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Particularitatile formelor clinice si posibilitatile de diagnostic al bolii
Wilson in Republica Moldova

N. Mocanu, V. Sacara, St. Groppa

Centrul National de Sanatate a Reproducerii i Genetica Medicala, Chisinau

Peculiarity of Clinical Forms and Diagnostic Methods of Wilson’s Disease in the Republic of Moldova

Wilson’s disease (WD) is an autosomal recessive disorder of copper transport caused by a defect in the ATP7B gene. The disorder manifests
as chronic liver disease and/or neurological impairment due to accumulation of copper in several tissues, principally in the liver and brain. The
aim of the study was to evaluate the clinical forms and diagnostic methods of WD. We analyzed 35 Moldavan patients with WD. The diagnosis
was established in any patients with unexplained liver disease along with neurological or neuropsychiatric disorder, presenting of Kayser-Fleischer
rings, low serum ceruloplasmin level, the amount of copper excreted in the urine in a 24-hour period. Functional hepatic tests and others date
of laboratory was obtained with standard methods. Initial clinical manifestation were hepatic in 10 (28.6%) patients, 19 (54.3%) were with
neurological disorder, 6 (17.1%) patients presented mix hepatic and neuropsychiatric disturbance. Only in 2 (5.7%) patients the initial clinical
manifestation was with psychiatric disturbance. Of the patients with neurological and mix disorder, 10 (40%) were with moderate liver disorder
and only 5 (20%) with chronic liver disease. The neurological function was categoriezed as severe in 11 (44%) cases and moderate in 13 (52%)
patients. Of the Moldovan patients, 71% have mix hepatic and neuropsychiatric forms with predomination of neurological disturbance average
of 20 years. The difficulty in family screening could be solved with access to molecular diagnosis.

Key words: Wilson disease, ATP7B gene, autosomal recessive, ceruloplasmin.

0Oco06eHHOCTN KNNHNYECKNX GOpM 1 BO3MOXKHOCTY AnarHocTuku 6onesHn BunbcoHa B Pecny6nuke Monpgosa

Bonesnp Bunbcona (BB) mpencTaBiser co6oit ayTOCOMHO-pellecCHBHOe 3ab0/ieBaHNMe, CBA3AHHOE C HapylleHNeM TPaHCIOpTa Mefn,
BbI3BaHHOE NoBpex/ieHneM rena ATP7B. KinHudeckne npossiieHns 3a60/1eBaHNA ABJIAIOTCA Pe3y/IbTaTOM aKKyMY/LALNI Me) B Pas/IMYHbIX
OpraHax I TKaHsIX, B OCHOBHOM B IIeUeHI, TOIOBHOM MO3Te, POTOBHIIE I/Ia3a I MOYKAX. IDTUM OMpele/seTcss MHOroobpase KIMHIIeCKIX
IIPOSIBIICHMI, a CTIelOBATeNbHO, U TPYAHOCTH ee IMAarHOCTUKU. MbI 06¢meoBamy 35 maiyeHToB. JMarHos O6bUI IOCTaB/IeH BCeM MalieHTaM
¢ HeOOBACHMMBIMY II€YEHOYHBIMY HAPYLUICHMAMM B KOMOMHAIMY C HEBPOIOIMYECKVIMI VI/ VM NICUXMYECKMMY M3MEHEHMAMM, HaIdyeM
xonblia Kaitsepa-®neiiiepa, HU3KMM YPOBHEM 1[epY/IONIa3MIHA B CBIBOPOTKE KPOBH, OBBIIIEHHOI 9KCKpelueil Mefiy B MoYe B TedeHue 24
4acoB. Db mpoBefieH aHamM3 KIMHUYIECKNX GopM Hambosee YacTo BCTPEYAIOMUXCA Ha TeppUTOpUM MOMJIOBBI ¥ METOMOB AMarHOCTYKY,
IO3BOJIAIIIMX HanbosIee TOYHO I BOBPEMA YCTAaHOBUTD IATHO3. YCTAHOBJIEHO, YTO y 71% manmeHToB ¢ BB mpeo6maaloT HeBpOIOrniecKme
U3MEHEHMA B BO3pacTe OKojo 20 JIeT, 4TO CBA3aHO C IO3/JHell IMATHOCTUKOM. TPyJHOCTH CeMETHOrO CKPMHMHIA MOTYT OBITh Pa3pelieHbl C
TIOMOIIBIO MONIEKYIAPHON IMaTHOCTUKIN.

KnroueBblie cnoBa: bonesup Bunbcona, ren ATP7B, ayTocoMHO-peliecCHBHBIN TUIT HAaCTeAOBaHIA, [ePy/IOIIa3MIH.
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Introducere

Degenerarea hepatolenticulard, cunoscutd si ca boala
Wilson (BW), este o maladie genetica autosomal-recisivd,
care constd in dereglarea metabolismului cuprului, soldaté cu
acumularea acestuia in organele vitale. BW poate fi fatald dacd
nu este detectata si tratatd inaintea aparitiei unor tulburari
serioase, rezultate in urma intoxicarii cu cupru. Incidenta bolii
variazd intre 1/5000 si 1/30000 in functie de grupurile etnice
[1]. Se admite in general o incidentd de aproximativ 1/20000
de nou-niscuti, corespunzand la o frecventd de purtétori
heterozigoti de 1/96 in populatia de origine europeand [2].

In anul 1993 a fost identificati si elucidata structura
genei bolii Wilson. Gena responsabild de aceastd boala este
localizatd pe cromozomul 13 si se numegte ATP7B. Pana in
prezent au fost stabilite aproximativ 260 de mutatii indivi-
duale la pacientii cu BW, fenomen care explica heterogeni-
tatea clinicd a bolii, dar oricum a fost dificil de elaborat un
screening-test pentru aceastd maladie. Unele cazuri de BW
apar ca urmare a mutatiei spontane in gend [3]. La 38% de
pacienti cu BW din Europa, America de Nord, Suedia a fost
depistatd mutatia His1069Glu [2, 3].

Sub aspect clinic, boala se caracterizeaza prin manifestari
hepatice, neurologice legate de acumularea cuprului in ficat,
nucleul lenticular si prin inelul Kayzer-Fleischer.

Stabilirea diagnosticului de BW este posibila in cazul pre-
zentei urmétoarelor simptome clinice si de laborator: semne
tipice hepatice si/sau neurologice, inelul Kayzer-Fleischer,
concentratia redusd a ceruloplasminei serice si sporirea ex-
cretiei urinare a cuprului [4].

In populatia Republicii Moldova, unde endemic se in-
talneste frecvent hepatita, diagnosticarea timpurie a BW
este foarte importantd, in special tindnd cont de faptul, ca
primele simptome neurologice apar nu mai devreme de var-
sta de 18-20 de ani si ci boald afecteazd primordial ficatul,
iar intarzierea tratamentului poate avea urmadri foarte grave.
Investigatiile biochimice si clinice au anumite neajunsuri i nu
sunt suficiente pentru stabilirea diagnosticului BW. Metoda
molecular-geneticd permite determinarea alelelor mutante
si localizarea mutatiilor in gend. Metoda datd contribuie
la studierea nivelului de rispandire si a incidentei BW in
populatie si reprezintd una dintre cele mai informative si mai
practice abordari ale investigarii epidemiologiei genetice a
bolilor ereditare [5]. In anumite familii, daci mutatia este
exact identificatd, diagnosticul genetic este posibil dupa testul
haplotipic, care permite testarea urmasilor fara simptomele
clinice ale bolii pentru aplicarea tratamentului la timp.

Gratie succeselor geneticii moleculare, in prezent testul
ADN devine una dintre cele mai importante metode ale di-
agnosticului de laborator, aplicata si in Republica Moldova.

Scopul acestui studiu a fost evaluarea particularitatilor
formelor clinice si aprecierea posibilitdtilor diagnostice, in-
clusiv si a metodei molecular-genetice in BW.

Material si metode

In cadrul studiului au fost investigati cei 35 de pacienti cu
BW si membrii familiilor lor, dintre care 16 femei (45,7%) si
19 barbati (54,2%). Varsta pacientilor a variat de la 14 pana

la 48 de ani, in medie constituind 22 de ani. Acestia au fost
inregistrati si tratati in Centrul National de Sanatate a Re-
producerii si Geneticd Medicala timp de 6 ani (2004-2010).

Criteriile de baza in stabilirea diagnosticului BW au fost
prezenta dereglérilor hepatice si/sau neurologice, caracteris-
tice pentru BW, prezenta inelului Kayzer-Fleischer, concen-
tratia serica micsoratd a ceruloplasminei si excretia majoratd
a cuprului.

Toti pacientii au fost supusi urmatoarelor investigatii:
analiza generald a sangelui, analiza biochimicé a séngelui,
analiza generald a urinei, concentratia ceruloplasminei serice,
nivelul cuprului in singe si nivelul cuprului in urind, consul-
tul oftalmologic pentru depistarea inelului Kayzer-Fleischer,
USG organelor abdominale si tomografia computerizata sau
rezonanta magnetica nucleard cerebrala.

Testele hepatice functionale si alte date rutinare de labo-
rator au fost obtinute, folosind metodele standard.

In diagnosticul molecular-genetic noi am efectuat cerce-
tari a doi exoni ai genei ATP7B (exonii 14 si 15) prin metoda
polimorfismului conformativ al moleculei ADN (SSCP). Dia-
gnosticul molecular-genetic a fost efectuat pe mostrele ADN,
extrase din leucocitele sdngelui periferic. Reactia polimerizarii
in lant (PCR) s-a realizat cu ajutorul termociclului programat
PHC-1A (Marea Britanie). Praimerii oligonucleotidici au
fost sintetizati la Academia de Stiinte Medicale din Rusia,
Moscova. In familiile cu mutatii in gena ATP7B cercetarea
s-a efectuat prin metoda analizei-SSCP. Cu scopul sporirii
eficientei depistérii mutatiilor, folosind modificérile meto-
dei date, a fost efectuatd analiza-SSCPP paraleld in aceleasi
fragmente, cu aplicarea denaturdrii bazice si regimului tem-
peraturii, efectuarea electroforezei in GPAA in prezenta sau
absenta glicerinei de 5%, efectuarea electroforezei in GPAA
la temperatura camerei.

Rezultate

In Centrul National de Sinitate a Reproducerii si Genetici
Medicala au fost diagnosticati 35 de pacienti cu boala Wilson.
Doar la 7 (20%) dintre pacienti diagnosticul a fost stabilit in
primele 6 luni de la aparitia simptomelor clinice majore ale
bolii. In restul cazurilor diagnosticul corect a fost stabilit tar-
div: dela1la5ani- la 8 (22,9%) pacienti, dela5la 10 ani - la
14 (40%) pacienti, de la 10 la 15 ani - la 6 (17,1%) pacienti.
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Fig. 1. Manifestiri clinice initiale.
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Fig. 2. Electroforegrama exonului 14. Linia 2 §i 7
- stare homozigota, linia 4, 6, 12 - stare heterozigota
a alelei mutante.

Afectarea ficatului ca manifestare clinica initiald a fost
prezenta la 10 (28,6%) pacienti, 19 (54,3%) pacienti au avut
deregldri neurologice, 6 (17,1%) — dereglari mixte hepatice si
neuropsihiatrice (fig. 1). Numai la 2 (5,7%) pacienti boala a
debutat clinic cu dereglari psihice. La 71% pacienti cu BW
predomind schimbdrile neurologice. Dintre pacientii cu
schimbdri neurologice si mixte (neurologice si psihiatrice)
10 (40%) au avut deregliri hepatice moderate (schimbarile
rezultatelor testelor hepatice, detectate numai dupd aparitia
simptomelor neurologice) si numai 5 (20%) din grupul investi-
gat sufereau de o boald hepatica cronica. Functia neurologica
a fost apreciata ca severa la 11 (44%) pacienti i moderata
la 13 (52%) pacienti. Dereglirile neurologice, cum ar fi
rigiditatea, tremorul si distonia, sunt cele mai des intélnite.
Dintre schimbarile psihice prevaleazi depresia, agresivitatea,
instabilitatea emotionald.

Din cei 35 de pacienti, inelul Kayzer-Fleischer a fost
depistat la 12 persoane (34,3%). Depistarea inelului Kayzer-
Fleischer este un simptom patognomonic pentru BW, dar
se intdlneste in stadiile tardive ale bolii si preponderent in
formele mixte [6].

Nivelul ceruloplasminei a fost scizut la 33 (94,3%) de pa-
cienti, iar excretia urinard ridicatd a cuprului in 24 de ore - la
10 (28,6%) pacienti. Schimbdrile nivelului ceruloplasminei se
observa si in alte stari patologice, legate de continutul redus al
proteinei serice (micsorarea sintezei ca rezultat al afectarilor
hepatice grave, sindromul nefrotic, enteropatia cu pierderi
de proteina, malabsorbtie), hipo- sau aceruloplasminemia
congenitala, boala Menkes, de regula, la copiii pand la 2 ani si
purtatorii sdnitosi ai BW. Excretia urinara ridicata a cuprului
poate fi fals pozitiva in hepatitele cronice, in ciroza hepaticd
forma activa, sindromul nefrotic, contaminarea cu cupru din
exterior [7].

Din cei 19 pacienti cu deregldri neurologice la 10 (52,6%)
li s-a efectuat examenul cu rezonantd magneticd nucleard
sau tomografia computerizatd, care a depistat schimbari in
nucleele bazale la toti pacientii investigati. La 3 (33,3%)
dintre pacienti a fost depistat aspectul imagistic al patologiei
degenerativ-atrofice, tip Wilson, notificatd de hiperinten-
sitatea ganglionilor bazali si substantei nigra, in tehnicile
T2W, ponderat. La ceilalti 7 (66,6%) pacienti tomografia
computerizatd a relevat dilatarea moderata a ventriculelor si

Fig. 3. Electroforegrama exonului 15.

atrofia difuza cerebrala si cerebelard. Schimbarile neurologice
multiple ale BW coreleaza cu tabloul imagistic, caracteristic
pentru tomografia computerizatd sau rezonanta magneticd
nucleard - hipointensive in T1 si hiperintensive in T2W-tse
focare in ganglionii bazali, talamus si nucleul dentatum in
forma de fatd a unei pande gigantice, dilatarea ventriculelor,
atrofia difuza cerebrald si cerebelard. Sindromul akinetiko-
rigid se caracterizeazd prin lipsa schimbdrilor sau dilatarea
neinsemnatd a ventriculelor, la distonie - afectarea bilaterala
a corpului striatum, in prezenta tremorului intentional si a
dismetriei — schimbarile atrofice sau de focar in cerebel [8].

In diagnosticul molecular-genetic, noi am efectuat
cercetdri a doi exoni ai genei ATP7B (exonii 14 si 15) prin me-
toda polimorfismului conformativ al moleculei ADN (SSCP).
In exonul 14 s-a cercetat mutatia-missens His 1069Glu a genei,
care dupa datele lui G. Thomas a fost inregistrata la 38% din
europenii cu BW [3]. In exonul 14 mutatia respectivi a fost
prezenta la 8 (22,9%) pacienti. La 2 (25%) bolnavi mutatia a
fost depistata in stare homozigot, iar la 6 (75%) bolnavi - in
stare heterozigotd (fig. 2). Prezentala bolnavii cu manifestari
clinice evidente ale maladiei mutatiei in stare heterozigot,
sugereazd la aceastd categorie de bolnavi starea de compound
genetic. In exonul 15 al genei ATP7B, nu am depistat fragmen-
te cu activitatea electroforeticd anormald. Investigarea deletiei
C3400delC in exonul 15 nu a dat rezultate relevante (fig. 3).

Polimorfismul formelor clinice si decurgerea asimptomati-
cd amaladiei creazd dificultéti in stabilirea diagnosticului si in
corectarea medicamentoasd tardivd. Dar pronosticul maladiei
depinde foarte mult de aplicarea la timp a unui tratament
adecvat. Luand in consideratie cele expuse, este necesar sa ne
bazam, in primul rdnd, pe diagnosticul clinic stabilit la timp.

Criteriile principale, folosite de noi pentru stabilirea
diagnosticului BW la pacientii cu schimbari clinice evidente
hepatice si/sau neurologice au constat in prezenta inelului
Kayzer-Fleischer, concentratia micsorata a ceruloplasminei
serice si excretia majoratd a cuprului cu urina. Ca metode
suplimentare au fost folosite ultrasonografia organelor abdo-
minale §i tomografia computerizata sau rezonanta magnetica
nucleard. La pacientii cu dereglari hepatice si/sau neurologice
in combinatie cu inelul Kayzer-Fleischer si concentratia redusé
a ceruloplasminei a fost stabilit diagnosticul exact de BW.

Concluzii

1. In Republica Moldova in procesul diagnosticirii BW, la
momentul actual, prioritatea apartine diagnosticului clinic.
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Sindromul Peutz-Jeghers (Hipermelanocitozele epidermice sau
Lentiginoza periorificiala)

N. Taran', Iu. Lupasco', M. Cojuhari?

'Laboratorul de Gastroenterologie, Departamentul Medicind Internd, USMF ,Nicolae Testemitanu”
*Spitalul Clinic Republican, sectia de hepatologie

Peutz-Jeghers syndrome (Epidermal Hipermelanocitosis or periorificial Lentiginosa)

Peutz-Jeghers syndrome (PJS) is a Hamartomatous Polyposis syndrome that is characterized by concomitant presence of gastrointestinal
polyposis and melanocytic maculele at the level of the lips, mouth and fingers. It is an autosomal dominant syndrome which appears with a ratio
0f 1:200000 births. PJS clinical diagnosis can be suspected if two or more polyps of Peutz-Jeghers type are detected in the gastrointestinal tract or
if one Peutz-Jeghers polyp is associated with the characteristic pigmentation or with case history of heredocolaterale of PJS. We present a clinical
case which creates difficulties in diagnosis, being a rarely encountered nosology. The following disease requires surveillance and monitoring in
dynamics due to the increased risk of malignant: gastric, colo-rectal, lung, pancreatic, ovarian and breast cancer.

Key words: hyperpigmentation, gastric polyposis, Peutz Jeghers syndrome, hipermelanoze.

Cunapom lMeiitya-Erepca (3nuaepmanbHbie runepmesnaHosbl unv JIeHTUrnHos nepuopuduLmanbHbIn)

Cunpnpowm Ileiitia-Erepca BKro4aeT raMapTOMaTO3HbIN MOTUIIO3, KOTOPbIi XapaKTePU3yeTCs HaIM4IyeM XKeTy04HO-KUIIeIHOTO MOTNII03a
¥ CKOI/IGHMEM MaKyJ/I MeaHOLIUTOB B 00/IACTH T'y0, CIM3UCTBHIX 000/I0UeK MOZIOCTIL PTa U Ha/lblieB. 3abo/neBaHNe epefaeTcs [0 ayTOCOMHO-
TOMMHAHTHOMY THUIIY, paCIIpOCTPaHEHHOCTh KOTOporo coctasiAeT 1:200000 popos. KmmHdeckuit AMar€o3 mpejonaraeTcs, eCay HaXoaaT
nBa wm 6onee monnmos Tuma IleiiTiia-Erepca B XKey[ouHO-KIUIIEYHOM TPAKTe, WIN eC/IM HAHHbII MOINUII aCCOLIUMPYETCS C XapaKTepHOIl
NUTMEHTAVel, UIM HaIM4MeM Hac/leCTBEHHOCTI C IaHHBIM CUMHApoMoM. OmuchbiBaeM KIMHUYECKMII Cydaii, KOTOPBIil IpefCTaBsaeT
CTIOKHOCTHY B IMarHOCTHKE, TaK KaK JaHHasA HO30JIOTHA PeIKO BcTpedaeTcs. BomesHb Hy)X/JaeTcs B HAOMIOieH!M I MOHUTOPJHTE B AMHAMMUKE,
[IPeACTaB/Iss IIOBBILIEHHBIN PYUCK /IS MATUTHU3ALNIL: PAaK XKeTyLKa, KOMIOPeKTaIbHbIX HOBOOOPAa30BaHMIIL, TeTKIX, OKETYLOIHOI SKe/le3bl,
AVYHMKA M MOJIOYHOM YKe/IEe3Bl.

KnroueBbie cioBa: TUHNEPIINMTMEHTALNA, JKETyAKa HOBOO6paSOBaHI/IH, HeI?ITL[a-Erepca CMHPOM, ITO/INIIBI.




