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Interpretarea variantelor recent depistate poate fi com-

acesta necesita o perioada indelungata de timp.

Majoritatea mutatiilor au fost colectate prin studierea
bazelor de date Pubmed, Medline, HGMD, UKM. Criteriile

de selectie a datelor au inclus: prezenta unei mutatii ATP7B

homozigote si disponibilitatea informatiei clinice, inclusiv
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momentul de debut al bolii, si particularitatile cli-
nice. Doudsprezece mutatii ale genei ATP7B au fost
selectate arbitrar din bazele de date publice.

Studiile au fost efectuate folosind cultura de
linie celulara obtinuta din ovar de hamster chinezesc
(CHO), care a fost obtinuta din Colectia germana a
culturilor de tesut (DSMZ).

Analiza Western Blot. Totalul de celule lizate
ce contin 20 ug de proteine, dupa cum s-a determi-
nat prin metoda Bradford [2], au fost separate prin
electroforeza in gel de poliacrilamida in prezenta
de sodium dodecil sulfat (SDS-PAGE; poliacrilamida
9%), iar apoi transferat pe membranele de nitroce-
luloza. Membrana a fost blocata o noapte la 4° C,
spalata si incubata cu serul de anticorpi policlonali
de iepure anti-ATP7B. Anticorpii secundari, marcati
cu peroxidaza (Sigma), au fost folositi in detectare
de catre ECL (Western Blotting Detection Reagent; GE
Healthcare Life Sciences). Analiza densitometrica a
fost realizatd cu ajutorul programului /ImageQuant TL
Plus 7.0 (GE Healthcare Life Sciences). Expresia relativa
a fost normalizata in comparatie cu celulele CHO,
care exprimau ATP7B de tip salbatic [8, 14].

Rezultate obtinute

Scopul acestui studiu a fost de a determina orice
modificari potentiale in transportul dependent de
cupru al proteinelor mutante ATP7B, pentru a inte-
lege mai bine BW. Printr-o combinatie de teste cu
acumularea cuprului, teste de culturi celulare, care
determinad rata de viabilitate a celulelor transfectate
si studii de eficacitate la pacientii cu BW, pare a fi
posibil in prezent de a face o prognozare cu privire la
efectul clinic. ATP7B expresat exogen in celulele CHO
poate media sechestrarea veziculara a excesului de
cupru. Pentru a caracteriza activitatea functionala a
mutantilor selectati dintre pacientii cu BW, implicati
in transportul ATP7B reglat de cupru, celulele CHO
ce exprimau variante transfectate au fost expuse
la niveluri ridicate de cupru. Testul de viabilitate a
cuprului masoara capacitatea variantelor ATP7B de
a transporta cuprul - o cerinta pentru o functionare
normala. Aceste proteine mutante, cu deficiente din
punct de vedere functional, in modelul de celule
CHO sunt un indicator al unei proteine ce functi-
oneaza necorespunzator si care ar putea fi cauza
fenotipului BW la pacient.

Au fost identificate mai mult de 250 SNP (poli-
morfisme uninucleotidice) si 700 de mutatii in gena
ATP7B, care au ca rezultat fenotipul bolii Wilson, si sunt
partial inregistrate in Baza de Date a Mutatiilor Umane
(www.hgmd.org). Investigarea indivizilor heterozigoti
compusi nu furnizeaza informatii clare despre fenoti-
pul mutatiei individuale si, in consecinta, fenotipul in
vivo a unei mutatii ATP7B poate fi mai bine studiat la
homozigoti cu anumite mutatii in BW.
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Tabelul 1
Sumarul variantelor testate
Mutatia Debut (ani) | Simptome | N. pacienti’
E583R-fs, .
.1745 1746insT 5 Neurologic IF
p.R616Q, _
c.1847G>A 7,9 Hepatic M
p.G69IR, _
c.2071G>A 17 Neurologic M
p.T766R, '
¢.2297C>G 8 Neurologic M
p.A874V,
¢.2621C>T 5 Hepa./Neuro. M
p.R969Q,
¢.2906G>A 38,55,13 | Neuro./Hepa. | 2M, IF
p.H1069Q,
¢.3207C>A 25,35,34,27 | Hepa./Neuro. AM
p.LI071W, .
¢.3212T>G 30 Hepatic M
p.C1079Y, . . -
c.3236G>A
p.I1102T, . ; -
¢.3305T>C - - -
p.TI288R, )
¢.3863C>G 11 Neurologic M
p-G1341D, 11, 12, 12,
c.4022G>A 16 Neuro./Hepa. 3M, IF

Nota: '"Numarul de pacienti de sex feminin si de sex mas-
culin prevazut in studii.

*Debutul si simptomele sunt extrem de variate, fiind
prezentate doar referinte selectate.

Pentru aceasta, au fost selectate si testate func-
tional consecintele moleculare ale 12 mutatii ATP7B,
asociate cu BW la celule CHO. Mutatiile ATP7B analiza-
tein acest studiu au fost p.E583fs, p.R616Q, p.G691R,
p.T766R, p.A874V, p.R969Q, p.H1069Q, p.L1071W,

p.C1079Y si p.11102T, p.T1288R, p.G1341D.
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Figura 1. Expresia la nivelul proteinelor specifice a ge-
nei ATP7B in liniile celulare CHO transgenice, cultivate
la o temperaturd optimd 37°C (A) si la o temperatura
scdzutd 30°C(B). Pentru normalizarea rezultatelor s-au
folosit HSC-70

Testele Western blot au fost utilizate pentru
a confirma expresia variantelor ATP7B in liniile de
celule CHO. Genele mutante ATP7B (tabelul 1) au
demonstrat niveluri moderate de ATP7B in toate
replicarile, iar celulele parentale CHO (fara vectori)
nu au avut niciun ATP7B detectabil (figura 1).

Analizele densitometrice (tabelul 2) in testul
Western blot au aratat ca proteina specifica ATP7B




a fost slab exprimata (<5% de tip salbatic) in grupa
E (E583R-fs, G691R, L1071W si G1341D), cu exceptia
liniei celulare mutante T766R (37,2+7%). in grupa L
(R616Q, A874V si T1288R), a fost inregistrat un nivel
relativ ridicat de proteina ATP7B — pana la 90% ale ac-
tivitatii demonstrate de celulele CHO cu gena ATP7B
de tip salbatic. in grupa | (R969Q, H1069Q, C1079Y
si 11102T), numai linia celulara mutanta H1069Q
a aratat nivele moderate (18,5+5%) de expresie a
produsului genei ATP7B, pe cand celelalte trei linii
mutante au avut o activitate extrem de slaba (<5%
n comparatie cu tipul salbatic).

Tabelul 2
Analiza densitometrica efectuata cu utilizarea programului
ImageQuant TL Plus 7.0 (GE Healthcare Life Sciences)

. Proteina (%)
Mutatia 37°C 30°C
E583R-fs 00 00
& G691R 340 3£0
5 T766R 3747 76+15
Q L1071W 3+1 5+1
G1341D 2+1 6+3
& R616Q 77+8 7842
5 A874V 3548 60+7
€ T1288R 85+6 901
j R969Q 2+1 22+1
§. H1069Q 18+5 1009
& C1079Y 00 1£1
11102T 31 2441

Determinarea proteinelor a fost evaluata si la
o temperatura mai scazuta de circa 30°C, ceea ce
permite demonstrarea stabilitatii proteinelor pro-
duse de variantele mutante individuale ale ADN.
O crestere nesemnificativa a nivelului de proteina
produsa de gena ATP7B a fost observata practic in
toate liniile celulare mutante, iar mai mare crestere
(> 70%) a fost inregistrata in linia celulara mutanta
H1069Q. O sporire semnificativa (> 20%) a proteinei
produse de gena ATP7B a fost atestata la scaderea
temperaturii in grupa E (T766R), grupa L (A874V)
si grupa | (R969Q, H1069Q si 11102T). In cazul celor
5 linii celulare mutante (E583R-fs, G691R, L1071W,
G1341D si C1079Y), care in conditii normale au avut
o productie redusa de proteind, scaderea tempera-
turii mediului nu a influentat semnificativ expresia
proteinei produse de gena ATP7B.

Determinarea expresiei la nivel de proteina
cu ajutorul metodei Western Blot permite diferen-
tierea mai exacta a mutatiei, conform gradului de
manifestare a actiunii acesteia asupra conformatiei
proteinei native.

Discutii

Una dintre cele mai frecvente si mai bine carac-
terizate mutatii, p.H1069Q, este situata in portiunea
de legare a nucleotidelor din domeniul de legare a
ATP (N-domeniu). Caracterizarea biochimica a ATP7B
recombinant, precum si N-domeniul izolat al ATP7B

a aratat ca aceastd mutatie nu modifica semnificativ
plierea proteinelor [15, 17] si nici configuratia situsu-
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lui de legare. n acelasi timp, afinitatea N-domeniului
pentru ATP este diminuata semnificativ — de aproxi-
mativ 20 de ori [15]. Se pare ca organizarea generala
structurald a proteinelor mutante se pastreaza, insa
cataliza lor este afectatd. Acest lucru este sugerat de
fenotipul relativ usor al bolii la pacientii cu mutatii
p.H1069Q [7] si activitatea reziduald a omologului
ATP7B (ATP7A) cu mutatie echivalenta [18].

Alte trei mutatii bine caracterizate au loc in do-
meniul evolutionar pastrat de legare a nucleotidelor
(p.L1071W, p.C1079Y si p.11102T). In studiul dat, a fost
dovedit ca mutatia p.11102T afecteaza transportul de
cupru, dar nu capacitatea variantei proteineide alega
cuprul. Acest lucru sugereaza faptul ca aminoacizii din
aceasta regiune a ATP7B sunt critici pentru formarea
structurii tertiare a domeniului de legare a ATP.

N-terminalul citozolic al proteinei ATP7B contine
un domeniu de legare a cuprului si are sase situsuri
asociate cu metale grele, fiecare dintre ele continand
motivul conservat de legare a metalelor GMTCXXC si
acceptand cuprul de la ligandul cuprului Atox1 [12,
131, Murr1/Commd1 [16]. Legarea cuprului induce
schimbari secundare si tertiare conformationale.
Pentru functia de transport este necesar domeniul
de legare a metalului cel mai apropiat de membrana
(al cincilea si al saselea situs de legare a metalelor),
in timp ce situsurile mai distale de legare a cuprului
(Cu1,C2,Cu3siCud)joaca unroldereglare[1,3,9,10].
Doua dintre mutatii au locin cel de-al saselea motiv de
legare a Cu (p.R616Q si p.E583fs) al ATP7B si s-au do-
vedit a fi variante blande si nocive, respectiv p.E583fs
reprezintd o modificare a unei singure baze prin in-
sertie/duplicatie (c.1745dupT sau c.1745_1746insT),
ducand la un codon de oprire prematura a translarii,
si codifica o proteina nefunctionala trunchiata, pro-
babil degradata printr-un mecanism de descompu-
nere nonsens-mediat (NMD). Cea de-a doua mutatie
(p.R616Q) In Cub a fost initial descrisa ca o mutatie
homozigota la doi pacienti diferiti cu debut tardiv si
clinicd usoara (tabelul 1) [11].

Substitutia p.A874V se gaseste in domeniul de
transductie (Td) si substitutia cu valina poate preveni
modificarile conformationale presupuse ale dome-
niului transmembranar, necesare pentru a initia
transportul extern din reteaua Golgi ca raspuns la
cupru, sau poate perturba semnalul cu directionare
ipoteticd membranara.

Urmatoarele patru dintre mutatiile homozigote
se gasesc in/intre domeniile transmembranare ale AT-
P7B la pacientii cu BW: p.G691R (TM2), p.T766R (TM4),
p.R969Q (TM5/TM6) si p.G1341D (TM7) (tabelul 2).

Datele obtinute sugereaza faptul ca modifica-
rile in domeniile TM joaca un rol important in inte-
gritatea structurald a proteinei si se pare ca mutatiile
din regiunea TM duc la o forma mai severa a bolii si
la un debut la o varsta mai frageda. in subgrupul de
pacienti cu mutatii p.L1071W, p.C1079Y si p.H1069Q,
ce afecteazd N-domeniul de legare a ATP, a fost gasita
o probabilitate semnificativ mai mare de simptome
neurologice in avansare si ar putea fi postulat fap-
tul ca mutatiile in N-domeniul de legare a ATP sunt




asociate cu modificdri neurologice si psihiatrice. De
asemenea, exista o corelatie puternica intre mani-
festarea hepatica si prezenta mutatiilor p.G691R si
p.T1288R. Se pare ca diferite mutatii ale genei ATP7B
sunt asociate cu diferite prezentari clinice.

Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul ca o
parte din mutatii au fost specifice grupului sau regi-
unii, astfel concluziile nu pot fi aplicabile in totalitate
pentru toate grupurile etnice. Nicio diferenta sem-
nificativa nu a fost gasita pentru parametrii clinicila
pacientii cu o mutatie situata in domeniile de legare
si de transductie (TD) a Cu, comparativ cu cele cu o
mutatie situatd in alta parte.

Concluzii

1. Infunctie de manifestarea dereglarilor func-
tionale ale proteinelor codificate, aceste 12 mutatii
au fost grupate in:

. grupa E (early), care cuprinde mutatii ce duc
la deregldri pronuntate ale functiei ATP7B, cu
debut timpuriu/brusc al BW (E583R-fs, G691R,
T766R, L1071W si G1341D);

. grupa L (late) — mutatii caracterizate prin de-
reglari nesemnificative ale functiei ATP7B, cu
debut tardiv (R616Q, A874V si T1288R);

. grupa | (intermediate) — contine mutatii (R969Q,
H1069Q, C1079Y sil1102T) care nu poseda legitati
precise in manifestarea lor si care au fost observate
la pacientii cu un debut intermediar al BW.

2. Determinarea nivelului expresiei genei
ATP7B la etapa de translatie prin analiza electorfo-
retica a probelor in sistem SDS/PAGE si evidentierea
colorimetrica a expresiei proteice, utilizand anticorpi
primari policlonali, permit diferentierea mai exacta a
mutatiilor conform gradului de manifestare a actiunii
lor asupra conformatiei proteinei native. Analizele
densitometrice au aratat ca:

. ingrupa E (E583R-fs, G691R,L1071W si G1341D),
proteina specifica ATP7B a fost slab exprimata
(<5% de tip salbatic), cu exceptia liniei celulare
mutante T766R (37,2 £ 7%);

« in grupa L (R616Q, A874V si T1288R), a fost
inregistrat un nivel relativ ridicat de proteina
ATP7B: pana la 90% ale activitatii demonstrate
de celulele CHO cu gena ATP7B de tip salbatic;

«  ingrupal (R969Q, H1069Q, C1079Y si 11102T),
numai linia celulara mutanta H1069Q a aratat
nivele moderate (18,5 + 5%) de expresie a pro-
dusului genei ATP7B, in timp ce celelalte trei linii
mutante au avut o activitate extrem de slaba
(<5% in comparatie cu tipul salbatic).

3. Desi manifestarea fenotipica a BW la pacien-
tii homozigoti dupd gena studiatd este determinata
de efectul cumulativ al unor factori modificatori ne-
cunoscuti, datele obtinute sugereaza ca secventa de
aminoacizi a proteinei ATP7B poate prezice debutul
bolii la pacienti.
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