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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Boala Wilson (BW), cunoscutd 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
neurologicd fiind formele principale de prezentare. Boala poate deveni simptomatica la orice

varstd 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 atribuitd mai multor factori: numarului mare de
mutatii care apar doar in cateva familii si heterogenitdtii clinice a pacientilor cu BW, chiar si in
randul membrilor aceleiasi familii. Faptul ca majoritatea pacientilor sunt heterozigoti compusi,
avand mutatii diferite pe fiecare aleld, face dificila corelarea unui fenotip cu o alelda mutanta [4].
Tn plus, s-a demonstrat ci expunerea profesionald 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 fenotipica a pacientilor cu BW. Aceste dificultati pot fi partial
depdsite prin studierea genetica a BW la pacientii homozigoti [6]. Un studiu multifamilial intr-o
populatie izolata, cu grad ridicat de omogenitate genetica si de mediu, dintr-o regiune montana din
Romaénia a evidentiat o influentd egala 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 semnificativa asupra fenotipului BW de catre
factori epigenetici/de mediu [9, 10]. Un studiu din China a demonstrat o relatie intre unele variante
patogenetice, diferite forme clinice si aparitia BW. De exemplu, mutatia p.Arg919Gly a fost
corelatd cu forma neurologica, iar p.Arg778Leu a fost corelatd cu o varstd mai tanara 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
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,efect fondator”, indicand proprietatea anumitor comunitati ,,izolate” de a contracta mai frecvent
boli genetice autozomale recesive, deoarece mutatiile, care in mod normal sunt rare, Tn aceste

comunitati se intdlnesc mult mai frecvent [12].

Totusi, cercetari recente au stabilit ca heterogenitatea fenotipurilor clinice nu depinde doar
de gradul de alterare functionald 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 terapeutica a pacientilor cu BW in raport cu genotipul lor, sugerand
necesitatea unei terapii combinate in cazul ca sunt prezente cele mai severe mutatii patogene,

asociate cu polimorfismul ATP7B si/sau al CHG.

Actualmente, se impune o abordare complexa in managementul BW, analizand corelarea

g,

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 Tn stadiu
clinic asimptomatic, fapt care ar permite initierea terapiei precoce cu prevenirea de complicatii si

leziuni ireversibile.

Scopul cercetirii stiintifice consta 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;

AR S A o

Studierea impactului screening-ului familial la pacientii cu boala Wilson;
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6. Elaborarea unui algoritm de diagnostic si de screening familiar al pacientilor cu boala

Wilson.

Metodologia generali a cercetarii stiintifice. Pentru a realiza scopul si obiectivele cercetarii
a fost planificat un studiu analitic observational de cohorta, 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 Medicind si Farmacie “Nicolae Testemitanu”, precum
si din cadrul Laboratorului de Genetica 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 efectuata 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 iIndrumare la teza de doctor in stiinte medicale.

Noutatea si originalitatea stiintifica a studiului. Pentru prima data in Republica Moldova a
fost efectuata un studiu complex care analizeaza 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 premiera, 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

g vyt

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.
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In premiera, a fost propus un algoritm de evaluare clinici multidisciplinard a pacientului
suspect cu BW, precum si un algoritm de evaluare a membrilor de familie ai pacientilor ce sufera
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 stiintificd actuald din domeniu,
remarcate Tn meta-analize si referate sistematice internationale. Rezultatele obtinute au o
aplicabilitatea directa in practica medicala si genetica clinicd cu scop de a imbunatéti diagnosticul,
tratamentul si 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. Intarzierea diagnosticirii reprezinti unul din factori care
provoaca 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
medicala si gradului de constientizare al populatiei generale. Algoritmul propus pentru diagnostic
si screening poate fi utilizat in centrele de genetica si gastroenterologie, iar recomandarile 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 sanatate publica ar avea beneficii semnificative asupra

populatiei si sistemului medical.

Aprobarea rezultatelor cercetirii. 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);

— Conferinta Nationald ”Ziua Bolilor Rare 2025 (Chisinau, Republica Moldova, 2025);

— The 5th UpDate on Hepatology Course: Refocusare si Resetare in Boli Hepatice (Chisindu,
Republica Moldova, 2024);
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— The 43rd National Congress of Gastroenterology, Hepatology, and Digestive Endoscopy (Cluj
Napoca, Romania, 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 Stiintifica Anuald - Cercetare in Biomedicina si Sdnatate: 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 (lasi,
Romania, 2023);

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

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

— Conferinta Stiintifica Anuald - Cercetare in Biomedicina si Sdnatate: Calitate, Excelentd 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 Anualda Consacrat Aniversdrii a 76-a de la Fondarea USMF ,Nicolae

Testemitanu” (Chisindu, 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 Generala/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
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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 romana cu titlu de manuscris.
Lucrarea este expusa 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.
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1. BOALA WILSON — EVALUAREA INTERELATIEI GENOTIP - FENOTIP PRIN
PRISMA PROFILULUI CLINICO - EVOLUTIV

1.1. Boala Wilson — implicare patogenetica complexa

BW reprezintd o tulburare monogenicad determinatd de dereglarea metabolismului Cu, ca
rezultat al mutatiei la nivelul genei ATP7B. Excretia redusa a Cu duce la acumularea acestuia in
tesuturi, iar depozitele toxice induc stresul oxidativ, modifica expresia genelor, inhiba direct
activitatea proteinelor si afecteaza functia mitocondriald, cauzand leziuni multiple structurale si

functionale in mai multe organe, insa cu predilectie in ficat si creier. [1]

BW este o tulburare potential letala, daca nu este diagnosticatd timpuriu. De aceea,
detectarea precoce si initierea tratamentului in timp util sunt esentiale in prevenirea progresiei bolii
si a sechelelor ireversibile. [1] Actualmente, BW este una dintre acele tulburari genetice rare ce
beneficiaza de tratament eficient pe tot parcursul vietii, care au modificat dramatic prognosticul
bolii si calitatea vietii la acesti bolnavi. Tratamentul nu este lipsit de provocari, dar monitorizarea

optima pe tot parcursul vietii este esentiala pentru un rezultat bun. [14]

A fost descrisa pentru prima data in 1912 de dr. Samuel Kinnier Wilson ca ,,degenerescenta
lenticulara progresiva”, o boald neurologica letala cu transmitere familiala, asociata cu o boala
cronica de ficat care duce la ciroza. In 1921, Hall a sugerat ca este o boald autozomal recesiva,
acest lucru fiind confirmat de datele publicate in 1953 si 1960 de catre Beans. Cummings a
demonstrat ci boala este cauzatd de acumularea de Cu atat in ficat, cat si in creier. In perioada
1950-1960 a fost initiat terapia cu D-penicilamina la bolnavii cu BW, iar in 1968 Sternlieb si
Scheinberg au demonstrat rolul benefic al D-penicilaminei la pacientii asimptomatici. In 1969, se
utilizeaza pentru prima data trientina ca alternativa la pacientii cu intolerantd la D-penicilamina.
In 1985, Frydman si altii, au identificat locul genei responsabile de BW si anume pe cromozomul
13. Tn 1993, 3 grupuri de cercetitori independenti au raportat despre localizarea, identificarea si
rolul genei ATP7B 1n aparitia BW. Ulterior, a fost a creat The Wilson Disease Mutation Database,

ce include peste 500 de mutatii ale genei ATP7B asociate cu BW. [15]
1.1.1. Date epidemiologice

BW este o tulburare genetica raspandita in intreaga lume [14]. Varsta de debut variaza de la 2
ani la 80 de ani, insa majoritatea sunt diagnosticati intre 5-35 ani [2, 16]. Estimarile epidemiologice
au stabilit diferente notabile intre prevalenta clinicd si cea genetica a bolii, iar acest lucru se
datoreaza mai multor factori, inclusiv modificatorilor genetici, epigenetici si obiceiurilor (dieta,

traditii, expunerea la mediu toxic) [17]. Cercetarea lui Sandahl T. D. si colegii [18] a evidentiat ca
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estimarile initiale a prevalentei din 1984 de 1:30000-50000 sunt valabile si in prezent, cel putin
pentru Statele Unite, Europa si Asia, desi studiile genetice releva ca prevalenta este de 3-4 ori mai
mare decat estimarile clinice [18], in special in comunitatile izolate geografic, economic, religios,
social si cultural, precum si in populatiile unde se practica casatoriile intre rude (consangvinizarea)
[16]. Incidenta variaza intre 1:5000 si 1:30000, insa se considera a fi mai frecventa decat se credea
anterior [2, 16]. Frecventa purtatorilor in populatia generala variaza de la 1:90-150, ceea ce o face

sa fie una dintre cele mai raspandite tulburari mendeliene [2].

BW este observatd in toate rasele si grupurile etnice [7]. In Europa, prevalenta clinici este
estimata la 12 — 20:10000, in timp ce prevalenta genei afectate este mai mare 1:7000 [14]. Studiile
din Asia, evidentiaza o prevalentd ce variaza de la 1:3000-30000, ceea ce ne sugereaza ca
predispozitia la BW este mai frecventi in Asia decat in Europa [19]. In Japonia prevalenta este
1:30000 de locuitori, comparativ cu Australia, unde se raporteaza o prevalenta de 1: 100000
persoane [20]. Date epidemiologice exacte in India lipsesc, insda un studiu din nordul Indiei a
raportat ca BW se regdseste in 7,6% cazuri din bolile hepatice, iar altd cercetare din India de Sud
a raportat 15-20 de cazuri noi de BW, fenotip neurologic, in fiecare an [21]. Tn Statele Unite ale
Americii, frecventa purtatorului este de 1:90 de persoane, iar prevalenta BW este de 1:30000 de
persoane [20]. Cercetari de prevalenta in America de Sud nu au fost inregistrate, doar studii mici
[22] si un prim-studiu retrospectiv ce descrie pacienti cu BW care traiesc in sudul Braziliei, insa
in 74.5 % pacientii aveau un strimos european [23]. In Africa, nu exista date epidemiologice
exacte, deoarece este rar diagnosticata si raportata, cu exceptia tarilor din Africa de Nord [24],
unde consangvinitatea este comuni si aceastd tulburare este frecvent intalnita [25]. Insa, sunt
declarate cazuri unice in cateva tari africane Sub-Sahariene: Etiopia [25, 26], Senegal [27], Nigeria
[28], Kenia [29]. In lumea araba, Liban, Egipt, Arabia Saudita si Oman, putine studii despre BW
au fost publicate [30] (anexa 1).

In tarile vecine, Romania [31-33] si Ucraina [34, 35], nu au fost inregistrate date statistice
exacte, fiind publicate doar studii mici. De asemenea, a fost descrisa o zona montana izolata din
Romaénia cu cea mai mare prevalenta a bolii raportata vreodata - 1:1130 persoane [7]. Frecventa si

distributia mutatiei ATP7B la pacientii din Republica Moldova nu este cunoscuta cu certitudine.

1.1.2. Gena si proteina ATP7B: arhitectura moleculara si rolul
Gena ATP7B este situata pe bratul lung al cromozomului 13 (13q14.3). Este formata din 20
de introni (secvente nucleotidice necodificatoare) si 21 de exoni (secvente nucleotidice
codificatoare); avand o lungime genomica de aproximativ 80 kb. Este exprimata cel mai mult in
ficat, dar poate fi gasita in rinichi, placentd, glande mamare, creier, retind si plamani [52]. Gena

codifica structura unei proteine transportatoare de Cu Py - tip ATP-aza, numita oficial ATP7B, ce
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transportda Cu intracelular (figura 1), iar mutatiile din cadrul genei provoaca sinteza unei proteine
defecte sau afunctionale. In prezent, ATP7B este singura gend cunoscuti ci poate provoca BW
[54].

Proteina ATP7B (cunoscuta si ca Wilson ATP-aza) apartine clasei 1B a superfamiliei de ATP-

aze (proteine ce catalizeaza descompunerea adenozin trifosfatului) de tip P foarte selective si are
un rol primordial in transportul intracelular al ionilor de Cu [55]. In pofida importantei sale
fiziologice, activitatea biochimica si reglarea functionald a proteinei ATP7B sunt limitate, iar
acest lucru se datoreaza organizarii sale sofisticate de tip multidomeniu [1].

Proteina este compusa dintr-un singur lant polipeptidic pliat in mai multe domenii functionale,
ce contine 1465 aminoacizi, fiind localizata ntracelular, preponderent in partea trans a
complexului Golgi, transmembranar [1, 56]. Portiunea membranara a ATP-azei contine domeniul
M, care este compus din opt canale ionice transmembranare hidrofobe (TM1-TMS) si reprezinta
mai putin de 20% din masa moleculara a acesteia. Cea mai mare parte (aproximativ 80%) a masei
proteice este expusa in citoplasma si include noud domenii: 6 MBDs, domeniu N, A, P si capatul
C-terminal (-COOH). Capetele C-terminal si N-terminal se intalnesc la toate proteinele; domeniu
N, A si P sunt comune pentru toate ATP-azele de tip P; iar MBDs este componentd specifica
proteinei ATP7B [55].

MBDs cuprinde sase domenii care leagd Cu, numerotate de la 1 la 6 incepand cu capatul N-
terminal (NH2) a lantului polipeptidic, unite prin secvente de linker. Linker-ul contine locusuri
pentru fosforilare si participd in miscarea intracelulara a proteinei ATP7B. Domeniul A

(,;actuator”) — prima bucla citoplasmatica, coordoneaza schimbarile conformationale in timpul

Domentul de legare a Cu ++ Domeniul membranar 1-6 Domeniul de fosforilare  Domeniul membranar 7-8

Gena ATPTB I

Proteina ATPTB .~ >
Membrani . T T T
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Figura 1. Gena ATP7B si proteina ATP7B

Adaptat dupa: Fanni D. et al. Expression of ATP7B in normal human liver. Eur J Histochem; 2005 [53].
Nota: PD — domeniul fosfatazei, Cu — cupru, Tm — transmembranar
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catalizei; domeniul P — a doua bucla citoplasmatica, responsabila de fosforilare catalitica si
contine un aspartat rezidual neschimbat la pozitia 1027 (Asp1027) fosforilat tranzitoriu in timpul
hidrolizei adenozin trifosfatului (ATP); domeniul N — a treia bucla citoplasmatica, include
domeniul de legare a nucleotidelor - ATP (a nu se confunda cu capatul N-terminal). Capatul C-
terminal se considerd implicat in interactiuni de reglementare cu alte regiuni ale proteinei si
contine semnalul trileucina (1454LLL1456), acesta fiind recunoscut de complexele proteice
adaptoare de clatrind (AP) in procesul de transportare intracelulara a Wilson ATP-azei [57].
Fiecare domeniu functional contine secvente unice de aminoacizi (,,motif”), cum ar fi in
domeniul N — SEHPL, in domeniul P — DKTGT (Asp1027), in domeniul A — TGEA, in domeniul
M, TM6 — CPC, capatul C-terminal — LLL, iar in domeniul MBD cele sase locusuri de legare a
Cu, contine fiecare secventa repetitiva GMXCXXC. Toate acestea secvente amino unice au un rol

important in procesul de transportare a Cu, iar mutatiile lor sunt asociate cu aparitia BW. [54]

1.1.3. Rolul proteinei ATP7B 1n ficat si consecinte ale disfunctiei ei

ATP7B este exprimat cel mai mult in hepatocite. Rolul ATP7B in fiziologia ficatului este
bine stabilit: de biosinteza si homeostazie. Cu absorbit din alimente este directionat mai inti catre
ficat, unde este procesat de hepatocite. In conditii de echilibru, ATP7B hepatic isi exercitd in
primul rand ,,functia biosintetica”, adica asigura transportul Cu in lumenul complexului Golgi si
il incorporeaza in apo-Cp, o feroxidaza sintetizatd de novo in nucleu. In hepatocite, apo-Cp este
principalul substrat care primeste Cu de la ATP7B, iar capacitatea Cp de a lega sase atomi de Cu,
proces dirijat prin oxidarea Fe?* spre Fe*, o face si fie depozit major de Cu in sange. Dupi
achizitionarea Cu, Cp este eliberata in fluxul sistemic (anexa 2). [58] Chiar daca 85% - 95% din
Cu plasmatic este fixat in Cp, Cu se considera a fi doar un cofactor pentru Cp, la fel ca si pentru
diverse altele metaloenzime [59]. Sunt unele studii ce sugereaza ca, in afara de Cp, Wilson ATP-
aza transfera Cu la omologul Cp, hephaestin, in enterocite. Aceasta proteina este implicata in
captarea Fe 1n intestin, iar, aparent, pierderea functionald a ATP7B in BW nu suprima in mod
substantial functia ei, deoarece Menkes ATP-aza (ATP7A) exprimata in enterocite poate livra Cu
la hephaestin [60]. Ficatul este responsabil de mentinerea echilibrului sistemic de Cu. Wilson
ATP-aza joacd un rol cheie in excretia excesului de Cu din hepatocite in bila, datorita abilitatii de
a se deplasa intre diferite compartimente intracelulare, ca raspuns la modificarea nivelului de Cu
in interiorul celulei. Cand cresc nivelurile sistemice de Cu si mai multi ioni intrd in hepatocite,
aceastd cauzeaza relocarea rapida a proteinei ATP7B sub forma de vezicule citre membrana
canaliculara, unde se acumuleaza si faciliteaza sechestrarea surplusului de Cu. Ulterior, veziculele
care contin ATP7B si ioni de Cu, fuzioneaza cu membrana pentru a elibera continutul lor in bila.
Astfel, Cu este eliminat prin bila, iar enzima este recaptata prin endocitoza [58]. Cand nivelurile
intracelulare de Cu se reduc, ATP7B se reintoarce in complexul Golgi, unde revine la sarcinile
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sale de biosinteza. Coordonarea acestui proces nu este cunoscut pe deplin. Recuperarea ATP7B
din regiunea apicala a hepatocitului (canaliculard) si transferul acesteia de la endozomi la Golgi
si invers, se bazeazd pe complexele proteice adaptoare de clatrind (AP), AP1 si AP2. Unele
mutatii, fie in ATP7B, fie In componentele ,,masinariei” endocitare, blocheaza intoarcerea ATP7B
la complexul Golgi si compromit homeostazia Cu. Cu eliberat in bild nu este biodisponibil pentru
recaptare in tractul gastrointestinal si este eliminat prin masele fecale. Astfel, ficatul joaca un rol
major in excretia biliard a Cu, in timp ce rinichii prezintd un rol secundar in excretia lui. [60]
Odata cu cresterea concentratiei de Cu in interiorul hepatocitului, proteina ATP7B devine inactiva
fiind directionatad din complexul Golgi spre endozom/lizozom pentru a fi hidrolizata/distrusa [1].

Expresia ATP7B in alte organe este mai mica in comparatie cu cea din ficat; cu toate acestea,
se cunosc anumite structuri si/sau celule specializate, in care ATP7B este foarte abundenta, precum
locus coeruleus din trunchiul cerebral, neuronii Purkinje din cerebel si celulele din criptele
intestinului subtire [61, 62]. Date despre rolul in tesuturile extrahepatice sunt limitate. Unele studii
recente sugerand ca functiile extrahepatice pot fi diferite de cele hepatice, de exemplu, depozitarea
Cu in vezicule [61].

Astfel, reiesind din cele expuse anterior, inactivarea proteinei ATP7B in BW duce la excretia
biliara deficitard a Cu, ceea ce cauzeaza supraincdrcarea ficatului si a altor tesuturi, precum si
incdrcarea ineficientd a Cp cu Cu. Un defect in incorporarea normald a Cu in Cp duce la secretia
peptidei fara Cu, ce are un timp de injumatadtire mai scurt, astfel rezultdnd o concentratie
plasmatica redusa (anexa 3). [62] Cauza principala a aparitiei semnelor clinice sunt modificarile
patologice declansate de efectele toxice ale excesului de Cu acumulat in tesuturi, si anume
provocarea stresului oxidativ intracelular cu deteriorarea lipidelor, proteinelor, moleculelor de
ADN si ARN, deteriorarea mitocondriilor, iar la final, inducerea apoptozei celulare [63].

Din cauza ca ficatul este locul principal de depozitare a metalului si fiind implicat in efluxul
biliar al excesului de Cu, leziunea hepatica este cea mai frecventd manifestare a BW. De fapt,
chiar si bolnavii cu manifestare neurologicd a bolii acumuleaza in exces Cu 1n ficat si mai mult de
jumatate dintre ei se prezintd cu cirozd hepatica. La pacientii cu BW, de obicei, concentratia
hepatica a Cu este crescuta de aproximativ 5 ori (peste 250 mg/g), mai mare comparativ cu 15-55
mg/g la persoanele sdnatoase; Cu fiind distribuit intracelular neomogen si cu o localizare variata
in dependenta de stadiul bolii. Steatoza hepatica, rezultatd in urma distrugerii mitocondriale si
dereglarii metabolismului lipidic, induce modificari inflamatorii (hepatitd), iar persistenta
factorului toxic provoaca leziune cronica hepaticd si necroza celulara, in consecintd cu initierea
procesului de fibrozare a ficatului. [62, 63] Ca rezultat al progresiei fibrozei hepatice, se dezvolta
ciroza macronodulara. In cazul cAnd BW nu este tratata, capacitatea de stocare a hepatocitelor se

reduce semnificativ, astfel, se mareste concentratia serica de Cu liber, ceea ce duce la acumularea
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progresiva in alte organe, in special in creier, ochi, rinichi, oase si inimd, exercitand toxicitate
extrahepatica [63].

Concentratia Cu in creierul pacientilor Wilson poate atinge valori de 10-15 ori mai mare (pana
la 450 mg/g) decéat 7-60 mg/g la grupul de control; acest lucru fiind confirmat intr-un studiu post-
mortem al creierului la pacientii cu BW, astfel, relevand o asociere clard intre continutul cerebral
de Cu si severitatea bolii neurologice [63]. Expunerea pe termen lung la concentratii mari de Cu
are ca rezultat modificari morfologice si afectare functionala a astrocitelor. Astrocitele formeaza
o parte importanta a barierei hemato-encefalice si sunt esentiale pentru homeostazia neuronala.
Nivelurile crescute de Cu din tesut si alterarea micromediului cerebral, cauzate de deteriorarea
astrocitelor, conduc la implicarea altor celule si tesuturi ale creierului, inclusiv neuroni si
oligodendrocite. Modificarile patologice, precum astroglioza, demielinizarea si dezintegrarea
tesuturilor (de la rarefactie usoara la necroza) sunt cel mai frecvent raportate in ganglionii bazali,
cerebel si partea superioard a trunchiului cerebral [64]. Pe langé leziunile cauzate de toxicitatea
Cu, encefalopatia hepatica poate contribui la simptomele neuro-psihiatrice in BW, unde disfunctia
creierului este cauzata de insuficienta hepatica si/sau suntul portosistemic [62]. Anomaliile
morfologice si functionale ale retinei din BW sunt asociate cu severitatea patologiei cerebrale
detectate prin rezonanta magnetica nucleara (RMN) si cu deteriorarea neurologica [64].

Procesul fiziopatologic de afectare a altor organe a fost mai putin investigat, dar se
considera ca eliberarea rapida a Cu in rezultatul necrozei In masa a hepatocitelor poate duce la o
crestere considerabild a nivelului de Cu in sange in doar cateva zile, prin urmare, poate mima o
intoxicatie acuta cu ioni de Cu. Aceasta se manifesta prin anemie hemolitici Coombs-negativa
(non-autoimuna) asociata cateodata cu rabdomioliza, mecanismul lor fiind neinteles in totalitate.
[63] Cu seric liber sau Cu nelegat de Cp este filtrat de epiteliul tubilor renali si excretat prin urina,
iar in cazul BW, excesul de Cu in parenchimul renal cauzeaza disfunctia tubilor renali,
aminoacidurie si nefrocalcinozd [65]. Acumularea Cu in membrana sinoviald si cartilaj a fost
sugerata ca fiind cauza majora a osteoartritei la pacientii cu BW si poate contribui la modificari
degenerative accelerate cu deformari, care afecteaza in special articulatiile mai mari, de asemenea
fiind observate si modificari patologice in oase, precum osteomalacia si osteoporoza [66].
Depozitarea Cu in miocard este asociatd cu cardiomiopatie si aritmie, iar la examenul
histopatologic al tesutului cardiac se evidentiazd fibroza interstitiald, scleroza vaselor mici si

infiltratie focala a celulelor inflamatorii [67].
1.2. Variabilitatea genetica in boala Wilson

Mutatiile la nivelul genei ATP7B pot aparea in orice loc a genei - exoni, splicing site (zonele

de limitd intron/exon), introni, promoter, regiuni netranslate 5 (UTR5) si 3’(UTR3). Cele mai
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frecvente mutatii sunt localizate la nivelul exonului 8 (p.R778L) si exonului 14 (p.H1069Q). Cu
toate acestea, au existat rapoarte ale persoanelor cu diagnostic de BW in baza testelor clinice si
biochimice, insa fara mutatii depistate. Astfel, a fost sugerata implicarea unei altei gene care ar
putea cauza BW, dar pana la momentul actual nu a fost identificata o altd gend. Cea mai frecventa
mutatie este de tip substitutie missense, alte variante intalnite sunt: frameshift, substitutie nonsens
si de tip splicing [68] (anexa 4 [69-71] ). In general, mutatia frameshift si missense sunt asociate
cu un fenotip mai sever. Sunt raportate si mutatii mai rare, precum de tip reglatoriu, deletia unui

exon intreg, prezenta a 3 variante patogene concomitente si disomii monogenice. [72]

Utilizdnd ghidurile Colegiului American de Geneticd Medicald si Genom (ACMG) si
Asociatiel Patologiei Moleculare (AMP), a fost creatd o sursd electronica relevanta clinic pentru
BW, ce cuprinde variante genetice ale genei ATP7B raportate pana in februarie 2019, selectate
manual din literaturd si din 6 baze de date oficiale internationale asociate cu BW. Sursa este

valabil la adresa http://clingen.igib.res.in/WilsonGen/. Asadar, baza de date formata include 3662

de variante genetice ale ATP7B, care pot fi se gasite in diferite locuri ale genei; dintre care 1458
s-au dovedit a fi unice. Variantele unice au fost clasificate dupa mai multe principii: tipul mutatiei
(substitutie, insertie, deletie, deletie/insertie), conform consecintelor functionale (frameshift,
Stoploss, Stopgain, Startloss, la nivel de introni si de tip splicing) si conform ghidului ACMG
(variantd patogena, probabil patogena, benigna, probabil benigna, cu semnificatie necunoscuta).

[73]

Mutatiile la nivelul secventelor amino unice, localizate in diferite domenii ale proteinei
ATP7B, determina aparitia BW. His1069Q — reprezintad cea mai cunoscuta mutatie, cu o frecventa
a alelei in populatia generala ce variaza intre 10-40%, iar in populatia europeana fiind de 30-70%.
[74] Ea apare la nivelul secventei SEHPL din domeniul N prin substitutia histidinei— acid
glutamic din pozitia 1069 al lantului polipeptidic ATP7B, rezultdnd o pliere gresita a proteinei in
acest domeniu, cu fosforilarea anormala in domeniul P si o afinitatea redusa fata de ATP, o
proteind termic instabild si localizata aberant, nu in complexul Golgi, dar in reticulul
endoplasmatic [52, 54]. Alte variante patogene la nivelul acestei secvente sunt - E1064A (afectand
proteina prin imposibilitate de a lega molecula de ATP), G1099, G1101 si 11102 [75].

Mutatia la nivelul DKTGT — nu permite relocarea proteinei spre locul de excretie biliard a Cu,
respectiv cu acumularea lui intrahepaticd; mutatia in TGEA — inhiba recuperarea proteinei din
citosol in complexul Golgi, cand nivelul de Cu se reduce; mutatia in CPC — C985T - duce la
pierderea completa a activitatii de transport al Cu. Segmentul proteic 37SFAFDNVGYEG45
(situat chiar inainte de MBDI1) interactioneaza cu domeniul N si directioneaza proteina ATP7B

catre regiunea apicald a hepatocitelor pentru a asigura excretia biliara a Cu la cresterea
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concentratiei lui, iar mutatia N41S din acest segment modificd comportamentul intracelular al
proteinei, provocand traficul de vezicule chiar si atunci cand Cu nu este ridicat, in plus afecteaza
si tintirea suprafetei canaliculare. [76] Mutatii de tip missense la nivelul MBDS5 si MBD6, sunt
asociate cu aparitia BW, iar modificarea serinei—alanina, aminoacid localizat intre MBD3 si
MBD4 induce redistribuirea proteinei ATP7B catre endo/lizozomii periferici, in mod normal acest
site favorizand localizarea ATP7B in complexul Golgi [63]. Prezenta mutatiilor la nivelul linker-
ilor din MBDs cauzeaza BW; de exemplu, in MBD1-MBD2 linker - substitutia R136W; in MBD3-
MBD4 linker - mutatia G333>R; in MBD4-MBD5 linker - mutatia A486S; in segmentul ce
conecteazda MBD6-TML1 - un grup de mutatii H639Y, L641S, D642H si pMet645Arg (cea mai
frecventa varianta patogend de tip missense in Spania 27%) [16]. Mutatii care apar aproape de
capatul N-terminal pot duce la blocarea completa a sintezei de proteina, acest lucru fiind asociat
cu o evolutie severa a BW [76]. Mutatii la nivelul LLL asociate cu BW nu au fost depistate, totusi,
mai multe mutatii care cauzeaza BW duc la fragmentarea regiunii C-terminale care contine LLL,
iar acest lucru probabil si afecteze recunoasterea ATP7B de citre proteinele adaptoare. In
consecintd, proteina ATP7B mutantd rdméane blocata periferic, fiind suprimata recuperarea ei in
reteaua trans-Golgi. [63] Mutatii de tip missense T1434M sau QI399Rfs in secventa
1450DKWSL1454 din capatul C-terminal, la fel sunt asociate cu BW [77]. Pacientii cu BW se
prezintd cu o heterogenitate geneticd in diferite rase si regiuni geografice. De exemplu, mutatia
H1069Q a ATP7B este mai raspandita la pacientii de origine europeand, cum ar fi cei din Italia,
Romaénia si Suedia, 1n timp ce mutatia R778L este mai frecventa in Asia de Est, insd nici una dintre
aceste doud mutatii nu au fost gasite in India, unde au fost identificate alte 17 mutatii noi. Teoretic,
un spectru complet al mutatiilor ar fi util in stabilirea diagnosticului pre-simptomatic pentru
pacientii cu BW; totusi, datorita variabilitatii mutationale si heterozigocitatii genei ATP7B, este

dificil sa utilizez mutatia ca un instrument de diagnostic [78].

Conform datelor publicate de Hlistun V. si colegii [79], a unei evaluari clinico-moleculare la
120 pacienti cu BW din Republica Moldova (40 pacienti examinati genetic in Germania, iar 80 —
in cadrul Centrului Genetic din Republica Moldova), au fost identificate 18 mutatii diferite dintre
care 4 variante noi, cele mai frecvente variante patogene fiind p.H1069Q (exon 14) si p.G1314D

(exon 20), iar la 13 pacienti reevaluati in Germania nu s-a determinat nici o mutatie.

1.3. Polimorfismul fenotipic in boala Wilson

Varsta de debut depinde de tipul de mutatie si de gradul de afectare a functiei proteinei ATP7B,
mutatiile din regiunile importante din punct de vedere functional sunt asociate cu evolutie severa,

debut precoce si o prezentare hepatica predominantd, in timp ce mutatiile din regiunile mai putin
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importante ale genei sunt asociat cu debut tardiv si o prezentare predominantd neurologica sau

psihiatrica [1].

Expresia bolii este foarte variabila, variind de la subiecti asimptomatici la pacienti cu boala
hepatica severa [80]. Varianta simptomatica se prezinta cu fenotip hepatic, neurologic-psihiatric
sau mixt, avand 1n vedere ca predomind leziunea hepatica si cerebrala, dar pot fi implicate si alte
organe, precum inima, rinichii, sistemul osteoarticular, glandele endocrine, organele genitale si
pielea [63, 81]. Varianta silentioasa (fara simptome: aparent bine) include acei pacienti descrisi
conventional ca asimptomatici sau presimptomatici (presupune ca boala devine manifest clinic
mai tarziu), fiind identificati prin screening familial sau ocazional, in urma unei evaluari de rutina

sau a bolilor intercurente. [16]

1.3.1. Fenotipul hepatic

BW poate aparea la orice varstd, dar leziunile hepatice primare sunt cel mai frecvent
diagnosticate intre 5-35 de ani, desi pot aparea mai devreme sau mai tarziu [7]. Se intalneste cel
mai frecvent in adolescenta, dar au fost raportate afectare hepatica si la copii foarte mici (<5 ani)
[82]. Diversitatea bolilor hepatice la copii cu varsta mai mica de 5 ani cu BW este mai speciala,
deoarece se pot prezenta cu orice tipar clinic, de la forma asimptomatica la boala severa. Unii copii
sunt diagnosticati cu BW atunci cand au avut o problema de sanatate intercurente [12], altii sunt
depistati prin screening familial [83]. Analizadnd datele din registrul francez al bolii Wilson, care
cuprindea 604 pacienti, s-a observat cd 51,6% dintre pacienti la momentul diagnosticului aveau
pana la 16 ani; 47% au avut leziuni hepatice, 32.2% au avut un fenotip neurologic si 20.8% au fost

identificati in screening-ul familial [15].

Manifestarile hepatice reprezintd prima manifestare clinicd in 40-60% de cazuri si preced
aparitia simptomelor neurologice pana la 10 ani. Leziunea hepatica timpurie, presimptomatica se
manifestd cu un tablou nespecific pentru o perioadd lungéd de timp, fiind dificil de diferentiat de
alte patologii hepatice. [14] Astfel, fenotipul hepatic al BW se caracterizeaza printr-0 varietate
clinicd larga: forma asimptomaticda (cresterea transaminazelor, hepatomegalie si/sau
splenomegalie izolatd), boala cronica hepatica (BCH, steatoza hepatica/ steatohepatita, hepatita
acutd non-virald, hepatitd cronicd cu elemente similare hepatitei autoimune, cirozd hepatica
compensata sau decompensata) si insuficienta hepatica acuta (IHA) - insuficienta hepatica acuta

clasica Wilsoniana, IHA fara profil clasic, insuficienta hepatica acuta pe cronica (IHAC). [63]

Cercetarile pe un grup de 55 de pacienti din Romania, au evidentiat ca 25,4% dintre pacienti
prezentau boala asimptomatica, 52,8% prezentau BCH si 21,8% prezentau insuficienta hepatica

acutd [33]. Cercetarile din tara noastrd au relevat ca varsta medie la diagnostic a fost de 20,0 +
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1,25 ani (intervalul fiind intre 9-38 ani); durata de stabilire a diagnosticului variaza de la 6 la 36
de luni; 52,5% dintre pacienti au prezentat leziuni hepatice ca simptom clinic initial, iar la 72,5%
dintre pacienti au fost determinate manifestari hepatice precum ciroza hepatica, steatoza,

hepatomegalie, insuficienta hepatica [79, 84].

Majoritatea pacientilor cu simptome neurologice pot avea un anumit grad de afectare a ficatului
la debutul clinic. Durata de timp de la aparitia simptomelor pana la stabilirea diagnosticului este
de 2-3 ori mai mare la pacientii cu un fenotip neurologic decat la cei cu leziuni hepatice (44,4 luni
fata de 14,4 luni) [85], ceea ce denota ca simptomele neurologice pot fi subtile si usor omise de
catre pacient si specialist, Tn timp ce evolutia rapid progresiva a bolii la pacientii cu manifestari

hepatice conduce la initierea evaluarii paraclinice cu identificarea modificarilor specifice BW.

Confirmarea diagnosticului nu trebuie sd excluda coexistenta altor boli hepatice, iar abordarea
complexa si sistematicd a pacientului previne intarzierea diagnosticului, aparitia de leziuni
ireversibile cu insuficientd de organ si administrarea de terapii ineficiente. [2] Vigilenta redusa in
cazuri clinice speciale poate duce la mai multe situatii. In primul rand, prezenta simultana a unei
alte boli poate intarzia diagnosticul de BW, cu afectare progresiva a ficatului. In al doilea rand,
boala hepaticd concomitentd netratata tintit poate duce la agravarea leziunilor in ciuda
tratamentului adecvat cu chelatori pentru BW. Tn al treilea rand, pacientul cu BW poate fi
supradozat cu agenti chelatori care poate dezvolta deficit secundar de cupru si diferite efecte

secundare, in timp ce boala concomitenta raimane nerecunoscuta [17, 86].

In Republica Moldova, nu existi o statistica oficiald a manifestarilor hepatice in BW. Insa sunt
studii mici care evidentiaza prezenta leziunilor hepatice in 72,5+7,06% (29/40 pacienti),
reprezentatda de ciroza hepatica, steatoza hepatica, hepatomegalie, splenomegalie si insuficienta
hepatica. Ca manifestare primara, fenotipul hepatic a fost intalnit la 52.5+7,89% (21/40 pacienti).
[87, 88]

Forma acutd a BW afecteaza in mod predominant copiii sau adultii tineri si se poate dezvolta
ca hepatita acutd non-virala, IHAC sau IHA. Simptomele comune la copii sunt adesea nespecifice,
variind de la oboseald, anorexie, greata, varsaturi si scadere in greutate pana la dureri abdominale
si icter. Icterul este tipic mai mult pentru decompensarea BCH sau din cauza hemolizei
intravasculare asociate cu insuficienta hepatica acuta clasica Wilsoniana. [77, 89] Hepatita acuta
Wilsoniana este mai frecventa la femeile cu un raport femeie-barbati 2:1 in unele serii si chiar mai

mare 1n altele, posibil datorita factorilor hormonali. [90]
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Tabelul 1. Diagnosticul diferential intre tipurile de IHA asociate cu boala Wilson [91, 92]

IHA clasica Wilsoniana IHA fara profil clasic IHA pe cronica

Icter Icter In prezenta unei BCH
avansate

Anemie hemolitica Coombs Coagulopatie Indusa de infectii recurente,

negativa moderat — severa hipotensiune, stoparea
terapiei specifice, agravarea
BW

Fosfataza alcalina scazuta Encefalopatie hepatica

Citolizd minimal —
moderata
Coagulopatie

Encefalopatie hepatica

Leziune tubulard acutd cu
insuficientd renala acuta

Leziunea hepatica acuta este o afectiune in care pacientii dezvolta coagulopatie, fard alterarea
constientei, in timp ce in IHA se dezvolta atat coagulopatie, cat si alterarea constiintei. Dhawan si
colegii [93] au raportat ca 2 din 15 pacienti care au decedat au avut leziune hepatica acuta, ceea ce
subliniaza necesitatea de a identifica Tn stadiu incipient fara encefalopatie si de a initia procedurile
pentru transplant hepatic (TH). Orice tip de IHA este o urgentd medicala si este esentiala sa fie
diferentiate (tabelul 1), deoarece algoritmul de ingrijire si de tratament diferd. Stabilirea
diagnosticului de IHA asociatd cu BW este o adevarata provocare medicald din cauza rezultatelor
paraclinice incerte, timp limitat, precum si absenta de criterii sensibile si specifice pentru
diagnosticarea rapida. [94] IHA asociata cu BW reprezinta aproximativ 6-12% din toate cazurile

trimise la TH urgent, care reprezinta adesea singura optiune de terapie [2].

Hepatita cronicd poate evolua sub masca de ficat steatozic non-alcoolic sau hepatita

autoimuna [95]. Fiind caracterizata printr-un proces inflamator activ, poate evolua in timp spre
fibroza avansata cu impact negativ asupra prognosticului pacientului. Evolutia clinica este dificil
de diferentiat de cea observata in hepatitele cronice de alte cauze, iar rezultatele biochimice

nespecifice asociate cu modificari la limita ale metabolismului Cu pot duce la un diagnostic

intarziat. [2, 4]

Steatoza hepatica si BW. Studiile comparative, intre steatoza metabolica si cea secundara

BW, au aratat ca severitatea steatozei hepatice creste odata cu cantitatea de Cu din tesutul hepatic,
respectiv steatoza hepatica in BW nu este indusa de conditiile metabolice asociate, ci direct de
acumularea de Cu, desi nu au fost excluse si implicarea dereglarilor metabolice [96]. Un studiu
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recent pe 98 de pacienti caucazieni cu BW, a evidentiat implicarea alelei G a polimorfismului
genetic din rs738409 in domeniul fosfolipazei de tip patatind care contin 3 gene (PNPLA3) in
dezvoltarea steatozei hepatice asociate cu BW, ca predictor independent al steatozei de grad
moderat — Tnalt [97].

Hepatita autoimuna si BW. Unii pacienti cu BW pot prezenta criterii de diagnostic pozitive
pentru hepatita autoimuna de tip 1, cum ar fi citoliza, anticorpi anti-nucleari (ANA) pozitivi si/sau
anticorpi antimuschi netezi (ASMA), precum si modificari histologice asemanatoare, insa, in
comparatie cu pacientii cu hepatitd autoimuna, raspunsul la tratamentul cu corticosteroizi este slab.
Aparitia autoanticorpilor nu este cunoscutd, posibil ca o consecintd a necrozei hepatocitelor sau ca
o boald concomitentd, dar o astfel de asociere intarzie de obicei diagnosticul de BW. Coexistenta
BW si hepatitd autoimuna este rard, dar la necesitate se recomandd terapia combinatd cu

prednisolon si D-penicilamina. [98]

Diagnosticul diferential intre bolile hepatice colestatice si BW reprezintd o adevarata

provocare datorita asemanarilor clinice si de laborator. Se stie ca sindromul colestatic, in special
colangita sclerozanta primard, se poate manifesta cu acumulare sistemica secundarda de Cu,
asociata cu modificari ale parametrilor metabolismului lui. Este important de mentionat ca in BW,
nivelul de Cp este semnificativ redus in comparatie cu bolile colestatice (6 vs. 16 mg/dL), Cu
urinar in 24 h este mult mai crescut (322,3 vs. 74,5 pg/zi) si dupa initierea terapiei cu chelatori, se

observa o scadere a continutului de Cu hepatic si nivelul Cp poate scadea mai mult. [99]

Ciroza hepatica in BW. Meta-analiza lui Roberts E.A. si coautorii, care au investigat datele

din 12 studii a estimat ca prevalenta cirozei a fost de 34% la pacientii cu BW [100]. Simptomele
clinice ale BW, in special manifestarile hepatice, sunt adesea prezente in prima decada de viata,
iar cele mai multe apar intre 5-35 de ani. Ca rezultat, BW cauzeaza frecvent ciroza la copii si adulti
tineri. lar in unele regiuni, in special Iran si India, BW s-a dovedit a fi cauza principald a cirozei
la copii [101]. In general, ciroza este caracterizata prin hipertensiune portali si disfunctie hepatica,
ducand la varice esofagiene, splenomegalie, ascitd si leziuni hepatice [11]. Pacientii cu BCH
avansata trebuie sa fie evaluati frecvent pentru identificarea precoce a decompensarii [63], dar si
pentru procese neoplazice hepatice [102]. Tntr-o cohorta mare austriaca, ce a inclus 229 de pacienti,
s-a observat ca odata cu intarzierea diagnosticului s-a redus si rata de supravietuire, iar prezenta
cirozei la momentul diagnosticului a fost cel mai bun predictor al mortalitatii. De asemenea, ciroza
a fost prezenta in 47% din cazuri (66/140 pacienti) cu fenotip hepatic, in 34% din cazuri (21/61

pacienti) cu fenotip neurologic, si 9% din cazuri (2/23 pacienti) la cei asimptomatici. [103]

Tumorile maligne hepatobiliare Tn BW sunt identificate mai rar, iar riscul de dezvoltare nu

este clar definit, chiar si la pacientii cirotici. [102] Un studiu de cohorta retrospectiv olandez a

26



constatat ca incidenta anuald a carcinomului hepatocelular in BW este de 0,09% la toti pacientii si
0,14% la cei cu ciroza, prin urmare supravegherea in dinamica a cancerului la pacientii cu BW nu
este recomandata, cu exceptia cazului in care existd factori de risc suplimentari (de exemplu,

anamnestic agravat, hepatita virale, consum de alcool) [104].

Majoritatea pacientilor asimptomatici sunt identificati prin screening-ul familial, ce
permite initierea precoce a tratamentului. Datorita constientizarii acestei boli in practica medicala
si a efectuarii de rutina a testelor functionale hepatice a crescut rata de diagnosticare a BW, la
etapa asimptomatica [33]. Semne clinice de boala hepaticd manifesta la acesti pacienti nu sunt
observate, uneori hepatomegalie usoara si/sau splenomegalie izolatd pot fi unicele constatari la
examenul fizic, insa la testarea paraclinica pot fi prezente unele anomalii ale testelor hepatice.

Pana la 11% dintre pacientii asimptomatici aveau BCH avansata nediagnosticat anterior [105].

Pacientii asimptomatici reprezinta o adevarata provocare in diagnosticarea BW, deoarece pot
prezenta modificari asimptomatice ale testelor hepatice, dar cu valori normale ale unor teste ale
metabolismului Cu, ceea ce reduce acuratetea scorului Leipzig. Diagnosticul de BW la pacientii
asimptomatici cu modificari minime ale metabolismului Cu sau la pacientii supraponderali/obezi
cu steatoza hepatica trebuie reevaluat prin examen histologic si teste genetice, pentru a exclude un
fenotip usor sau o interventie a genei modificatoare care regleaza metabolismul Cu in prezenta

unei proteinei defectuoase ATP7B. [96]
1.3.2. Fenotipul neuro-psihiatric

Dupa manifestarile hepatice, cele neurologice sunt cel mai frecvente simptome clinice Tn BW.
Fenotipul neurologic ca prezentare initiala apare in 18-68% de pacienti (in dependenta de centrul
de referintd) cu media varstei de debut 20-30 ani. La adulti cu debut neurologic, afectarea ficatului,
este de obicei prezentd simptomatic sau asimptomatic. [63] Simptomele neurologice incipiente
sunt de obicei subtile si nespecifice. Frecvent fiind raportat dificultdti de concentrare, lipsa de
coordonare, modificari ale scrisului, vorbire neclara cu salivare; deseori semnele clinice sunt
catalogate drept stari de somatizare sau psihogene. La pacientii netratati evolutia este progresiva

cu agravarea statutului neurologic. [106]

Date statistice exacte ale leziunilor neurologice in BW nu au fost inregistrate in tara noastra,
insd unele cercetari raporteaza prezenta afectarii neurologice in 95% (38/40 pacienti). Astfel, la
debutul bolii au fost inregistrate urmatoarele simptome: tremorul (72,5+7,06%, 29/40 pacienti),
dizartrie (67,5+7,41%, 27/40 pacienti), distonie (57,5+7,82%, 23/40 pacienti) si parkinsonismul
(25,0+6,85%, 10/40 pacienti), Insa 0 data cu progresia maladiei au fost relevante si alte semne
clinice, precum coreea, atetozis, mioclonus, convulsii, ataxia, semne piramidale, hipersalivatia si

leziuni oculare. [87, 88]
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Parkinsonismul este raportat la 19-62% dintre pacientii cu BW. Acest sindrom include
rigiditate, tremor de repaus, bradikinezie si dezechilibru postural, simptomele fiind deseori
asimetrice. [107]. Din punct de vedere patologic, dezvoltarea parkinsonismului la pacientii cu BW
este legata de acumularea de Cu si aparitia de leziuni la nivelul ganglionilor bazali si a substantei
negri. Din 364 de participanti diagnosticati cu BW, 127 au raportat simptome de parkinsonism. La
RMN, din cei 364 de participanti, 81.9% prezentau defecte la putamen, 32.3% la nucleul caudat si
26.4% la nivelul puntii [108].

Tremorul este cel mai notabil simptom ce apare pana la 55% dintre pacienti la debut si este
prezent aproximativ in 90% dintre pacienti pe durata bolii. El este definit ca o miscare involuntara,
ritmica si oscilativa a unei parti a corpului, de obicei persistent si vizibil, cu o frecventd de 4-8 Hz
cu amplitudine variabila [109]. Tn BW, se distinge mai multe tipuri de tremor: postural, de tip
’batai de aripi” si de repaus. De obicei, incepe intr-un singur membru si se poate raspandi in cele
din urma la intregul corp. Un alt tip comun de tremor observat in BW este tremorul esential [110].
Un studiu a gasit asocieri intre tremor si atrofia cerebeloasa, precum si intre ataxie cu leziuni la
nivelul trunchiului cerebral, cerebel si cortexul cerebral. Studiul a mai constatat ca pacientii cu
varste cuprinse intre 11 si 20 de ani la inceputul bolii au avut un risc mai mare de a forma leziuni
talamice. In schimb, pacientii intre 21 si 31 de ani se asteapta mai mult s aiba leziuni cerebeloase

[111].

Ataxia descrie semnele si simptomele rezultate din afectarea cerebelului, prezent in 30% cazuri

de BW. Ea implicd anomalii ale posturii, mersului, disdiadocochinezie, dismetrie, hipotonie,
anomalii oculomotorii, tremor si tulburari de vorbire [112]. Ataxia cerebeloasd, in mod obisnuit
se asociazd cu alte manifestari neurologice [113]. In cazul cand este izolati, este necesar de

efectuat diagnostic diferential cu alte tulburari neuro-degenerative [114].

Distonia se caracterizeaza prin contractii musculare involuntare sustinut sau intermitent ce
produc misciri repetitive si posturi anormale. in BW, ea variazi de la forme usoare pani la cele
severe, manifestandu-se cu simptome focale (torticolis, blefarospasm, risus sardonicus, disfonie,
disartrie si disfagie), segmentare, multifocale sau generalizate. [115] Distonia se coreleaza cu

anomaliile imagistice vazute pe semnalul RMN 1in putamen [108].

Coreoatetoza este prezenta la 6 -16% dintre pacientii cu BW. Coreea se caracterizeaza prin
miscdri asemdnatoare dansului, cu contractii rapide si imprevizibile, de obicei in membrele distale,
insa pot fi implicate si membrele proximale, fata si trunchiul. Atetoza se defineste prin miscari

lente, involuntare care afecteaza extremitatile distale si alte parti ale corpului, cum ar fi fata.
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Termenul coreoatetoza este folositd, atunci cand miscarile coreice tipice coexista cu atetoza. [114]

S-a observat ca din 364 de pacienti cu BW, doar 8 pacienti prezentau coreoatetoza asociata [107].

Dizartria este aparent cel mai frecvent simptom neurologic al BW. Se manifesta la majoritatea
pacientilor cu fenotip neurologic si este cauzat de deteriorarea ganglionilor bazali, nucleii
cerebelosi, tracturile lor si cele cortico-bulbare. [107] Dizartria poate fi clasificata in tipuri
specifice, cum ar fi mixta neclasificata, ataxica, distonica si hipokineticd. Fiecare tip prezinta
simptome unice asociate cu structurile neurologice implicate. Dizartria mixta de tip neclasificata
se prezintd adesea cu manifestari distonice, hipokinetice si ataxie cerebeloasa. Dizartria de tip
ataxic prezintd simptome cerebeloase, In timp ce tipurile distonice si hipokinetice se asociaza cu

dizabilitati de miscare. [116]

Disfagia apare la aproximativ 18% dintre pacientii cu BW si la 50% dintre cei cu simptome
neurologice. Poate fi afectat orice faza a actului de deglutitie - orala, mestecarea, tranzitul bucal si
inghitirea in sine. Ea poate fi prezenta ca rezultat al deteriorarii tonusului muscular, necoordonare
st slabiciune a muschilor de deglutitie. Deoarece disfagia poate duce la aspiratie, pneumonie si
malnutritie, este necesar monitorizarea regulatd a pacientilor cu forma neurologica a BW. [114,

116]

Sialoreea se defineste ca un flux involuntar de saliva din gura, ce afecteaza aproximativ 70%
din pacientii cu neuro-BW. De foarte multe ori este consecinta disfagiei si/sau incapacitatea de a

retine saliva in interiorul gurii din cauza distoniei oro-faciale la pacientii cu ,,risus sardonicus”.

Alte simptome neurologice sunt cefaleea, ticurile, disfunctii oculomotorii si gustative,
neuropatie, epilepsia, hiperreflexia, convulsii, sindromul picioarelor nelinistite, tulburari de somn,
mioclonus. Totusi acestea manifestari, cu exceptia epilepsiei, care are o frecventa de 10 ori mai

mare ih BW comparativ cu populatia generala, sunt rare si nespecifice pentru aceastd maladie.
[114]

Manifestarile psihiatrice, de obicei, apar in a doua decadd a vietii si reprezinta o parte

semnificativa a prezentarii clinice In BW si se pot prezenta in orice moment al bolii; inainte (20%),
concomitent cu (30-64%) sau dupa diagnosticul si initierea tratamentului. Simptomele care apar
izolate, fard implicare hepaticd sau neurologica evidenta pot duce la diagnosticare gresitd. [116]
Totusi, cel mai frecvent se dezvoltd secundar deteriorarii neurologice si tind sa decurga
neobservate in stadiile incipiente, cauzand intarzierea diagnosticului. in adolescentd, se observi
des modificari de comportament, instabilitate emotionald, iritabilitate si performantd academica
joasa, in timp ce la adulti pot fi intdlnite tulburari de personalitate, de somn si cognitive, tulburari

bipolare (depresie, manie), anxietate, hipersexualitate, psihoza si schizofrenie. Alte simptome
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descrise includ: hiperactivitate, tulburari delirante, nevroze isterice, comportament suicidal,

halucinatii, abuz de alcool, catatonie, agitatie, agresiune. [118]

1.3.3. Leziunile oculare in BW

Inelul Kayser-Fleischer (IKF) se intalneste la 95 % de pacienti cu fenotip neurologic, 50
% la cei cu afectare hepatica, 20-30% la cei presimptomatici/asimptomatici [2, 119]. El consta
dintr-un depozit de Cu sub forma de inel in membrana lui Descemet, la linia lui Schwalbe. La
examenul cu lampa in fanta, IKF apare ca un inel cu o culoare maro-aurie, verde-aurie, verde-
galben, galben-auriu, bronz sau maro-roscat in zona limbici a corneei. In patogenia BW pot fi
implicate toate structurile oculare, inclusiv si miscarea globului ocular, astfel pot fi identificate si
alte manifestari, precum: cataracta de tip floarea soarelui, reducerea mobilitdtii ochiului,
nictalopie, neurita optica, strabism, apraxia deschiderii pleoapelor, pierderea raspunsului de

acomodare. [119]

Manifestarile sistemice aditionale sunt determinate de prezenta anemiei hemolitice
Coombs-negative asociata adeseori cu insuficienta hepatica acuta si afectarea altor organe (anexa
5). Insi, de obicei, sunt asociate cu fenotipurile prezentate, rar intalnite ca manifestare izolata. [63,
106, 120]

1.3.4. Clasificarea fenotipica in BW
Un grup de lucru al celei de-a 8-a intalniri internationale din Leipzig/Germania (aprilie, 2001)
privind BW si boala Menkes, au propus clasificarea pacientilor simptomatici corespunzator

organului predominant implicat si a tabloului clinic prezentat (tabelul 2). [89]

Tabelul 2. Clasificarea fenotipica in boala Wilson [89]

Prezentare hepaticd (H) — necesitd excluderea simptomelor neurologice prin efectuarea
examenului clinic neurologic detaliat la momentul diagnosticului.

H1 Hepatita acuta Debut acut cu icter la subiectii aparent sanatosi anterior, fie din
Wilsoniana cauza hepatitei, fie din cauza anemiei hemolitice Coombs-
negative sau asocierea ambelor. Poate progresa pana la

insuficientd hepaticd acutd ce necesita transplant hepatic de

urgenta.
H2 Hepatita Orice manifestare al bolii hepatice cronice, cu sau fard simptome.
cronica Poate progresa pand la sau chiar sd se prezinte ca ciroza
Wilsoniana decompensata. Diagnosticul se bazeaza pe evaludri standarde:

biochimice si/sau radiologice sau biopsie hepatica.

Prezentare neurologica (N) — pacientii cu simptome neurologice sau/si psihiatrice prezente la
momentul diagnosticului
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N1 Asociata cu De obicei, pacientii au ciroza hepatica la momentul diagnosticarii
boald hepatica afectarii neurologice. Boala hepatica cronicad poate preceda
simptomatica aparitia simptomelor neurologice de mai multi ani sau poate fi

diagnosticatd pe parcursul evaludrii clinice al pacientului cu
simptome neurologice.

N2 nu este asociata Documentarea  absentei unei  boli  hepatice  marcate
cu boala (steatoza/fibroza poate fi prezenta in orice timp) necesitd o biopsie
hepatica hepatica.
simptomatica

NX prezenta sau absenta bolii hepatice nu este investigata

Alte prezentari clinice (Others - O)

1.4. Identificarea corelatiei fenotip —genotip ale bolii Wilson

BW se caracterizeaza printr-o varietate mutationala inaltd si un tablou clinic imprevizibil, iar in
pofida raspunsului la tratament si a transmiterii autozomal-recesive, nu se cunoaste la moment
mecanismul diversitatii fenotipice. Cateva studii au incercat sa gaseasca o corelatie intre genotip
si fenotipul clinic, insd studiile recente pe un numdr mare de pacienti nu au identificat nici o
asociere. [123] Totusi, unele cercetari sugereaza o posibild interrelatie intre varsta de debut sau

tipul prezentarii clinice si un genotip specific [7].

Una din cele mai puternice corelatii genotip-fenotip In BW este ca mutatiile ce cauzeaza
pierderea functiei proteinei ATP7B, mai ales mutatiile de tip stop codon prematur (cu sinteza unei
proteine anormal de scurtd si instabild) si cele in regiunile importante din punct de vedere
functional, se asociazd cu o evolutie severa, un debut precoce si un fenotip predominant hepatic,
in timp ce mutatiile ce pastreaza partial functia de transport al Cu se prezinta cu o evolutic mai
usoard. Mutatiile punctiforme in regiunile mai putin importante ale genei sunt asociate cu un debut

tardiv si un fenotip predominant neurologic sau psihiatric [54].

Kalita J. si colegii [124], au observat cd majoritatea pacientilor cu mutatia p.R778L se prezinta
cu un fenotip hepatic si un debut mai precoce al bolii, in timp ce pacientii cu substitutia p.H1069Q
se prezintd cu un fenotip neurologic si un debut mai tardiv. IKF sunt mai frecvent intalnite la

momentul diagnosticului la pacientii homozigoti p.H1069Q decét la cei heterozigoti compusi.

Un studiu realizat de Cocos R. si colegii sai [7], a 2 familii mari din regiunea montana a
Romaniei, ce numara 50 membri - 7 afectati de BW, a raportat o concordantd intra-familiala
ridicata a pacientilor cu BW, cu o predictibilitate mai mare pentru prezentarea neurologica cu
acelasi set de caracteristici clinice la momentul diagnosticului si varstd identica la debutul bolii;

astfel de date fiind observate si de alti cercetatori. De asemenea, coexistenta mutatiilor de tip
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substitutie p.H1069Q si frameshift p.M769H-fs la pacientii heterozigoti compusi, a fost asociata
cu o varstd mai micd la debut, date ce coincid cu rapoartele anterioare privind varstele de debut
pentru pacientii homozigoti/heterozigoti cu p.H1069Q. Un studiu familial realizat de Chabik G. si
colegii [4], a evidentiat ca desi variaza tipul de prezentare clinica, fratii se prezintd cu acelasi
fenotip sau varsta la debutul bolii, in timp ce cercetarea efectuata de Czlonkowska A. si colegii
[9], nu arelevat nici o corelatie genotip-fenotip la fratii homozigoti/heterozigoti compusi cu aceiasi
mutatie sau gemenii monozigoti, studiile sugerand implicarea factorilor genetici si de mediu care

ar putea influenta fenotipul.

Mihaylova V. si colegii [125], in cercetarea lor ce include 123 pacienti cu BW din Bulgaria, au
observat lipsa unei corelatii la pacientii cu mutatia p.H1069Q de tip homozigot/ heterozigot
compus sau pacientii fara aceastd mutatie cu fenotipul neurologic. Mutatia p.H1069Q homozigota
a fost asociata cu fenotipul hepatic mai frecvent si prezenta semnificativ mai rara a IKF decét cu
mutatia p.H1069Q heterozigotd compusa si alte mutatii. In schimb, pacientii cu mutatia p.R616Q,
fie homozigot, fie heterozigot compus au avut semnificativ mai frecvent manifestari neurologice
si un nivel mai mare de Cp decat la homozigotii cu p.H1069Q si pacientii fara p.H1069Q; la toti
subiectii cu mutatia p.R616Q fiind depistat IKF.

Usta J. si colegii [74], evaludnd o familie libanezd de 76 membri, in care este prezenta
consangvinizarea, la 9 membri au diagnosticat BW. Toti 9 pacienti au avut mutatia €.2299insC, 5
fiind homozigoti, iar 4 - heterozigoti compusi cu p.Alal003Thr. Studiul a raportat o corelatie la
pacientii homozigoti €.2299insC cu boala hepaticd, iar la cei heterozigoti compusi ¢.2299insC/

p.Alal003Thr cu boala neurologica.

Rezultatele unei cercetari chineze efectuate de Cheng N si colegii sai [11], ce include 1222
pacienti cu BW a demonstrat ca mutatia p.Arg778Leu se coreleazd cu un debut la o varsta mai
tanara si cu niveluri mai scazute de Cp si Cu seric. Alte variante p.Arg919Gly si p.Thr935Met au
fost asociate cu niveluri mai mari de Cp, varianta p.Arg919Gly fiind corelata cu simptome
neurologice, in timp ce p.Thr935Met cu manifestari neurologice si viscerale combinate. Cu cat
impactul mutatiei este mai mare asupra structurii si functiei proteinei ATP7B, cu atat maladia

debuteaza mai precoce si cu un nivel redus de Cp serica.

Un raport realizat de Takeshita Y. si colegii [126], al 2 familii neinrudite din Japonia, in care
membrii de familie cu BW aveau mutatii similare ale genei ATP7B, a relevat ca toti membrii din
aceeasi familie s-au prezentat cu fenotipuri diferite si debut al bolii la varste diferite. Astfel, a fost
sugerat ca ar putea exista o diferenta In dominanta alelica (in mutatiile identificate), deoarece toti

pacientii din ambele familii s-au dovedit a fi heterozigoti compusi. Acest lucru a fost confirmat si
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de Sapuppo A. si colegii [127], in cazul a 2 surori cu BW, heterozigote compuse cu genotip similar
(c.3207C->A (p.H1069Q) / ¢.3904-2A->G), care s-au prezentat cu fenotipuri diferite atat la debut,
cat si pe parcursul bolii, fiind presupusi mai multi factori ce ar schimba evolutia bolii (initierea
terapiei la faza asimptomatica, diferente de stil de viatd, interventia posibila a genelor
modificatoare al metabolismului Cu). Yahata S. si colegii [10], au examinat 11 familii japoneze,
ce include 23 de frati diagnosticati cu BW si au raportat ca in 5 familii boala a decurs cu acelasi

fenotip, Tn timp ce in celelalte 6 familii cu fenotipuri diferite.

Cercetare efectuata in India de Santosh S. si colegii [128], a investigat impactul a 4 mutatii
diferite la membrii a 4 familii neinrudite (>1 membru afectat de BW), pacientii fiind evaluati in
vederea identificarii unor corelatii Intre genotip (tipul mutatiei, homozigot/heterozigot compus) si
fenotip (prezentarea clinicd, varsta debutului bolii/ varsta diagnosticarii, nivelul seric al Cp si Cu
urinar in 24h). Rezultatele cercetarii au evocat o concordanta puternicd genotip-fenotip intre
membrii aceleasi familii, cu exceptia a 2 diferente fenotipice minore intre membrii a 2 familii,
acest lucru fiind explicat prin evolutia bolii netratate de lunga durata, care ar putea fi un factor de

confuzie in stabilirea corelatiilor.

Astfel, polimorfismul genetic, variante patogene unice, mecanisme mutationale atipice,
prezenta heterozigotilor compusi, raritatea bolii, varietate clinica, factorii epigenetici, precum si
caracteristicile socio-demografice (sexul, rasa si varsta) complica procesul de asociere a unei
variante genetice cu un fenotip anume. Eforturile de a identifica careva interrelatii genotip-fenotip,
au evidentiat rezultate contradictorii, deoarece mecanismele heterogenitatii BW nu sunt pe deplin
elucidate, in special datorita efectelor imprevizibile ale mutatiilor asupra structurii si

functionalitatii proteinei ATP7B [54].
1.4.1. Mecanisme epigenetice

Este stabilit, cd acumularea de Cu la pacientii cu BW, se datoreaza mutatiei la nivelul genei
ATP7B care codificd proteina ATP7B ce transportd Cu. Totusi, se sugereaza cd prezenta altor
factori, precum mecanismele epigenetice - ce actioneaza la interfata dintre genom si factorii de
mediu si genele modificatoare - ar putea fi implicate in modificarea expresiei genei Wilson,
respectiv, in varietatea tabloului clinic si evolutia bolii. In plus, factori ai mediului, cum ar fi dieta,
stilul de viata si expunerea la toxine, atat in uter, cat si postnatal, pot afecta expresia genelor prin

mecanisme epigenetice. [123]

Mecanismele epigenetice includ modificari reversibile ale ADN-ului sau a histonelor, in
asa mod afecteaza expresia genelor fara a modifica secventa ADN. Expresia genelor este reglata

la diferite niveluri, inclusiv la etapa de remodelare a cromatinei, care este compusd din ADN,
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histone si proteine non-histone. Remodelarea cromatinei se initiaza odata cu metilarea ADN-ului,
prin adaugarea de grupari metil (H3C) la ADN de la donatori de metil - betaina, colina, folati si
metionind. Multi donatori de metil si alte structuri implicate in metabolismul donatorilor de metil
sunt nutrienti esentiali, respectiv, trebuie sa fie obtinuti prin alimente. Metilarea ADN-ului necesita
un aport suficient de donatori de metil, cum ar fi metionina, iar modificarile care stau la baza

metabolismului ei pot afecta metilarea ADN-ului si, in cele din urma, progresia bolii. [129]

Mecanismele majore ce implica modificari ale histonelor, cum ar fi acetilarea, metilarea,
fosforilarea, SUMO-ilarea, ubiquitinarea si ribozilarea, afecteaza indirect expresia genelor.
Acestea sunt niste mecanisme celulare complexe ce induc modificdri in functia proteica, in
conformatia cromatinei si expresiei genelor, de asemenea pot stimula inactivarea/degradarea
proteinelor si initia apoptoza celulard. Alt treilea mecanism este reprezentat de actiunea ARN-
urilor necodificatoare. MicroARN-urile cresc degradarea ARN-ului mesager necesar in procesul
de transcriptie a genei si sinteza a proteinei, astfel afectand expresia genei prin inducerea ,,la
tacere“. ARN-urile lungi influenteaza expresia genelor prin interactiune cu proteinele care
modificd cromatina, regland procesul de translare si stabilitatea lor. Totusi, aceste mecanisme

urmeaza a fi studiate in BW. [130]

Un interes aparte, il prezinta interactiunea dintre mitocondrii si epigenom. Mitocondriile
sunt mai susceptibile la deteriorare prin exces de Cu comparativ cu alte compartimente celulare,
iar la pacientii cu BW morfologia lor este modificata atat in stadiile incipiente cat si in cele tardive.
Cupru inhibd enzimele cheie din mitocondrii, astfel perturband producerea metabolitilor derivati
din mitocondrii ce sunt implicati in reglarea epigenetica. De asemenea, mitocondriile sunt un loc
major de productie al speciilor reactive de oxigen, care in concentratii obisnuite au rol de
semnalizare, dar la cresterea concentratiei intracelulare pot induce oxidarea ADN-ului, lipidelor si
proteinelor mitocondriale, cu degradarea mitocondriilor si provocarea de modificari

posttranslationale (conformatie, activitate, localizare) ale proteinelor celulare. [123, 130]

Genele modificatoare sunt gene care afecteazd expresia unei alte gene localizate 1n alt locus
sau expresia fenotipicd a altei gene. Se cunosc astfel de gene ce ar putea influenta evolutia BW.
Astfel rolul genelor APOE (apolipoproteina E), COOMDL (copper metabolism domain-containing
1), ATOX1 (human homologue antioxidant 1 copper chaperone) si HFE (hemochromatosis) nu a
fost confirmat 1n studii mari. De asemenea, sunt necesare cercetari aditionale pentru a demonstra
implicarea genelor ATP7A (ATPase copper transporting alpha); DMT1 (divalent metal transporter
1), PNPLAS3 (patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene), PRNP (Prion Protein), XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis protein), ESD (esterase D), INO80 (INO80 complex subunit),
MTHFR (5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase) in patogeneza BW. [123]
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Modificarile epigenetice care sunt cauzate de factorii de mediu (de exemplu, dieta, exercitiile
fizice, stresul si toxinele) pot agrava schimbarile induse de excesul de Cu, astfel modificand tabloul
clinic si evolutia bolii, iar ameliorarea acestor factori ofera oportunitatea de a atenua efectul toxic
al Cu la pacientii cu BW. Kieffer D. si Medici V. [129] au propus ipoteza multi-,,hit” prin care Cu
si stilul de viatd pot modifica fenotipul in BW. In cazul mamei insircinate cu un fit homozigot cu
mutatie ATP7B, prima lovitura este cauzatd de expunerea la mediul toxic matern si anume dieta
cu continut Tnalt de fructoza, sedentarismul, stresul social si contactul cu diverse toxine. Dupa
nasterea copilului, urmeaza lovitura a doua, datoritd mutatiei patogene ce determind acumularea
Cu in organe cu aparitia disfunctiei mitocondriale si alterarea mecanismelor epigenetice de reglare
ale expresiei genelor. Loviturile ulterioare sunt provocate de expunerea la factorii de mediu toxici
proprii, de exemplu dieta cu continut inalt de fructoza si lipide, sedentarismul, stresul social si
contactul cu diverse toxine. Acesti factori agraveaza leziunile mitocondriale preexistente si
inrautiteste mecanismele epigenetice de reglare ale expresiei genelor. Intr-un final, boala
debuteaza precoce sau/si se prezintd cu o evolutie severa. Totusi aceste sugestii necesita a fi

studiate si confirmate rolul lor in progresia BW. [129]

Interrelatia stransd dintre acumularea de Cu, metabolismul metioninei, functia mitocondriala
si reglarea expresiei genelor, cu dovezi puternice din studiile pe modele de animale, indica faptul
ca fenomenele epigenetice contribuie cel mai probabil la diversitatea fenotipicd in BW, iar
analizarea lor sunt esentiale pentru intelegerea multiplilor factori care interactioneaza in bolile
hepatice metabolice si complexe — inclusiv in BW [130]. lar acestea lucruri, in asociere cu o
varietate mutationala inalta fac dificila evidentierea unor interrelatii bine definite dintre genotip-

fenotip.

1.5. Provocari de diagnostic in boala Wilson

Conform recomandarilor ghidurilor internationale [2, 131-134], BW trebuie sa fie suspectata
la orice persoana cu parametri hepatici modificati de etiologie necunoscutd; cu tulburari de miscare
de cauza neidentificatd; cu o patologie hepatica inexplicabild in asociere cu tulburdri neurologice
sau neuropsihiatrice sau in prezenta unei anemii hemolitice Coombs — negativd cu origine

neprecizata.

Diagnosticul definitiv poate fi stabilit doar prin efectuarea testelor specifice pentru BW,
precum parametrii metabolismului Cu (Cp serica, Cu total seric si Cu urinar in 24h), evaluare
oftalmologica, biopsie hepatica cu cuantificarea Cu in tesutul hepatic uscat si testul genetic pentru

detectarea mutatiilor la nivelul genei Wilson. Nu exista un test specific pentru diagnostic, dar este
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necesar de a combina o serie de examinari, iar orice rezultat obtinut trebuie examinat individualizat

la pacient pentru a exclude si alte cauze ce pot mima BW (anexa 6). [2, 133, 134]

Ceruloplasmina sericd este purtatorul principal de Cu in sange, ce poate transporta pana la 6

atomi de Cu (holo-Cp), insa poate circula in sange si fara Cu (apo-Cp). De fapt este o proteina de
faza acuta, cu activitate de feroxidaza, iar concentratia sa poate varia in functie de starea de sanatate
la momentul recoltarii probelor, precum si in cazul unei altei boli hepatice sau sistemice. [1]
Reducerea Cp nu reprezintd un marker 100% specific si sensibil pentru BW, iar modificarile la
limita deseori sunt considerate gresit un indicator de BW. Desi Cp sericd nu este un parametru de
diagnostic ideal, intervalele de referintd specifice varstei si limitele de diagnosticare trebuie
utilizate ntotdeauna. Utilizarea limitei inferioare a intervalului de referinta standard pentru
diagnosticarea bolii ar trebui descurajata, iar o valoare normald nu exclude aceasta boala. [135]
Nivelurile serice de Cp pot fi masurate enzimatic sau prin imunotestari nefelometrice. Cu toate
acestea, testele imunologice pot supraestima concentratiile de Cp, deoarece nu fac deosebire intre
apo-Cp si holo-Cp [63]. In studiul efectuat de Dr. Mocanu N. si colegii, s-a observat ci
manifestarile clinice specifice si nivelul scazut de Cp Tn sange nu sunt suficiente pentru a stabili
diagnosticul de BW, iar absenta variantelor patogenice la nivelul genei ATP7B la pacientii cu
tablou clinic specific, prezenta IKF si hipo-Cp-emie in sdnge nu exclude prezenta acestei tulburari
[136].

Cu seric total. Desi BW este o tulburare sistemica de supraincarcare cu Cu, concentratia de
Cu seric este scazuta. Cu seric total include Cu incorporat in Cp si Cu liber care circula in sange.
De obicei, acesta scade direct proportional cu Cp din circulatie. Factorii care nu sunt direct legati
de cantitatea Cu Tn ser, dar adesea asociati de modificarile nivelurilor de Cp, fac din Cu plasmatic
un marker nesigur. Corelatia pozitiva dintre Cu seric total si Cp serica poate sa nu fie observata la
pacientii cu IHA din cauza BW, unde Cu poate fi eliberat in cantitati mari in sange. De asemenea,

corelatia poate sa nu existe atunci cand apar erori analitice. [137]

Cu nelegat de Cp sau ,,cupru liber” este un parametru calculat conform unor formule (fCu
(ng/dL) = Cu (pg/dL) —3 x Cp (mg/dL) sau fCu (umol/L) = Cu (umol/L) — 53 x Cp (g/L) si
valoarea lui depinde de metodele de masurare atat a Cu seric total, cat si a Cp. Desi initial a fost
propus ca test de diagnostic, s-a demonstrat cd Cu liber este mai util in monitorizarea

farmacoterapiei decat in diagnosticul BW. [2, 134]

Excretia bazald a Cu urinar in 24h este crescuta la majoritatea pacientilor cu BW, reflectand

eliberarea Cu liber in compartimentul plasmatic ca urmare a excretiei biliare inadecvate. In mod

conventional, nivelul de Cu urinar in 24h >1,6 pmol/zi la pacientii simptomatici impreund cu IKF
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este considerat diagnostic cert de BW. Cu toate acestea, aproximativ 16% - 23% din pacienti au
niveluri urinare de Cu in 24 h <1,6 pumol/zi (100 pg/zi) la momentul diagnosticului. Creatinina
urinara trebuie masurata impreuna cu Cu urinar pentru a evalua totalitatea urinei colectate. Testul

nu este validat in caz de insuficienta renald sau afectare a functiei renale. [138]

Determinarea excretiei urinare de Cu dupad administrare de D-penicilamind a fost
considerat a fi un test de diagnostic util. Acesta a fost standardizat la populatia pediatrica la care
500 mg de D-penicilamind au fost administrate oral la inceput si la 12 h mai tarziu in timpul
colectirii de urina de 24h, indiferent de greutatea corporali. In comparatie cu spectru de alte boli
hepatice, inclusiv hepatita autoimund, colangita sclerozantd primard si IHA, a fost gasitd o
diferentiere clara cand au fost excretate >25 umol/24 h. [139] O reevaluare a acestui test la copii
si adolescenti cu boala hepatica activa a reconfirmat valoarea in diagnosticul BW, dar nu este sigur
pentru a exclude diagnosticul la rudele asimptomatice. Acest test nu este recomandat pentru
diagnosticarea BW la adulti, deoarece nu sunt date exacte despre dozele adecvate si timpul potrivit

de administrare. [2]

1.5.1. Biopsia hepatici si caracteristica histologica a bolii Wilson

Examenul histologic in BW este polimorf si nespecific, si doar corelarea datelor clinice si
paraclinice garanteaza un diagnostic corect. Ca urmare a mutatiei, Cu nu este eliminat de bila si se
acumuleaza in cantitati toxice in ficat. Acest lucru afecteaza functia mitocondriilor si provoaca 3 -
oxidarea acizilor grasi, ducand la steatozd. Hepatocitul contine picdturi de grasime de diferite
dimensiuni, de la macro - la microvezicule, iar tabloul histologic se modifica odata cu progresia
bolii (figura 2) [140]. In fazele initiale se observi steatoza macroveziculard, odata cu evolutia bolii
se pot determina caracteristici morfologice fie ale steatohepatitei, fie ale hepatitei cronice, ulterior
aspectul histologic capata asemanari cu hepatita autoimuna sau virald, iar in final, poate fi detectata

ciroza hepatica. [96]

Reiesind din modificarile hepatice asemdnatoare si altor patologii, cercetatorii Fanni D. si
colegii [141], au evaluat 127 biopsii de la 43 pacienti cu BW identificAnd unele particularitati
histologice. Astfel, ca rezultat al depozitarii toxice al Cu la nivelul hepatocitelor zona 1, in stadiile
initiale ale bolii se observa prezenta steatozei preferential periportal. Odata cu progresia bolii, are
loc distribuirea treptatd in zonele 2 si 3, iar in faza avansata se determind o steatoza difuza. Totusi,
n cazul biopsiei unui copil cu BW, aceasta nu este intotdeauna astfel. De asemenea, balonizarea
hepatocitelor a fost mereu localizata in zona periportala si niciodatd observata in zona
periterminala (zona 3), fapt ce reprezinta un semn morfologic de toxicitate a Cu stocat in aceasta

zond. Anterior, corpusculii Mallory-Denk au fost considerati 0 trasatura tipica a BW, insa in
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biopsiile examinate, numarul lor era mic (29/127 biopsii), fiind localizati difuz si preponderent in
zonele periportale. Pana in prezent, patogenia si semnificatia clinica nu au fost inca explicata, dar
conform unei ipoteze prezenta lor la pacientii cu BW, relateaza despre nivelul crescut al toxicitatii

Cu intrahepatocitar, ceea ce duce la plierea gresita a proteinelor si necroza celulara. [141]

Luand in consideratie examenul morfologic nespecific a BW, sunt necesare instrumente noi ce
ar permite identificarea Cu acumulat in ficat, in special in tarile cu 0 economie medie/joasa.
Coloratia cu orceind a proteinei asociate cu Cu reprezinta un colorant histochimic util. Aceste
proteine citoplasmatice pe coloratia de orceina au un aspect granular de culoare brun inchis,
asemanator Coca-Colei, localizate perinuclear. Totusi, granulele proteice pozitive pentru orceina
pot fi observate si in afectiunile colestatice cronice si nu sunt specifice pentru BW. [142]
Identificarea Cu poate fi efectuata utilizand si coloranti, precum acid rubenic sau rodanina. Acidul
rubenic coloreaza Cu elementar din citoplasma in verzui-negru, in timp ce rodanina ii ofera o

coloratie granulara de la rosu pana la rosu-portocaliu. [143]

Cuantificarea Cu 1n tesutul hepatic uscat reprezintd unul din testele specifice pentru
confirmarea BW, iar un rezultat > 4 pmol/g sau > 250 pg/g in absenta colestazei este considerat
semnul distinctiv al bolii. Biopsiile pentru determinarea cantitativa a Cu ar trebui sa fie amplasate
intr-un recipient fard continut de Cu, iar livrare probei nu necesitd precautii speciale, precum

congelare. Avand in vedere, distributia neuniforma a Cu in ficat, cu diferente evidente chiar si

Steatoza Inflamatia Ultrastructura
* predomind varianta * de obicei, distribuita in tot * mitocondrii sun mariti
macroveziculard lobul; uneori predominant in volum, membrana
« 1n tot lobul hepatic in Telpatocne periportal interioara si exterioara
« prezentd in stadiile * celule sunt predominantde separatd, dilatatii ale
le bolii tip limfocitar; uneori cristelor
precoce ale boli limfohistiocitar localizat

portal, inclusiv focare de * lizozomi cu densitate

hepatita de interfata electronica
Nucleul Corpuscull Necroza Ciroza
Mallory- Denk
'hnUC|eii o « deseori prezenti + la inceputul « de obicei,
f.patoc'ti.oﬂ sunt bolii, se observi micronodulari
glicogenati (in necroza hepato- sau mixta

stadiile precoce)

* nucleoplasma este
dezorganizata

celulara
focalizata

Figura 2. Caracteristicile histologice in boala Wilson

Adaptat dupa: Schroeder S.M. et al. Ann Transl Med. 2021 [140]
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intre zone invecinate, se recomanda de obtinut din mai multe probe din diferite locatii hepatice.
Iar 1n asociere cu alte variabile de diagnosticare (Cu seric, Cp serica, Cu urinar in 24 h), pot fi
evitate greseli de diagnostic. [144] Desi este un test de diagnostic important, realizarea lui se
recomanda in cazurile clinice incerte datoritd complicatiilor ce pot aparea, costului asociat, precum
si necesitatii de instrumente si aparate speciale. lata, de ce se efectueaza doar in centre specializate

mari. [2, 134]
In Republica Moldova, precum si in tirile vecine, acest test nu este disponibil.

1.5.2. Algoritmul diagnosticului genetic

La un pacient cu un diagnostic clinic bine definit de BW, analiza molecular-genetica nu este
obligatorie si nu este o examinare de rutind. Insd in cazul unor rezultate biochimice incerte si
persistenta unei suspiciuni clinice, se recomanda efectuarea testului genetic. In plus, poate oferi
informatii necesare in ghidarea screening-ului rudelor, de asemenea cunoasterea statutului
mutational (heterozigot simplu sau compus, homozigot recesiv) poate fi util in aprecierea corelatiei
genotip-fenotip in raport cu indicii demografici, clinici si paraclinici, precum si in noile tehnologii

de tratament, de ex. terapia genica. [17]

Testarea genetica poate cuprinde mai multe faze. Pana in prezent, 907 de variante diferite sunt
incluse in Baza de Date a Mutatiilor Genetice Umane (The Human Gene Mutation Database-
HGMD), dintre care doar 878 variante (96,8%) pot fi detectate prin secventierea exonilor si
intronilor. Exonii cu mutatiile cele mai frecvente sunt prioritizati in dependenta de frecventa lor in
populatia locala, populatia europeani fiind exonul 8 si 14. In cazul, cand la secventierea exonilor
si a zonelor de limita intron/exon nu au fost depistat nici o modificare, se analizeaza promotorul
prin secventierea Sanger. In absenta unui rezultat, se recomanda utilizarea metodei — amplificarea
probei multiplex dependente de ligand (multiplex ligation-dependent probe amplification - MLPA)
pentru evidentierea deletiilor/duplicatiilor. Daca si la aceasta etapa nu s-a depistat nici o mutatie,
se secventiazi gena ATP7B in totalitate, inclusiv regiunea netranslati 5 si 3’ si intronii prin
Secventierea de Generatie Urmatoare (Next Generation Sequencing - NGS). Dupa se reevalueaza
tabloul clinic al bolnavului si dacd persista suspiciunea de BW, se recomanda identificarea
mutatiilor la nivelul altor gene implicate in patologia hepatica prin secventiera intregului genom
sau exom (whole-exome sequencing/ whole-genom sequencing - WES/WGS), astfel se exclud

patologiile ce pot mima BW. [145]
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1.5.3. Rolul scorului Leipzig in diagnosticul bolii Wilson

Manifestarile clinice ale BW sunt foarte diverse si nu intotdeauna simptomatice, in unele
situatii pot mima alte boli. In plus, niciunul dintre markerii de laborator care indici acumularea de
Cu nu sunt 100% sensibili si specifici bolii, de unde necesitatea asocierii parametrilor clinici si
paraclinici. De aceea, a fost propus un sistem de punctare pentru diagnosticul BW, care este un
instrument important in examinarea unui pacient suspectat de BW si include date clinice,
hematologice, biochimice, histologice si genetice; un scor >4 puncte stabileste diagnosticul (anexa
7). [2, 89] Clasificarea fenotipicd poate ajuta la repartizarea pacientilor in grupul corespunzator,

dar scorul ii ghideaza pe clinicieni asupra testelor necesare pentru stabilirea diagnosticului final.

Tn 2019, scorul Leipzig a fost modificat de consensul din India, fiind propus noul ,,scor
Leipzig modificat” (anexa 8), care a fost validat la 70 de pacienti cu BW confirmat anterior. Tn
acest nou scor, s-au acordat puncte suplimentare pentru istoricul familial ce sugereaza prezenta de
BW. In plus, valoarea Cp serice a fost repartizatd in mai multe subgrupuri. Datoritd cresterii
accesibilitatii testelor genetice, analiza molecular-genetica a fost pastrata, in special in situatia
cand diagnosticul este dificil de stabilit prin teste clinice si biochimice. Testul cu D-penicilamina
a fost exclus, ca rezultat al validarii inadecvate. De asemenea, a fost eliminat din scor analiza de
cuantificare a Cu In tesutul hepatic uscat, din cauza dezavantajelor metodice, precum si

imposibilitatii efectuarii acestuia. [132]
1.6. Impactul screening-ului familial in boala Wilson

Transmiterea si mostenirea. BW reprezintda o tulburare monogenicad cu transmitere
autosomal recesiva conform distributiei mendeliene. Acest lucru semnifica ca, pentru a dezvolta
boala este necesar de a mosteni 2 gene afectate, de la fiecare parinte cate una (homozigot recesiv),
iar cel ce mosteneste doar o gend cu mutatie devine purtator sanatos sau heterozigot simplu,
respectiv el nu va dezvolta boala, dar va transmite mutatia genica copiilor sai. [2] Heterozigotii
compusi sunt persoanele care detin cate o mutatie diferitd pe fiecare cromozom, in timp ce
homozigotii recesivi poseda acelasi tip de mutatie pe ambii cromozomi. Astfel, maladia se
intalneste la homozigotii recesivi si heterozigotii compusi, cei din urma fiind si cele mai multe

cazuri de BW. [54]

Este important sd fie evaluati membrii familiei unui pacient nou diagnosticat cu BW, deoarece
riscul de a dezvolta aceasta boala este de 25% pentru frati si de 0,5% pentru descendenti. Este
extrem de important de efectuat diagnosticul diferential intre homozigotii recesivi/heterozigotii
compusi si heterozigotii simpli (purtdtorii sanatosi), In special la etapa asimptomaticd, deoarece

pentru pacientii din primul grup se recomanda de initiat terapia cu agenti chelatori cat mai precoce
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in scopul prevenirii invalidizarii, in timp ce purtatorii sdnatosi nu vor dezvolta BW si nu necesita
administrarea preparatelor specifice, care ar putea provoca aparitia unor reactii adverse potential

grave. [145]

Riscul dezvoltarii BW la copii este dependent de tipul parteneriatului intre parintii acestora:
parinti sanatosi, purtdtori sdndtosi sau afectati de aceastd maladie, mostenirea mutatiei fiind
conform legilor Mendeliene (figura 3). Tnsa, in pofida caracterului medelean de transmitere a bolii,
au fost observate unele devieri. Este neobisnuit, ca mutatiile autozomal recesive sa fie intdlnite in
mai multe generatii consecutive, insa In BW acest lucru se datoreaza frecventei mari a purtatorilor
sanatosi [14, 52]. Astfel, Poujois A. si Woimant F. [14], precum Chang 1.J. si Hahn S.H. [52] au
raportat cazuri de mostenire ,,pseudo-dominanta”, ce au determinat screening-ul intregii familii.
Avand in vedere, cd BW este o tulburare tratabila, este insuficient de a informa doar despre riscul

posibil de boald geneticad in familie, de aceea se recomanda un screening familial complex [14].

Intr-un numar semnificativ de cazuri de BW diagnosticati clinic, nu s-a reusit depistarea
mutatiei genei ATP7B, iar acest lucru a evidentiat heterogenitatea genetica a acestei afectiune, dar
si a sugerat prezenta unor mecanisme mutationale paradoxale. Astfel, Coffey A.J. si coautorii [72],
in studiul genetic al pacientilor cu BW din Marea Britania au identificat pacienti cu modele de
mostenire atipicd ce pot cauza BW, precum isodisomia segmentald uniparentald. Modelul rezulta
cand ambii omologi al cromozomului sunt de la acelasi parinte si reprezinta o eroare rara
accidentala al procesului de segregare cromozomialad in timpul meiozei. Acest lucru este important
pentru practica clinica si consilierea genetica, deoarece se va lua in considerare genotiparea
parintilor asimptomatici sau obtinerea secventierii complete a genei ATP7B pentru confirmarea
variantei patogene [54]. Screening-ul nou-nascutilor nu a dat rezultatele asteptate, de aceea
derularea programelor nationale nu este justificata [12]. Screening-ul trebuie amanat pana la varsta

de 2 ani, uneori chiar mai tarziu, deoarece BW este rareori simptomatica pana la 5 ani [14].

Ambii parinti purtatori Parinte bolnav Pirinte purtitor Parinte purtator Parinte sanatos

) = 10

1)

50% copii purtitori 100% copit purtitori

23% copii sAnitosi  50% copii purtatori 25% copii bolnavi 50% copii bolnavi

Figura 3. Mostenirea mutatiilor in cadrul familiei (imagine proprie)

Note: Forme pline-indivizi afectati; forme pe jumatate pline-purtator sanatos, forme incolore —
indivizi sanatosi.
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BW se poate transmite de la parintii asimptomatici la descendentii lor. Rudele de gradul I nu
includ doar fratii unui proband, ci si descendentii si parintii probandului. Desi riscul de a dezvolta
boala este mai mare la frati, riscul pentru parinti (0,5%) si descendenti (0,5%) este subestimat. in
ciuda acestui fapt, screening-ul parintilor si copiilor unui proband este justificat avand Tn vedere
potentialul letal al BW. [12]

Cel mai frecvent, parintii sunt considerati purtdtori sdndtosi. Cu toate acestea, au existat
rapoarte de pacienti peste 40 de ani diagnosticati cu BW. Prin urmare, avand in vedere posibilitatea
unui debut tardiv, este indicatd explorarea clinicd si paraclinica a pdarintilor unui copil nou
diagnosticat cu aceasta tulburare [146]. De asemenea, trebuie mentionat ca pentru pacientii
identificati cu BW in copildrie sau adolescenta, se recomanda testarea descendentilor, odata ce

acestia decid sa aiba copii [12].

Probabilitatea ca nepotii sa fie afectati de BW este de 1 la 600, iar pentru veri, probabilitatea
este de 1 1a 800 [147]. Tn literatura este descris un caz in care, dupa evaluarea membrilor de familie,
au fost diagnosticati inca 3 persoane cu BW, un unchi si doi veri [148]. Astfel de cazuri evidentiaza

importanta testarii rudelor indepartate, mai ales in zonele mai izolate.

Astfel, consilierea genetica este esentiala pentru familiile pacientilor cu BW, iar screening-ul
rudelor de gradul I este recomandat de toate ghidurile internationale privind diagnosticul si

tratamentul BW. Stabilirea diagnosticului in timp util este important pentru rudele persoanei

= Evaluarea clinica si examenul fizic
» Analiza generald de singe

» Teste hepatice: ALT, AST, bilirubina totala/fractiile, fosfataza alcalina,
protrombina, INR

» Parametrii metabolismului cuprului: Cp, Cu urinar in 24h

+» Ecografia abdominala - hepato- si/sau splenomegalie. ascita, hipertensiune portala
» Examinarea in lampa cu fanti pentru inelul Kayser - Fleischer
1 etapa * Rezonantd magnetici cerebrali (la necesitate)

» Analiza molecular-genetici fintitd pentru mutatiile ATP7B cunoscute (variantele
patogenice identificate la proband) sau analiza haplotiplului

Il etapa

Scorul Leipzig este calculat la fiecare etapi. La un scor mai mare de 4 puncte,
diagnosticul este confirmat si nu sunt necesare testdri suplimentare.

Figura 4. Algoritmul de examinare in cadrul screening-ului de familie
Adaptata dupd: Socha P. et al. Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition; 2018 [133]
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afectate, deoarece initierea tratamentului in faza asimptomatica este asociatd cu o calitate a vietii
buna si cu o evolutiefavorabild a bolii [2, 131-134]. Algoritmul de evaluare include examinarea

clinica si biochimica exhaustiva, precum si determinarea genotipului ATP7B (figura 4).

1.7. Concluzii capitolul 1

1. Evolutia naturald a BW poate fi polimorfa, variind de la forma asimptomatica pana la boala
cronica hepatica avansata cu sau fara leziuni neurologice ireversibile, polimorfismul fenotipic
pozitionandu-se la intersectie intre geneticd si epigenetica, fapt ce ingreuneaza identificarea
unor corelatii genotip — fenotip bine definite.

2. Prezenta BW nu exclude alte patologii hepatice sau neurologice, si invers, iar un diagnostic
stabilit in stadiile incipiente poate preveni agravarea starii pacientului cu dezvoltarea de
complicatii si leziuni ireversibile.

3. Abordarea pacientului cu modificari ale testelor functionale hepatice trebuie sa fie algoritmica,
exhaustiva si individualizata, folosind scoruri validate, pentru a evita stabilirea unor
diagnostice incorecte si excluse alte cauze ce pot mima BW, precum si administrarea de
tratamente inutile.

4. BW se caracterizeaza printr-o heterogenitate mutationala inalta si fiind o tulburare monogenica
care presupune transmiterea mutatiei genetice conform legilor mendeliene, sunt raportate
cazuri atipice si paradoxale de mostenire a BW.

5. Analiza molecular — genetica este esentiala in diferentierea persoanelor heterozigoti simpli de
pacientii asimptomatici homozigoti recesivi sau heterozigoti compusi.

6. Consilierea familiilor cu membri afectati de BW este cruciald in identificarea de membrii noi

asimptomatici si initierea timpurie a terapiei specifice.
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2. MATERIALE SI METODE

2.1. Caracteristica generala a cercetarii

Avand in vedere ca BW este o maladie genetica rard nu se calculeaza esantionul de pacienti.
Astfel, in studiu au fost inclusi volumul integral de pacienti care au fost suspectati sau diagnosticati
Cu aceasta boala. Pacientii au fost selectati din cadrul sectiei de hepatologie al ISMP Spitalul Clinic
Republican ”Timofei Mosneaga”, care este baza clinica a Disciplinei de Gastroenterologie,
Departamentul Medicind Internd a Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae
Testemitanu”, precum si din cadrul Laboratorului de Geneticdi Moleculara Umana, parte a
Centrului Genetic de Excelentd 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 anilor

2020 — 2024. Design-ul studiului este reprezentat n anexa 9.

Etapa |. Identificarea conceptului si ipotezei stiintifice - include studierea resurselor
bibliografice cu crearea conceptului de cercetare. Astfel, 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, atat la nivel mondial cat si national. De asemenea, au fost cercetate
si implicarea altor factori in diversitatea fenotipica, dar si practicile internationale privind

screening-ul activ in cadrul familiilor cu membri afectati de BW.
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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 Ill — evaluarea lotului de cercetare prin prisma prezentarii clinice si a variantelor

mostenite. Identificarea interrelatiilor genotip-fenotip.

a) Fenotipare - repartizarea pacientilor a-/presimptomatici si simptomatici clinico-biologic n
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 mostenitd (p.H1069Q versus non-p.H1069Q) si a tipului de variante
(MMs/MMs versus MS/alte-M), pentru aprecierea unor asocieri intre expresia geneticd 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 la Comitetul de
Etica a Cercetarii al Institutie Publice USMF , Nicolae Testemitanu” - proces verbal nr. 1 din 25
mai 2021.

2.2. Metodele de cercetare aplicate Tn studiu

Datele au fost colectate conform formularului de evaluare clinica a pacientului cu boala

Wilson, elaborat in cadrul studiului - anexa 10.
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Analiza particularititilor demografice a presupus colectarea urmatoarelor informatii: date
personale; date demografice (rasa, etnia, locul nasterii, locul de trai, daca este parte al unei
comunitati social-cultural izolat); date sociale (al catelea copil in familie, familie
completd/incompleta/orfan, prezenta de frati si surori, prezenta casatoriilor intre rude); statutul
social (<18 ani, celibatar/a, casatorit/a, divortat/a, vaduv/a, prezenta descendentilor), educatie (fara
studii, clase primare, gimnaziu, liceu, studii profesionale calificate, superioare si prezenta unei

activitati (lucreaza/ nu lucreaza - motivul).

Evaluarea clinica a inclus identificarea acuzelor cu incadrarea intr-un fenotip clinic, prezenta
simptomelor hepatice (semne din cadrul sindroamelor asteno-vegetativ, dispeptic, icteric,
hemoragic, de hipertensiune portald, insuficienta hepaticd, etc.), precum si a manifestarilor
extrahepatice (neurologice, psihiatrice, ginecologice, cardiace, etc); semne de decompensare
hepatica (prezenta ascitei, hemoragie digestivd superioard primara sau repetatd, cu sau fara
ligaturarea vv. esofagiene; encefalopatiei hepatice, decesul si cauza lui); istoricul bolii (debutul
primelor simptome, durata pana la stabilirea diagnosticului, evolutia bolii, episoade inexplicabile
de icter sclero-tegumentar, tratamentul efectuat si eficienta acestuia; reactiile adverse ce s-au
dezvoltat pe parcurs); date fiziologice (la barbati: dezvoltarea conform varstei; la femei: prima
menstruatie, prezenta unui ciclu menstrual regulat sau amenoree, pubertate intarziata, numarul de
sarcini/nasteri/avorturi, menopauza; administrarea de contraceptive); maladii concomitente
(debut, durata, evolutie si necesitatea administrarii de medicamente, in special cele cu potential
hepatotoxic); anamneza eredo-colaterala (prezenta la rude de gradul I si I a BW sau alte maladii
hepatice, neurologice sau alte organe, deces la varsta tanara din cauza ficatului sau din alte motive);
identificarea viciilor; contact cu substante chimice sau toxice; anamneza alergologica; precum si
examenul fizic (aprecierea parametrilor vitali si a datelor antropometrice; identificarea semnelor

specifice suferintei hepatice sau neurologice si examenul pe sisteme).

Analiza rezultatelor investigatiilor include testele de laborator (analiza generala de sange,
examenul biochimic - sindromul citolitic, colestatic, imuno-inflamator si hepatopriv; aprecierea
parametrilor metabolismului Cu: Cp serica, Cu total in ser, Cu urinar in 24 h si diagnosticul
diferential cu alte patologii hepatice care pot mima sau se pot asocia cu BW: markerii serologici
virali; markerii autoimuni hepatici; aprecierea metabolismului ferului; determinarea alfa 1-
antitripsina) si investigatiile instrumentale (ecografia organelor abdominale cu efectuarea doppler-
ul sistemului portal la necesitate, endoscopia digestiva superioara, RMN cerebral si tomografie
computerizata cerebrald, la necesitate pentru diagnostic diferential). Evaluarea gradului de fibroza

s-a efectuat prin aplicarea scorurilor neinvazive (scorul APRI, FIB-4). Toate investigatiile au fost
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efectuate atat in cadrul Centrelor Medicilor de familie, la nivelul Spitalului Clinic Republican

“Timofei Mosneaga” si Centrul de Diagnostic Republican.

Pentru aprecierea leziunilor extrahepatice, au fost consultati si alti specialisti: oftalmolog cu
examenul in lampa cu fanta (identificarea IKF si alte modificari oculare); neurolog (aprecierea
statutului neurologic); psihiatru (aprecierea statutului mental); ginecolog (in cazul pacientelor cu
modificari hormonale sau in cazul planificarii unei sarcini). Implicarea geneticianului este una
primordiala in stabilirea diagnosticului si efectuarea testului genetic — prin PCR-SSCP (Single-
strand conformational polymorphism) si secventiere Sanger a genei ATP7B cu determinarea

mutatiei, precum si statutul de homozigot recesiv sau heterozigot simplu/compus.

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 sandtosi. 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 in cadrul Laboratorului de
Genetica Moleculara Umana, parte a Centrului Genetic de Excelentd 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 referinta NG_008806.1 si
adnotarea variantelor genetice identificate s-a bazat pe NM_000053.3. Testarea genetica din cadrul
Laboratorului de Genetica Moleculara Umana, au fost aplicate de catre autor in cadrul lucrarii, ca
membru al echipei Th comun cu medicul genetician.

Astfel, testarea genetica include examinarea celor 21 exoni conform unui algoritm
prestabilit (anexa 11), in functie de frecventa mutatiilor in populatia locald. Tn 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 persistd suspectia de BW.

Principiul metodei PCR-SSCP consta in faptul cd ADN-ul monocatenar are o conformatie

definita, iar modificarea conformatiei cauzata de schimbarea unei singure baze in secventd poate
determina migrarea diferita a ADN-ului monocatenar la electroforeza fara denaturare. Respectiv,

detectarea unui patern modificat in urma migrarii fragmentelor d¢ ADN monocatenar, permite
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suspectarea unei mutatii in regiunile studiate ale genei, dupa care se necesitd secventierea acestui

fragment pentru a caracteriza cu precizie modificarea identificatd Aceasta tehnica este utilizata

pentru a identifica mutatii de tip substitutii, insertii si deletii mici, diverse rearanjamente in

fragmente de ADN relativ scurte (200-300 bp).

Testul PCR-SSCP implica urmatoarele etape:

1. Colectarea sangelui venos periferic in volum de 2 sau 5 ml, in functie de metoda utilizata la

etapa a doua;

Procesul de izolarea a ADN-ului din sdnge se efectueaza atat prin metoda clasica, cat si prin
kit — principiul metodei are la baza selectarea leucocitelor prin eliminarea celorlalte elemente
figurate ale sangelui, urmata de ruperea membranelor celulare si extragerea ADN-ului cu

ajutorul alcoolului;

3. Analiza SSCP propriu-zisa:

reactia de polimerizare in lant a fragmentului de interes;

denaturarea termica (95°C) al ADN-ului dublu-catenar din produsul amplificat in prezenta
denaturantului;

racirea ADN-ului denaturat (monocatenar) pentru a impiedica spiralarea acestuia;
detectarea diferentelor in ADN-ul monocatenar prin electroforeza in gel nedenaturat de
poliacrilamida.

Pentru fiecare exon in parte se repetd doar etapa 3 si 4. [149]

Principiul secventierii dupa Sanger arc la baza capacitatea ADN polimerazei de a

incorpora 2',3'-dideoxinucleotide in urma reactiei de polimerizare. Dideoxinucleotidele (ddNTPs)

reprezintd analogi ale deoxinucleotidelor care nu au gruparea 3'-OH esentiala in formarea legaturii

3'5'-fosfodiesteice.

Etapele 1-2 de pregatire a fragmentului de interes sunt similare cu PCR-SSCP. Etapa

secventierii propriu-zise include mai multi pasi importanti:

prepararea probei de ADN: ADN-ul tinta este purificat si amplificat pentru a asigura o
cantitate suficientd pentru secventiere;

fragmentarea ADN-ului in buciti mai mici, care sunt mai usor de gestionat in procesul de
secventiere;

adaugarea primerilor specifici fragmentului care trebuie secventiat pentru a initia procesul de
sintezd a ADN;

sinteza ADN-ului si incorporarea ddNTPs: se adauga nucleotide normale (ANTPs) si ddNTPs
marcate cu fluorocromi diferiti pentru fiecare tip de baza. Fiecare ddNTP termina lantul de
sintezd atunci cand este Incorporat, deoarece nu are grupa 3’-OH necesara pentru adaugarea

urmatorului nucleotid;
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- electroforeza capilara: fragmentele de ADN rezultate sunt separate prin electroforeza
capilard. Fiecare fragment se termind cu un ddNTP marcat cu un fluorocrom specific,
permitand identificarea secventei de baze prin detectarea culorilor subsecvente.

- analiza datelor: un detector inregistreaza semnalele fluorescente pe masura ce fragmentele
trec prin capilar. Aceste semnale sunt convertite intr-o secventa de nucleotide, oferind
secventa finala a fragmentului de ADN. [150]

ADN-ul restant dupi proceduri este piastrat in congelator (-20° C) sub un cod unic repartizat

initial la pacient.

2.3. Procesarea si analiza matematico-statisticd a materialului

Pentru evaluarea statistica a materialului, datele colectate de la pacienti au fost introduse ntr-
o baza de date pentru procesare statistica si analiza digitald ulterioara in conformitate cu principiile

unanim acceptate.

Materialele primare ale cercetarii 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 statisticd s-a utilizat un set de operatii matematice efectuate prin procedee

si tehnici de lucru specifice. Tipuri de variabile utilizate:

1. variabile nominale - categoriile sunt distincte si nu au o ordine specificd. Exemple: gen
(masculin, feminin), raspuns binominal (da, nu), variantele genetice, etc.

2. variabile cantitative — indicatori cu o ordine specifica si distantele dintre valori sunt egale, care
se masoara prin perioade de timp (varsta, duratd), teste de laborator, etc

3. variabile interval - intervale formate din variabile cantitative, pentru prezentare si analiza
statistica specifica, de exemplu: intervale de varsta.

Indicatorii statistici aplicati si criteriile de utilizare:

1. media aritmetica - suma tuturor valorilor Tmpartita la numarul total de valori; utilizata pentru
variabile cantitative.

2. devierea standard (DS) - masura variabilitatii sau dispersiei unui set de date fatd de media
acestuia.

3. mediana - valoarea care imparte setul de date in doua parti egale; utilizatd pentru variabile
cantitative.

4. proportia exprimatad in procente din totalul de observatii aferente si intervalul de incredere 95

% (I1) pentru proportii folosite pentru variabile nominale.
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Testele statistice aplicate:

1. Testul t (t-test) — statistica folosita pentru compararea mediilor a doua grupuri.

2. ANOVA (Analysis of Variance) — procedura pentru compararea mediilor pentru doua sau
mai multe grupuri.

3. Diagrama Box-plot — utilizata pentru vizualizarea si investigarea formei distributiei valorilor
cantitative, avand ca elemente cheie indicarea medianei, percentilei 25 si 75, valorilor minime
sl maxime.

4. Chi-patrat (Chi-square test) — statistica pentru compararea a doua sau mai multe proportii si

estimarea asocierii Intre doud variabile nominale.

Pragul de semnificatie statistica aplicat la valoarea p aferenta statisticilor calculate este <0,05.

Prezentarea datelor statistice a fost efectuata prin tabele si grafice.

2.4. Concluzii capitolul 2
1. Conceptul studiului include un complex de ipoteze stiintifice dependente de obiectivele
prestabilite, iar dovezile obtinute evidentiaza scopul inaintat. Proiectarea protocolului de
cercetare a fost realizat conform regulamentului metodologiei stiintifice aprobate in
cercetdrile din domeniul sanatétii publice.
2. Cercetarea s-a desfasurat in citeva etape:
- etapa I: proiectarea conceptului studiului si definirea problemei inaintate spre cercetare, prin
prisma datelor stiintifice internationale;
- etapa Il: studiu descriptiv retrospectiv si prospectiv a pacientilor cu BW, pentru identificarea
lotului de cercetare final,
- etapa IlI: evaluarea lotului de cercetare prin prisma prezentarii clinice si a variantelor
mostenite, precum si identificarea interrelatiilor genotip-fenotip;
- etapa IV: procesarea si analiza matematico-statistica a materialului.
3. Pentru confirmarea diagnosticului, au fost utilizate un spectru larg de metode clinice,
molecular-biologice, instrumentale si genetice.
4. Metodologia cercetdrii a cuprins diferite metode: descriptiva, analiticd, matematica si
statistica.
5. Analiza statistica detaliata a materialului colectat, aplicand diverse formule matematice, a

permis aprecierea veridicitatii rezultatelor.
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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 sa identificam nu doar cei 53 de pacienti cu BW, dar si am creat o cohorta a

pacientilor cu dereglari ai metabolismului de 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 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/fiara sindrom de citoliza sau/si colestaza asociata

cu/fara modificari neuro-psihiatrice neincadrate ih 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. Subiectii cu scorul Leipzig modificat

> 4 puncte au fost ulterior analizati in cercetarea propusa.

Dupa cum vedem in anexa 12, 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 prezinta
manifestari sugestive clinice si biochimice pentru BW, insa practic 2/3 nu intrunesc la aceasta
etapd toate criteriile pentru a stabili BW definita. Astfel, aplicind recomandarile ghidurilor
internationale de specialitate privind stabilirea diagnosticului de BW (EASL, INASL, BASL,
AASLD, PCN 238) acesti pacienti au fost supusi testdrii genetice. Ca urmare, au fost identificati

53 de pacienti cu BW definitd. Aceastd cohorta 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 3. 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.
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Tabelul 3. 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
Mediana (perc.25 — perc.75), ani 23 (15-30)

Toti pacientii sunt originari din Republica Moldova (figura 5). Tn cazul familiei multietnice,
unul din parinti este de origine diferita. Nici un pacient nu a descris relatii consangvine in familie
si nici nu s-a asociat cu vreo comunitate izolatad. 4 subiecti nu cunosc cu exactitate istoricul sdu
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 II cu BW confirmata
sau BCF/boala neurologica.

armean, 1 german, 1 tadjic, 1

|

ucrainean,2

gagauz,

4

Figura 5. Diversitatea etnica a lotului de cercetare

Conform distributiei pe varsta (tabelul 4), se observa diferente intre debutul bolii si véarsta cand
a fost pacientul diagnosticat, in special in categoria de varsta 5-9 ani si 15-19 ani. Acest fapt
evidentiazd 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 nespecifice.

Tabelul 4. 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%) 75-26,5 6 (11,3 %) 3,3-19,3
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10-14 5 (9,4%) 2,0-16,8 6 (11,3 %) 33-19,3
15-19 11 (20,7%) 10,5 - 31,0 7 (13,2 %) 46 -21,8
20-24 8 (15,1%) 6,0 - 24,2 9 (16,9 %) 7,5-265
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 provoacid decompensare hepatici si

leziuni neurologice ireversibile, In pofida initierii terapiei specifice.

Analiza pacientilor in functie de regiunea tarii a evidentiat ca cei mai multi s-au ndscut/locuiesc

in partea de Centru si de Sud, 41.5% si respectiv 32%; in Nordul si in Stdnga Nistrului sunt

raportati cate 13.2%.

Tabelul 5. 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%)*

53



Non-BW BW

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

Evaluand comparativ grupul pacientilor cu BW si non-BW (tabelul 5), s-a observat ca desi
este o diferentda vizibild a valorilor medii la categoria varstei, fiind mai mica in grupul BW,
diferentd statistici nu s-a determinat (t=1,87; p=0.063). In categoria caracteristica clinicd se
determind o diferentd 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 modificari 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
patogend pe 1 singura alela 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 BW, 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-BW si BW, sunt statistic

semnificative (p<0.05).

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 pand 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 genetica. Dupd cum observam, majoritatea suspectilor au
trecut prin etapa de testare genetica. In studiu nu a fost utilizatd ca metodd 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.

Vom prezenta un caz clinic din practica noastra, care demonstreaza necesitatea evaludrii prin
mai multe etape, pentru stabilirea in final a BW. Scorul Leipzig initial fiind 5 puncte. Totusi,
pacientul este testat genetic si este confirmat cu BW. Scorul Leipzig definitiv este 9 puncte. Acest
pacient prezintd o simptomatica clasica de BW, dar cu regret este un pacient neaderent la tratament,

si prezintd forma decompensata de boala.

54



CAZ CLINIC NR.1 - P.C, barbat, anul nasterii 1988 [151]

Acuze la
momentul
evaluarii

sindrom astenic moderat, sindrom dispeptic, disconfort in hipocondrul
drept, accentuat la efortul fizic, sindrom hemoragic, sindrom pseudobulbar
(dizartrie), sindrom extrapiramidal (tremor al mainelor cu afectarea
scrisului), afectarea functiei cognitive, labilitate emotionala

Istoricul bolii

Se considera bolnav de la varsta de 14 ani, cand a fost diagnosticat Cu
ciroza hepatica decompensata. S-a exclus etiologia virala, autoimuna si
toxica, fiind recomandat spre efectuare parametrii metabolismului Cu, insa
parintii au refuzat, negand factorul genetic. De atunci, se afla la evidenta
medicului de familie, dar nu se prezenta in mod regulat la vizite. La 12 ani
distanta (26 de ani) au aparut manifestari neurologice (tremor al mdinelor
si instabilitate posturala), astfel s-a insistat pe examinarea specifica pentru
BW. Ludnd in considerare rezultatele obtinute: Cp serica —10,33mg/dL (22-
61), Cu seric total- 37.80 ug/dL (70-150), Cu urinar in 24h - 370 ug/24h
(14.8-59.2) si prezenta IKF a fost stabilit diagnosticul de BW, fiind initiat
tratamentul specific cu ameliorarea in dinamica a datelor clinice §i
paraclinice.

Anamneza
personald

Originar/locuieste — centrul tarii. Parintii/buneii - fara patologie evidenta,
are 2 frati aparent sandtosi (neexaminati). Neaga vrelatii de
consangvinizare.

Statut social

Studii gimnaziale nefinisate. Ocupatie - creste flori. Celibatar, fara copii.

Vicii Fumator — 15 -20 de tigari/ zi. Consumul de alcool ocazional — vin, bere.
Observatii fizice Datele antropometrice si semnele vitale — fara particularitati. Tremor ugor
relevante al méinilor. Hepatomegalie. Splenomegalie.

Investigatii - Trombocitopenie ( 67*10°%L), sindrom citolitic minimal (ALT - 52 U/L,
recente AST - 49 UJ/L), sindrom colestatic (fosfataza alcalina — 135.9 UIL,;

gama-glutamiltransferaza - 124.90 U/L). Sindrom hepatopriv — absent.

- EDS - varice esofagiene necomplicate, gr I-11.

- Eco Abd — Hepatomegalie moderata (163.8*74.44mm), splenomegalie
marcata (185.7*67.0 mm), vena porta (13.5 mm) si vena splenica (8
mm), in timpul inspirului si expirului, dimensiunile venei porte nu se
modifica.

Testul genetic

Statut heterozigot compus: variante patogene in exonul 14 — p.H1069Q
(c.320C>A) si in exonul 20 —p G1341D (c. 4022G>A)

Tratament

Etiopatogenetic si pentru hipertensiunea portala

Optional

Pacientul nu este compliant la recomandarile medicale, desi au fost
explicate toate riscurile acestei maladii: fumator activ, consuma alcool, nu
respecta regimul alimentar recomandat si nu administreaza regulat
tratamentul specific. Membrii familiei nu se implica in ingrijirea §i
supravegherea pacientului.
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3.2. Definirea fenotipurilor clinice evidentiate la pacientii cu boala Wilson

In cei peste 100 de ani de la prima descriere a BW, pleomorfismul clinic al acestei boli continua
sa ne surprinda. BW se poate prezenta ca boald hepatica, cu tulburari de miscare, cu boli psihiatrice
sau episoade recurente de anemie hemolitica. Boala hepatica clinica este diversa, variind de la
hepatomegalie asimptomatica sau cresterea transferazelor serice la steatoza hepaticd pana la
cirozd; totusi, uneori, boala hepaticd este neglijabild, in ciuda dizabilitatii neurologice
proeminente. Din nou, pacientii cu boala hepatica cronica pot sa nu prezinte simptome neurologice

sau anomalii cerebrale la imagistica prin rezonantd magnetica.

In cohorta noastrd este evidentiatd aceastd patologie atit la barbati cat si la femei, cu
implicarea pacientilor de varsta tandra, de la copil (cel mai mic fiind de 5 ani, cel mai varstnic de
46 ani). Astfel, se observa ca la barbati, predomina fenotipul neuro-psihiatric, iar la femei nu este
o diferenta intre cel hepatic si neuro-psihiatric. De asemenea, prezentarea hepaticd predomind la
pacienti <20 ani, Tn timp ce cea neuro-psihiatrica - la pacienti >20 ani. Fenotipul mixt, neuro-

hepatic, reprezinta cel mai frecvent tip de prezentare clinica in toate categoriile (figura 6).

Manifestarile clinice sunt diverse, desi se observad o stratificare in manifestari predominat
hepatice; sau neuro-psihiatrice sau cu prezentare mixta neuro-hepatica. In acest subcapitol vom
discuta despre aceste fenotipuri mai detaliat, iar caracteristica clinica si genetica a lotului cercetat

in functie de fenotipul de prezentare este descris in anexa 13.

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

Hepatic Neuro-psihiatric Neuro-hepatic

Figura 6. Distributia fenotipului in functie de sex si viarsta de debut a bolii (n=53)
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3.2.1. Descrierea fenotipului hepatic

Din datele obtinute remarcam, cd 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%
(n=7). 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 si
genetica a acestui grup este descrisd in anexa 13. Evident este 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 identificd la 60% dintre pacienti. Practic la o jumatate dintre pacienti se identifica
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
decompensata). Evaluarea parametrilor metabolismului Cu stabileste urmatoarele particularitati la
pacientii cu BW si fenotipul hepatic: majoritatea pacientilor prezintd Cp scdzutd, si majorarea
excretiei urinare in 24 ore a Cu. Pe cand Cu seric, practic nu este modificat. Ceea ce ne face sa
concluzionam ca parametrii necesari pentru suspectarea BW, pe langa hepato- sau splenomegalie,
este necesar de evaluat Cp sericd 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 ntre 7 — 45 ani. Caracteristica
clinica si genetica a acestui grup este descrisa in anexa 13. Cele mai frecvente sindroame clinice
intélnite sunt tulburarea de miscare hiperkinetica si sindromul pseudo-bulbar, 66,7% si respectiv
58,3%. Se observa ca la 25% pacienti a fost stabilit IKF si 66,7% au fost identificate imagistic
manifestiri cerebrale. La nici un pacient nu s-a observat modificari biologice. In 58,3%, pacientii
au descris afectarea concentratiei, iar 50% dintre cazuri prezentau modificari de dispozitie.
Evaluarea parametrilor metabolismului Cu stabileste: majoritatea pacientilor prezinta 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.
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Pacientul cu fenotip neurologic se prezinta cu varietate clinica extraordinara, fapt care
face dificil stabilirea diagnosticului precoce si evidentierea unui prototip clinic clasic (figura 7).

Cele mai frecvente acuze declarate sunt afectarea miscarilor fine, tremorul, dizartria si

coreoatetoza.
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Figura 7. Varietatea simptomatica a fenotipului neurologic (%0)

3.2.3. Evaluarea fenotipului mixt

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 si genetica a acestui grup este descrisa in anexa 13. 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 decompensatd). La 2/3 pacienti s-a
observat tulburare de miscare hiperkineticd. 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 modificérile biologice, se
observa trombocitopenia la %4 pacienti si sindrom citolitic la peste '% cazuri. Evaluarea parametrilor
metabolismului Cu stabileste majoritatea pacientilor prezintd Cp scazuta, si majorarea excretiei
urinare in 24h a Cu. Tn cazul unui pacient, nici o mutatie nu a fost identificata. Variantele
patogenice c. 2532delA, p.G1341V, p.Asn728lle si p.A1227T au fost raportate doar in cazul
persoanelor fenotip neuro-hepatic.

Astfel, analizdnd comparativ fenotipurile 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 ceilalti, fenotipul neurologic se prezinta cu un debut mai tardiv al bolii si un nivel
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de Cu urinar statistic semnificativ mai redus comparativ cu celelalte grupuri, in timp ce fenotipul
mixt se evidentiaza prin debutul bolii in jur de 20 ani si durata stabilirii diagnosticului fiind cea

mai lungd. Desi, valorile Cp serice sunt diferite, semnificatie statistica nu s-a observat in nici un

grup.

Vom prezenta un pacient cu BW, care prezintd un profil genetic homozigot recesiv si fenotip
neuro-hepatic. In acest caz, evolutia bolii este una pozitiva, luand in consideratie durata stabilirii

diagnosticului si evolutia clinica pe fundal de tratament specific.

CAZ CLINIC NR.2 - D. N., femeie, anul nasterii 1977

Acuze la Tremor usor al mdinilor cu afectarea miscarilor fine, insomnie, scaderea
momentul memoriei i concentratiei, slabiciuni generale periodice

evaluarii

Istoricul bolii Se considera bolnava de la 34 ani, cind boala a debut brusc cu tremor

generalizat pronuntat, instabilitate posturala si tulburare cognitiva. Peste 1
luna a fost diagnosticata BW, fenotip neuro-hepatic. Investigatiile efectuate
la acel moment:

- trombocitopenie — 77*10%1 (150 — 450), fira modificari in analizele
biochimice; metabolismul cuprului — Cp seric — 14 ( 20-60 mg/dL); Cu
urinar in 24h — 35 (10-60) ug/24h; dupa stimulare - 219 umol/l (2-80);

- Eco Abd - Splenomegalie moderata cu semne de hipertensiune portala.

- RMN cerebral - arii patologice simetrice la nivelul talamusului,
bilateral cu extindere inferioara, cu implicarea pedunculilor cerebrale,
trunchiului cerebral si incipient a emisferei cerebelare (dreapta >
stanga).

- Examen oftalmolog - IKF — inel prezent bilateral.

S-a initiat tratamentul specific, cu ameliorare semnificativa a tuturor
simptomelor. Pacienta este complianta.

Anamneza Originar/locuieste — centrul tarii. Familia tatei: 4 copii - tata (57 ani),

personala unchiul si o matusa — decedati de BCF necunoscuta. Sora pacientei (24 ani)
- decedata de BCF neprecizata. Neaga casatorii intre rude.

Statut social Studii gimnaziale nefinisate. Efectueaza diferite munci la plata cu ora.
Divortata, 1 copil — aparent sandtos, evaluat biochimic.

Vicii Nu prezinta.

Observatii fizice  Datele antropometrice §i semnele vitale — fara particularitati. Tremor usor
relevante al mainilor.

Testul genetic Homozigot recesiv: varianta patogena in exonul 14 — p.H1069Q
(c.320C>A)
Tratament Etiopatogenetic si reabilitare neurologica
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3.3. Caracteristica mutatiilor genetice determinate la pacientii cu boala Wilson

Tntr-o perioada scurta 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
fenotipicd neobisnuitd in combinatiile lor. S-a dovedit cd frecventa de detectare si spectrul
variantelor patogene ale genei ATP7B diferd semnificativ in diferite tari. In acelasi timp, nivelul
de prevalentd 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. Astfel, ne-am propus sa caracterizam profilul
genetic al pacientilor din grupa de cercetare, astfel sa obtinem o radiografie geneticd in 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 (Romania). La 46 pacienti au fost identificate mutatii, dintre care 1 singura
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/55%).

Lotul cercetat se caracterizeaza printr-o heterogenitate mutationala 1nalta, fiind identificate
19 variante diferite care au fost definite genetic si fenotipic in anexa 14 [152-156]. Clasificarea
variantelor s-a efectuat in conformitate cu recomandarile ACMG [69]. Varianta p.Phe764= este
considerata probabil patogena sau cu semnificatie incerta (unele surse), insa in caz de

homozigocitate sau asociere cu o altd variantd patogend, aceasta determind aparitia BW.

Caracteristicile variantelor genetice ATP7B identificate in lotul studiat sunt redate in anexa
15. Astfel, se observa ca cele mai multe mutatii sunt identificate la nivelul exonului 8. Varianta de
tip substitutie (missense) este intalnita in 86,04 %, iar cea mai frecventa aleld (53%) se afld la
nivelul exonului 14 — varianta p.H1069Q, prezenta in 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 varianta
(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).

Vom prezenta un pacient cu BW, care prezinta un profil genetic homozigot recesiv si fenotip
hepatic (stadiu de ciroza hepatica), iar in acest caz este evidenta intarzierea stabilirii diagnosticului

final (dupa 7 ani de la aparitia primelor simptome).
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CAZ CLINIC NR.3 - G.G., barbat, anul nasterii 1999

Acuze la moment

Disconfort in hipocondrul drept la efort fizic si sindrom astenic moderat

Istoricul bolii

Se considera bolnav de la varsta de 7 ani, cand periodic acuza icter sclero-
tegumentar, anemie si sindrom citolitic moderat. Administra periodic
tratament, cu ameliorarea temporara a simptomelor. Diagnosticul de BW a
fost stabilit in 2013, 7 ani distanta de la aparitia primelor simptome.
Investigatiile efectuate la acel moment:

- anemie (hemoglobina — 112 g/I (137-175)), leucopenie — 1.74*10%I
(4.23 —-9.07); trombocitopenie - 102 *10%1 (163 — 337); sindrom citolitic
minimal-moderat; markeri serologici la virusi hepatici A, B, C si D —
negativi;

- metabolismul cuprului — Cp seric — 9.20 mg/dL (22-61); Cu seric — 27.70
ug/dL (64-114); Cu urinar in 24h (pe fon de tratament cu saruri de Zn
—319.2 ng/24 h (15-70);

- Doppler al sistemului portal — tablou sugestiv pentru ciroza hepatica
(structura neomogend, micro-macronodular, ecogenitate sporita).
Splenomegalie pronuntata (226*82 mm). Hipertensiune portala
exprimata (v.porta -14.2 mm, flux hepatopetal; v. lienala — 10.4 mm,
inspir profund — 12.0, complianta respiratorie redusd, flux hepatopetal,;
semne de dilatari porto-sistemice: recanalizarea venei ombilicale cu
flux hepatofugal);

- Fibroscan — elasticitatea hepatica-14.5 kPa (stadiul F4);

- Examen oftalmolog - IKF — inel complet prezent.

De atunci, administreaza D-penicilamina si saruri de zinc. Perioada 05 —
10.2023, stopeaza tratamentul de sine statator.

Anamneza
personala

Originar/locuieste — nordul tarii
Parintii/buneii - fara patologie, are 2 surori purtatoare de genda mutantd.
Neaga relatii de consangvinizare in ultimele 3 generatii

Statut social

Studii superioare finisate. La moment nu activeaza din motiv de sanatate.
Casatorit, fara copii la moment.

Vicii Neaga

Observatii fizice  Datele antropometrice si semnele vitale — fara particularitati. Eritem

relevante palmar si plantar. Stelute vasculare umice pe torace. Hepatomegalie.
Splenomegalie.

Investigatii 2017: RMN cerebral - fara modificari patologice

recente

2018: IKF - reabsorbtie totala

2023: EDS - varice esofagiene gradul lI-lll, fara risc de hemoragie la
moment. Gastropatie portal-hipertensiva eritematoasa.

Eco Abd — Ciroza hepatica. Hipertensiune portala (v.porta-14 mm, v.lienala
— 13 mm). Splenomegalie severa (225*85 mm). Lichid ascitic laminar in
cavitatea intraperitoneala.

ECG + Eco CG — fara modificari clinic semnificative
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Testul genetic Homozigot recesiv: varianta patogend la nivelul exonului 15 - ¢.3402delC

Tratament Terapia cu chelatori

Optional 2023: Recomandat ligaturarea varicelor gastro-esofagiene ih mod planic.

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 adecvatd a pacientului, pentru initierea timpurie a tratamentului
la indivizii asimptomatici pentru a preveni anumite complicatii si pentru prezicerea eficacitatii
tratamentului. In plus, imbunatiteste intelegerea patogenezei moleculare a bolii. Asociatiile
raportate intre 0 anumita mutatie si un fenotip specific in BW raman neconcludente din cauza mai
multor factori: numarul mic de pacienti, numarul mare de mutatii si faptul cad majoritatea

pacientilor sunt heterozigoti compusi, ceea ce face dificila atribuirea unui fenotip clinic.

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
in ATP7B asupra expresiei fenotipice a BW (anexa 16). Pacientii 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.

O particularitate interesanta s-a inregistrat la grupul de pacienti non-p.H1069Q. Acesti pacienti
au fost stabiliti cu diagnosticul de BW la varsta de 24,67 + 9,31 ani, iar intérzierea diagnosticului
este de circa 39,91 £ 39,71 luni (figura 8), fenotipul predominant este fenotipul mixt urmat de cel
hepatic. Acest grup, care a constituit 12 pacienti, inregistreaza cea mai lunga perioada pana la
stabilirea diagnosticului clinic, fiind si cei mai in varsta pacienti vs grupul p.H1069Q. De
asemenea, profilul p.H1069Q coreleaza cu prezenta IKF aproximativ la 1/3 din pacienti, cu nivel
mai nalt de cuprurie, un sindrom biologic prevalent pentru pancitopenie si colestaza. In timp ce,
celdlalt profil se prezinta cu nivel mai redus de Cp sericd, un sindrom biologic prevalent pentru

trombocitopenie, citoliza si sindrom hepatopriv
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Figura 8. Durata stabilirii diagnosticului in functie de profilul genetic (raportata in luni)

Profilul non-p.H1069Q se caracterizeaza printr-o diversitate genetica 1inalta, fiind
inregistrate si mutatii unice rare, precum varianta p.Phe764= (figura 9). Mostenirea variantei

patogenice in acest grup este atat de tip homozigot recesiv, cat si heterozigot compus (tabelul 6).

Tabelul 6. Caracteristica genetici a profilului non-p.H1069Q in functie de statutul

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

p.E541K p.A1227T
p.T991T p.G1341D
p.Alal1135GInfsX13 p.G1341V
p.G1341D p.Phe764=

p.Met769Hisfs*26

p.Val845SerfsTer28
p.V456L
p.H1207R

Analizand, profilul p.H1069Q in functie de statutul mostenirii (anexa 17), s-a observat ca
subgrupul homozigot recesiv se asociaza cu un debut mai tardiv, o perioada de diagnostic mai
scurtd si prezentare clinicd predominant mixtd si neuro-psihiatricd 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.

De asemenea, primul subgrupul coreleaza cu prezenta IKF la 1/2 din pacienti, cu un nivel
mai redus de Cp serica si un sindrom biologic prevalent pentru trombocitopenie. Tn timp ce,

subgrupul al doilea se prezintd cu un nivel mai nalt de cuprurie (figura 10), sindrom biologic
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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 inconjurator, precum si modul cum interactioneaza sau se

influenteaza mutatiile in mod reciproc.
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Figura 9. Diversitatea genetica a profilului non-p.H1069Q
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O alta caracteristicd este predominarea variantei mutationale missense, urmata de
frameshift, nonsense si silentioasa/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 (anexa 18). 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 in
asociere cu alte tipuri de mutatii (alte-M) — missense, silentioasa/sinonime, nonsense si frameshift.
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Figura 10. Nivelul cuprului urinar in 24 h in functie de statutul mostenirii la pacientii cu
p-H1069Q (raportata in pg/24h)
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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 in acest caz nu s-a determinat (t=0,61;
p=0,54).
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Figura 11. Nivelul ceruloplasminei serice in functie de tipul mutatiei (raportat in 20-60

mg/dL)

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) (figura 11). 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 pand la 18 ani in 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 0 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 sinatosi; in celelalte 3 familii, un parinte este

purtator sanatos, dar celdlalt parinte nu a fost testat. 4 frati au fost identificati ca purtatori sdnatosi,

65



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 detectata o mutatie rara - ¢.2292C>T. Aceasta varianta determinad 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 aceasta mutatie este patogena si poate dezvolta
boala [157]. Pacientul care prezinta aceasta mutatie, este cu varianta missense, si prezinta fenotipul
hepatic evident, este dintr-o familie cu sora stabilita cu BW in perioada de adult. Pacientul are 2

copii, ambii se prezinta cu varianta mutationala missense p.H1069Q), in stare heterozigota compusa

fenotip hepatic.

Purtitoare sinatoasa

p-Phe764=/ Pacient 1
4&&769&5&*26 p-Phe764=/ p-H1069Q/N

p-Met769Hisfs*26

I

Pacient 2 Pacient 3
p-H1069Q/ p-H1069Q/
p-Phe764= p-Met769Hisfs*26

Figura 12. Mostenire pseudo-dominanta (imagine proprie) [83]
Note: Forme pline - indivizi afectati; forme pe jumatate pline - un purtator sanatos, ? — statut
genetic necunoscut.

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 n nici 0 nozologie pana la
momentul respectiv (anexa 19). Tn cazul unei singure familii s-a identificat o transmitere
paradoxali a bolii - mostenirea pseudo-dominanti (figura 12). In 4 cazuri in care ambii parinti sunt
purtatori sanatosi, ambii copii au fost diagnosticati cu BW, un membru fiind diagnosticat ca
rezultat al screening-ului familial (figura 13). In 6 cazuri, BW a fost asociati 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 in 24 de ore a crescut

de peste 5 ori a limitei superioare ale normei. In ambele cazuri, testul genetic a confirmat prezenta
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a 2 mutatii patogene. IKF a fost observat la 2 pacienti, ce prezentau si manifestari neurologice.

Toti pacientii noi diagnosticati cu BW au initiat terapia specifica.

p.H1069Q/N pHI069QN  p.Glyl341Asp/N pH1069Q/N p.GI34ID/N | p.GI34ID/N p-H1069Q/N pHI069Q/N

o - om. @

/ Pacient 4 Pacient 5 Pacient 6 / Pacient 7
p.H1069Q/ p.H1069Q/ p.H1069Q/ pH1069Q/ p.GI34ID/  p.G1341D/ p.H1069Q/  P-H1069Q/
p.H1069Q p.H1069Q p.Glyl34lAsp  P-.Glyl341Asp pGI3ID  pGI34ID pHIOEQ  PHI069Q

Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4

Figura 13. Familii depistate cu ambii copii afectati de maladia Wilson (imagine proprie) [83]

Note: Forme pline - indivizi afectati; forme pe jumatate pline - purtator sanatos.
3.4.2. Crearea algoritmului de diagnostic in boala Wilson

Deficitul de studii clinice randomizate si de inaltd calitate este o provocare comund pentru
bolile rare, inclusiv si pentru BW. Prin urmare, recomandarile in BW s-au bazat mai putin pe datele
din studiile randomizate si 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 complicatd elaborarea unui ghid cuprinzitor pentru diagnostic si
tratament. Actualmente sunt cunoscute 5 ghiduri internationale, axate in mare parte pe prezentarea
hepatica In BW: ghidul Asociatiei Europene pentru Studiul Ficatului (EASL) din 2012 [2], ghidul
Societatii Europene Gastroenterologie Pediatrica, Hepatologie si Nutritie (ESPGHAN) din 2018
[133], ghidul Asociatiei Indiene pentru Studiul Ficatului (INASL) in comun cu Societatea Indiana
de Gastroenterologie, Hepatologie si Nutritie Pediatricd si Societatea Indiana al tulburdrilor de
Miscare din 2019 [132], si cele mai recente ghiduri inaintate de Asociatia Britanica pentru Studiul
Ficatului (BASL) din aprilie 2022 [134] si de Asociatia Americand pentru Studiul Bolilor
Ficatului (AASLD) din septembrie 2022 [131]. 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 noastra a fost elaborat in 2016 Protocolul Clinic National: Boala Wilson la copil

(https://msmps.gov.md) [158]. Este unicul document cu recomandari de conduitd 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 (tabelul 7).
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Tabelul 7. Recomandirile ghidurilor pe subiectul managementului bolii Wilson

Ghiduri

Diagnostic

Tratament

Teste de diagnostic

Screening familial

EASL, 2012

Scorul Leipzig, 2011
Cupru hepatic

Testare genetica a
rudelor de gradul |

Terapie cu
chelatori +/- Zn

PCN 253,2016 Teste clinice, biochimice, Nu este analizata Terapie cu
biopsie hepatica, cupru in tesut optiune de screening  chelatori
hepatic familial

ESPGHAN, Teste clinice si biochimice, Evaluare clinica si Terapie cu

2018 scor Leipzig Testare genetica a chelatori +/- Zn

) rudelor de gradul |
Cuprul hepatic
INASL, 2019 Scor Leipzig modificat, 2019  Testare genetica a Terapie cu
. . descendentilor chelatori +/- Zn

Istoric familial, probandului cu BW

ceruloplasmina < 5 mg/dl
Testarea prenatald nu
este recomandata

BASL, 2022 Teste clinice, biochimice, Testare genetica a Terapie cu
genetice rudelor de gradul | chelatori +/- Zn
Scorul Leipzig, 2011

AASLD, 2022  Teste clinice, biochimice, Testare genetica a Terapie cu

genetice (triada biochimica)

Scorul Leipzig, 2011

rudelor de gradul |

chelatori +/- Zn

Considerand rezultatele obtinute in cohorta de pacienti cu BW ne-am propus sd cream
algoritmul de diagnostic avand la bazd atat recomandarile actuale ale Societatilor de specialitate
internationale (EASL, ESPGHAN, INASL, BASL, AASLD), cat si cele regionale (PCN 258).
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 variantd, pentru a fi implementat in tirile unde nu sunt
metode de cuantificare a Cu in tesutul hepatic uscat); 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 necesitd primesc o calificare de probabil si vor urma testarea
genetica (dupa metoda Sanger), cei cu punctaj egal sau mai mare de 4 vor obtine un diagnostic

definitiv de BW, si vor fi supusi terapiei individualizate, iar optional li se va recomanda testarea

genetica.
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Algoritmul propus de noi selecteaza conduita individualizata pacientului bazatd pe

fenotipare clinica, dar si genotipica (anexa 20). O altd perspectiva prezinta si algoritmul de

screening familial in boala Wilson (anexa 21). Este o componentd obligatorie conform

recomandarilor actuale, dar si posibilitatilor actuale. Aceste nu se regasesc in PCN 238: Boala

Wilson la copil.

3.5. Concluzii capitolul 3

1.

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

Profilul genetic este predominat de heterozigotul compus (54,3 %). Cele mai multe mutatii
sunt la nivelul exonului 8, iar varianta cea mai comuna este de tip missense (in 86,04 %).
Varianta p.H1069Q este prezentd la 34 pacienti (64,1%).

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

Profilul p.H1069Q este asociat cu debut mai devreme, diagnostic precoce, un nivel de
ceruloplasmina serica si cupru urinar mai ridicat comparativ cu profilul non-p.H1069Q ce se
prezinta cu un debut mai tardiv, durata de diagnostic mai lunga, un nivel de Cp serica si Cu
urinar mai redus.

Homozigotii recesivi p.H1069Q se prezinta cu un debut tardiv, o duratd de diagnostic mai
lunga, un nivel de Cp serica si Cu urinar mai scazut decat in cazul heterozigotilor compusi care
se asociaza cu un debut precoce, o perioada mai scurta de diagnostic, un nivel de Cp serica si
Cu urinar mai ridicat.

Screening-ul familial al pacientilor a identificat membri noi cu BW, cu vérsta medie de 16,25
*+ 9,7 ani, cu predominarea fenotipului hepatic si mutatiei p.H1069Q. La 2 pacienti a fost
identificata 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 presimptomatica a bolii.
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4.  DISCUTII

Teoretic este clar ca stabilirea diagnosticului de BW este de obicei simplu la un copil cu
manifestari hepatice sau la un adult cu modificari ale personalitatii si tulburari de miscare, atunci
cand este asociat cu triada biologica clasica: Cp scazuta, Cu Seric scazut si excretie urinara crescuta
de Cu in 24h. Dar realitatea este diferita. Studiile demonstreaza ca diagnosticarea acestei boli
hepatice rare ramane dificila, nu doar din considerentele nerecunoasterii acestei boli, dar si din
motivul variabilitatii testelor biologice si manifestarilor clinice. Astfel, timpul mediu dintre
primele simptome si diagnostic depdseste de obicei 2 ani. Desigur, raritatea bolii este motivul
principal al lipsei de constientizare a medicilor si, prin urmare, diagnosticarea gresita si intarzierea
diagnosticului. Prevalenta clinica a BW este scazuta, estimata a fi 30/100000 — 20/100000 in tarile
europene. Mai mult, prezentdrile atipice pot agrava si subestima diagnosticul. Provocarile pentru
stabilirea unui diagnostic corect al BW sunt multiple si diverse. Una dintre directiile care ar putea
reduce din provocdarile conduitei BW este identificarea unei posibile interrelatii dintre statutul

genetic si cel clinic la pacientii cu BW.

Cercetarea efectuatd de noi este un prim studiu dedicat interrelatiei clinico- genetice al
pacientilor cu BW din tara noastrd. Astfel, noi am inaintat scopul directionat spre evaluarea
relationarii intre componenta geneticd si cea clinicd la pacientii Wilsonieni originari din tara
noastra, in acelasi timp analizadnd particularitatile demografice, clinice, evolutive si genetice la
acesti pacienti. Este un studiu amplu care valorificd atat depistarea timpurie a pacientilor, utilizand
metodele neinvazive, dar si accentueaza rolul screening-ului familial in managementul acestei
boli. Tnrolarea in studiu a trecut prin 2 etape, etapa de pre-screening si etapa de screening.
Activitatea de pre-screening a avut loc initial, inainte de consimtamantul informat al pacientului,
atunci cand a fost revizuit registrul pacientilor cu BW suspectata. Astfel, dupa identificarea a 173
de pacienti suspecti, am revizuit criteriile de includere si excludere, determindnd grupul de
cercetare. Tn etapa de screening am utilizat scorul Leipzig pentru definirea diagnosticului. Ca si
grup de cercetare au fost selectati 53 de pacienti. Parcurgand etapa de pre-screening am putea sa
evidentiem ca suspectarea BW bazatd pe clinicd sau biologie, necesitd suplimentarea
investigatiilor pentru a stabili diagnosticul final. Astfel, nu orice scadere de Cu seric sau Cp
defineste boala Wilson. Despre erorile in interpretarea rezultatelor analizelor de laborator am

descris detaliat in capitolul INTRODUCERE.

Rezultatele obtinute 1n studiul nostru de cohorta, marcheaza unele particularititi demografice
la pacientii cu BW din tara noastrd. Este o boald rara intalnitd la copii si la adulti (18 pacienti cu
varsta mai mica de 18 ani, dintre care 6 copii cu varsta pana la 10 ani), cel mai mic pacient — 5 ani

debut hepatic, p.H1069Q/p.G1341D, cel mai in varsta — 46 ani, cu profil neurologic, scor Leipzig
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4 (nu necesita testare geneticd). Distributia pe sex este in favoarea barbatilor (1.5 barbati la 1
femei). Reprezentativa este si predominarea originii sudice si centrale a tarii. Un element important
din studiul nostru este ca diagnosticarea BW are loc preponderent la varsta de 25-29 ani. lar, durata
medie a perioadei de diagnostic a fost de 26,8 £ 35,77 luni, intervalul de diagnostic variind intre 1
- 96 luni. Acest fenomen este intalnit in toate tarile. Savantii care raporteaza rezultatele evaluarii
pacientilor cu BW, descriu un interval de 2-5 ani de intarziere a diagnosticului clinic. Tn cohorta
germana de 137 de pacienti simptomatici cu BW diagnosticati intre 1957 si 2005, decalajul mediu
dintre primele simptome si diagnostic a fost de 25,3 luni. O proportie de 60,3% au fost
diagnosticati in decurs de 1 an, 68,2% 1n 2 ani si la 22,5% din totalul pacientilor, diagnosticul a
fost stabilit la 3 ani de la aparitia simptomelor initiale. lar, prezentarea neurologica a fost asociata
cu un timp semnificativ mai lung de la debutul simptomelor pand la diagnostic decat prezentarea
hepatica, variind de la 2,5 la 6 ani [159]. Rezultatele noastre evidentiazd cad intarzierea
diagnosticului se asociaza cu debutul neurologic (diagnosticat la o varsta medie de 26,5 £ 9,92
ani), care mai frecvent se stabileste la sexul masculin (73%), iar debutul hepatic a fost evidentiat
la ambele sexe (cu o tendinta mai mare la sexul feminin), cu diagnosticarea definitivata la varste
mai mici (16,8 £ 9,81 ani). BW este o boalad foarte eterogena. Exista incad o lipsa de cunostinte
suficiente cu privire la istoria naturald a pacientilor cu BW netratati. Este bine cunoscut faptul ca
BW are tendinta spre o varsta frageda de debut, deoarece majoritatea diagnosticelor sunt puse intre
5 s1 35 de ani. Rezultatele noastre au demonstrat ca distributia de varsta in populatie a fost foarte
similara cu cea din rapoartele anterioare [160, 161]. n studiul nostru, a existat o predominanti
masculina in prevalenta acestei afectiuni la adulti. Interesant, nu a fost observata nicio diferenta
semnificativa de gen in copilarie. Aceste descoperiri indica faptul ca hormonii sexuali pot juca un
rol in patogeneza BW, estrogenii exercitand efecte antioxidante, neurotrofice si antiinflamatorii
[161]. Gromadzka si colab. a demonstrat ca diferentele in metabolismul fierului pot fi asociate cu

eterogenitatea clinica legata de sex [162].

Rezultatele studiului nostru demonstreaza ca dupa examinarea repetatd, boala hepatica a fost
diagnosticatd la 52,17% dintre cei cu debut neurologic; iar la cei cu debut hepatic au fost depistate
leziuni neurologice la 16,7%. La 58,82%, dintre pacientii cu fenotipul hepatic a fost reprezentat
de ciroza hepaticd, iar din manifestarile neurologice, cele mai frecvent au fost sindromul
pseudobulbar (disfagie, disartrie) in 35% si tremorul membrelor Tn 30%. IKF a fost identificat la
32%, dintre care 75% a fost asociat cu leziuni neurologice. Splenomegalia a fost identificata la
58,54%, dintre care 79,17% au fost asociate cu hepatomegalie. Un pacient a suferit un transplant
de ficat din cauza IHA, un alt pacient a avut tulburari asociate de ritm cardiac, iar un alt pacient a
prezentat modificdri osteo-articulare. Insuficienta hepatorenald acutd urmatd de deces a fost

stabilita la un pacient cu BW tratat mai multi ani cu terapie chelatorie. O analiza ampla, publicata
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de Gow P.J si coautorii, efectuatd pe o durata a trei decenii a prezentat constatarile clinice si de
laborator ale 30 de pacienti cu BW [163]. 22 de pacienti au prezentat manifestari hepatice (8 au
prezentat insuficientd hepaticd fulminantd), 3 - boala neurologica si unul cu anemie hemolitica;
patru erau frati asimptomatici ai pacientilor cu BW. 70% au fost diagnosticati in termen de 6 luni
de la debutul simptomelor, dar diagnosticul a fost amanat cu pana la noua ani. Intervalul de varsta
la diagnostic a fost larg (7-58 de ani), iar 5 pacienti aveau peste 40 de ani. La pacientii care
prezentau boald non-fulminantd, 18% nu prezentau nici IKF, nici concentratii scazute de Cp.
Concentratii crescute de Cu din ficat au fost gasite la toti pacientii, cu exceptia unuia, care au
suferit sase ani de tratament cu D-penicilamini. In insuficienta hepatici fulminanti (n=8),
caracteristicile suplimentare utile in diagnostic au inclus dovezi ale hemolizei, cresterea Cu urinar

(interval 844-9375 pg/24 h) si un Cu ridicat non-Cp (interval 325-1743 ug/l) [163].

Desigur cd diagnosticul BW depinde inca in primul rand de evaluarea dovezilor clinice si de
laborator ale metabolismului anormal al Cu. Nici o caracteristica nu este de incredere, dar
diagnosticul poate fi pus de obicei cu conditia sa fie suspectat. Urmare analizei noastre putem sa
concluziondm ca indicii biologici cunoscuti ca definitorii pentru BW, sunt insuficienti la o mare
parte de pacienti in stabilirea diagnosticului definitiv. S-a observat ca doar 42.5 % dintre pacienti
prezinta triada biologica clasica (Cp scazuta, Cu seric scazut si Cu urinar in 24h sporit), altii 57.5
% dintre pacienti nu au prezentat modificiri biologice sau au prezentat doar o modificare. In
studiul nostru se observa o relatie dintre fenotipul hepatic si Cu seric scazut, excretia de Cu in 24h

sporita, dintre fenotipul neuro-psihiatric si nivelul Cp scazute.

Este cunoscut ca Cp sericd este, de asemenea, un reactant de faza acuta si poate fi fals crescuta
in prezenta sepsisului, fals scazutd in insuficienta hepaticd fulminantd de orice etiologie, boala
hepatica avansata, boala celiaca si a-Cp-emia, sindromul nefrotic si 20% din heterozigoti [164].
Cu seric poate fi redus in majoritatea bolilor hepatice, din cauza necrozei hepatocitare. Doar in
combinatie cu Cp scazuta, fiind colectate in acelasi timp poate fi suspect pentru BW. Tn alte
afectiuni hepatice, cum ar fi hepatita autoimuna, boala hepatica colestatica cronica si insuficienta
hepatica acutd fulminanta de orice etiologie pot da nastere la o excretie mare de Cu in urina de 24
h. Excretia bazala de Cu poate fi scazuta la copii si fratii asimptomatici, astfel incat o valoare
normala nu exclude BW. Rezultate false se pot obtine si in cazul colectarii necorespunzatoare a
urinei. Rezultatele false pot fi obtinute si in cazul masurarii Cu in tesutul histologic [164]. Scorul
Leipzig (propus Th 2001), mai mare de 4 este foarte sugestiv pentru BW, in timp ce un scor de 2-
3 ar merita investigatii suplimentare, iar un scor mai mic de 1 face ca diagnosticul de BW sa fie
putin probabil [89]. Exista dificultati practice in implementarea scorului Leipzig in tarile in curs

de dezvoltare. Cuprul hepatic nu este universal disponibil si este inconsecvent in raportare.
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Testarea geneticd este complicatd si specifica regiunii. Majoritatea regiunilor nu raporteaza
mutatii. Provocarea cu D-penicilamind nu este validata in toate categoriile de varsta. De aceea, noi
am utilizat in cercetare scorul Leipzig modificat (2019) validat in mediul asiatic, care a dat
importanta istoricului familial, puncte mai mari pentru IKF si un scor suplimentar pentru un nivel
de Cp < 5 mg/dL [132]. Expertii europeni au estimat ca valorile calculate ale ,,Cu liber” au o
valoare mai mare in monitorizarea efectelor tratamentului decét in diagnosticarea BW [165]. O
concentratie ,,Cu liber” de >5 pg/dL (=50 pg/L) poate indica epuizarea sistemica a Cu, care poate

aparea la unii pacienti aflati in tratament pe termen lung [166].

O atentie deosebita in cercetare a fost dedicata profilului genetic al pacientilor cu BW. Dintre
cei 53 de pacienti stabiliti cu BW, 49 de pacienti au fost testati genetic (utilizand metoda de
secventiere Sanger). 46 pacienti au prezentat mutatii, dintre care o singura mutatie — 5 pacienti, 2
mutatii — 37 pacienti si 3-6 mutatii — 4 pacienti. Cele mai multe variante mutationale au fost de tip
heterozigot compus. Se observa ca cele mai multe mutatii sunt identificate la nivelul exonului 8.
Varianta de tip substitutie (missense) este intalnita in 88.6 %. Cea mai frecventa alela (52%) se
afla la nivelul exonului 14 — varianta p.H1069Q, prezenta la 34 pacienti (64.15%). Predominanta
acestei variante este de heterozigot compus (52.94 %), urmata de cea de homozigot recesiv (47.05
%). Varianta p.H1069Q este dominanta la pacientii din sudul (50%) si centrul tarii (80%). Varianta
de mutatie p.G1341D este a doua ca frecventd 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), c.2532delA (n=1), p.V456L si p.X1466R (n=1). Observam ca in studiul nostru predomina
statutul de heterozigot compus, ceea ce poate fi un indiciu de lipsd a consangvinitatii. Mutatiile
homozigote recesive mai frecvent au fost raportate la persoanele de origine indiana si araba [21,
166]. Mutatiilor detectate in cercetarea pacientilor egipteni [166] au fost gasite in starea
homozigota recesiva la majoritatea pacientilor (42 de pacienti din 26 de familii independente).
Autorii explica acest fenomen prin procentul mare de consangvinitate din acest studiu (75%) in
comparatie cu consangvinitatea in populatia egipteand (32-35%). Datele noastre evidentiaza ca
mutatiile de tip heterozigot compus se asociaza predominant cu fenotip mixt, urmat de fenotipul
neurologic, pe cand profilul genetic de homozigot recesiv se asociaza mai frecvent cu fenotipul
hepatic si cel fenotipul mixt. Afectiunea hepatica a fost asociata cel mai frecvent cu varianta
p.H1069Q diagnosticarea bolii a fost mai tardivd la pacientii cu varianta non-p.H1069Q.
Clasificand pacientii cu BW testati genetic din cohorta noastra in grupul p.H1069Q si cei non-
p.H1069Q, am observat ci exist unele particularitati clinice. In grupul p.H1069Q mai frecvent a
fost observat fenotipul mixt (p < 0,01), urmat de fenotipul neurologic, diagnosticarea mai tardiva

a bolii a fost in grupul non-p.H1069Q (24,67 £ 9,31 vs. 20,03 £ 8,71ani; p < 0,01). Un prim studiu
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[79, 167] despre profilul genetic al BW in tara noastra a fost efectuat de echipa dnei Dr. Victoria
Sacara (din cadrul Laboratorului de Genetica, Institutul Mamei si Copilului, Moldova), care a
evaluat 40 de pacienti moldoveni suspectati de BW (suspectie clinica si/sau biochimicd) si au fost
supusi analizei genetice, inclusiv PCR-SSCP pentru exonii 8, 14 si 20 cu o ratd mare de mutatii
patologice. In consecinti, analiza geneticd avansati a fost efectuatd prin secventierea ADN-ului
genomic ,,Sanger” (3500dx Genetic Analyzer, Applied Biosystems Inc.) folosind Big Dye
Terminator 3.1 pentru confirmarea sau specificarea anomaliilor daca acestea au fost prezente sau
pentru a cauta mutatii in ceilalti exoni, incepand cu regiuni hotspot (4, 8, 12, 13, 14, 15, 17 5120
de exoni in gena ATP7B). in timpul tehnicii SSCP au fost observate anomalii la 14 (22%) si 20
(9%) exoni. Datorita faptului ca PCR-SSCP nu poate identifica modificarea exacta, a fost utilizata
secventierea ADN. Rezultatele au relevat mutatia p.H1069Q in exonul 14, fiind una dintre cele
mai frecvente mutatii din aceasta cohorta (11%). Alte variante patologice identificate in grupul
BW au fost p.G1341D (3,2%) si p.G1341V (1,6%) in exonul 20, p.H1207R (1,6%) si p.A1227T
(1,6%) in exonul 17 al gene1 ATP7B. Alaturi de aceste mutatii, unele variante genetice nepatogene
au fost detectate la pacientii cu BW ca p.V456L (exonul 3), p.R952K (exonul 12), p.K832R (exonul
10) sip.V1140A (exonul 16). Varianta p.R952K din exonul 12 a fost identificata in 66% din probele
de ADN analizate, fiind cel mai frecvent polimorfism. Autorii au concis ca secventierea Sanger
este un instrument eficient in diagnosticul BW care permite identificarea unui spectru larg de
variante genetice patogene si nepatogene. Cea mai frecventd mutatie patologica la pacientii
moldoveni cu BW a fost p.H1069Q [167].

BW este o tulburare monogenica cauzatd de variante bialelice in gena ATP7B. Testarea
genetica este indicatd pentru confirmarea diagnosticului, screening-ul in familie si in cazurile
neclare suspectate ca sufera de BW. Deoarece prezentarea clinicd a BW este variata in randul celor
care sunt afectati si nu toti cei care au mutatii ale genei ATP7B prezintd manifestari clinice,
procesul de diagnosticare este adesea anevoios. Detectarea variantelor genei ATP7B care cauzeaza
boli la o persoana cu caracteristici clinice si biochimice (Cp scazuta, excretie urinard crescuta de
Cu de 24 de ore si concentratie hepatica de Cu) este o confirmare a bolii [2]. Studiile arata ca
prevalenta geneticd a BW este mai mare (1:7026), in timp ce prevalenta clinica istorica este mai
mica la 1:30000. Mai multi factori pot contribui la aceasta discrepantd. Prin secventierea intregii
regiuni de codificare si a locus-urilor de imbinare adiacente ale ATP7B la 1000 de subiecti -
control din Marea Britanie, frecventa purtatorilor cu doud mutatii patogene ATP7B a fost estimata
la 1:7026 [72]. In plus, un alt studiu din Franta a aritat o frecventd ridicata a purtitorilor
heterozigoti de mutatie ATP7B dand o prevalentd de 1:31 subiecti [168]. Autorii au explicat

aceastd discrepanta partial din cauza variabilitdtii clinice a BW cu penetrantd incompleta si
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existentei genelor modificatoare. Daca aceste observatii pot fi replicate, este posibil ca multi

pacienti cu BW sa aiba doar simptome foarte subtile si sa fie detectati numai prin screening genetic.

Evaluarea variantelor patogene la pacientii din cohorta noastra a identificat predominarea
variantei missense (86,04%) si frameshift (6,97%). In grupul nostru au mai fost identificate si
varianta nonsense (3,5%) si silentioasa/sinonima (3,5%). Rezultatele obtinute sunt foarte
interesante, fiind un prim tablou a ceea ce se intampla in genetica BW din tara noastra. Este bine
cunoscut ca variantele patogene ATP7B pot fi impartite in urmatoarele grupe: missense, nonsense,
frameshift si splicing. Variantele patogene nonsense, frameshift si splicing conduc la moartea
pacientului in primele etape ale vietii sale, astfel incat atentia cercetatorilor se concentreaza asupra
variantelor patogene missense. Se observa, ca la pacientii cu varianta frameshift (7 pacienti), a
predominat fenotipul mixt (3 pacienti), cu debut neurologic (1 pacienti vs 3 pacienti cu debut
hepatic), la varsta medie de 20,29 + 10,55 ani, 1 pacient a decedat la varsta de 26 de ani, 4 pacienti
sunt stabiliti cu ciroza hepatica decompensata. IKF nu a fost identificat la 3 pacienti. Biologic
predomina scaderea Cp si cresterea Cu urinar. Rezultatele obtinute in studiul lui Gromazdka si
colegii, la evaluarea a 142 de pacienti cu BW diagnosticati clinic, biochimic si genetic au
evidentiaza ca din cele 26 de mutatii ai genei ATP7B; 11 - au fost mutatii frameshift/nonsense;
clasificate ca mutatii ,,severe”, iar 14 au fost mutatii missense si 1 a fost o mutatie splicing.
Pacientii cu varianta de mutatie frameshift/nonsense aveau Cu seric si Cp mai mici si erau mai
tineri cand au aparut primele simptome ale bolii, in comparatie cu indivizii cu mutatia missense.
Acest studiu a concluzionat ca mutatiile din ATP7B sunt foarte eterogene. Mutatiile frameshift si
nonsense sunt asociate cu un fenotip sever al BW [162, 168]. In lotul cu predominarea mutatiei
missense din studiul nostru a fost identificat fenotipul mixt, urmat de cel neurologic si hepatic.
Datele cercetatorilor indica ca mutatiile missense au ca rezultat fenotipuri mai usoare in comparatie
cu mutatiile frameshift si nonsense, dar nici acest lucru nu a fost fundamentat. lar BW cu fenotip

neurologic si debut tardiv poate aparea fara nicio dovada de implicare a ficatului [169].

Pentru noi un interes substantial a fost evaluarea fenotip-genotip la pacientii cu BW. Ne-am
propus sd identificdim daca este posibild ca diversitatea expresiei fenotipice sd fie legatda de
eterogenitatea alelica, care de fapt ar putea fi impiedicata de numarul mare de mutatii ale genei
ATP7B detectate pand acum. Datele recente aduc atat argumente pentru lipsa unei corelatii, dar si
unele dovezi in favoarea acesteia. Astfel, studiile se pronuntd pentru o corelare buna in prezenta
mutatiilor specifice care pot afecta procesele individuale de detectare a Cu, traficul mediat de Cu
si transportul Cu si cd o astfel de variabilitate poate contribui la diversele manifestari clinice ale
BW [170]. Iar lipsa corelatiei genotip-fenotip in BW este argumentata prin > 900 de mutatii

cunoscute ale genei ATP7B, iar marea majoritate a pacientilor sunt heterozigoti compusi.
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Deoarece majoritatea mutatiilor sunt rare, au fost raportate putine date despre fenotipurile
homozigotilor recesivi. Rezultatele studiului efectuat de Stapelbroek J. si echipa prezinta ca doar
1/3 dintre cei 1235 de pacienti cu BW, preponderent caucazieni (originari din Europa Centrala si
de Est), sunt homozigoti recesivi [171]. Tn acest studiu, care de fapt este unul din cele mai mari
cercetari cu privire la evaluarea geneticd a pacientilor cu BW (efectuate la Universitatea din
Viena), este vizibila predominarea homozigotilor p.H1069Q, care reprezinta 25% dintre pacientii
cu BW. Homozigotii p.H1069Q s-au prezentat mai frecvent la o varsta mai Inaintatd cu simptome
neurologice. Alte corelatii genotip-fenotip nu au fost depistate [171]. Un alt studiu, publicat recent
de cercetatorii din Finlanda [172] prezinta datele obtinute la analiza corelatiei genotip-fenotip intr-
o cohorta retrospectivd de pacienti finlandezi. De fapt au fost evaluati 17 pacienti cu BW, testati
genetic: 6 pacienti erau homozigoti recesivi si 11 heterozigoti compusi. In acest studiu nu au fost
identificate diferente (p>0,30) in prezenta sau absenta simptomelor hepatice, neurologice,
psihiatrice intre pacientii homozigoti si cei heterozigoti. Totusi pacientii homozigoti (6 pacienti)
au avut o varsta mai devreme de diagnosticare (mediana 6,7 fatd de 34,5; p = 0,003). De asemenea
s-a observat ci boala hepaticd severa se determina exclusiv la pacientii cu varianta p.H1069Q. Tn
acest studiu este semnificativa relatia dintre p.H1069Q si varstd medie de diagnosticare mai tarzie

(30,2 £ 11,6 vs. 8,7 £4,9 ani; p < 0,001) comparativ cu cei fara aceasta mutatie [172].

Atribuirea unui fenotip specific unei anumite mutatii ajuta la prezicerea modelului de progresie
a bolii, a varstei aproximative de aparitie a simptomelor si faciliteaza monitorizarea raspunsului la
terapie.

Datoritda modelului de mostenire recesiv al BW, incidenta sa este mai mare in populatiile cu
casatorii consangVine. Nici un pacient din studiul nostru nu a relatat despre prezenta
consangvinizarii parintilor sau buneilor. Nu putem afirma veridicitatea acestui fenomen, deoarece
acestea au fost datele raportate de bolnavi. Tn majoritatea studiilor publicate prezenta
consangVvinitatii este raportata in 25-30% cazuri. Astfel, Mohammed Al Fadda si coautorii [173]
prezentand datele a 71 de pacienti cu BW din Arabia Sauditd, urmariti pe o perioada de 3 decenii,
evidentiazd varsta medie 16,8 + 10,7 ani si 56,5% fiind barbati, istoricul familial de BW a fost
pozitiv la 41 pacienti (57,7%), iar consangvinitatea parintilor a fost gasita la 26 pacienti (36,6%)
[173]. Un alt studiu, a evaluat 40 de pacienti cu BW din Pakistan, dintre ei 95% cazuri apartineau
unor familii consangvinizate, 82,5% fiind produse ale casatoriilor de veri primari. Aceastd
observatie este atribuitd gradului ridicat de consangVinitate, principal determinant al incidentei
mari a tulburarilor recesive in populatia Pakistaneza [174]. Studiile epidemiologice sugereaza o
prevalentd clinicd mai scazutd a BW in tarile europene unde gradul de consangVinitate este scazut,

estimata fiind intre 12 -20:1000000 [168].
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Rezultatele analizei cohortei noastre de pacienti evidentiaza si importanta screening-ului
familial la acesti pacienti. Anamnesticul eredo-colateral familial agravat prin prezenta BW, a fost
identificat la 16 pacienti cu BW. Totodata 13 familii din studiul nostru au fost examinate in vederea
identificarii membrilor bolnavi cu BW. Majoritatea probanzilor sunt originari din sudul tarii (7/12
pacienti). Ca rezultat al evaluarii in 6 din 12 familii implicate in studiu, au fost identificati 8
membri noi cu BW (6 barbati si 2 femei). Varsta medie a fost de 16,25 + 9,7 ani (interval 5-34
ani). In 5 cazuri au fost rude de gradul I (frati), iar in 3 cazuri - rude de gradul II (veri, nepoti).
Tabloul clinic a identificat - 7 pacienti asimptomatici, iar un pacient a avut simptome neurologice,
dar nu au fost inclusi in nici o nozologie pand la momentul dat. Mutatia predominanta a fost
p.H1069Q, de tip homozigot recesiv, iar la unul din pacienti a fost identificatd o mutatie foarte
rara p.Phe764=. Tn cazul unei singure familii s-a identificat o transmitere paradoxald a bolii -
mostenirea pseudo-dominanti. In 4 cazuri in care ambii parinti sunt purtitori sanitosi, ambii copii
au fost diagnosticati cu BW, un diagnostic survenind prin screening 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 evidentiata doar citoliza
cu hepato-splenomegalie sau doar hepatomegalie, insa dupa testul de stimulare cu D-penicilamina,
Cu urinar Tn 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
prezentau si manifestari neurologice. Toti pacientii noi diagnosticati cu BW au initiat o terapie
specifica. Detectarea unei mutatii foarte rare, p.Phe764=, in timpul screening-ului familial,
prezinta o valoare importanta pentru explicatia geneticii neconcludente si variate din BW. Doar in
2 studii a fost raportatd aceastd mutatie, atribuindu-se rolul patogen. Astfel cercetarea bulgara,
identifica 2 pacienti cu aceastd mutatie [175], iar studiul din Marea Britanie a raportat ca unul din
100 de pacienti cu BW are o variantd genetica sinonima (p.Phe764=), care nu a fost recunoscuta
anterior precum cauzatoare de boald. Aceasta varianta determind un splice-ing alternativ, care se
prevede ca va duce la o stergere in cadru a 78 de reziduuri ale proteinei ATP7B. Astfel, acest

studiu concluzioneaza ca mutatia respectiva este patogena si poate produce boala [157].

Tn lucrarea noastra am publicat o serie de cazuri clinice, care inci odati demonstreazi
necesitatea screening-ului familial in BW. Am adus si exemple exceptionale, rar intdlnite cu
mutatie mostenita pseudo-dominant la membrii unei familii care include 3 generatii. Desi acesta
nu este un tipar tipic pentru tulburarile autozomal recesive, poate aparea, in special atunci cand
frecventa purtitoarei este la fel de mare ca cea observati in BW. In plus, aceastd familie
evidentiazd importanta testdrii genetice In diagnosticarea BW, deoarece testarea geneticd a fost
folositd pentru a confirma diagnosticul la doi indivizi asimptomatici care, datorita acelui test, vor
fi mentinute pe terapii eficiente, salvatoare. Prezenta mai multor generatii afectate este atipica
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pentru tulburirile autozomale recesive. In absenta consangvinitatii, sansele ca aceasta si apara sunt
legate de frecventa purtatorului populatiei. Aceastda familie evidentiaza faptul ca, cu o frecventa
purtatoare estimata de 1:90, BW nu este rara [168]. Avand in vedere aceasta frecventa purtatoare,
sansa ca un individ cu BW sa aiba un copil afectat este de 2 x 1/90, iar sansa de a avea un copil
si un nepot afectati este de ~0,003 %. Cazul nostru este, dupa cunostintele noastre, este unic in
Europa, la o familie, care nu relateaza consangVinitate, si care prezintd varianta de heterozigot
compus. De asemenea, subliniazd utilitatea analizei secventei ATP7B in confirmarea unui
diagnostic de BW, in special atunci cind exista un istoric familial pozitiv. Cazurile clinice
prezentate sunt ca exemple pentru a evidentia problemele de zi cu zi intdlnite de (interactiunile
dintre) pacienti, clinicieni si oameni de stiinta in cazul BW. Descrierea cazurilor clinice
atentioneaza unele probleme de etapa, care raman deschise. Astfel, aici voi aduce cateva intrebari,

care au reiesit din cazurile prezentate in teza.

e Putem identifica un standard de aur pentru diagnosticul BW?

e Sunt testele disponibile Tn prezent adecvate pentru a distinge rapid BW de alte boli hepatice
cronice?

e Cum putem identifica pacientii cu BW care sunt expusi riscului de deteriorare neurologica sau
hepatica?

e (e strategii previn sau atenueaza severitatea deteriorarii neurologice sau hepatice dupa
initierea tratamentului la pacientii cu BW?

e Ar trebui sa facem un examen RMN cerebral la pacientii cu fenotip hepatic, in special la cei
cu un examen neurologic normal?

e (Cat de frecvent trebuie monitorizati pacientii cu fenotip hepatic?

e Care strategie aplicam 1n cazul tranzitiei pacientului pediatric cu BW care atinge majoratul si

trebuie transferat la un sistem medical pentru adulti?

Un alt aspect al tezei respective, este atitudinea pacientului catre boala sa, in special atunci
cand pacientul cu debut pediatric devine adult si necesita ingrijire la etapa de adult. De fapt, aceste
intrebari au fost colectate de la pacientii cu BW, care au participat la scolarizarile pacientului cu

boala rard, organizate de Alianta pentru Boli Hepatice Rare din Moldova.
Din perspectiva pacientului cu BW, la fel sunt cateva intrebari care trebuie solutionate:

e (Cand putem avea incredere in sfaturile profesionistilor nostri din domeniul sanatatii?
e (and ar trebui sa cautdm o a doua opinie?
e Cum ne putem ajuta profesionistii nostri din domeniul sanatatii sd ajungd la un diagnostic

precis si precoce?
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e Ce putem face pentru a creste gradul de constientizare cu privire la necesitatea centrelor de
experti?

e Cum putem sd ne incadram eficient in autogestionarea bolii, si unde putem deprinde aceste
abilitati de autoingrijire?

e Cum putem educa profesionistii din domeniul sanatatii astfel incat sa ia in serios preocupdrile

noastre si sa fie dispusi sa solicite sfaturi de specialitate atunci cand este necesar?

Pentru a ajuta pacientii supravegheati de noi, am publicat primul ghid de ingrijire a pacientului
cu BW: ”Ghidul pacientului cu boala Wilson”, realizat in limba romana si rusd. Este un pas

important directionat spre imbunatatirea calitatii vietii pacientului cu BW. [175]

Evaluarea cohortei de pacienti cu BW a adus in atentia specialistilor nu doar unele aspecte
specifice a acestei boli, dar si cateva provocdri, care ar trebui considerate in managementul actual
al pacientilor cu BW. In managementul clinic al BW, monitorizarea clinici amanuntita, inclusiv
detectarea precoce a potentialelor efecte secundare medicale si a esecului terapiei este cruciala
pentru a Tmbunatati motivatia si aderenta pacientului. Una din provocdri este recunoasterea
simptomelor atipice sau rare ale BW care vor duce la diagnosticul precoce. O altd provocare este
de a confirma diagnosticul mai rapid, de a nu intarzia initierea tratamentului si de a extinde

screening-ul in familie, deoarece prevalenta genetica este mai mare decat cea anterior expusa.

Screening-ul familial va trebui sa fie regandit si extins deoarece expresia fenotipica este foarte
variabila, chiar si in cadrul aceleiasi familii. In prezent, rudele de gradul I ale oricarui pacient nou
diagnosticat cu BW trebuie sa fie testate pentru BW, deoarece sansa ca un frate sa fie homozigot
sau heterozigot compus este de 25%. In randul descendentilor, riscul este scizut (0,5%), dar
analiza genei ATP7B pentru mutatii la copiii unui pacient indexat este, de asemenea, justificata
avand in vedere potentialul BW. Orientdrile viitoare vor recomanda probabil sa fie examinati si
parintii, deoarece a fost raportatd mostenirea ,,pseudo-dominantd” (am prezentat acest caz

anterior), Impreund cu unchi, matusile si nepotii.

Urmare a acestui prim studiu, am Tnaintat un algoritm de diagnostic al BW, bazat pe
secventierea Sanger si screening-ul familial. Iar o componentd importanta a acestui algoritm este
pacientului cu BW. Tn algoritmul creat de noi este descris care este traiectoria pacientului suspectat
pentru BW. Astfel, de la etapa de suspect (identificat prin criterii clinice si sau biologice), pacientul
urmeaza a fi evaluat conform scorul Leipzig, si daca intruneste <1 puncte atunci acest pacient
decade din etapa urmatoare si va fi evaluat pentru excluderea altor boli ,,like — BW”, daca se obtin

2-3 puncte atunci pacientul este directionat pentru testarea genetica (aplicand metoda Sanger, iar
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la un punctaj egal sau >4 puncte acestui pacient poate fi prescris tratament sau optional se poate
recomanda testarea genetica. Toti pacientii confirmati cu BW, sunt stratificati in functie de varianta
mutationald. Astfel, cei identificati ca si sdnatosi, sunt exclusi din evaluarea ulterioard specifica
BW. Pacientii confirmati ca si heterozigoti compusi sau homozigoti recesivi vor fi supusi ulterior
tratamentului, dar si screening-ului familial. Un alt algoritm propus de noi este dedicat screening-

ului familial al pacientului cu BW.
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5.  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 reprezinta 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 identificd 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 rard p.Phe764=.

Algoritmul de stabilire a diagnosticului de BW este important pentru conduita individualizata a
pacientului bazatd pe fenotipul clinic si genotip, in timp ce algoritmul de screening familiar

permite identificarea de pacienti in faza a-/presimptomatica a bolii.
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RECOMANDARI PRACTICE

La toti pacientii cu o hepatopatic de etiologie non-virald cu sau fard simptome neuro-
psihiatrice, indiferent de varstd, trebuie de efectuat parametrii metabolismului cuprului

(ceruloplasmina serica si cuprul urinar in 24h).

Pacientii identificati cu modificari ai indicatorilor metabolismului cuprului (ceruloplasmina
serica si cuprul urinar in 24h) se recomanda 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 in 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 boala 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 boala 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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Anexa 1. Studii epidemiologice ce estimeaza prevalenta bolii Wilson

Publicatia Locatia Varsta Anul Populatia Prevalenta
ani
(@ni) (1000) (per 100000)
Europa
Poujois et al. [36] Franta Toate 2013 58000 1.50
Moller et al. [37] Danemarca Toate 1990- 5494 2.02
2008
Giagheddu et al. Sardinia Toate Nu este 74 2.77
[38] clar
Adhami et al. [39] Albania Toate ?-1991 3267 0.68
Reilly et. al. [40] Irlanda Toate 1986 3541 0.54
Park et al. [41] Scotia Toate 1989 5091 0.40
Garcia-Villareal et Insulele Toate 1981 1586 38.50
al. [42] Canare,
Spania
Dedoussis et al. [43]  Sat din Creta Toate 1978-? Nu este clar 6666.67
Wijayasiri P. et al. Marea Toate 2011- 1794 1.55
[44] Britania 2018
Asia
Tai et al. [45] Taiwan Toate 2000- 23162 1.81
2011
Lai et al [46] Taiwan Toate 2005 22700 1.60
Cheng et al. [47] Anhui, China 775 2008- 2700 5.87
2011
Bonne-Tamir et al. Israel Toate 1958- 4106 0.25
[48] 1985
Choe E.J.etal. [49] Corea de Sud Toate 2009- 1333 3.87
2016
Yamaguchi H. et al. Japonia Toate 2020 Baza de date 19.6
[50] genomica
Cheng Sh.-K. et al. Hong-Kong, Toate 2010- 211 1.793
[51] China 2016
Africa
Abbassi N. et al. Maroc <18 2008- 42 15.4
[24] 2019
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Anexa 2. Absorbtia si metabolismul cuprului la o persoana sinitoasa

cicutaga cupratui nsonge | N

atasat de proteine

Ceruloplasmina

Duodenul
Membrana basolaterala

Cu

Hepatocit Cu
Cu

Cu
Cu

Cu

Vena porta

Cu

Ciiile biliare ﬂ @
Cu

Absorbtia intestinald a cuprului ﬁ
Excretia biliard a cuprului cu

eliminarea lui prin masele fecale

Note: Cu — cupru, M -metalotionein. Adaptata dupa: Wu F. and al. International Journal of Molecular Sciences;
2015. [1]. Armer, Ch. Goede. Arch Dis Child Educ Pract Ed; 2017 [59].
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Anexa 3. Absorbtia si metabolismul cuprului in boala Wilson

Circulatia libera a cuprului sénge _

cu | = Duodenul

Membrana basolaterala ‘ Cu

Cu
Cu
Membrana apicala =
E B a
Cu
Cu

Ciiile biliare @
Cu
Absorbtia intestinald a cuprului m

Excretia cuprului prin urind

Note: Cu — cupru, M -metalotionein. Adaptata dupa: Wu F. and al. International Journal of Molecular Sciences;
2015. [1]. Armer, Ch. Goede. Arch Dis Child Educ Pract Ed; 2017 [59].
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Anexa 4. Clasificarea variantelor in boala Wilson (imagine proprie) [3, 55, 69-71]

Clasificarea variantelor in boala Wilson

homozigot
recesiv

heterozigot
compus

patogenica

probabil
patogenica

semnificatie
incerta

probabil

benigna

~—  benigna

substitutie
(76% din 1458
variante unice)

frameshift
(24% din 1458
varinate unice)

dupa mecanismul de
producere [3, 39]

exonice

intron/splicing

promoter

prezenta a 2 mutatii A A
identice pe ambele alele ~ Predomina in Asia

(p.H1069Q/ p.H1069Q) [21]

prezenta a 2 mutatii L
diferite pe fiecare alela predomind in

Europa [21
(0.H1069Q/ p.G1099S) uropa [21]

varianta consideratd ca cauzeaza BW
(p.H1069Q, p.R778L, etc)

variantd considerata cauza probabild a BW
(p.Asn728lle, p.Asp829His, etc)

nu sunt dovezi suficiente pentru a demonstra
implicarea in dezvoltarea BW

(p-Asn1324Thr, p.Asp1267Gly, etc)

varianta nu este considerata cauza probabild a
BW

varianta nu cauzeaza BW
(p.Lys832Arg, p.V1140A etc.)

modificarea unui codon sens

LUEEE L cu sinteza unui aminoacid nou

modificarea unui codon cu
nonsens obtinerea unui codon STOP si
oprirea sintezei proteinei

stergerea unei / mai multe

deletii perechi de nucleotide

addugarea unei nucleotide in
secventa unei gene

insertii
89% din 1275 variante unice

10% din 1275 variante unice, pot contribui
la dezvoltarea bolii

1% din 1275 variante unice, variante rare
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Anexa 5. Manifestari clinice in boala Wilson

Manifestiri neurologice: disartrie,
tulburéri de miscare (tremor, migcéri
involuntare), salivare, disfagie.
paralizie pseudobulbara, distonie,
disautonomie, convulsii, tulburan de
L 4; SO, INsomnie

Tulburiri psihice: depresie, tulburare
bipolari/ de spectru bipolar,
comportamente nevrotice, modificari
de personalitate, psihoza

-_— Inel Kayser-Fleischer
f- Cataracta de tip floarea soarclui

Aritmie
Cardiomiopatie

Citoliza persistentd
Hepato/splenomegalie izolatd
Hepatiti acutd non-virald
Hepatita cronici de tip autoimuni

Ficat steatozic

Ciroza hepatici

Insuficientd hepatici acuta
Insuficientd hepatici acuti pe
cronici

Pancreas: pancreatiti acuti,

recurenti, cronici

Glande endocrine:
panhipopituitarism, hipoparatiroidism,
alterarea metabolismului glucidic.,
tulburari de crestere

Rinichi: calculi renali, disfunctie
tubulari (sindrom Fanconi,
aminoacidurie, acidozi tubulara).

nefrocalcinozi

W

a

1 repr ator: oree,
infertilitate, avorturi repetate,
menstruatii neregulate, pubertate
intarziati, ginecomastie, disfunctie
testiculard

Osteomuscular: rahitism, artralgie.
artriti, fracturi, osteoporozi,
osteomalacie, condromalacie
osteopenie, rabdomiolizi, distrofie
musculard Duchenne

Hematologic: anemie hemolitica,
tromboeitopenie. pancitopenie,
coagulopatie

Piele: hiperpigmentarea picioarelor,
lunula azurie ale unghiilor,
anetodermia, xeroza, acanthosis
nigricans, lipoamele subcutanate,
dermatomiozita

Simptome primare in boala Wilson Simptome potential secundare in boala Wilson

Adaptata dupa: Czlonkowska A et al. Nat Rev Dis Primers, 2018 [63]. Roberts E.A., Schilsky M.L. New Engl J Med, 2023
[106]. Nussinson E. et al. World J Hepatol, 2013 [120].
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Anexa 6. Diagnosticul diferential in BW conform parametrilor specifici [137-140]

Fals-negativ Fals-pozitiv
Cp 4. Niveluri normale: 1. Stari asociate cu pierderea proteinelor
serica la pacientii cu inflamatie marcata - sindroame de malabsorbtie (exemplu,
15-36% dintre copii cu BW chirurgie bariatrica), pierderi pe cale
5. Supraestimare prin test renala sau intestinala
imunologic 2. Deficit de Cu dobéndit — malnutritie,
6.  Valoare crescuta: nutritie parenterald totald cu continut
Sarcind, preeclampsie, terapie cu insuficient de Cu, casexie
estrogeni, contraceptive orale 3. Functie hepatica sinteticd sever
Intoxicatie cu Cu, deficit de zinc afectatd - hepatitd de orice etiologie,
Cancer, limfom, boala Alzheimer, boala hepatica in stadiu terminal sau
artrita reumatoida insuficientd hepaticd acutd de orice
etiologie
4. Tulburari genetice rare - hipo-/a-Cp-
emie ereditara, boala Menkes
5. Boli neurologice — scleroza multipla,
boala Hundington, parkinsonismul,
boala Hallervorden-Spatz
6. Heterozigoti sanatosi BW (20% din
cazuri)
7. Individual, fara semnificatie
patologica, sezonul de iarna
Cu seric 1. Niveluri normale sau crescute - 1. aport oral insuficient
total leziuni hepatice severe, colestaza 2. sindroame de malabsorbtie
cronica, diferite boli hepatice, (exemplu, chirurgie bariatrica)
carcinoame, infectii acute si 3. absorbtie crescutd de zinc (prin
cronice, artritd reumatoidd si alte suplimente  alimentare, crema
afectiuni legate de sinteza crescuta adeziva pentru proteze dentare)
a Cp in calitate de reactant de faza 4. administrare de acid valproic
acuta. 5. cazuri idiopatice (20%)
2. Crescut - otravire cu sulfat de Cu
3. Marcat crescut - insuficienta
hepatica acuta din cauza BW
Cu liber 1. Niveluri normale - supraestimare
prin test imunologic
2. Valoare crescutd - insuficienta
hepatica acuta de orice etiologie, in
colestaza cronicd si in cazuri de
intoxicatie cu Cu
Cu 1. Normal: 2. Crestere:
urinar Colectare incorectd de urina N <
- . o - . - Necroza hepatocelulara
in 24h (proba de urind incompleta, proba

spot)
Copii fara leziuni hepatice
Rude asimptomatici

- alte tipuri de boli hepatice - hepatita
autoimuna, BCF activa sau colestaza si in
special in timpul IHA de orice origine

- Contaminarea cu Cu a dispozitivului de
colectare
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Fals-negativ Fals-pozitiv

- Heterozigoti  sandtosi  (niveluri
intermediare)

Cu 1. Subestimat din cauza erorii de 1. Datorita distributici neomogene a Cu:
hepatic colectare

s e - tulburdri colestatice de lungad durata:
2. Din cauza variatiei regionale:

colangitd biliara primard, colangita
- la pacientii cu boala hepatica activd  sclerozanta primara

- la bolnavii cu noduli regenerativi - sindroame de toxicoza cuprica idiopatica,
cum ar fi ciroza indiand din copilarie

Note: BW-boala Wilson; Cu—cupru; Cp—ceruloplasmina; h-ora; BCF-boala cronica de ficat; IHA-
insuficientd hepatica acuta
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Anexa 7. Sistemul de scorificare Leipzig (EASL, 2012) [2]

Semne si simptome clinice tipice Scor
Inelul Kayser-Fleischer:
Prezent +1
Absent 0
Simptome neuro-psihiatrice sugestive sau modificari tipice evidentiate la RMN
cerebral: +2
Severe +1
Moderate 0
Absente
Ceruloplasmina serica:
Normal (> 0.2 g/L) 0
0.1-0.2¢g/L +1
<0.1g/L +2
Anemia hemolitica Coombs-negative:
Prezent +1
Absent 0
Alte teste
Cantitatea cupru la biopsia hepatica (in absenta colestazei):
>5* ULN (>4 umol/g) +2
0.8 —4 umol/g +1
Normal (<0.8 umol/g) -1
Granule rhodanine — pozitiv +1
Cupru urinar (in absenta hepatitei acute):
Normal 0
1-2*ULN +1
>2*ULN +2
Normal, dar > 5 * ULN dupa D-penicilamina +2
Prezenta mutatiilor:
Pe ambii cromozomi +4
Pe 1 cromozom +1
Absenta mutatiilor 0

Scor total: >4 puncte — diagnostic stabilit
2-3 puncte — diagnostic probabil, sunt necesare teste suplimentare
<1 puncte - diagnostic improbabil
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Anexa 8. Sistemul de scorificare Leipzig modificat (INASL, 2019) [132]

Semne si simptome clinice tipice Scor

Inelul Kayser-Fleischer

Prezent 2
Absent 0

Ceruloplasmina serica

Normal (> 0.2 g/L) 0

11 - 20 mg/dL 1

6 - 11 mg/dL 2

0 - 5mg/dL 3
Cupru urinar in 24h (in absenta hepatitei acute)

> 100 pg 2

40 —100 pug 1

<40 g 0
Anemia hemoliticd Coombs-negativa asociata cu boald hepatica

Prezent 1

Absent 0
Testarea genetica

Pe ambii cromozomi 4

Pe 1 cromozom 1

Absenta mutatiilor 0
Biopsie hepatica cu examenul histologic sugestiv pentru boala Wilson

Granule rodanine — sau orcin - pozitive 1
Simptome neuro-psihiatrice

Severe 2

Absente 0
Modificari tipice la RMN cerebral

Prezent 1

Absent 0
Istoric de boala Wilson in familie
Rude decedate de boala hepatica/neurologica sugestiva pentru boala Wilson 1

Scor total : >4 puncte — diagnostic stabilit
2-3 puncte — diagnostic probabil, sunt necesare teste suplimentare
<1 puncte - diagnostic improbabil
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Anexa 9. Design-ul studiului

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

A-/Presimptomatic

Criterii de includere:
- modificari ai parametrilor metabolismului cuprului

- manifestdri clinice suspecte

Screening

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

Criterti includere 5i excludere

Simptomatic clinico-biologic

Fenotipare

Hepatic

Genotipare

Identificarea interrelatiilor genotip-fenotip

Neuro-psihiatric

MMs/MMs

Neuro-hepatic

MS/alte-M

Etapa IV - Procesarea si analiza matematico-statistica a materialului

profil p. H1069Q

profil non-p. H1069Q

Note: alte-M — alte mutatii; BW — boala Wilson; INASL — Asociatia Nationala Indiana de Studiu a Ficatului (Indian National Association for Study of

the Liver); MS — mutatie severa; MMs — mutatie missense; n — numar.
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Anexa 10. Formularul de evaluare clinica a pacientului cu boala Wilson elaborat in cadrul

studiului

Cod pacient Data

e Caracteristici demografice si de baza:

Sexul: Barbat Femeie Datele nasterii :

Etnia Rasa

Locul nasterii Locul de trai

e Statut social: elev/student celibatar/a casatorit/a divortat/a vaduv/a
e Date fiziologice (sectiune dedicata doar pentru sexul feminin):

prima menstruatie

Numarul de sarcini Numadrul de nasteri Avorturi Menopauza
e Date ale familiei de baza: completa incompleta orfan/a casatorii intre rude
Frati/surori al catelea copil este

e Statut educational: nefinisate gimnaziu liceu  superioare profesionale calificate

e Acuze:
e Debut: Primele semne clinice (an) Stabilirea diagnosticului (an)
Durata bolii fara diagnostic (in luni) Prezentare clinica

e Evolutia bolii:

e Anamneza eredo-colaterala (rude bolnave cu boala hepatica si/sau neuropsihiatrica;
consangvinizare):

e Examenul fizic (modificari clinic semnificative): m H IMC
e Parametrii hematologici: data

e Parametrii biochimici: data

e Parametrii metabolismului cuprului: data
Cupru in ser Zinc n ser
Ceruloplasmina serica Cuprul urinar in 24 h
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Evaluare imagistica: data

Evaluarea fibrozei hepatice: data
Evaluare endoscopica: data
Examinarea ochiului in lampa cu fanta: data
Testul genetic: data

Scorul Leipzig modificat (INASL, 2019)

Evaluari suplimentare:
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Anexa 11. Algoritmul de evaluare prin testul molecular-genetic

Scorul Leipzig (fara test genetic)
0 1-3 >4

Nu necesiti test r . Test genetic Testarea tintitd a
. 1 Secventierea Sanger - .’
genetic - ’ optional exonului afectat

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

Rudele de gradul I

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

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

Examinare introni si regiuni netranslate 3" si 5" ale
genei ATP7B

lipsa mutatiilor

Utilizarea MLPA pentru evidentierea deletiilor /duplicatiilor

Identificarea unei singure mutatii patogene sau
auaSod njpinue 7 e vaIRdINUSPL

INTADILSONDVIA FAVINIAIANOD

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

Identificarea mutatiilor la nivelul altor gene implicate in patologia
hepaticd, prin WES/WGS

Reevaluarea clinicd si diagnosticd a pacientului 4

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 [145].
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Anexa 12. Caracteristica demografica si clinica a subiectilor suspectati cu boala Wilson

Total suspecti, n=173 Valoare obtinuta IT (95%)
Raport barbati: femei, n (%) 97 (56,1%) : 76 (43,9 %)
Media * DS, ani 25,68 + 16,10
Mediana (perc.25 — perc.75), ani 25 (13-35)
Copii <5 ani, n (%) 9 (5,2%)
Locul de origine, n (%)
Nord 30 (17,34%) 11,7 - 23,0
Centru 90 (52,02%) 44,6 - 59,5
Sud 38 (21,96%) 15,8 - 28,1
Stanga Nistrului 15 (8,67%) 45-129
Caracteristica clinica, n (%)
doar manifestari clinice 62 (35,84%) 28,7-43,0
doar modificari ale cuprului 54 (31,21%) 24,3-38,1
manifestari clinice si paraclinice 57 (32,94%) 25,9-40,0
Nu au fost gasiti/ date insuficiente 43 (24,85%)
Membri de familie evaluati, n (%) 24 (13,87%)
Testati genetic, n (%) 135 (78,1%)
mutatii depistate 73 (54,1%) 45,7 - 62,5
absenta mutatiilor 62 (45,9%) 37,5-54,3
“Scorul Leipzig modificat, n (%)
<1 punct 83 (48%) 40,5-55,4
2 —3puncte 37 (21,38%) 15,3-27,5
4 <puncte 53 (30,63%) 23,8 -37,5
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Anexa 13. Caracteristica clinica si genetica 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%ap 26,5 £ 9,92*, 24,13 + 8,12*,
diagnosticului = DS, ani 15,5 29,5 25,5
mediana (perc.25 — perc.75), ani (9,75 - 20) (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
Manifestari hepatice, %
manifestari nespecifice 70% - 66,7%
hepatomegalie 90% 62,5%
splenomegalie 70% 50%
hepatita cronica 30% 33,3%
ciroza hepatica compensata 30% 12,5%
ciroza hepatica decompensata 10% 20,8%
Manifestari neurologice, %
tulburare de miscare hiperkinetica - 66,7% 58,3%
sindrom pseudo-bulbar 58,3% 45,8%
sindrom cerebelos ataxic 50% 45,8%
afectarea miscarilor fine 75% 45,8%
tetrapareza 16,7% 4.2%
Manifestari psihiatrice, %
absenta acestor simptome - 33,3% 25%
afectarea concentratiei 58,3% 50%
modificari de dispozitie 50% 37,5%
tulburarea somnului 41,6% 45,8%
tulburare de comportament 33,3% 12,5%
sindrom depresiv 16,7% 16,6%
tulburari cognitive 16,7% 4.16%
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IKF, % 10% 25% 62,5%

Leziuni cerebrale la RMN, % - 66,7% 66,7%
Modificari biologice, %
pancitopenie 20% - 16,7%
trombocitopenie 10% 25%
Sindrom de citoliza 100%* 54,16%*
Sindrom de colestaza 80%* 20,8%*
Sindrom hepatopriv 60%* 25%*
Modificari ale metabolismului Cu
Cp serica + DS, (20-60 mg/dL) 10,46 = 3,14 14,33 £ 9,96 10,61 + 7,08
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
Varietatea genetica, %

Absenta de variante patogene - 25% 4,17%
p.H1069Q 60% 58,3% 62,5%
p.Phe764= 30 % - -
p.G1341D 20 % 8,33% 16,7%

variante benigne 20 % - 16,7%
p.Met769Hisfs*26 20 % - 12,5%

p.Alal135GInfsX13 10% - -

p.T991T - 8,33 % -

p.E541K - 8,33 % -

p.Q544X - 8,33 % -
c.2532delA - - 4,17%
p.G1341V - - 4,17%
p.Asn728lle - - 4,17%
p.A1227T - - 4,17%

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Anexa 14. Definirea variantelor conform parametrilor genetici si fenotip

Exon Modificare Modificare aminoacizi Tip Regiune Patogenitate  Statut/ Fenoti
nucleotide variant proteica n pacient p
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 T™M3 probabil het com / n=1 N-H
patogena
€.2292C>T p.Phe764= silentioasa/ patogena/ het com / n=3 H
sinonima probabil?
€.2304dupC p.Met769Hisfs*26 frameshift T™M4 patogena hetcom/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 homrec/n=1  H, N-H
het com / n=2
13 €.2972C>T p.T991T missense TM6/ patogena hom rec / n=1 N
fosforilare
14 €.3207C>A p.H1069Q missense ATP loop patogena homrec/n=16 N, H,
SEPHL het com / n=18 N-H
15 c.3402delC p.Alal135GInfsX13 nonsense Domeniu N patogena hom rec / n=1 H
(premature
STOP)
16 c.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
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Exon Modificare Modificare aminoacizi Tip Regiune Patogenitate  Statut/ Fenoti
nucleotide variant proteica n pacient p
€.3679G>A p.A1227T missense Domeniu P probabil het com / n=1 H

patogena
20 c.4022G>A p.G1341D missense T™M7 patogena hom rec / n=2 N, H,
het com / n=9 N-H
€.4022G>T p.G1341V missense TM7/ TM8 probabil het com / n=2 H
patogena
21 p.X1466R benigna het com / n=1 H

Nota: het com — heterozigot compus; hom rec — homozigot recesiv; N — neurologic; H - hepatic; N-H — neuro-hepatic; n - numar
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Anexa 15. Caracteristicile variantelor genetice ATP7B identificate n lotul studiat

Gena ATP7B

p.S406A ¢.2532delA 9917 p.HI207R
pK832R P ¢.3402delC p.G1341D
p.E541K p.Phe764= H10690
p.Q544X p.M769Hf5*26 p- X1466R
p.V4356L p-R952K p-VITHOA !
p-Met769Hisfs*26 pROS2K
5% 4% pPheTg4=
: : AG13413 1901 T
2% 29
_p.Ala1135GInfsX1.

204 p.Val843SerfsTer28

.G1341D | vassL %
o 14% P 205 p-Asn728Ile
PESIK 1%
2% p.K832R
p.V1140A
86,04% o
~ Alta
3,50% [ 10%
p.S406A
1%
“ p-H12
p-H1069Q 1%
530 N p-A1227T
1%
B missense » frameshift p-X1466R
1%
¥ nonsense silentioasd/sinonima
@ pRISZK w1
pROS2K I 1 pKS32R = 1
& p.S406A = 1
pAI227T I 1
p.V4S6L = 1
P-Mef769Hisfs™26 WENNNNS 1 pesjunea de p.VII40A == 1 Regiunea de Centru
p-Asn728Ile NN 1 Nord p-HI207R 0 1 18 pacienti
p.G1341V mmmmm 1 6 pacienti p-Met769Hisfs*26 = 1
p-Alal135GInfsX13 I 2 p-Phe764= = 1
p.GI341V = 1
; — i
p.G1341D 2 SESAK .
p-H1069Q 4 p.GI341D a
0 1 2 3 4 p-H1069Q
0 5 10 15 20
pXI1466R mm 1 "3lele @=13) Shede a0y
p.V456L M 1
p-ROS2K BN 2 Regiunea de Sud p.V140A N 1
p-Met769Hisfs*26 W 2 15 pacienti p.Val845SerfsTer28 Wl 1 Regiunea din

p-Phe764= mm 2
p.T991T N 2
p-G1341D NN
p-H1069Q I 1 7

p-Met769Hisfs*26 Wl 1 Stanga Nistrului
p-Q544X i 1 7.pacienti
p.GI341D o 1

p-H1069Q mmm 8
0 5 10 15 20

Malele (n=33)

0 2 4 6 8
w alele (n=13)

A. Repartizarea variantelor ATP7B 1in 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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Anexa 16. Diferentierea clinico-biologica raportata la profilul p.H1069Q si non-p.H1069Q

p.H1069Q Non-p.H1069Q
Pacienti, n 34 12
Birbati/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
Varsta medie la stabilirea diagnosticului + 20,03 £8,71 24,67 £9,31
DS, ani
20,5 27,5
mediana (perc.25 — perc.75), ani (14,25-26,75) (16,25-31,75)
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%
Decedati, n 2 1
Fenotip, n (%) hepatic 8 (23,5%) 4 (33,3%)
neurologic 9 (26,5%) 2 (16,7%)
mixt 17 (50%) 6 (50%)
2*=3,66, gl=2, p=0,16
IKF, % 38,3% 13,3%
Modificari ale metabolismului cuprului,
medie Cp serica (20-60 mg/dL) 11,73 £ 7,46 9,85+ 7,48
t=2,60; p=0,46
224,64 + 212,77 216,21 + 133,78
Cu urinar in 24h (10-60 ug/24h) t=0,75: p=0,89
Modificari biologice, %
pancitopenie 11,7% 8,33%
trombocitopenie 26,5% 33,3%
sindrom de citoliza 41.2% 58,3%
sindrom de colestaza 29.4% 2504
sindrom hepatopriv 20.6% 33.3%

4#=13,05, gl=2, p<0.001

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Anexa 17. Tabloul clinico-biologic a profilului p.H1069Q in functie de statutul mostenirii

Homozigot recesiv Heterozigot compus
Pacienti, n 16 18
Barbati/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
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%)
2*=2.11, gl=2, p=0.35
IKF, % 50% 27,8%
p=0.19
Modificari ale metabolismului Cu,
medie Cp serica (20-60 mg/dL) 11,91 + 6,86 15,59 + 8,14
t=1,42; p=0.17
Cu urinar i 24h (10-60 ng/24h) 190,95 + 190,97 247,96 + 231,25
t=0,778; p=0.44
Modificari biologice, %
pancitopenie 12,5% 16,7%
trombocitopenie 31,5% 22,2%
sindrom de citoliza 18,75%* 61,1%*
sindrom de colestaza 12,5%* 44,4%*
sindrom hepatopriv 18,75% 22.2%

1?=24,88, gl=4, p<0.001

* prag semnificatie statistica intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Anexa 18. Caracteristica clinico-biologici raportati la tipul variantei genetice

MMs/MMs MS/alte-M
Pacienti, n 32 7
Béarbati/femei, n 17/15 5/2
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
mediana (perc.25 — perc.75), ani 21,0 (13,5-28) 26,0 (16,0-32,5)
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
Decedati, n 2 1
Fenotip, n (%) hepatic 5 (15,63%) 3 (42,86%)
neurologic 8 (25,0%) 1 (14,29%)
mixt 19 (59,37%) 3 (42,86%)
27*=2,64, gl=2, p=0.27
IKF, n (%) 13 (40,63%) 2 (28,57%)
p=0.96
Modificari ale metabolismului Cu,
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
Modificari biologice, %
pancitopenie 3 (9,38%) 2 (28,57%)
trombocitopenie 4 (12,5%) 1 (14,29%)
sindrom de citoliza 12 (37,5%) 5 (71,43%)
sindrom de colestaza 8 (25,0%) 2 (28,57%)
sindrom hepatopriv 6 (18,75%) 3 (42,86%)

4#=0.97, gl=4, p=0.91

* prag semnificatie statistica Intre 2 grupe comparate: p<0.05
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Anexa 19. Rezultatele investigatiilor pacientilor identificati prin screening familiar [83]

Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3 Pacient 4 Pacient 5 Pacient 6 Pacient 7 Pacient 8
Varsta 34 8 5 12 5 23 21 22
diagnostic, ani
Sex Barbat Barbat Barbat Femeie Barbat Birbat Femeie Birbat
Raport proband Frate Nepot Nepot Sora Frate Frate Sora Verisor
Simptome clinice Absente Absente Absente Absente Absente Absente Absente Prezente
Fenotip H H H H H H N-H N-H
Cp (mg/dL) 5 14 10 24 24 6.9 14 53

(15-30) (15-30) (15-30) (16-45) (16-45) (25-43) (20-60) (200-600mg/I)

Cu urinar/ 24 h 139.4 117.95 72.7 41.91 41.91 52.4 121.98 189
(Mg/24h) (10-60) (10-60) (3-35) (10-60) (10-60) (10-60) (10-60) (<60)
Cuurinar/ 24 h 484.9 976.5 424.9 1022 325 1324 317
dupi test D-PA (10-60) (10-60) (10-60) (10-60) (10-60) (<60) - (15-59)
(Hg/24h)
ALT (U/L) 38 (<41) 173 (<29) 185 (<36) 100 (<30) 20 (<30) 58.8 (<35) 27 (<30) 19.9 (<35)
AST (U/L) 26 (<37) 104 (<36) 88.6 (<53) 39 (<30) 15(<30) 35 (<31) 20 (<30) 20.2 (<35)
IKF Absent Absent Absent Absent Absent Absent Prezent Prezent
Eco Abd HS-M H-M Normal HM HS-M HS-M HS-M S-M
RMN cerebral Normal Normal Normal Normal Normal - Atrofie

- cerebrala difuza

n ambele
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emisfere

cerebelare si

cerebrale
Genotip ATP7B  p.Phe764=/ p.H1069Q/ p.H1069Q/ p.H1069Q/ p.H1069Q/ p.G1341D/ p.H1069Q/ p.H1069Q/
p.Met769Hisf p.Phe764= p.Met769Hisf  p.H1069Q p.Gly1341Asp p.G1341D p.H1069Q p.G1341D
$*26 $*26
Scor Leipzig 8p 8p 9 6p 6p 8p 9p 12p

modificat

Note: ALT — alaninaminotransferaza; AST — aspartataminotransferaza; D-PA - D-Penicilamin; Eco Abd — ecografie abdominala, H-M —
hepatomegalie; HS-M — hepatosplenomegalie; S-M — splenomegalie; IKF- inel Kayser-Fleischer; Cu — cupru; Cp — ceruloplasmina; RMN —

rezonanta magnetica nucleara.
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Anexa 20. Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boala Wilson

Pacient suspect pentru boala Wilson

Evaluare globala multiprofilica

Clinic: Biologic: Diferential: Instrumental: Interdisciplinar:
S - Analiza generald de singe | -  Markeri serologici virali | -  Ecografie/CT a - Hepatolog
- Manifestari clinice . = . s . "
. - Teste functionale hepatice | -  Markeri autoimuni organelor abdominale = -  Neurolog/psihiatru
- Anamnezi : . . = P =
. - - Cuprul seric - Metabolismul ferului - Examenul ochiuluiin -  Oftalmolog
- Istoric familial ) L. L . ;
E fizi - Ceruloplasmina sericd - Alfa-1 antitripsina lampa cu fantd - Ginecolog
) xamen zie - Cuprul urinar in 24 h -  MASLD - RMN cerebral - Genetician

Aplicarea Sistemului de Scorificare Leipzig modificat (2019)

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

Testare geneticd optionald

Reevaluare pentru alte patologii ce

| Testare genetica obligatorie
pot mima boala Wilson

s BOALA WILSON DEFINITA
Absenta de variante 1 varianti 2 variante

g patogene patogenica patogenice - Fc_r&otipare gi stadializarea bolii cu

g initierea terapiei specifice

@ - Stratificarea riscului de complicatii

E cu inifierea terapiei simptomatice

.% 2-3 puncte: Recalcularea scorului Leipzig modificat = 4 puncte: y Scrcv.?n.u:L_g famlllal_

g diagnostic probabil (2019) diagnostic confirmat - Monitorizare continuu:

progresie/compliantd/reactii adverse

Note: CT —tomografie computerizatd; MASLD — boala ficatului steatozic asociat cu disfunctii metabolice; RMN — rezonanta magnetica nucleara.
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Anexa 21. Algoritmul de screening familial in boala Wilson

Proband confirmat cu boala Wilson

Identificarea rudelor de gradul I: frati, parinti, descendenti

Testarea genetici a probandului pentru determinarea variantei ATP7B Variants genetica nedeterminata sau

indisponibilitate de testarea genetici a probandului

Testarea genetic finritd a rudelor pentru mutatiile ATP7B determinate la proband

Evaluare globald multiprofilica (vezi algoritm anterior):
Absenta variante patogene 1 varianta patogenica 2 variante patogenice - obllgatolrlu - clul:uc, bl(?loglc, instrumental si interdisciplinar
— Individ sinitos — Purtitor sinitos —+ Genotip asociat cu BW - la necesitate - diferential

Aplicarea Sistemului de Scorificare Leipzig modificat (2019)

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

BOALA WILSON DEFINITA

- Fenotipare gi stadializarea bolii cu
initierea terapiei specifice

- Stratificarea riscului de complicatii
cu initierea terapiei simptomatice

- Monitorizare continuit:
progresie/compliantd/reactii adverse

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

STOP EVALUARE
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Anexa 22. Acte de implementare ”Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boala Wilson”

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA
Pag.5/5
APROB

entru activitate de cercetare,
slac Testemitanu™ din RM
gfy0niv., dr. hab. t. med.,

‘ academlcran al ASM

ACTUL nr. _84_ "o
DE IMPLEMENTARE A lNOVATlEI
(in procesul stiintifico — practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ALGORITMUL DE STABILIRE A
DIAGNOSTICULUI DE BOALA WILSON”

2. Autori: TURCANU A., dr. hab. st. med., conf. univ.,, CUMPATA V., doctoranda, medic
gastroenterolog; TCACIUC E., dr. hab. st. med., prof. univ.; SACARA Victoria, dr. hab. st.
biol., conf. cercet.

3. Numirul inovatiei: Nr.6243 din 19 aprilie 2024,

4. Unde si ciind a fost implementata: Metoda au fost implementata in IMSP SCR "Timofei
Mogneaga”, dep.Gastroenterologie i IMSP IM gi C, Laboratorul de Geneticd Moleculard Umana
a IMSP IM si C. in calitate de parte componentl in algoritmul de stabilire a diagnosticului de
boald Wilson in 2020-2024 aa.

5.Eficacitatea implementarii: Valoarea aplicativad a acestei metode se incadreaza in activitatea
practici — prin asigurarca unor standardc oplimc de ingrijirc. loli pacic.ntii cu boli cronicc ar avea
furnizate de echipe multidisciplinare cu resurse adecvate si cu expenen;a.

6.Rezultatul implementirii: Screening-ul activ al pacientilor suspectati de dereglarca
metabolismului cuprului poate imbunatati diagnosticul prompt, ameliora raspunsul §i rezultatele
la tratament, astfel incit si se asigure accesul in timp util la ingrijiri medicale de calitate,
Prezenta inovayie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef departament, Departamentul Cercetare, % <
dr, hab. st. med., conf. univ. ? 2 RAEVSCHI Elena

U
Director, ISMP SCR 1
"Timofei Mogneaga”, ) é
dr. st. med., conf. univ, UNCUTA Andrei

Director IMSP IM si C W
dr. st. med., conf. univ. // // sLADUN Sergiu

2
focitp 5

123



Anexa 23. Acte de implementare ”Algoritmul de screening familial in boala Wilson”

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
+NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

et

Pag.5/5§

APROB
entru activitate de cercetare,

) iv., dr. hab. st. med.,

#1 academician al ASM
Sta‘nislav GROPPA
exs Aoy

ACTUL nr. _85_
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiinfifico — practic)

|. Denumirea ofertei pentru implementare: ,ALGORITMUL DE SCREENING
FAMILIAL IN BOALA WILSON”

2. Autori: CUMPATA V., doctorandd, medic gastroenterolog; TURCANU A, dr. hab. st.
med., conf. univ., SACARA V., dr. hab. st. biol., conf. cercet.

3. Numiirul inovatiei: Nr.6244 din 19 aprilie 2024..

4, Unde si ciind a fost implementati: Metoda au fost implementatd in IMSP SCR "Timofei
Mosneaga”, dep.Gastroenterologie si IMSP IM si C, Laboratorul de Geneticd Moleculara
Umand a IMSP IM si C. in calitate de parte componentd in algoritmul de stabilire a
diagnosticului de boald Wilson in 2020-2024 aa.

5.Eficacitatea implementirii: Valoarea aplicativd a acestei metode se incadreaza in activitatea
practica — prin asigurarea unor standarde optime de ingrijire, toti pacientii cu boli cronice ar
actuale §i furnizate de echipe multidisciplinare cu resurse adecvate §i cu experienta.
6.Rezultatul implementirii: Screening-ul activ al pacientilor in forma a-/presimptomatica
printre membrii de familie a unui pacient nou diagnosticat cu boala Wilson poate imbunitii
diagnosticul prompt, ameliora rispunsul §i rezultatele la tratament, astfel incét s& se asigure
accesul in timp util la ingrijin medicale de calitate,

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef departament, Departamentul Cercetare, /% i
dr. hab. st. med., conf. univ. o RAEVSCHI Elena
Director, ISMP SCR

"Timofei Mogneaga”,
dr. 1. med., conf. univ, UNCUTA Andrei

Director IMSP IM si C /
dr. st. med., conf. univ, // ﬁa«// GLADUN Sergiu

cf%o:m 5
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Anexa 24. Certificat de inovatie ”Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boala Wilson”
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Anexa 25. Certificat de inovatie ”Algoritmul de screening familial in boala Wilson”
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Anexa 26. Adeverinta privind inscrierea obiectelor dreptului de autor si alte drepturi
conexe ’"GHIDUL PACIENTULUI CU BOALA WILSON”
(https://db.agepi.md/opere/SearchResult.aspx)

0000008

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

s
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dreptului de autor si ale drepturilor conexe
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SERIA OS NR. 7981 :
% DIN 15.08.2024 £8

eliberata in temeiul Legii nr. 230/2022 privind dreptul de autor
si drepturile conexe, prin care se confirma inscrierea obiectului de pe verso
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Anexa 27. Adeverinta privind inscrierea obiectelor dreptului de autor si alte drepturi
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(https://db.agepi.md/opere/SearchResult.aspx)
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Anexa 28. Certificat de participare la 1st ERN RARE-LIVER EASL ACADEMY

U K ERN RARE-LIVER Coondinator

finsgar W. Lohse

Martinistralie 52
[-20245 Humburg

dirvik: Lors M bassg Lz pasnciaet | & %3 | 0046 Mumbarg Cortact: Hendrik Matthiss
- Mndsiriista fhail und ek Tel.- +48 (0] 40 7410-55134
Veronica Cumpata E-Mlmil:  mrrorecelven@oke de
Stefan cel Mare si Sfant Boulevard 165, Wenshe wennhe.de
Chigindu 2004
Moldavia

Hamburg, 11.05.2023

- Certificate of attendance

| hereby confirm that Veronica Cumpata attended the 1st ERN RARE-LIVER EASL ACADEMY which toock
place in Barcelona, Spain, on 27 April 2023 (08:00-18:00, CEST) and 28 April 2023 (08-00-14:00, CEST).

Kind regards

| II.l 1|
1 Matheg
Hendrik Matthies

ERM RARE-LIVER Project Management
University Medical Centre Hamburz-Eppendorf

Gerchlsaand: tambrd Barik: Hamburg Commendial Bank 85 Warslandiminghidin:
sirpiricha® did SMerdichin Rachls  BIC: HSHNDEMH | Konta: 104 382000 Pral. Dv. Burkharnd Gék (erilardssor sizindir] f,“é_-; -
el Usivensiits i
WSid: [ 21 BELE S48 IBAN; DEST 1106 0000 0104 355000 Pral. Dv. lrcha Schwapsach Pignatars | lsachinn ok | Marga Vardol l'_-’?._ i '*blr::"'ﬁpr-:"‘uﬁ"
S
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Anexa 29. Diplomi din cadrul evenimentului ”The 10" edition of MedEspera International Medical Congress For Students And Young
Doctors”

Med', %
spera :

P L O M JAN
PLACE AWARD CERTIFICATION

IS PRESENTED TO

Cumpata Veronica

for the outstanding achievement during the oral presentation at the 10* edition of MedEspera
International Congress for Students and Young Doctors, held on April 24~ -27,2024.
Chisinau, Republic of Moldova, with scientific subject:

CLINICAL "ODYSSEY" IN WILSON'S DISEASE PATIENTS FROM THE REPUBLIC OF

MOLDOVA W

GDALENA VlCOI. GHEORGNL BUQU!QNA
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Anexa 30. Diploma din cadrul evenimentului ”3nd edition of the International Exhibition of Innovation and Technology Transfer
EXCELLENT IDEA - 2024”

3nd edition of the International Exhibition of Innovation
and Technology Transfer EXCELLENT IDEA - 2024

Academia de Studil Economice din Moldove DIN REPUBLICA MOLDOVA

.". ) MINISTERUL 3 9 :‘sﬂ‘: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA LI L]
5 E M o) |© EDUCATIE §1 CERCETARI b & Mosdovel $1 FARMACIE NICOLAE TESTEMITANU* Cu q' ,'

DIPLOMA of BRONZ MEDAL

Is adwarded to: Algoritmul de stabilire a diagnosticului de boala Wilson

Autor/s: Turcanu Adela, Cumpata Veronica, Tcaciuc Eugen, Sacara Victoria

A 2 President of Jury

-

AN Profesor doctor ISTUDOR Nicolae

President of Organization Commite
Correspondent Member of ASM, Habilitation in economics,
Vo Professor STRATAN Alexandru

L
VG i

| Asociatia
fewy | Investitorilor
= / R |dinRominia % Vernon | David
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LISTA PUBLICATIILOR SI PARTICIPARILOR LA FORUMURI STIINTIFICE

a d-nei Cumpata Veronica, realizate la teza de doctor in stiinte medicale, cu tema : ”Interrelatia
dintre fenotipul clinic si genotip la pacientii cu boala Wilson”, Specialitatea Boli Interne
(Gastroenterologie Si Hepatologie), Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae

Testemitanu” din Republica Moldova
LUCRARI STIINTIFICE
e Articole in reviste stiintifice nationale acreditate:
- articole in reviste de categoria B

1. Cumpata V. Rolul proteinei ATP7B in homeostazia cuprului si in dezvoltarea bolii Wilson:
revista literaturii [The role of ATP7B protein in copper homeostasis and in the development
of Wilson's disease: a literature review]. In: Arta Medica. 2022; 82(1): 16-22. e-ISSN 1810-
1879.

2. Cumpata V. Phenotypic polymorphism in Wilson’s disease — between genetics and
epigenetics. In: Mold Med J. 2022; 65(1): 61-67. ISSN 2537-6381.

3. Cumpata V., Turcanu A., Tcaciuc E. Phenotypic and genotypic diagnosis of Wilson's disease:
a clinical case. In: Sanatate Publicd, Economie si Management in Medicina. 21 Nov 2022;
246-252. e-ISSN 2587-3873.

4. Turcanu, A. and Cumpata, V. The spectrum of liver presentation in Wilson’s disease: a
literature review. In: One Health & Risk Management. 2023; 4(1): 27-34. e-ISSN 2587-3466.

5. Cumpata V, Turcanu A, Sacara V. The impact of family screening in patients with Wilson’s
disease from the Republic of Moldova. Mold J Health Sci. 2024;11(1): 19-26. ISSN 2345-
1467

e Materiale/teze in lucririle conferintelor stiintifice nationale si internationale
- internationale desfasurate peste hotare:

6. Lisnic V., Cumpata V. and Turcanu A. Wilson Disease — Constellation of Phenotypes. Tn: The
2nd Congress of Parkinson's Disease and Movement Disorders: abstract book. Brasov,
Romania; 08-09 Oct 2021, p.15.

7. Cumpata V., Sacara V. and Turcanu A. The genotypic profile of patients with Wilson's
Disease in the Republic of Moldova. Tn: The 10th Update on Hepatology Course. Bucharest,
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Romania; March 23 — 25, 2023, Surgery, Gastroenterology and Oncology, 28 (1), S37. e-ISSN:
2601-1700.

Cumpata V., Sacara V. and Turcanu A. Genotypic aspects in Wilson’s disease patients with
liver damage from the Republic of Moldova. In: The 42nd National Congress of
Gastroenterology, Hepatology, and Digestive Endoscopy: abstract book. Iasi, Romania; June
2023; Journal of Gastrointestinal and Liver Diseases, 32 (2), p.32. ISSN 2457-3876.
Cumpata V., Turcanu A., Mazur-Nicorici Lucia. Genetic features of patients with Wilson’s
disease in Republic of Moldova: a pilot study. Tn: The 33rd Annual Meeting the Asian Pacific
Association for the Study of the Liver: abstract book. Kyoto, Japonia; 27-31 March 2024.
Hepatol Int. 8 (1), p.52. DOI:10.1007/512072-024-10670-w. ISSN: 1936-0541.

Cumpata V., Turcanu A., Sacara V. Pseudo-dominant inheritance in Wilson’s disease: a case
report. In: The 33rd Annual Meeting the Asian Pacific Association for the Study of the Liver:
abstract book. Kyoto, Japonia; 27-31 March 2024. Hepatol Int. 8 (1), p.666.
DOI:10.1007/s12072-024-10670-w. ISSN: 1936-0541.

Cumpata V., Turcanu A. and Sacara V. The p.H1069Q and Non- p.H1069Q profile in patients
with Wilson's disease from the Republic of Moldova. Tn: The 43rd National Congress of
Gastroenterology, Hepatology, and Digestive Endoscopy: abstract book. Cluj-Napoca,
Romania; June 2024; Journal of Gastrointestinal and Liver Diseases, 33 (2), p.20. e-ISSN:
1842-1121

Cumpata V., Turcanu A. and Sacara V. Missense mutation predominates in moldavian
patients with Wilson’s disease. Tn: EASL Congress 2025: abstract book. Amsterdam, Tarile de
Jos; 07-10 May 2025; Journal of Hepatology, 82 (S1), p.S721. e-ISSN: 1600-0641

Cumpata V., Sacara V. and Turcanu A. Detection of rare mutations of Wilson’s disease
during family screening. Tn: EASL Congress 2025: abstract book. Amsterdam, Tarile de Jos;
07-10 May 2025; Journal of Hepatology, 82 (S1), p.S750. e -ISSN: 1600-0641

internationale desfisurate in Republica Moldova

Cumpata V. The diagnostic challenges of Wilson’s disease related to copper findings. Tn: The
9th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera: abstract
book. Chisinau; 2022, p.221. ISBN 978-9975-3544-2-4.

Cumpata V., Sacara V., Tintari F., and Turcanu A. Clinical and genotypic aspects in patients
with Wilson’s disease from the Republic of Moldova. In: The 37th Balkan Medical Week THE
PERSPECTIVES OF BALKAN MEDICINE IN THE POST COVID-19 ERA: abstract book.
Chisinau; June 2023; Archives of the Balkan Medical Union, p. 153. e-ISSN: 2558-815X.
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16.

Cumpata V. Clinical ”odyssey” in Wilson's disease patients from the Republic of Moldova.
In: The 10th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera:
abstract book. Chisinau; 2024, p.124. ISBN 978-9975-3544-2-4.

- nationale

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Turcanu A., Sacara V., Cumpata V., Tcaciuc E. And Lisnic V. Correlation between
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