea, primul subgrupul coreleaza cu prezenta IKF la 1/2 din pacienti, cu un nivel mai
redus de Cp serici si un sindrom biologic prevalent pentru trombocitopenie. In timp ce, subgrupul al
doilea se prezinta cu un nivel mai inalt de cuprurie, sindrom biologic prevalent pentru
trombocitopenie, citoliza si colestaza. Din punct de vedere genetic, heterozigotii compusi se asociaza
cu diferite variante: p.G1341D, p.Met769Hisfs*26, p.Phe764=, p.V1140A, p.Asn728lle, p.Q544X si
p.G1341V. Aceste diferente clinico-biologice accentueaza implicarea factorilor epigenetici si de
mediu Inconjurdtor, precum si modul cum interactioneaza sau se influenteaza mutatiile in mod
reciproc.
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Figura 7. Diversitatea genetica a profilului non-p.H1069Q
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O alta caracteristica este predominarea variantei mutationale missense, urmata de frameshift,
nonsense si silent/sinonima. Astfel, am repartizat pacientii in 2 grupuri, In functie de tipul variantei
identificate si asocierile acestora, fiind exclusi pacientii, la care nu a fost depistata mutatia a 2-a
(tabelul 9). Primul grup (MMs/MMs) include doar mutatii de tip missense. Mutatii severe (MS)
include variantele nonsense si frameshift, asociate in literatura cu un fenotip clinic sever, ca rezultat
al sintezei unei proteine afunctionale. Grupul 2 (MS/alte-M) cuprinde MS n asociere cu alte tipuri
de mutatii (alte-M) — missense, silent/sinonime, nonsense si frameshift.

Tabelul 9. Caracteristica clinico-biologica raportati la tipul variantei genetice

MMs/MMs MS/alte-M
Pacienti, n 32 7
Béarbati/femei, n 17/15 512
Varsta medie la debut + DS, ani 19,74 + 8,81 20,29 + 10,55
t=0,15; p=0.89
Varsta medie la stabilirea diagnosticului 21,03 +9.02* 23,43 +10,61*
+ DS, ani
21,0 (13,5-28) 26,0 (16,0-32,5)
mediana (perc.25 — perc.75), ani
Durata diagnostic + DS, luni 22,85+ 24,72 16,28 + 30,07
t=0,61; p=0.54
Debutul bolii <18 ani, n (%) 11 (43,75%) 3 (42,86%)
p=0.96
Fenotip, n (%) hepatic 5 (15,63%) 3 (42,86%)
neurologic 8 (25,0%) 1 (14,29%)
mixt 19 (59,37%) 3 (42,86%)
¥*=2,64, gl=2, p=0.27
IKF, n (%) 13 (40,63%) 2 (28,57%)
p=0.96
Modificari ale metabolismului cuprului,
medie Cp serica (20-60 mg/dL)
10,27 £ 5,92 9,78 + 6,69
t=0,19; p=0,84
Cu urinar in 24h (10-60 pg/24h)
233,02 £ 203,6 170,19 £ 234,72
t=0,72; p=0,48

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Diferente importante au fost stabilite in functie de tipul mutatiei stabilit in grupul de cercetare.
Astfel, evaluand comparativ grupul MMs/MMs si MS/alte-M, s-a observat diferenta statistica intre
varsta medie la stabilirea diagnosticului (p<0.05), in timp ce durata de diagnostic inregistreaza o
diferenta vizibila a valorilor medii diferenta statistica Tn acest caz nu s-a determinat (t=0,61; p=0,54).

Grupul MMs/MMs se caracterizeaza printr-un debut mai precoce a simptomelor (19,74 + 8,81),
predominarea fenotipului mixt si neurologic, prezenta IKF in 40% din pacienti, valori medii mai
Tnalte ai Cp serice (10,27 = 5,92) si a Cu urinar in 24 h (233,02 + 203,6). Grupul MS/alte-M se
caracterizeaza printr-un debut mai tarziu a simptomelor (20,29 £ 10,55), predominarea fenotipului
mixt si hepatic, prezenta IKF in 1/3 din pacienti, valori medii mai reduse ai Cp serice (9,78 + 6,69) si
a Cu urinar in 24 h (170,19 + 234,72). In ambele grupuri prevaleaza barbatii si un debut pana la 18
ani 1n peste 40 % din pacienti.

3.4. Rolul screening-ului familial la pacientii cu boala Wilson
3.4.1. Descrierea rezultatelor obtinute la screening-ul familial al pacientilor cu boala Wilson

Membrii de familie a unui pacient nou diagnosticat cu BW trebuie sa fie evaluati clinic si
paraclinic, deoarece fiind o maladie ereditara aceasta poate evolua asimptomatic sau cu un tablou
clinic nespecific la celelalte rude (frati, descendenti, parinti). Astfel, 13 familii au fost examinate in
vederea identificarii membrilor a-/presimptomatic. Majoritatea probanzilor sunt originari din sudul
tarii (7/12 pacienti), restul provin din nordul (3) si centrul tarii (3). In 10/12 familii au fost testate
rudele de gradul | - parintii si fratii, in celelalte 3 cazuri au fost evaluati doar descendentii acestora.
In 8 cazuri, ambii parinti sunt purtitori sdnitosi; in celelalte 3 familii, un parinte este purtitor sinitos,
dar celdlalt parinte nu a fost testat. 4 frati au fost identificati ca purtatori sanatosi, altii 2 raportati
sanatosi (nu a fost detectatd nici o mutatie). Cele mai frecvente variante au fost p.H1069Q si
p.G1341D, atat ca homozigot recesiv, cat si ca heterozigot (simplu si compus), de asemenea a fost
detectatd o mutatie rara - €.2292C>T. Aceasta variantd determind un splice-ing alternativ, care se
prevede ca va duce la o stergere in cadru a 78 de reziduuri ale proteinei ATP7B. Concluzia
cercetatorilor din Marea Britanie este ca aceastd mutatie este patogena si poate dezvolta boala [21].
Pacientul care prezintd aceasta mutatie, este cu varianta missense, si prezintd fenotipul hepatic
evident, este dintr-o familie cu sora stabilitd cu BW in perioada de adult. Pacientul are 2 copii, ambii
se prezintd cu varianta mutationala missense p.H1069Q, in stare heterozigota compusa, fenotip
hepatic.

Ca rezultat al evaludrii in 6 din 13 familii implicate in studiu, au fost identificati 8§ membri noi cu
BW (6 barbati si 2 femeie). Varsta medie a fost de 16,25 + 9,7 ani (interval 5-34 ani). Tn 5 cazuri au
fost rude de gradul I (frati), iar In 3 cazuri - rude de gradul II (veri, nepoti). 7 pacienti au fost
asimptomatici, iar 1 a avut simptome neurologice, dar nu au fost inclus In nici o nosologie pana la
momentul dat. Tn cazul unei singure familii s-a identificat o transmitere paradoxali a bolii -
mostenirea pseudo-dominanti. In 4 cazuri in care ambii parinti sunt purtitori sanatosi, ambii copii au
fost diagnosticati cu BW, un membru fiind diagnosticat ca rezultat al screening-ului familial. Tn 6
cazuri, BW a fost asociata cu afectarea ficatului, iar in 2 cazuri s-a raportat un fenotip mixt. La 2
pacienti asimptomatici nu s-au observat modificari ale metabolismului Cu, fiind evidentiatd doar
citoliza cu hepatosplenomegalie sau doar hepatomegalie, insa dupa testul de stimulare cu D-
penicilamina, Cu urinar n 24 de ore a crescut de peste 5 ori a limitei superioare ale normei. Tn ambele
cazuri, testul genetic a confirmat prezenta a 2 mutatii patogene. IKF a fost observat la 2 pacienti, ce
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prezentau si manifestari neurologice. Toti pacientii noi diagnosticati cu BW au initiat terapia
specifica.

3.4.2. Crearea algoritmului de diagnostic Tn Boala Wilson

Deficitul de studii clinice randomizate si de inaltd calitate este o provocare comuna pentru
bolile rare, inclusiv si pentru BW. Prin urmare, recomandarile in BW s-au bazat mai putin pe datele
din studiile randomizate, mai mult pe serii de cazuri si pe consensul expertilor pentru a completa
datele limitate ale studiilor disponibile. In plus, variabilitatea fenotipici ale BW, implicarea
multisistemica, face mai complicata elaborarea unui ghid cuprinzator pentru diagnostic si tratament.
Actualmente sunt cunoscute 5 ghiduri internationale, axate In mare parte pe prezentarea hepatica in
BW. Desi acestea sunt cuprinzatoare in ceea ce priveste problemele hepatice, ele sunt limitate in ceea
ce priveste ingrijirea consensuald pentru manifestdrile neurologice si psihiatrice ale BW si in ceea ce
priveste anumite circumstante speciale. In tara noastri a fost elaborat in 2016 Protocolul Clinic
National: Boala Wilson la copil (https://msmps.gov.md). Este unicul document cu recomandari de
conduita in cazul unui copil suspect pentru BW. Revizuirea acestui protocol este necesara, avand in
vedere recomandarile depasite si necesitatea reactualizarii algoritmului de diagnostic si tratament.

Considerand rezultatele obtinute in cohorta de pacienti cu BW ne-am propus sa cream
algoritmul de diagnostic avand la bazad atat recomandarile actuale ale Societdtilor de specialitate
internationale, cat si cele regionale. Elaborarea algoritmului de diagnostic a intrunit elementele cheie
ale cercetarii noastre, si anume evaluarea suspectilor pentru BW prin prisma scorului Leipzig
modificat in 2019 (din punctul nostru de vedere, este cea mai reusita varianta, pentru a fi implementat
in tarile unde nu sunt metode de cuantificare a Cu in tesutul hepatic); stratificand pacientii in functie
de punctajul obtinut; astfel cei care au avut un 1 punct sau mai putin vor fi redirectionati pentru
evaluarea altui diagnostic, cei cu punctajul 2- 3 necesita primesc o calificare de probabil si vor urma
testarea genetica (dupd metoda Sanger), cei cu punctaj <4 vor obtine un diagnostic definitivde BW,
si vor fi supusi terapiei individualizate, iar optional li se va recomanda testarea genetica.

Algoritmul propus de noi selecteaza conduita individualizata pacientului bazata pe fenotipare
clinica, dar si genotipicd (figura 8). O alta perspectiva prezintd si algoritmul de screening familial in
BW (figura 9), ce reprezinta o componenta obligatorie conform recomandarilor actuale.
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Figura 8. Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boala Wilson
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Fenotipare si stadializarea bolii cu
initierea terapiei specifice
Stratificarea riscului de complicatii
cu initierea terapiei simptomatice
Screening familial

Monitorizare continuu:

progresie/complianti/reactii adverse

Note: CT —tomografie computerizata; MASLD — boala ficatului steatozic asociat cu disfunctii metabolice; RMN — rezonanta magnetica

nucleara.
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Proband confirmat cu boala Wilson

Identificarea rudelor de gradul I: frati, parinti, descendenti

Testarea geneticd a probandului pentru determinarea variantei ATP7B Varianti genetici nedeterminati sau

indisponibilitate de testarea genetici a probandului

Testarea genetica pintitd a rudelor pentru mutatiile ATP7B determinate la proband

Evaluare globald multiprofilici (vezi algoritm anterior):
- obligatoriu - clinie, biologie, instrumental si interdisciplinar

Absenta variante patogene 1 variantd patogenici 2 variante patogenice ; ) °
- la necesitate - diferential

— Individ sinitos — Purtator sanitos — Genotip asociat cu BW

Aplicarea Sistemului de Scorificare Leipzig modificat (2019)

< 1 punct: diagnostic exclus 2-3 puncte: diagnostic probabil > 4 puncte: diagnostic confirmat

BOALA WILSON DEFINITA

- Fenotipare si stadializarea bolii cu
initierea terapiei specifice

- Stratificarea riscului de complicatii
cu inifierea terapiei simptomatice

- Monitorizare continuu:
progresie/compliantd/reactii adverse

Reevaluare in dinamici 1 dati/an sau
la aparitia unor simptome suspecte
!

STOP EVALUARE

Figura 9. Algoritmul de screening familial Tn boala Wilson
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4. CONCLUZII GENERALE

Aspectele demografice ale pacientilor cu BW din studiul nostru releva predominarea barbatilor
(60,4%), varsta medie 22,62 + 9,63 ani si prezentare neurologica la debutul bolii, intarzierea
stabilirii diagnosticului clinic fiind 26,8 + 35,77 luni.

Fenotipul mixt reprezintd cel mai frecvent tip de prezentare clinica. La barbati, predomina
fenotipul neuro-psihiatric, iar la femei nu este o diferenta intre cel hepatic si neuro-psihiatric.

In cohorta de cercetare se identifica o variabilitate inalta de mutatii genetice, predominand statul
de heterozigot compus. Mutatia p.H1069Q prezenta la circa 64% pacienti. La 1/3 dintre pacientii
cercetati au fost identificate si alte mutatii non-p.H1069Q (36%) care ar putea influenta
diversitatea clinica in BW.

Fenotipul neurologic a fost asociat cu profilul p.H1069Q, iar cel hepatic cu profilul non-
p.H1069Q. Variantele mutationale severe (frameshift/nonsense) au fost asociate cu fenotipul
hepatic si mixt, o evolutie severa a bolii hepatice, un nivel mai redus al ceruloplasminei serice si
a cuprului urinar.

Screening-ul familial al pacientilor a identificat membri noi cu BW, cu varsta medie de 16,25 +
9,7 ani, cu predominarea fenotipului hepatic si mutatiei p.H1069Q. La 2 din pacienti a fost
detectatd o mutatie foarte rara p.Phe764=.

Algoritmul de stabilire a diagnosticului de BW este important pentru conduita individualizata a
pacientului bazata pe fenotipul clinic si genotip, in timp ce algoritmul de screening familiar
permite identificarea de pacienti in faza a-/presimptomatica a bolii.

RECOMANDARI PRACTICE
La toti pacientii cu o hepatopatie de etiologie non-virala cu sau fara simptome neuro-psihiatrice,
indiferent de varsta, trebuie de efectuat parametrii metabolismului cuprului (ceruloplasmina
sericd si cuprul urinar in 24h).
Pacientii identificati cu modificari ai indicatorilor metabolismului cuprului (ceruloplasmina serica
si cuprul urinar in 24h) se recomandd de a fi evaluati prin sistemul de scorificare Leipzig
modificat.
Pacientii suspecti pentru BW cu un scor Leipzig 2-3 puncte sunt eligibili pentru testare genetica,
in timp ce pacientii care au Intrunit >4 puncte pot fi stabiliti cu diagnosticul de BW definita,
testarea genetica nefiind obligatorie 1n acest caz.
Cu scopul de optimizare a managementului de evaluare a pacientului suspect pentru BW este
recomandat spre implementare ”Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boald Wilson”, propus
medicilor clinicieni (medic de familie, pediatru, gastroenterolog/hepatolog, neurolog, genetician)
din Republica Moldova, elaborat in conformitate cu conditiile de activitate autohtone.
Pentru examinarea membrilor de familie a pacientilor noi diagnosticati cu BW se propune
utilizarea in practica clinica ”Algoritmul de screening familial in boalda Wilson”. Astfel, vor fi
identificati persoane cu BW in faza presimptomatica a bolii, ceea ce va permite initierea terapiei
cu chelatori si prevenirea dezvoltarii complicatiilor asociate BW.
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