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Ozet

Summary

Bu ¢alismanin amaci Wilson hastaligi ve kronik hepatit B
virus enfeksiyonlarinda karaciger dokusu c¢inko (Zn), bakir
(Cu), demir (Fe) ve mangan (Mn) konsantrasyonlarimin 6l¢timii
ve kiyaslanmasidir. Karaciger biyopsi ornekleri perkiitan
karaciger biyopsisi ile yaslar: 4-14 arasinda degisen 36 ¢ocuk-
tan alindi. Ornekler yas yakma teknigi ile yakildi ve ICP
(Inductively Coupled Atomic Emission Spectrometry)-AES ile
analizleri yapildi. Sonuglar ii¢ gruba ayrilarak degerlendirildi.
Bunlar; grup 1: normal kontrol grubu (12 olgu), grup 2:
Wilson hastaligi grubu (12 olgu), grup 3: kronik B hepatiti
grubu (12 olgu) idi. Karaciger dokusu eser element (Zn, Cu,
Fe ve Mn) konsantrasyonlarmin analizleri tim gruplarda
yapildi. Karacigerdeki Cu igerigi Wilson hastaligi grubunda,
kronik B hepatiti (p= 0.003) ve normal kontrol grubuna (p=
0.001) gore anlamh sekilde yiiksekti. Bu ii¢c grupta karaciger
dokusu eser element konsantrasyonlar: arasinda istatiksel
olarak anlamli bazi korelasyonlar saptandi.

Anahtar Kelimeler: Eser elementler, Kronik hepatit B,
Wilson hastalig:
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The objective of this study was to determine and compare
the hepatic concentration of zinc (Zn), copper (Cu), iron (Fe)
and manganese (Mn) in Wilson disease and hepatitis B virus
associated chronic liver disease. Liver biopsy samples were
obtained by percutaneous liver biopsy from 36 children ages 4
to 14 years. Samples were wet ashed and analyzed by ICP
(Inductively Coupled Atomic Emission Spectrometry)-AES.
Three groups of cases were studied: group 1: normal controls
(m= 12), group 2: Wilson disease (n= 12), group 3: chronic
hepatitis B (n= 12). Analysis of liver tissue concentrations of
trace elements (Zn, Cu, Fe, Mn) were studied in all groups.
Copper content in the liver tissue was significantly higher in
Wilson disease group than in normal controls, and chronic
hepatitis B group (p= 0.001, p= 0.003; respectively). Some sta-
tistically significant correlations were found between hepatic
trace element concentrations in these three groups.

Key Words: Trace elements, Chronic hepatitis B,
Wilson disease
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Metallerin pek ¢ok metalloprotein ve metal-
loenzimlerin esas komponentleri oldugunun bulun-
masindan itibaren eser elementlerin biyokimyasal
ve niitrisyonel rollerinin énemi yaygin bir sekilde
tammlanmstir. Ornegin bakir (Cu) gibi baz1 eser
elementler Ozellikle kollajen biyosentezinde yer
alarak kronik karaciger hastaliklarindaki hepatik
fibrozise karsi kofaktor gibi hareket ederler.
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Karaciger hastalig1 kronik hepatitten siroza dogru
ilerledikce serum ¢inko (Zn) konsantrasyonlari aza-
lirken, Cu konsantrasyonlar1 ise artar (1).
Literatiirde insan, fare ve koyun karacigeri eser
element diizeyleri ile ilgili baz1 ¢aligmalar vardir
(2-4). Farelerde yapilan deneysel hepatit ve
karaciger sirozu modellerinde eser element diizey-
lerinde ¢esitli degisiklikler olustugu bildirilmekte-
dir (5-7). Normalde ve cesitli karaciger hastalik-
larinda karaciger dokusu eser element diizeyleri ile
ilgili verilerin ¢ogu erigkinlerden veya deney hay-
vanlarindan elde edilmis olup, g¢ocukluk yas
grubuna ait ¢ok az calisma vardir (8-10).
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Bu c¢alismada cocukluk doénemi Wilson
hastalig1 gibi metabolik ve kronik hepatit B gibi vi-
ral kokenli kronik karaciger hastaliklarinin
karaciger dokusu ¢inko (Zn), bakir (Cu), demir (Fe)
ve mangan (Mn) diizeyleri iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

1993-1995 yillar1 arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar
Anabilim Dali Kliniklerinde c¢esitli nedenlerle
perkiitan karaciger biyopsisi yapilan 36 olgu iic
gruba ayrilarak c¢alisma kapsamina almmistir.
Birinci gruptaki karaciger histopatolojisi normal
olan 12 olgunun 8'i erkek, 4'i kiz olup, yaslar1 4-12
ortalama 8.25+2.26 yil (ortalama + standart sapma)
arasinda degisiyordu. ikinci grupta klinik, laboratu-
var ve histopatoloji sonucglarina gore Wilson
hastalig1 tanis1 alan 12 olgu yer aliyordu. Hastalarin
6's1 erkek, 6's1 kiz olup, yaglari 6-14 ortalama
9.75+2.3 y1l arasinda degisiyordu. Wilson hastaligi,
olgularin 9'unda (%75) karaciger hastalig1 semp-
tomlari ile, ikisinde (%16.6) aile taramas1 sonucun-
da, birinde (%8.3) ise ekstrapiramidal semptomlar
ve kisilik degisiklikleri ile tanimlandi. Olgularin
10'unda (%75) Kayser-Fleischer halkasi vardi. Ba-
kir metabolizmasi test sonuglari (total serum Cu',
24 saatlik idrarda Cu ekskresyonu, serum serulo-
plazmin'i) incelendiginde; olgularin %383.3"linde
tim testlerde, %38.3"inde testlerden ikisinde ve
%§8.3'linde ise testlerden yalnizca birinde anor-
mallik vardi. Histolojik bulgular; kronik aktif he-
patit (%50), siroz (%25), minimal degisiklikler
(%16.6) ve portal fibrozis (%8.3) seklinde idi.

Ucgiincii grupta biyokimyasal, serolojik ve
histopatolojik incelemeler sonucunda kronik B he-
patiti tanis1 alan 12 olgu vardi. Olgularin tiimiinde 6
aydan uzun siiredir devam eden HBsAg (+)'ligi,
Anti-HBc (+)'ligi, HBeAg (+)'ligi, HBV-DNA
(+)'ligi ve aktif karaciger histopatolojisi (hepatik ak-
tivasyon indeksi > 7) saptandi. Serum ALT diizey-
leri olgularm dérdiinde (%33.3) 50-100 IU/1 arasin-
da, 7'sinde (%58.3) 100-200 IU/] arasinda ve birinde
(%8.3) 200 IU/I'min iizerinde idi. Bunlarin 6's1
erkek, 6's1 kiz olup yaslar1 5-13 yil yas ortalamalari
8.66+2.46 arasinda degisiyordu. Gruplar arasinda
hastalarin yaslarina gore anlaml bir farklilik yoktu.

Perkiitan karaciger igne biyopsisi ile alinan
materyal Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
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Laboratuvarinda hemen tartilip, ardindan 5 ml
HNO;:HCIO,4:H,S0, (3:1:1) (v:v) i¢inde yas yak-
ma teknigi ile yakildi. Bu islemin sonunda tim
ornekler 5 ml distile ve deionize edilmis suyla su-
landirildi. Karaciger dokusu Zn, Cu, Fe ve Mn kon-
santrasyonlar1 Jobin Yvan spektrometresi kul-
lanilarak ICP (Inductively Coupled Atomic
Emission Spectrometry)-AES aygitinda toplam 36
biyopsi 6rneginde calisildi. Analitik dalga boylari
Zn, Cu, Fe ve Mn i¢in sirast ile 213.768 nm,
324.754 nm, 238.204 nm ve 280.106 nm idi (11).
Eser element konsantrasyonlart mikrogram/gram
yas karaciger agirligi olarak verildi.

Istatistiksel analiz

Gruplar arasi eser element degerleri ve yas
dagilimlar1 arasindaki farkliliklar Student "t" testi
kullanilarak arastirildi. Karaciger dokusu Zn, Cu,
Fe ve Mn konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiler
Spearman korelasyon testi ile arastirildi ve p< 0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar
(ortalama + SEM) olarak verildi.

Sonuc¢ ve Bulgular

Karaciger biyopsi materyalinde eser element
analizi yapilan 36 olguya ait sonuclar Tablo 1'de
verilmistir. Wilson hastaligi grubunda; karaciger
dokusu Cu konsantrasyonlar1 normallerden olusan
kontrol grubuna (t=3.87, p=0.001) ve kronik he-
patit B (t=3.31, p=0.003) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir. Wilson hastalig1 grubundaki olgularin
karaciger dokusu Zn, Fe ve Mn konsantrasyonlar1
ise normal ve kronik hepatit B virus enfeksiyonlu
cocuklarm karaciger doku degerlerinden farkli bu-
lunmadi. Kronik hepatit B virus enfeksiyonlu olgu-
larda Cu, Zn, Fe ve Mn konsantrasyonlar1 bakimin-
dan normal grupta yer alan ¢ocuklara gore anlamli
bir farklilik saptanmadi.

Caligma gruplarinda eser elementler arasinda
iligkiler arastirildiginda normal olgulardan olustu-
rulan kontrol grubunda; Zn ile Mn (r=0.580,
p=0.048) ve Cu ile Fe (r=0.671, p=0.017) arasinda,
Wilson hastaligt grubunda Zn ile Fe (r=0.671,
p=0.017) ve Mn ile Fe (r=0.748, p=0.005) arasinda,
kronik hepatit B grubunda; Zn ile Mn (r=0.902,
p=0.0001), Zn ile Fe (r=0.855, p=0.002), Cu ile Zn
(r=0.867, p=0.0001), Cu ile Mn (r=0.874,
p=0.0001) ve Cu ile Fe (1=0.697, p=0.025) arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar saptandi.
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Tablo 1. Calisma gruplarmdaki karaciger dokusu eser element konsantrasyonlar1 (mikrogram/gram yas agirlik)*

Normal Wilson Hastalig1 Kronik Hepatit B
Eser Element Grup 1 (n=12) Grup 2 (n=12) Grup 3 (n=12)
Zn 267.92 £46.29 (37.75-617.6) 170.56 + 43.07 (54-510.9) 259.84 +40.31 (62.5-512.5)
Cu 17.19 + 3.27a (5.42-40.74) 134.85 +£30.16 (27.38-391.3) 28.06 = 11.22b (6.37-150)
Mn 11.77 + 2.44 (3.74-36.5) 8.77 + 3.36 (0.82-43.5) 9.51 £ 1.45 (2.04-17.85)
Fe 659.06 £+ 122.12 (106.2-1725) 726.37 £ 377.81 (79.1-4555) 550.6 £ 131.9 (61.5-1302)

* Ortalama + SEM (degisim sinirlari)

a: p= 0.001, Wilson hastalig1 ile kontrol grubu degerlerinin karsilastiriimasi
b: p=0.003, Wilson hastaligi ile kronik hepatit B grubu degerlerinin karsilagtirilmasi

Tartisma

Insan ve hayvan metabolizmasinda Fe, Zn ve
Cu gibi eser elementler arasinda karsilikli etki-
lesimlerin oldugu bilinmektedir. Ornegin diyetteki
Cu eksikligi Fe depolarinin karacigerden mobili-
zasyonunu hizlandirir, Cu fazlaligi ise Fe ve Zn'nun
intestinal absorpsiyonunu inhibe eder (12, 13).
Milman ve arkadaglar1 siroz olgularinda kara-
cigerin Fe igerigini normal, Cu igerigini normalden
yiikksek bulmuslar; alkolik sirozlularda ise
karacigerin Zn icerigini azalmig, Mn igerigini ise
artmig olarak saptamislardir (14). Ekstrahepatik
biliyer atrezili cocuklarda yapilan bir ¢aligmada
intrahepatik kolestaz sonucunda karaciger Mn ve
Cu diizeylerinde artis, Zn konsantrasyonunda ise
azalma oldugu gosterilmistir (9). Bizim ¢alis-
mamizda normal ¢ocuklarda karaciger dokusunda
Cu ile Fe ve Zn ile Mn arasinda pozitif korelasyon
varken, Wilson hastalig1 olanlarda Zn ile Fe ve Fe
ile Mn arasinda ve kronik B hepatitlilerde ise Zn ile
Fe, Zn ile Mn ve Cu ile Fe arasinda anlamli pozitif
korelasyonlar saptanmuistir.

Cu hem sentezi ve Fe absorpsiyonunun énem-
li bir katalizorii olan esansiyel bir eser elementtir.
Cu fazlalig ileri derecede toksik olup, hiicre hasari
ile sonuglanir (15). Wilson hastaligi kalitsal bir Cu
metabolizmast bozuklugu olup hastaligin nedeni
asirt Cu'in safra yolu ile atilamamasidir (16).
Schwabe ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
aragtirmada tedavi edilmemis Wilson hastalarinda-
ki karaciger dokusu Cu diizeyleri primer biliyer
siroz ve kronik aktif hepatit B olgularindan daha
yiiksek bulunmustur. Sonug olarak karacigerde Cu
depolanmasinin Wilson hastalig1 i¢in tipik oldugu,
ancak idiopatik hemokromatozis'te goriilen ileri
derecede artmis karaciger demir depolarindan daha
az tan1 koydurucu oldugu bildirilmektedir (17).

Calismamizda Wilson hastaligi grubunda nor-
mallere ve kronik B hepatitli olgulara oranla ista-
tistiksel olarak daha yiiksek karaciger Cu kon-
santrasyonlar1 saptanmasi, Wilson hastaliginin
patogenezi ile uyumludur. Wilson hastalig1 ve kro-
nik Cu depolanmasina neden olan patolojik durum-
larin yogun bir bi¢imde tanimlanmig olmasina
karsin Cu ve diger eser elementlerin karsilikli et-
kilesimleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Wilson
hastaligindaki gibi anormal Cu birikimi, herediter
hepatit ve spontan hepatoselliiler karsinoma
gorillen mutant LEC (Long-Evans cinnamon)
fareleri lizerinde yapilan ¢aligmalar hepatik Fe kon-
santrasyonunun yasa bagl olarak belirgin sekilde
arttigini ortaya koymustur. Hepatik Fe konsantras-
yonundaki artis LEC farelerindeki karaciger
hasarinda 6nemli bir ek faktor olabilecegi sonucu-
na vartlmistir (18). Bizim Wilson hastalig1 grubun-
daki olgularimizda, kontrol grubuna gore anlamli
bir Fe artis1 s6z konusu degildir.

Dimitrievich ve arkadaglari, histokimyasal
yontemlerle hepatositler iginde hemosiderin ve fer-
ritin depo edildigini gostererek, B hepatiti ile Fe
metabolizmas1 arasindaki iliskiye dikkat c¢ek-
mislerdir (19). Calismamizda kronik hepatit B
grubunda yer alan hastalarimiz kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Fe konsantrasyonlarinda anlamli
bir degisiklik saptanamamustir.

Zn pekcok fizyolojik mekanizmaya katilan,
daha ¢ok intraselliiler, esansiyel bir eser elementtir.
Zn ¢ogunlukla bir antioksidan gibi islev goriir ve
hiicre membranlarim1 stabilize eder. Fareler iize-
rinde yapilan c¢alismalarda Zn tedavisinin metal-
lothionein indiiksiyonu sayesinde asetaminofene
bagli hepatotoksisiteyi azalttigi gosterilmis olup, bu
durumun metallothionein'lerin antioksidan rolleri
ile iligkili oldugu saptanmistir (20). HBsAg pozitif
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ve normalden 10 kat daha fazla metallothionein
sentezi yapabilen transgenik farelerde iizerinde
yapilan caligmalar metallothionein-I'in hepatit B
virusuna bagli karaciger zedelenmesine karsi yarar-
11 etkileri oldugunu gostermistir (21). Tayland'ta %85'i
kronik B hepatitlilerin olusturdugu hastalar iize-
rinde yapilan bir ¢alismada serum Zn diizeylerinin
kronik aktif hepatitli ve sirozlu olgularda anlamli
sekilde diisiikk oldugu saptanmistir (22). Giir ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada kronik B
hepatitinde karaciger hasari arttik¢a, karaciger Zn
konsantrasyonunun azaldigi gosterilmistir (23).
Bizim kronik hepatit B grubumuzda normallere
gore karaciger dokusu Zn konsantrasyonlari arasin-
da anlamli bir farklilik saptanamamustir.

Bilindigi gibi serbest oksijen radikalleri, bazi
patolojik olaylarda goriilen hiicre harabiyetlerinin
ortaya ¢ikmasinda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir.
Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalar Mn'm oksidatif
hasara karsi koruyucu bir esansiyel element
oldugunu ortaya koymustur. Mn, siiperoksid ve
hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen radikalleri-
ni ortadan kaldirmaktadir (24). Al Bader ve arka-
daglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada deneysel
olarak siroz olusturulan farelerde karaciger Mn
diizeylerinin anlaml sekilde azaldig1 goriilmiis olup,
Mn'in dokularin antioksidan aktivitesini koruyarak
hiicre yapisinin stabilize edilmesinde 6nemli bir rol
oynadigia isaret edilmistir (6). Bizim Wilson
hastalig1 ve kronik B hepatit gruplarimizda kontrol
grubuna gore anlamli bir Mn distikliigi yoktur.

Bu sonuglar; Wilson hastaliginda normallere
ve kronik hepatit B hepatitlilere gore anlamli sekil-
de yiiksek karaciger dokusu Cu birikimi oldugunu
ve fonksiyonel karaciger bozukluguna neden olan
Wilson hastalig1 gibi metabolik ve kronik B hepati-
ti gibi viral hastaliklarda karaciger dokusu eser ele-
ment konsantrasyonlar1 arasinda normalden farkli
bazi iligkilerin ortaya ¢iktigimi diisiindiirmektedir.
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