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OBSERVATION

Utvrdivanje poviene koncentracije bakra u
tkivima nuzno je za potvrdu dijagnoze Wilsonove
bolesti koju karakeriziraju simptomi osteéenja
parenhimatoznih organa zbog kroniénog
otrovanja bakrom. U radu su prikazani rezultati
analiza tkiva uzetih prilikom obdukcije muskarca u
dobi od 39 godina. Pokojniku je za Zivota bila
postavljena dijagnoza Wilsonove bolesti, a umro
je zbog sepse nakon opseznih opeklina
zadobivenih u izravnoj vatri. Histologkom
analizom nakon standardnog bojenja i nakon
histokemijske obrade tkiva nije dokazano
postojanje bakra. Spektrografom masa s linijskim
spektrom kvalitativno je dokazana nazoénost
bakra u tkivima. Plamenom atomskom
apsorpcijskom spektrometrijom kvantitativno su
utvrdene znacajno poviene koncentracije bakra
u jetri (240 mg/g), mozgu (73,8 mg/g) i bubrezima
(30,0 mg/g vlaznog tkiva). Na temelju
makroskopskih i mikroskopskih nalaza i
analitickih mjerenja je potvrdena dijagnoza
Wilsonove bolesti. Rad predstavija doprinos
mogucnostima dijagnosticiranja ove rijetke
bolesti.

Kljucne rijeci:

atomska apsorpcijska spektrometrija, histokemijska

analiza, kronicno otrovanje bakrom, masena
spektrografija, tkivna koncentracija bakra

Temeljna znacajka Wilsonove bolesti je povecano nakupljanje bakra u tijelu. Od
organa najcesce su zahvaceni jetra, bazalni gangliji, bubrezi i roznica, a rjede misi¢no
tkivo, posteljica i plod (1-4). Bolest se nasljeduje autosomno recesivno, a gen odgo-
voran za izraZavanje bolesti nalazi se na dugom kraku kromosoma 13 (2, 3, 5). Bolest
se pojavljuje rijetko (u tri do Sest slucajeva na sto tisuc¢a stanovnika) i u mladoj zZivotnoj
dobi (od 5. do 40. godine), iako se prvi znakovi bolesti mogu pojaviti i u starijoj dobi

(5-8).
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Bakar je esencijalni oligoelement, vazan za funkciju mitohondrija i eritropoezu i
sastavni dio molekula razli¢itih enzima (citokrom C-oksidaze, monoaminooksidaze,
tirozinaze, laktaze, superoksid dismutaze, urikaze, dopaminf-hidroksilaze, lizil oksidaze)
(9). Od bakra unesenog hranom u organizam iskoristi se 30-50% (2, 8). Bakar se
apsorbira u Zelucu i u po¢etnom dijelu tankog crijeva. Nakon apsorpcije labavo se
veZe za albumine plazme i brzo se prenosi u jetru, gdje se pohranjuje vezan na metalo-
tionein. Ostatak bakra veZze se za apoceruloplazmin i izlu¢uje u serum. Ceruloplazmin
veze 90-95% serumskog bakra i normalno se reciklira u jetrenim stanicama. Bakar se
izluéuje u #uéi vezan za bjelan¢evine velike molekulske mase, a mali dio izlucuje se
mokrac¢om (2, 10, 11).

Etiologija i patogeneza Wilsonove bolesti nisu potpuno rasvijetljene. Bolesnici s
Wilsonovom bole$éu apsorbiraju jednake koli¢ine bakra iz hrane kao i zdravi pojedinci,
no u zudi se nalaze snizene koncentracije bakra (12). Danas se smatra da je temeljni
poremedaj na razini lizosoma jetrenih stanica, u kojima ne dolazi do cijepanja ceru-
loplazmina i izlu¢ivanja bakra putem zudi (2, 13), iako se ne moze potpuno odbaciti
ni teorija o sintezi strukturalno abnormalnog ceruloplazmina (8, 12). Nakupljeni bakar
osteéuje jetrene stanice i sekundarno uvjetuje inhibiciju sinteze apoceruloplazmina. S
vremenom se slobodni bakar labavo vezan za albumine plazme ili druge ligande prelijeva
u cirkulaciju i odlaZe u razli¢ite organe (12). Od brojnih teorija o patogenezi Wilsonove
bolesti, najéesée se spominju ostecenje jetrenih enzima bakrom, vezivanje bakra na
bjelan&evine citoplazme (npr. tubulin, $to vjerojatno uzrokuje oblikovanje Malloryjevih
tjeleSaca) ili vezivanje na sulfhidrilne skupine bjelancevina i stvaranje slobodnih radika-
la. Simptomi bolesti zbog ostecenja jetre jesu: slabost, iscrpljenost, mucnina, bol u
podrudju epigastrija ili pod desnim rebrenim lukom, hepatomegalija, Zutica, otekline
i paukoliki angiomi. Mogu se pojaviti i ascites, spontani bakterijski peritonitisi, krvaren-
ja iz prosirenih venskih spletova, hipersplenizam sa splenomegalijom i endokrinoloski
poreme¢éaji (primarna ili sekundarna amenoreja, odgodeni pubertet ili ginekomastija)
(12). Prvi neuroloski znakovi (tremor okrajina ili glave, usporavanje pokreta, dizartrija,
disfagija, promuklost i katkad koreiformni pokreti ili distoni¢ni poloZaj okrajina) pojav-
ljuju se u pravilu oko 19. godine (8). Zlatna ili zZlatno-smeda pigmentacija ruba roznice,
tzv. Kayser-Fleischerov prsten, suprotno opéeprihvaéenom misljenju, nije nazo¢na u
svih bolesnika s neuroloskim poremecajima (8, 12, 14).

Dijagnoza Wilsonove bolesti postavlja se na temelju nalaza koli¢ine izlu¢enog
bakra u 24-satnoj mokraci, koncentracije ceruloplazmina i bakra u serumu ili ispitiva-
nja toksikokinetike bakra s pomocu radionuklida. Bakar u bioloskim uzorcima rutinski
se utvrduje kolorimetrijskim postupcima i plamenom atomskom apsorpcijskom spe-
ktrometrijom, dok se rjede rabe postupci emisijske spektrografije (spektrograf masa),
spektroskopija rendgenskim zrakama i metoda neutronske aktivacije (9). U pracenju
progresije bolesti rabi se biopsija jetre. Biopticki uzorak tkiva jetre ras¢lanjuje se histologki
i u njemu se mozZe izmjeriti koncentracija bakra, $to ima vazno dijagnosti¢ko znacenje
(1, 15). Specifi¢no histokemijsko bojenje tkiva na bakar vazan je dio dijagnostike (15-
19). Kompijutorizirana tomografija (14) i magnetska rezonancija (20, 21) otkrivaju
promjene na mozgu i prije pojave neuroloskih simptoma. Uobi¢ajeni nalazi, prosirenje
lateralnih ventrikula uz prosirenje cerebralnih i cerebelarnih brazdi i atrofi¢ne promjene
u bazalnim ganglijima, odgovaraju promjenama koje se nalaze pri obdukciji bolesnika
s razvijenom slikom bolesti (14, 22).

Temeljno nacelo lijeCenja Wilsonove bolesti jest peroralna terapija keliraju¢im
spojem penicilaminom (doza 1-2 g na dan) koja se mora zapoceti ¢im se postavi
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dijagnoza (12, 14). Penicilamin oblikuje s bakrom kelate koji se izlu¢uju mokracom. U
odredenim uvjetima moZe se primijeniti i lijecenje trietil tetraminom (12) odnosno
cinkom (1, 10).

UZORCI | METODE

Na Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu primljeno je mrtvo tijelo muskarca T. B., starog 39 godina, s opeklinama II.
i Il stupnja na otprilike 30% povrine tijela. Opekline su zadobivene u izravnoj vatri od
zapaljenja plina. U dostupnoj medicinskoj dokumentaciji nije bilo podataka iz obitelj-
ske i osobne anamneze kao ni o tijeku bolesti ili prethodnom bolni¢kom lije¢enju,
osim napomene da pokojnik unatrag godinu dana nije uzimao propisane lijekove
(tablete Tegretol i Metalcaptase). Nalazi biokemijskih pokazatelja upucivali su na pos-
tojanje jetrene bolesti, a podatak o prethodnoj terapiji na vrstu jetrene bolesti. Da bi
se potvrdila dijagnoza Wilsonove bolesti, bilo je nuzno dokazati pove¢anu koncentraci-
ju bakra u tkivima (1, 15). Za usporedbu uzeti su kontrolni uzorci jetre i mozga
prilikom obdukcije dviju zdravih osoba koje su poginule nesretnim slucajem i nisu
bolovale od Wilsonove bolesti i u njima izmjerene koncentracije bakra.

Dijelovi uzoraka tkiva unutradnjih organa uzetih tijekom obdukcije fiksirani su u
formalinu i uklopljeni u parafin. Uzorci su histoloski analizirani nakon standardnog
hematoksilin-eozinskog bojenja (23), a nazo¢nost bakra u tkivima ispitana je histoke-
mijski bojenjem rodaminom (15). Dio tkiva upotrijebljen je za kemijske analize.

Identifikacija bakra u uzorcima tkiva obavljena je emisijskom spektrografijom (spe-
ktrografom masa Carl Zaiss, Jena, Njemacka). Uzorci tkiva za spektrografsku analizu
pripremljeni su modificiranom metodom prema Stolmanu (24). Dvadeset grama usit-
njenog tkiva parenhimatoznih organa isuseno je nad vodenom kupelii i inkubirano 12
sati uz dodatak 50 mL koncentrirane HNO,. Otopina je prokuhana ispod povratnog
hladila dok se nije razbistrila (3-5 sati), profiltrirana i potom ponovno prokuhana uz
dodavanje koncentriranog H,O, (10-20 mL) do potpunog razaranja organske tvari.
Ostatak je uparen do potpunog izdvajanja ostataka HNO,. Tako priredeni uzorci
usporedeni su sa standardnom otopinom CuS0, (1 mg%).

Koncentracija bakra u uzorcima tkiva izmjerena je plamenom atomskom apsorp-
cijskom spektrometrijom (na instrumentu Perkin-Elmer, model 5100). Uzorci tkiva
razgradeni su mokrom digestijom u koncentriranoj HNO, i koncentracija bakra utvrdena
je prema kalibracijskoj krivulji priredenoj razrjedivanjem otopine osnovnog standarda
bakra (“Spectrosol”, BDH) u 0,1 M HNO, (25). Dobivene vrijednosti koncentracija
bakra usporedene su s referentnim vrijednostima za odgovarajudi organ (25) i s koncen-
tracijama bakra izmjerenim u uzorcima tkiva uzetim postumno od kontrolnih ispitanika.

REZULTATI | RASPRAVA

Klini¢ki podaci prikupljeni tijekom bolni¢kog lije¢enja opeklina i detaljan prikaz svih
obdukcijskih i histologkih nalaza dostupni su kod autora.
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Obdukcijski nalazi koji su upuéivali na postojanje Wilsonove bolesti bili su: tam-
nija pigmentiranost koze, smedecrvenkasta obojenost podrudja bazalnih ganglija i ciroza
jetre. Posljedniji nalaz potvrden je histoloskom analizom, no mikroskopska slika jetrene
ciroze nije patognomonicna za Wilsonovu bolest (2, 15). Stoga se na temelju mak-
roskopskog i mikroskopskog nalaza nije moglo zaklju¢iti o kakvu se obliku ciroze radi.
Sli¢no tomu ni u uzorcima tkiva mozga nisu nadene karakteristi¢ne promjene koje se
susrecu u Wilsonovoj bolesti. Nadalje, histokemnijskim bojenjem rodaminom nije dokazana
prisutnost bakra niti u jednom uzorku tkiva, $to ne iskljuéuje postojanje Wilsonove
bolesti (15, 16). IstraZivanja su pokazala kako bakar u tkivu jetre nije jednoliko rasporeden,
pa histoloSke promjene i klinicko izrazavanje bolesti nisu sukladni koncentraciji bakra
u tkivu (17-19).

Nazo¢nost bakra u tkivima utvrdena je kvalitativno emisijskom spektrografijom
(spektografom masa) na temelju nastanka specifi¢nih linijskih spektara. Medutim, tek
se kvantitativnim odredivanjem bakra u uzorcima tkiva mogla pouzdano utvrditi dijag-
noza Wilsonove bolesti. Plamenom atomskom apsorpcijskom spektrometrijom u ana-
liziranim uzorcima tkiva ispitanika T. B. izmjerene su poviene vrijednosti koncentracije
bakra. Na tablici 1. prikazane su koncentracije bakra u uzorcima jetre, mozga i bubre-
ga usporedene s referentnim vrijednostima za pojedini organ (prosje¢na vrijednost i
raspon vrijednosti) (25). Koncentracija bakra u jetri T. B. bila je oko deset puta visa
negoli u uzorcima tkiva dvojice kontrolnih ispitanika (24,5 i 18,0 ug/g vlaznog tkiva)
i viSe od trideset puta veé¢a od prosjeéne referentne vrijednosti. U mosdanom tkivu
koncentracija bakra bila je gotovo peterostruko visa od vrijednosti izmjerenih u kon-
trolnim uzorcima (17,9 i 12,5 pg/g vlaznog tkiva). Nadalje, moze se zakljuéiti da je
koncentracija bakra u mozgu ispitanika T. B. bila visa od prosje¢ne referentne vrijed-
nosti (25). Referentna koncentracija bakra u ljudskom mozgu dana na tablici izraena
je na jedinicu suhe teZine (a izmjerena je vrijednost na jedinicu vlazne tezine), pa se
ove vrijednosti ne mogu izravno usporedivati. Koncentracija elementa izrazena na je-
dinicu suhe tezine op¢enito je nesto visa za odgovarajuéi organ negoli kad je izrazena
na jedinicu vlazne teZine, no i takva niZa je nekoliko puta od izmjerene koncentracije
bakra u mozgu ispitanika. U bubregu ispitanika T. B. koncentracija bakra bila je
gotovo deseterostruko visa od prosje¢ne referentne vrijednosti (25), a u kontrolnim
uzorcima nije izmjerena.

Tablica 1. Koncentracije bakra u jetri, mozgu i bubrezima (1g/g viaZne tezine) u muskarca s
Wilsonovom bole$¢u, usporedene s referentnim vrijednostima (25).
Table 1. Copper tissue concentrations (ug/g wet weight) in the hepatic, cerebral and renal tissues in
man with Wilson’s disease compared to the reference values (25).

Jetra/ Liver 240,0 71+32(26-13,0)

Mozak / Brain 73,8 23,9 +6,36(13,1 - 39,4)*
Bubreg / Kidney 30,0 34+£16(1,2-81)

* ug Cu/g suhe teZine tkiva mozga / * ug Cu/g dry brain tissue weight
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Analiti¢kim mjerenjem bakra u uzorcima tkiva jetre, mozga i bubrega T. B. doka-
zane su povisene vrijednosti koncentracije bakra ¢ime je potvrdena dijagnoza Wil-
sonove bolesti. Dijagnosti¢ki najznadajnija bila je povisena vrijednost koncentracije
bakra u tkivu jetre (1, 7, 17).

ZAKLJUCNI KOMENTAR

U nedostatku podataka iz dostupne medicinske dokumentacije o postojanju Wilsonove
bolesti u obduciranog ispitanika moglo se zakljuciti na temelju obdukcijskih nalaza
(obojenost koze i podrudja bazalnih ganglija, ciroze jetre) potkrijepljenih naknadnim
histoloskim i toksikoloskim analizama uzoraka tkiva unutrasnjih organa. Zaklju¢eno je
da je bolesnik preminuo nasilnom smréu zbog sepse koja se razvila tijekom lijecenja
opeklina, a kvanitativni dokazi poviSenih koncentracija bakra u uzorcima tkiva jetre,
mozga i bubrega potvrdili su dijagnozu Wilsonove bolesti. Ovakav pristup nuzdan je u
svim slu¢ajevima u kojima ne postoje pouzdani podaci o postojanju Wilsonove bolesti
ili kod kojih postoji sumnja na Wilsonovu bolest, a dijagnoza nije potvrdena tijekom
Zivota.
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Summary

POSTMORTEM VERIFICATION OF HIGH TISSUE COPPER
CONCENTRATIONS (a case of Wilson’s disease)

The evaluation of tissue copper concentration is essential for the diagnosis of Wilson’s disease. It is characterized
by symptoms of the damages to parenchymatous organs, primarily liver and brain, due to chronic copper
intoxication. The paper presents the autopsy tissue analysis of a 39-year-old patient diagnosed to suffer from the
Wilson’s disease while still alive. The patient died from sepsis due to burns caused by direct flame exposure. The
standard histochemical staining of tissue samples failed to demonstrate the presence of copper but it was
qualitatively proved by line spectrum-based mass spectrography. The copper concentrations in the liver, brain, and
kidney (240, 73.8, and 30 pg/g wet tissue weight, respectively), measured by flame-atomic absorption
spectrometry, were significantly elevated. In this study, the Wilson’s disease was verified by a postmortem
determination of increased copper concentration in the tissues. The results obtained contribute to the understanding
of this rare disease.

Key words:

atomic absorption spectrometry, chronic copper intoxication, copper tissue concentration, histochemistry, mass
spectrography

Requestes for reprints

Dr. Vedrana Petrovecki

Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu
Salata 11

10000 Zagreb




