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I1l. OZET

Wilson hastalarinda plazma tiyol/disiilfit diizeylerinin arastirilmasi
Dr. Emine Melis YUCEL
Tipta Uzmanhk Tezi, ¢ Hastahklar1 Anabilim Dal
Damisman: Do¢. Dr. Bugra Tolga KONDUK
Ekim 2020, 44 sayfa

GIRIS VE AMAC. Wilson hastaligi (WH), bakir birikimi sonucu karacigerde ve sonunda
beyinde toksisiteye neden olan, otozomal resesif gegisli bakir metabolizmasi bozuklugudur.
Oksidatif stres, WH'nin patogenezinde rol oynayabilir, ancak dinamik tiyol/distlfit
homeostazinin ve nitrozatif stresin rolleri bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, Wilson
hastalarinda tiyol/disiilfit homeostazinda ve nitrozatif streste degisiklik olup olmadiginm
degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM. WH'" olan toplam 50 hasta (42'si ilag tedavisi altinda ve 8 yeni
teshis edilmis ve ilag tedavisi gormemis hasta) ve yas ve cinsiyet uyumlu 50 saglikli kontrol
bu caligmaya dahil edildi. Serum toplam tiyol ve dogal tiyol seviyeleri spektrofotometrik bir
yontemle Olciildii. Dinamik disiilfiir baglarinin miktart ve ilgili oranlar bu degerlerden
hesaplandi. Serum nitrik oksit (NO) ve 3-nitrotirozin (3-NT) seviyeleri sirasiyla
kemiliiminesans ve ELISA testleri kullanilarak tespit edildi.

BULGULAR. Tedavi altinda olan WH grubunda ortalama dogal tiyol seviyeleri, kontrollere
gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Gruplar arasinda toplam tiyol, disiilfit,
distilfit/toplam tiyol, distilfit/dogal tiyol veya dogal tiyol/toplam tiyol oranlarinda belirgin bir
degisiklik tespit edilmedi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yeni tan1 WH grubunda NO
diizeylerinde ve yeni tan1 ve tedavi altinda olan WH gruplarinda ila 3-NT diizeylerinde
belirgin yiikselmeler bulundu (sirasiyla, p <0.05, p <0.01).

SONUC. Sonuglarimiz tiyol/disiilfit homeostazinin ve nitrozatif stresin WH patogenezinde
rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Tiyol, disiilfit, nitrik oksit, nitrotirozin, Wilson hastaligi



IV. ABSTRACT

Investigation of dynamic thiol/disulfide homeostasis and nitrosative stress in patients

with Wilson disease

Emine Melis YUCEL, M.D
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bugra Tolga KONDUK
October 2020, 44 pages

INTRODUCTION AND AIM. Wilson disease (WD) is an autosomal recessive inherited
disorder of copper metabolism, resulting in copper accumulation, toxicity in the liver, and
eventually in the brain. Oxidative stress may play a role in the pathogenesis of WD, but the
roles of dynamic thiol/disulfide homeostasis and nitrosative stress have not been studied. The
objective of this study was to assess whether there is a change in thiol/disulfide homeostasis
and nitrosative stress in patients with WD.

MATERIAL AND METHOD. A total of 50 patients with WD (42 under drug treatment and
8 newly diagnosed patients with no drug treatment) and 50 healthy age- and sex-matched
controls included to this study. Serum total thiol and native thiol levels have been measured
with a spectrophotometric method. The amount of dynamic disulphide bonds and related
ratios were calculated from these values. Serum nitric oxide (NO) and 3-nitrotyrosine (3-NT)
levels were detected using a chemiluminescence and ELISA assays, respectively.

RESULTS. The average native thiol levels of the patient group after drug treatment were
found to be significantly higher than those levels of controls (P<0.05). We detected no
marked changes in total thiol, disulfide, disulfide/total thiol, disulfide/native thiol, or native
thiol/total thiol ratios between groups. We found marked elevations in NO levels in newly
diagnosed WD group, and 3-NT levels in newly diagnosed and under drug treatment WD
groups when compared to controls (respectively, p<0.05, p<0.01).

CONCLUSION. These results are suspected that thiol/disulfide homeostasis and nitrosative
stress can play a role in the pathogenesis of WD.

Key words: Thiol, disulfide, nitric oxide, nitrotyrosine, Wilson disease
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1. GIRIS VE AMAC

Wilson hastaligt (WH), ATP7B geninin 13q14.3 kromozomundaki mutasyonlarin neden
oldugu, bakir taginmasinin bozulmasi ile karakterize olan ve nadir goriilen otozomal resessif
bir metabolik hastaliktir (1,2). P-tipi Adenozin trifosfataz (ATPaz) bakir tasiyicisinin
fonksiyon kaybi, karacigerde ve daha sonra merkezi sinir sisteminde kronik bakir birikimine
neden olur (3). Hastalik diinya ¢apinda 1/30.000-1/50.000 canli dogum sikligina sahiptir,
ancak bazi popiilasyon tabanli ¢aligmalarda genetik yayginlik klinik tabanli tahminlerden 3-4
kat daha yiiksektir (4). WH'nin klinik prezentasyonu oldukga degiskendir ve her yasta ortaya
cikabilir (5). Asirt serbest (seruloplazmine bagli olmayan) bakir birikimi, ¢ogunlukla hepatik
ve santral sinir sistemi (SSS) dokularinda sitotoksik etkileri tetikler ve hepatik, nérolojik veya
psikiyatrik semptomlar1 iceren tipik klinik fenotiplere yol agar (6). Bununla birlikte,
semptomlarin bazen hastaligin ileri donemlerinde ortaya ¢ikmasi, taninin gecikmesine neden
olur (3). Erken ve dogru bir sekilde teshis konulursa WH basariyla yonetilebilir; bununla
birlikte, tedavi edilmezse, hastalik progressif ve olimcildir (4,5). Giiniimizde WH
tedavisinin temel amaci, bakir asirt birikiminin azaltilmasina odaklanan Omiir boyu
farmakolojik tedavidir. Bakir selasyonu veya bakirin bagirsaktan emilimi ¢inko ile
engellenebilir (6). WH geri doniisiimsiiz karaciger hasarina ve noropsikiyatrik semptomlara

neden olabileceginden tedaviye uyum ve rutin takip ¢ok 6nemlidir (7).

Normalde serbest bakir, seruloplazmin, metallotionin, siiperoksit dismutaz (SOD),
sitokrom oksidaz, tirozinaz ve dopamin beta-hidroksilaz enzimlerinin igeriginde yer alir.
Fazla serbest bakir glutatyon (GSH), kii¢iik molekiiller ve amino asitler tarafindan notralize
edilir. Asir1 miktarda serbest bakir toksiktir ve mitokondriyal toksisite, oksidatif stres,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, hiicre zar1 hasari, DNA'nin c¢apraz baglanmasi ve
enzimlerin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicre hasarina ve inflamasyona
neden olabilir (8-10). Bakir aracili serbest radikal olusumu, yiiksek malondialdehid (MDA)
seviyesi ile sonuglanan lipit peroksidasyonu ve takiben hepatosit mitokondrisinin oksidatif

hasart WH patogenezinde rol oynar (11,12).

WH'nin hepatik prezentasyonu olan hastalarda farkli antioksidan diizeylerinde azalma ve
artmis oksidatif stres tanimlanmustir (13-15). Serbest bakirin kan beyin bariyerini ge¢mesi
sonucu beyin hasarina neden oldugu bilinmektedir (16). Beyin, oksidatif strese karsi daha

hassastir ve bu da biligsel ve motor fonksiyonlarin bozulmasi ile sonuglanir.



Oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres
olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres durumunda olusan oksidan maddeler bir¢ok biyolojik
molekiile zarar verir (17). Tiyol grubu igeren bilesikler indirgeyici Ozellikleri ile oksidatif
strese karst savunmada rol alan 6nemli organik maddelerdir. Organizmada olusan reaktif
oksijen tiirleri gibi oksidatif iirlinler fazla elektronlarini tiyol iceren bilesiklere aktararak
indirgenirken tiyol gruplari okside olur (18). Tiyol gruplarimin okside olmasi disiilfit
baglarinin olugsmasina neden olur. Ancak bu, geri doniisiimlii bir reaksiyondur ve olusan
disiilfit baglar1 tekrar tiyol gruplarina indirgenebilir. Boylece, dinamik tiyol-disiilfit

homeostazi saglanmis olur.

Dinamik tiyol-disiilfit homeostaz1 antioksidan savunma, detoksifikasyon, apopitozis,
enzimatik aktivitenin diizenlenmesi ve hiicresel sinyal iletiminde kritik rol oynamaktadir. Son
yillarda yapilan galismalarda, tiyol-disiilfit homeostazinin bozulmasimin diyabet, diyabetik
nefropati, kalp damar hastaliklari, kanser, romatizmal hastaliklar ve ¢esitli norodejeneratif
hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (19-24). Bildigimiz kadariyla, WH olan hastalarda
dinamik tiyol/disiilfit homeostaz1 ve nitrozatif stresin roliinii gosteren bir ¢alisma yoktur. Bu
nedenle calismamizda, tiyol/disiilfit homeostazi ve nitrozatif stresin WH'nin patofizyolojisine

olas1 katkilarini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Wilson hastahg
2.1.1. Epidemiyoloji

Wilson hastaligi (hepatolentikuler dejenerasyon), hepatoselliiler bakir tasinmasindaki bir
kusurdan kaynaklanir ve karaciger, beyin de dahil olmak iizere diger dokularda bakir
birikmesine neden olur. Zamanla, bakir birikiminden kaynaklanan hasar Wilson hastaliginin
hepatik, norolojik ve psikiyatrik belirtilerine neden olur. Diinya genelinde hastaligin
prevelanst 1/30.000, tasiyict sikligi 1/90°dir (25). Wilson hastaligindan ATP7B’deki gen
mutasyonu sorumludur. Gen sikligi toplumda %0.3-0.7 arasinda degismektedir (26).
ATP7B’deki mutasyonlar, bakirin hiicre disina transportunu diizenleyen membran proteinin
fonksiyonunu bozar. Bunun sonucunda bakirin biliyer sisteme atilimi ve seruloplazmin
sentezi azalir. Bakir safra ile atilamaz ve karaciger basta olmak {izere diger organlarda (beyin,

kornea, bobrek) birikir.
2.1.2. Bakir metabolizmasi
2.1.2.1. Genel bakis

Bakir esansiyel bir element olup, 6zel kuproproteinler iginde yer alarak elektron transferi
reaksiyonlarin1 kolaylastirir ve melanin biyosentezi, dopamin metabolizmasi, mitokondrial
respirasyon, demir homeostazi, antioksidan sistemi, bag dokusu olusumu ve peptid

amidasyonu gibi birgok siiregte kullanilir (27).

Diyetle bakir alimi giinliik yaklasik 1-2 mg arasidir (28). Bakir, mide ve duedonumdan
emilir, esas olarak dolasimdaki albiimine baglanir ve ¢esitli dokular tarafindan alinir (29).
Bakirin diyetle alinan besin kaynaklar1 karaciger, bobrek, kabuklu deniz hayvanlari, ¢ikolata,
kuru fasiilye, bezelye, islenmemis bugdaydir. Bakir i¢in giinliilk gereksinim yaklasik 0.75
mg'dir. Giinliik fazla alinan bakir cogunlukla safra ile barsaklardan atilir, %5-15 kadar: ise

bobreklerden atilir (30).
2.1.2.2. Bakar transportu

Bakirt hiicre i¢inde tastyan protein Wilson hastaliginda mutasyona ugrayan ATP7B geni
tarafindan diizenlenir. ATP7b geni esas olarak hepatositler tarafindan eksprese edilir ve

normal olarak iki alt hiicre bolgesinde bulunur: trans-Golgi ag1 ve sitoplazmik vezikiiller (31).



Trans-Golgi aginda ATP7B, alti bakir atomunun aposeruloplazminin (bakir igermeyen
seruloplazmin peptidi) i¢ine katilmasit ve Seruloplazmin (bakir igeren holoseriiloplazmin)
olusturulmasi i¢in bakirin tasinmasina aracilik eder. Seruloplazmin daha sonra kan dolagimina
salgilanir. Seruloplazmin igindeki bakir, fizyolojik kosullar altinda degistirilemez (bu
molekiildeki bakir, bir "ferroksidaz" olarak demir metabolizmasinda ¢aligsmasi i¢in gereklidir)
ve dolagimdaki bakirin yaklasik %90'mi1 olusturur. Plazmada bulunan bakirin %95' bir
ferroksidaz olan seruloplazmine yerlesir ancak bu enzimin bakir transportunda esansiyel bir
gorevi yoktur. Sitoplazmik vezikiillerde, ATP7B aracili bakir transporteri tarafindan fazla
bakir biriktirilir ve bunlar daha sonra hepatosit apikal kanalikiiler membran boyunca ekzositoz
yoluyla safraya atilir. Wilson hastaliginda, bakirin aposeruloplazmin i¢ine dahil edilmesi ve
bakirin karacigerden safraya tasinmasi azalmistir, bu da dolasimdaki diisiik seruloplazmin

seviyelerine ragmen dokuda bakir fazlaligina yol agar (32).

2.1.3. Wilson hastahiginda genetik defekt

Wilson hastaligi otozomal resesSif bir hastaliktir ve bakir tagima proteinini kodlayan
genolan ATP7B 13. kromozomunda mutasyonun sonucu olusur. ATP7B, esas olarak
karacigerde eksprese edilen, P-tipi ATPaz'dir, ancak bazi diger dokularda daha diisiik
miktarlarda bulunur. ATP7B bakir1 N-terminal bolgesinde baglar ve bir enerji kaynagi olarak

ATP kullanarak bakirin transmembran tasinmasindan sorumludur (Sekil 1).

ATP7B birgok farkli bolgedeki mutasyonlardan etkilenebilir. Wilson hastaligi olan
hastalarda ATP7B geninde 500'den fazla farkli mutasyon tanimlanmistir (25). H1069Q
mutasyonu, yiizde 10 ila 40'lik bir allel siklig1 ile (Kafkasyalilarda yiizde 30 ila 70 aras1) en
yaygin mutasyonlardan biridir (33).
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Fosforilasyon alani Baglant1 bolgesi

ATP baglanma bdlgesi

Sekil 1: ATP7B geninin ve karsilik gelen insan ATP7B proteininin sematik temsili. Ustteki diyagram
5’UTR promoter bolgesini ve intronlarla ayrilmis ekzonlari gosterir. Alttaki sema, insan bakir
ATPaz'in alan organizasyonunu gostermektedir. Korunmus amino asit motifleri, her bir fonksiyonel
alanin ¢ekirdek yapisinda mevcuttur, yani, A alaninda TGDN ve GDGVND, P alaninda DKTG ve N
alaninda SEHPL. M, zarin fosfolipid tabakasi; Cu, trasmembran katyon kanalinin metal baglama
alanlari; Tm, transmembran alanlart; PD, fosfataz bolgesi.

2.1.4. Patogenez

Bakirin aposeruloplazmin'e dahil edilmesi, bakir komplemaniyla holoproteinden farkli
sekilde katlanmasina neden olur. Farkli katlanmis protein, hepatositler tarafindan salgilanir,
dolasimda daha kisa bir yar1 omre sahiptir, bu nedenle bu proteinin kararli hal dolagim
seviyeleri azalir. ATP7b gen mutasyonu olan hastalarda bakir aposeruloplazmin’e dahil
edilemez ve hepatositler igerisinde agir1 bakir birikmesine neden olur. Fazla bakir baslangicta
metalotiyonine baglanir ve sitoplazma boyunca esit olarak dagitilir. Progresif bakir birikimi

ile metalotiyoninin kapasitesi asilir ve hepatosit hasari olusur (34) (Sekil 2).



Kan
dolagimi

Sekil 2: Intraseliller bakir trafigi. HCTR1: insan bakir tastyici 1 geni, Atoxl: metallosaperon
antioksidan 1, TGN: Trans-golgi ag

2.1.4.1. Hepatosit hasar mekanizmasi

Bakira bagli hepatosit hasarinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Hem nekroz
hem de apopitoz ile karsilasilabilir. Hiicresel hasar temel olarak arttirilmis serbest radikal
tretimine bagh diisikk oksidatif hasar ve daha diisiik seviyelerde azaltilmig glutatyon
formunda hiicresel azaltma kapasitesinin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Bu teori, yapilan
gozlemlerde siddetli mitokondriyal disfonksiyon, DNA oksidatif hasar1 ve ayrica karacigerde
asir1 bakir varliginda protein sentezinin inhibe edilmesi ile desteklenmistir (35). Wilson
hastaliginda hepatosit apopitozu ve hemolitik anemi, lokositlerden bakir kaynakli asit
sfingomyelinaz salgilanmasi ile de iliskilendirilmistir (36). Ayrica, karaciger hiicrelerinde
bakir fazlaligi, apopitotik hepatosit 6liimiine karsi daha yiiksek bir duyarliliga yol agan,

apopitoz inhibitoriiniin (X'e bagl apopitoz inhibitorii) diisiik seviyelere yol agabilir.

Hepatosit hasar ile birlikte artan hepatik bakir igerigi, serbest bakirin kana salinmasina
neden olur ve serbest bakir albiimin ve kii¢iik peptidlere baglanir. Bu da, serbest serum bakir
konsantrasyonlarinda (seruloplazmin bagli olmayan bakir) bir artisa yol agar. Serbest serum
bakirindaki artis, muhtemelen bakir birikiminin ve bunun beyindeki ve diger dokulardaki
toksisitenin esas nedenidir. Serbest serum bakir havuzundan bakirin idrara salgilanmasi
artarken, azalmis biliyer atilimini tam olarak telafi edemez ve zamanla karaciger disi
dokularda bakir birikimi artar, bu da esas olarak merkezi sinir sistemi olmak tizere diger

organlarin zarar gormesine neden olur (37).



2.1.4.2. Hastahigin dogal seyri

Dogumsal bir hastalik olmasimma ragmen major organ sistemlerinde bakir birikiminin
neden daha gec hastalik tablosuna yol agtiginin arastirilmasiyla WH’de ilerlemenin 5 evrede

olustugu gosterilmistir (37):

Evre I’de hepatosit sitozollerinde ilerleyici bakir birikimi olusmaktadir. Bakir birikimi
hepatosit baglanma noktalarinin hepsi doyanadek siirer. Bu siirecte hasta asemptomatiktir ve

genellikle 5 yasin altindadir.

Evre II’de bakir hepatosit i¢inde sitozollerden lizozomlara dagilir ve ayni zamanda
karacigerden disar1 atilir. Bakirin atilmasi yavas olursa hasta yine asemptomatik kalir ancak

hizl1 olursa karaciger nekrozu olugsmasiyla hasta karaciger hastaligi semptomlarini gosterir.

Evre III’de, bakirin lizozomlarda depolanmasina bagl olarak degisen derecede fibrozis
veya siroz gelisir. Bu asamada bakir; beyin, kornea, bobrek veya iskelet gibi diger dokularda
birikir.

Evre IV’de karaciger ve beyin gibi organlarda birikim yavas gerceklesirse, hasta yillarca
asemptomatik kalabilir. Eger bakir birikimi hizli olusursa kisa siirede karaciger hasari, SSS

hastalig1 veya ikisi birden olusur.

Evre V’de; karaciger yetmezligi veya donlisiimsiiz beyin hasar1 goriliir.

2.1.5. Klinik bulgular

Wilson hastaliginin klinik belirtileri agirlikli olarak hepatik, norolojik ve psikiyatriktir,
bir¢ok hasta semptom kombinasyonuna sahiptir (38). Hemoliz, akut karaciger yetmezIligi olan
hastalarda da yaygin bir bulgudur, ancak bazen karaciger yetmezliginden bagimsiz olarak

epizodik olarak ortaya ¢ikabilir.

Ozellikle nérolojik olmak iizere hastalar cok ¢esitli belirtiler ile gelebilir (30). Belirli bir
ailede bile hastalik siklikla farkli semptomlarla ortaya ¢ikar (39). Hastalarin %18 ila 84
karaciger tutulumu ile, %18 ila 73’1 norolojik semptomlarla, %10 ile 100’i psikiyatrik
belirtiler ile basvurur. Baslangigcta basvurulan klinik belirtiden bagimsiz olarak hastalik

ilerledikge diger belirtiler de ortaya ¢ikar.



Wilson Hastaliginda bakir birikimi dogumdan itibaren baslar ve yasam boyu devam eder
(40). Bakir birikimi bir siire sonra semptom vermeye baglar. Genellikle 5-35 yas arasinda
(ortalama 13) tan1 konulur (41). Fakat daha erken yasta yada 70 yaslarinda da tan1 konulmus
vakalar bildirilmistir (42).

2.1.5.1. Hepatik bulgular

Karaciger, Wilson hastalig1 olan hastalarda ilk bakir birikim bdlgesidir ve hepatik bakir
birikiminin birka¢ farklt klinik belirtisi vardir (43). Hepatik bulgular ¢ok ¢esitlidir.
Asemptomatik biyokimyasal anormallikler ve steatozun yanisira akut hepatit ve akut
karaciger yetmezligi (Coombs-negatif hemolitik anemi ile iligkili), kronik hepatit ve sirozu
igerir (44).

Hepatik Wilson hastaligi olan hastalarda semptomlar, laboratuvar bulgular1 ve
gorilintiileme bulgular karaciger hasarinin derecesine gore degisir (25,38,39). Hepatik Wilson

hastaliginin belirtileri ve semptomlari asagidakilerdir:

e Kayser-Fleischer halkalari, hepatik hastaligi olan hastalarin %50'sinde goriliir (her
tirlii karaciger tutulumunda goriiliir)

e Asemptomatik (steatoz, kronik hepatit, kompanse siroz)

eKarin agrisi (akut hepatit, akut karaciger yetmezligi)

e Sarilik (akut hepatit, akut karaciger yetmezligi, siroz)

eHepatomegali (akut ve kronik hepatit, akut karaciger yetmezligi)

eSplenomegali (siroz)

e Asit (siroz)

o Ust gastrointestinal kanama (varisli siroz veya portal hipertansif gastropati)

e Kronik karaciger hastaliginin periferik stigmalari (Siroz)

eHepatik ensefalopati nedeniyle zihinsel durum degisiklikleri (akut karaciger

yetmezligi, siroz)

Hepatik Wilson hastaliginin laboratuvar test bulgulari:

e Diisiik serum seruloplazmin seviyesi (akut karaciger yetmezligi ile tutarli olmasa
da, her tiirlii karaciger tutulumunda gortiliir)
eYiiksek aminotransferazlar (her tiirlii karaciger tutulumuy)

e Trombositopeni (splenomegali ile siroz)



e Koagiilopati (siroz veya akut karaciger yetmezligi)
eCoombs-negatif hemolitik anemi (genellikle akut karaciger yetmezligi ile birlikte

goriiliir, ancak karaciger yetmezligi olmadan epizodik hemoliz olarak ortaya cikabilir)
Abdominal goriintiileme bulgulari:

eHepatik steatoz (kronik hepatit)
o Kiiciik, nodiiler bir karaciger (siroz)

eSplenomegali (siroz)

2.1.5.2. Norolojik bulgular:

Norolojik Wilson hastaliginin teshisi zordur ¢iinkii hastalar ¢ok cesitli sekillerde ortaya
cikarlar. Norolojik bulgulara sahip Wilson hastalii olan hastalarin hemen hemen hepsinde
(%98) Kayser-Fleischer halkalar1 vardir. Norolojik semptomlar ¢ok hafif olabilir veya hizli
ilerleyici olabilir, bu da aylar i¢inde ciddi komorbiditelere yol agar (38). Bilinen sirozu olan

hastalarda ndrolojik bulgular hepatik ensefalopati ile karigtirilabilir.
Sik goriilen norolojik bulgularin goriilme yiizdeleri:

eDizartri: norolojik Wilson hastaligi olan hastalarda %85-97
e Yiiriiyiis anormallikleri/ataksi: %30-75

eDistoni - %11-69

eTremor: %22-55

eParkinsonizm: %19-62
Diger norolojik bulgular sunlardir:

eRisus sardonicus

eKore

e Atetoz

eBiligsel bozukluk/demans
eNobetler

eHiperrefleksi

eMiyokloni

eidrar kagirma

eOtonom islev bozuklugu
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Beynin manyetik rezonans gorlintileme (MRG) veya bilgisayarli tomografik (BT)
taramasi, norolojik Wilson hastalig1 olan hastalarda bazal ganglionlarda yapisal anormallikleri
gosterebilir (45). Bazal ganglion bolgelerinde sik rastlanan bulgular, BT taramasinda dansite
artist ve MRG goriintiilerinde T2 agirlikli hiperintensitedir. Diger bulgular, tektal-plak ve
santral ponstaki hiperintensiteleri igerir. Bazal ganglionlar, talamus ve beyin sapinin

eszamanli tutulumu Wilson hastaligini akla getirmelidir (46).

Norolojik Wilson hastaligi olan hastalarda beyin omurilik sivist (BOS) bakir
konsantrasyonlarr, Wilson hastaligi olmayan veya ndrolojik belirtileri olmayan WH olan
hastalara gore ti¢ ila dort kat artmistir (47). Bu degerler tedaviyle diiser, ancak Kayser-
Fleischer halkalarimin kademeli olarak ortadan kalkmasi, merkezi sinir sistemindeki bakirin

dagilimini gosterdiginden, klinik amaglar i¢in tipik olarak izlenmez (48).
2.1.5.3. Davramssal ve psikiyatrik belirtiler

Davranigsal ve psikiyatrik belirtiler, norolojik tutulumlu hastalarda hepatik tutulumiu
hastalardan daha yaygindir (49,50). Bununla birlikte, psikiyatrik belirtiler hepatik veya
norolojik Wilson hastaliginin semptomlarinin taninmasindan 6nce de goriilebilir. En sik
goriilen davranigsal ve psikiyatrik belirtiler depresyon (%20-30) kisilik degisikligi, uyumsuz
davranig ve sinirliliktir (50). Bununla birlikte, Wilson hastaligina bagli davranigsal ve
psikiyatrik belirtiler siklikla yanlis teshis edilebilir (6rn. ergenlige atfedilebilir). Sonug olarak,
tek belirtiler davranigsal veya psikiyatrik oldugunda Wilson hastaligi tanis1 konan hastalar i¢in

nadirdir ve bu kisilerde tan1 dnemli dlciide gecikebilir.
Wilson hastaliginin davranissal ve psikiyatrik belirtileri arasinda (51):

eDepresyon

e Okul performansinda diisiis
oKisilik degisiklikleri (hafif olabilir)
oSinirlilik

e Diirtiisellik

eDecgisken ruh hali

eCinsel teshircilik

eUygunsuz davranis

eDistimi
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eBipolar afektif bozukluk

ePsikoz

2.1.5.4. Okiiler bulgular

Kayser-Fleischer halkalari, korneadaki descement membraninda ince, pigmentli, graniil
bakir birikintilerine bagli kahverengi halkalardir (Resim 1). Kayser-Fleischer halkalarinin,
SSS icindeki bakir yansittigi disiiniiliir. Kayser-Fleischer halkalari, Wilson hastaliginin
karakteristik bir ozelligidir ve norolojik belirtileri olan hastalarin yaklasik %98'inde ve
hepatik belirtileri olan hastalarin yaklagik %50'sinde goriiliir. Genellikle sadece slit lamba
muayenesi ile tespit edilmekle birlikte, 6zellikle oldukga agik renkli irisi olanlarda, oldukg¢a
biiyilk olduklarinda, slit lamba muayenesi olmadan bazen goriilebilir. Ancak, Kayser-

Fleischer halkalari nadiren Wilson hastaligi olan bir hastada ilk bulgudur.

Resim 1 : Kayser-Fleischer halkasi

2.1.5.5. Diger belirtiler

Wilson hastaligi, diger organlarda bakir birikimi ile ilgili anormalliklere neden
olabilir. Wilson hastaliginin az goriilen diger belirtileri arasinda (52-54):
eProksimal renal tiibiiler disfonksiyonun glukoziiri, aminoasidiiri, hipoiirisemi ve
proksimal renal tiibiiler asidoza yol agtigi Fanconi sendromu
eDistal renal tiibiiler asidozise sekonder nefrolitiazis
eErken artrit ve bazen de kondokalsinozis 6zelliklerine sahip artropati (genellikle
dizde)

eGigantizm
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e Kardiyomiyopati

eMiyopati

e Hipoparatiroidizm

ePankreatit

eErektil disfonksiyon

einfertilite ve tekrarlayan diisiikler

o(Cesitli dermatolojik bozukluklar (lunulae ceruleae, akontozis nigrigans, pretibial

hiperpigmentasyon vb.)

2.1.6. Tam

Almanya'nin Leipzig sehrinde diizenlenen uluslararasi bir toplantida Wilson hastalig
teshisi i¢in tan1 kriterleri gelistirilmistir (55). Bu puanlama sistemine gore asagidakilerden

herhangi biri mevcutsa hastalara puan verilir:

e Kayser-Fleischer halkasi (2 puan)
e Wilson hastaligini diisiindiiren noropsikiatrik belirtiler (2 puan)
e Yiiksek serum bakir diizeyi ile beraber Coombs-negatif hemolitik anemi (1 puan)
e Rodanin pozitif hepatositler (1 puan)
e Mutasyon analizi:
- Her iki kromozomda hastaliga neden olan mutasyonlar (4 puan)
- Tek kromozomda hastaliga neden olan mutasyonlar (1 puan)
- Hastaliga neden olan mutasyonun olmamasi (0 puan)
e Serum seruloplazmin:
- Normal (0 puan)
- 10-20 mg/dL (1 puan)
- <10 mg/dL (2 puan)
e Uriner bakir diizeyi:
- normalin iist stnirmin (NUS) bir ile iki kat1 (1 puan)
- NUS’nin 2 katindan yiiksek (2 puan)
- normal, ancak 2 doz 0.5 mg d-penisilamin sonrast NUS’nin 5 katindan yiiksek olursa
(2 puan)
e Karaciger bakirinin kantitatif degerlendirilmesi:

- normal: (-1 puan)
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- NUS’nm 5 katina kadar (1 puan)
- NUS’nin 5 katindan yiiksek (2 puan)

Skorun >4 olmas1 Wilson hastaligin1 diigiindiiriir, skorun 3 olmasi ancak daha fazla arastirma

yapilmasi gerektirir, skorun <2 olmasi ise, Wilson hastaligini dislar.
2.1.6.1. Serum seriiloplazmin konsantrasyonu

Wilson hastaligi olan hastalarin yaklagik %85 ila 90'inda serum seruloplazmin diizeyi
diistikttir (<20 mg/dL veya 200 mg/L). Kayser-Fleischer halkalar1 da olan bir hastada normal
laboratuvar degerin alt smirindan daha diisiik bir serum seruloplazmin konsantrasyonu,
Wilson hastaligi i¢in tanisal olarak kabul edilir (56). Bununla birlikte, Wilson hastalig
olmayan hastalarda diisiikk seruloplazmin seviyeleri goriilebilir ve Wilson hastaligi olan

hastalarda normal veya yiiksek seruloplazmin diizeyleri goriilebilir.

Serum seruloplazmininin normal degerleri yasa gore degismektedir. Erken bebeklik
doneminde yaklasik alt1 ay boyunca ¢ok diisiiktiir, daha sonra erken ¢ocukluk doneminde en
yiiksek seviyeye ulasir (yaklasik 30 ila 50 mg/dL) ve daha sonra yetiskin araligina diisebilir
(20 ila 35 mg/dL). Seruloplazmin &strojen duyarlidir ve hamilelikte ve hormonal takviye alan
hastalarda seviyeler yiliksek olur. Ayn1 zamanda seruloplazmin bir akut faz reaktamidir ve

inflamatuar durumlar sonucu bazal seviyelerin tizerine ¢ikabilir.

Serum seruloplazmin, WH olmayan hastalarda diisiik olabilir ve WH olan hastalarda
normal veya yiiksek olabilir (43). Sonug olarak, diisiik bir seruloplazmin seviyesi, Wilson
hastaliginin teshisi i¢in yeterli degildir ve normal bir seviye, Wilson hastaligin1 ekarte etmez.
Tek basina serum seruloplazmin, karaciger hastaligi i¢cin degerlendirme yapilan hastalarda

diistik pozitif prediktif degere sahiptir.
2.1.6.2. Serum Bakir Konsantrasyonu

Wilson hastaliginda, serum bakir konsantrasyonu, bakir yiikselmesine ragmen serum
seruloplazminindeki azalma ile dogru orantili olarak azalir. Istisna olarak Wilson hastaligina
bagli akut karaciger yetmezliginde serum bakir konsantrasyonlar: artar. Serum non-
seruloplazmin bagli bakir konsantrasyonunun belirlenmesi Wilson hastaligi igin tanisal bir

test olarak onerilmis fakat duyarliligi ve 6zgilliigi heniiz kanitlanamamustir (57).

Non-seruloplazmin bakirin1 belirlemek i¢in dogrudan bir yontem ticari olarak temin

edilebilir, ancak biiyiik popiilasyon ¢aligmalarinda dogrulanmamistir (58).
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2.1.6.3. OKkiiler Slit-Lamba incelemesi

Wilson hastaligindan siiphelenilen hastalara, Kayser-Fleischer halkalarinin ve Wilson
hastaligina iligkin diger okiiler bulgularin tesbiti icin okuler slit-lamba muayenesi

yapilmalidir.

Kayser-Fleischer halkalar1 - Kayser-Fleischer halkalari, izole hepatik Wilson hastalig
olan hastalarin %50 ila 60'inda ve klinik norolojik tutulumu olan hastalarin %90'inda goriiliir
(59). Akut karaciger yetmezligi ile bagvuru esnasinda Kayser-Fleischer halkalari hastalarin
yaklagik yarisinda bulunur. Kayser-Fleischer halkalari, desement membranin endotel
yizeyine yakin korneadaki ince pigmentli graniil bakir birikintilerinden kaynaklanan
kahverengimsi veya gri-yesil halkalardir. Bakir, 6ncelikle halkaya rengini veren, kiikiirt igeren
graniil bir kompleks iginde biriktirilir. Genellikle, en ¢ok korneanin alt ve iist kutuplarinda
belirgindirler. Kayser-Fleischer halkalart Wilson hastaligin1 yiiksek oranda diisiindiiriirken,
Wilson hastaligina 6zgii degildir. Primer biliyer siroz gibi diger kronik kolestatik hastaliklarda

ve neonatal kolestazli gocuklarda nadir olarak bildirilmistir (60).

Kayser-Fleischer halkalari, WH icin etkili tibbi tedavi ile veya karaciger nakli sonrasi

yavas yavas kaybolur. Yeniden ortaya ¢ikmasi, tedaviye uyumsuzluga isaret eder.

Aycicegi kataraktlar1 - Aycicegi kataraktlar1 (lensteki bakir birikimlerini temsil eder)
Wilson hastaligi olan hastalarda okiiler slit-lamba incelemesi ile de goriilebilir. Wilson
hastaliginda prevelans: bilinmemekle birlikte Kayser-Fleischer halkasi gibi etkili tedavi ile
kaybolur (61,62).

2.1.6.4. Uriner Bakir Atilimm

Idrar bakir atilimi, Wilson hastaliginin teshisi ve tedavinin izlenmesi igin kullanilir.
Wilson hastaliginda tipik olarak 24 saatlik idrar bakir atilimi 100 mcg (>1.6 mikromol)
tizerindedir, ancak asemptomatik tani konulmus Wilson hastalarinin %25’inde daha diisiik
degerler de bulunabilir (63).
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Idrar bakir atilim icin normal degerler laboratuvarlar arasinda degismekle birlikte, 30 ila
40 mcg/glin (0.48-0.64 mikromol/giin) arasindadir (64). 40 mcg/giin (0.64 mikromol/giin)

tizeri deger daha fazla arastirma yapilmasini gerektirir (65).

Idrar toplama kaplarina bakir bulasmasini 6nlemek icin 6zen gosterilmelidir. Kap,
damitilmis suyla durulanmali veya yeni, tek kullanimlik bir kap kullanilmalidir. Analizden
once, bazi1 laboratuvarlar, idrar alkali oldugunda ve yanlshkla disiik idrar bakir
konsantrasyonlar1 ile sonuglanabilecek olan bakir hidroksitin ¢okelmesini dnlemek i¢in idrara
az miktarda hidroklorik asit (30 mL 6N c¢ozeltisi) ekler. Notr pH veya asidik idrar bulunan
cogu hastada, bu gerekli degildir.

Toplamanin biitiinligiinii degerlendirmek igin idrar kreatinin atilimi 6l¢iilebilir. 24 saatlik
idrar kreatinin atilimi, 15 ila 20 mg/kg arasinda olmalidir. Bu tahminin esas olarak iistiinde
veya altinda olan degerler, sirasiyla, fazla ve az toplama yapildigin1 gosterir. Test bobrek
yetmezIligi olan hastalarda kullanilmamalidir. Ek olarak, spot idrar koleksiyonlar1 oldukca

degiskendir ve Wilson hastaliginin teshisi i¢in giivenilir degildir.
2.1.6.5. D-Penisilamin yiikleme testi

Cesitli karaciger hastaliklarinda da idrar bakir atiliminin artmasindan kaynakli 24 saatlik
iiriner bakir 6l¢iimii i¢in idrar toplama esnasinda iiriner bakir dl¢iim testinin duyarliligini ve
Ozgilligiint arttirmak igin penisilamin yiikleme testi yapilabilir. Penisilamin yiikleme testi
nadiren kullanilir ¢linkii asemptomatik kardeslerde Wilson hastaligint dislamak icin gilivenilir

degildir ve yetiskinlerde iyi bir sekilde standartize edilmemistir (66,67)

Penisilamin idrar toplamaya baslamadan 6nce 500 mg dozunda verilir ve 12 saat sonra

tekrarlanir. Toplanan 24 saatlik idrar bakir1 1600 mcg’dan fazla ise Wilson hastaligi lehinedir.

2.1.6.6. Karaciger biyopsisi

Serum seruloplazmin diizeyleri, Kayser-Fleischer halkalar1 ve yiiksek idrar bakir atilimina
sahip hastalarda Wilson hastaligi teshisi konulurken, belirsiz sonuglara sahip hastalarda ek
testler gerekir. Tipik olarak, bir sonraki asama, anormal karaciger fonksiyon testleri olan ve
Wilson Hastaligindan siiphelenilen hastalarda hepatik bakir konsantrasyonunu belirlemek ve
WH diisiindiiren histolojik degisiklikleri aramak i¢in karaciger biyopsisidir. WH oldugundan

stiphelenilen hastalarda karaciger biyopsisi, histoloji i¢in bir biyopsi 6rnegi ve en az 1 cm
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uzunlugunda bakir 6l¢iimii i¢in bir biyopsi 6rnegi icermelidir. Bakir miktar tayini i¢in numune

kuru, bakir icermeyen bir kaba yerlestirilmelidir (38).

Hepatik bakir konsantrasyonunun kuru agirligin gram grami basina 250 mcg'den (4
mikromol) fazla olmasi Wilson hastaligim diisiindiiriir, <50 mcg ( 0.8 mikromol) olmasi ise
hastalig1 ekarte eder. Karaciger bakir konsantrasyonu 50 ila 250 mcg/g kuru agirlik arasinda
ise ve ozellikle histoloji aktif karaciger hastaligini gosteriyorsa tani i¢in ATP7B mutasyonlari
acisindan molekiiler genetik test gereklidir (69,70). Histolojik degerlendirmede, Wilson
hastaliginin erken donemlerinde hepatositlerde yagli infiltrasyon, niikleusta glikojen depolari

ve portal alanda fibrozis goriilebilir (Resim 2).

Resim 2. Portal fibrozis,yagli infiltrasyon

2.1.6.7. Genetik test

Wilson hastaligi i¢in genetik test, teshis testi olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Kapsamli testlere ragmen, karaciger biyopsisi mimkiin olmadiginda ve probanddaki
mutasyonlar bilindiginde aile liyelerinin taranmasi i¢in tan1 6zellikle yararlidir. Ek olarak,
genetik testler Wilson hastaligi olan hastalarin kardeslerinin taranmasi igin ilk test olarak

kullanilabilir.

Baskin mutasyon sikliginin daha yiiksek oldugu popiilasyonlarda, ATP7B'deki spesifik
mutasyonlar allele 6zgii proplar kullanilarak Wilson hastaliginin teshisi i¢in bir sec¢enck
olabilir. Cogu hasta bilesik heterozigot oldugundan, bir mutasyonun tanimlanmasi taniyi
destekler ve iki mutasyonun tanimlanmasi tanityr dogrular. Baskin mutasyonlar, Sardunya,
Izlanda, Kore, Japonya, Kanarya Adalar1 ve bazi Dogu Avrupa popiilasyonlar: gibi gesitli

cografi bolgelerde tanimlanmustir (70,71). Tam gen dizilimi ile yapilan mutasyon
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analizi, ATP7B'deki mutasyonlar1 tanimlamak i¢in baska bir segenektir ve ticari olarak temin
edilebilir (72).

2.1.6.8. Beyin goriintiileme testleri

MRG siklikla noropsikiyatrik tutulumlu hastalarda anormallikleri gosterir, ancak yalnizca
hepatik tutulumlu hastaligi olanlarda normal olabilir. Wilson hastaligi i¢in beyin MRG

bulgulari bazal ganglionlarda, beyin sapinda ve beyaz maddede anormal T-2 sinyal artigidir.

2.1.7. Tedavi
2.1.7.1. Farmakolojik tedavi

Wilson hastalig1 olan hastalarda oncelikle asir1 bakir yiikiinii tedavi etmeyi amaglayan
yasam boyu tedavi gereklidir ve tedavi iki asamada distiniilmelidir: dokularda bakir
birikiminin azaltilmasi veya detoksifikasyonu ve birikimin onlenmesi. Bakir birikiminin
azaltilmast ve onlenmesi gliglii ekstratorlerin uygulanmasi ile saglanir. Genellikle ilk tercih
edilen ajan D-penisilamindir. Bununla birlikte, hastalarin yaklagik %30'u yan etkiler
nedeniyle bu tedaviyi tolere edemez, ayrica norolojik semptomlari olan hastalarda
semptomlar1 arttirabilir. Trientin geleneksel olarak D-penisilamin intoleransi olanlar igin
ikinci basamak bir ajan olarak kullanilmistir, ancak primer tedavi i¢in de makul bir se¢enektir
ve diisiik yan etki insidansi nedeniyle tercih edilebilir. Bu ajanlari birbirleriyle karsilagtiran
kontrollii bir ¢calisma yoktur ve bu nedenle kullanim Onerileri esas olarak gézlemsel verilere

ve klinik deneyime dayanmaktadir (73).

Bakirin yeniden birikmesinin o6nlenmesi igin ekstratorler ile birlikte ¢inko tuzlari
kullanilabilir. Oral ¢inko, enterik hiicrelerde endojen ekstrator olan metallotiyoneini arttirarak

bakir emilimini engeller (74).

Yeni bir ekstrator ajan olan amonyum tetratiyomolibdat, yemeklerle birlikte verildiginde
bakir emilimini engeller ve plazma bakirini baglar (75). Norolojik hastaligi olan hastalar i¢in
daha etkili bir tedavi olarak Onerilmistir (76). Trientin ile karsilastirildigi kontrollii bir
calismada, norolojik tutulum riskini azaltabilecegi one siiriilmiistiir (76). Heniiz ticari olarak
mevcut degildir, ancak yeni tan1 konmus hastalar i¢in stabilize bir tetratiyomolibdat formu

kullanilan yeni bir faz 2 klinik ¢alisma baslatilmustir (77).
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Gastrointestinal sistemde bakir1 baglayan potasyum siilfit ve karbakrilamin recineleri gibi
diger ilaglar onerilmez. Wilson hastaligin1 basariyla tedavi eden ilk ila¢ olan dimerkaprol,
agrili ve lokal steril apselere yol agan 2 ila 3 mL'lik kas i¢i enjeksiyon gerektirdiginden
nadiren kullanilir (74).

Iyi tedavi edilmis ancak tedaviyi birakmis olan hastalarda yeni nérolojik anormallikler
veya tedaviye direngli ve karacier transplantasyonu gerektiren hizla ilerleyen hepatik
dekompansasyon gelisebilir. Tedavinin izlenmesi, tibbi tedavinin uyumsuzlugunu veya

basarisizligini tespit etmek i¢in onemlidir (78).

Wilson hastaligi olan hastalar icin tedavinin diger yonleri, portal hipertansiyon
komplikasyonlarinin farmakolojik veya girisimsel tedavisini ve varsa hepatik ensefalopati
tedavisini icerir. Titreme veya parkinsonizm gibi norolojik semptomlarin ve psikiyatrik

semptomlarin ek tedavisi, hastalarin yasam kalitesini artirabilir ve dikkate alinmalidir (79).
2.1.7.2. Diyet onerileri

Tedavinin ilk asamasinda, hastalar, o6zellikle kabuklu deniz iiriinleri, findik, c¢ikolata,
mantar ve organ etleri olmak iizere yiiksek bakir igerigine sahip yiyecekleri tiiketmekten
kaginmalidir (80). Tedavi devam ettikten ve hastalar iyi olduktan sonra, ilimli bakir alimi
kabul edilebilir. Wilson hastaligi icin tek tedavi olarak diyet kisitlamasi yetersizdir.
Kuyulardan elde edilen igme suyunun bakir icerigi ac¢isindan test edilmesi veya eser
elementleri kaldiran uygun filtrelerin kullanilmasi akillica olabilir. Evde bakir boru bulunan
hastalara, pisirme veya tiikketim i¢in su kullanmadan oOnce sistemi yikamasi tavsiye

edilmelidir.
2.1.7.3. Akut karaciger yetmezligi

Wilson hastaligina bagli akut karaciger yetmezligi olan hastalarda, diger nedenler ekarte
edilmelidir, ¢linkii Wilson hastaligi olan hastalarda terapotik yaklasim farklidir. Akut
karaciger yetmezliginin Wilson hastaligina bagli oldugunu gosteren laboratuvar testleri
sunlardir: (81)

- Aspartat aminotransferaz (AST) / Alanin aminotransferaz (ALT) oran1 > 2.2

- Alkalen fosfataz (ALP) / bilirubin oran1 <4

- Coombs negatif hemolitik anemi

- Yiiksek serum bakir diizeyi (>200 mcg/dL)
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Bu durumda acil karaciger nakli erken diistiniilmeli ve hastalar acil olarak nakil

merkezine yonlendirilmelidir.

Ik olarak, bakirin hizli bir sekilde uzaklastirilmas: amaglamalidir. Bakir1 uzaklastirmak
icin hemodiyaliz, periton diyalizi ve hemofiltrasyon kullanilmistir (82). Ek olarak,
plazmaferez veya taze donmus plazma replasmani ile plazma degisimi bir segenektir, ¢iinkii
kisa siirede nispeten biiyiik miktarlarda bakir uzaklastirilabilir (83). Bu hastalarin ¢ogunda
hemolitik anemi de vardir. Bakir iyonlar1 nekrotik hepatositlerden dolasima sizar ve kirmizi

kan hiicrelerinin pargalanmasina neden olur (83).
2.1.7.4. Karaciger nakli

Akut karaciger yetmezligi olan ve ilag¢ tedavisine yanit vermeyen dekompanse karaciger
hastalig1 olan hastalarda karaciger nakli tek secenek olabilir (84). Ileri karaciger hastalig
olanlar prognostik skorlama sistemi Kings College'da bir grup tarafindan 6nerilmis ve daha
sonra gozden gegirilmistir (85). Gozden gegirilmis sistem (serum bilirubin diizeyine,
protrombin zamani uluslararasi normalize oranina (INR), AST seviyesi ve beyaz kan hiicresi
sayimina dayanarak) karaciger transplantasyonu ihtiyacini belirlemek i¢in bir duyarhilik,
ozgiillik ve pozitif prediktif degere sahiptir. Sirasiyla %93, 98 ve 88'dir (85). Bu puanlama

sistemi pediyatrik ve yetiskin hastalarda onaylanmistir.
2.1.8. Prognoz

Wilson hastaligi olan hastalarda, ilerlemis hastaligi olan ve hizla ilerleyen karaciger
yetmezligi ve hemolizle bagvuranlar disinda prognoz miikemmeldir. Norolojik, psikiyatrik ve
hepatik anormallikler tedavi ile yavas yavas iyilesir ve karaciger biyokimyasal testleri

genellikle normale doner (86).
2.2. Tiyol-disiilfit homeostazi

Plazma tiyolleri, bir siilthidril grubu igeren organosiilfiir bilesikleri sinifidir. Plazma tiyol
havuzu esas olarak albiimin tiyolleri ve protein tiyolleri tarafindan olusturulur (87). Oksidatif
kosullar altinda, tiyoller, disiilfitleri olusturmak {izere oksidasyona ugrarlar. Bu reaksiyon,
oksidatif strese karsi en 6nemli birincil savunma mekanizmalarindan biridir. Bu sekilde
olusan disiilfiir baglar1 tekrar tiyol gruplarina indirgenebilir. Bu tiyol-disiilfiir doniigiim, in
vitro olarak siki bir sekilde kontrol edilir ve dinamik tiyol-disiilfit homeostazini korur.

Aslinda, tiyol-disiilfit homeostazinin hiicre i¢i redoks homeostazinin birincil regiilatorii
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oldugu diistiniilmektedir ve bu reaksiyonlar antioksidan savunma, hiicre sinyalizasyonunun

redoks regiilasyonu ve apoptoz i¢in 6zel 6nem tasimaktadir (88,89).
2.3. Nitrozatif stres

Nitrozatif stres terimi, adin1 biyomolekiillerin ugradigi nitrozasyon tepkimelerinden alir.
Nitrozasyon, reaktif nitrojen oksit tiirleri tarafindan niikleofil bir gruba nitrozonyum (NO+)
grubunun aktarilarak nitrozil tiirevinin olusturulmasidir (90). NO, oksijen radikalleri ile
tepkimeye girerek veya oksijenli ortamlarda oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif
tiirlerin olusumuna neden olur. NO L-arginin’den NOS enzimi araciligi ile iiretilen endojen

bir gazdir. NOS enziminin viicudumuzda 3 farkli izoformu bulunmaktadir:

- noronal NOS (nNOS veya Tip 1)
- indiiklenebilen NOS (iNOS veya tip 2)
- endotelial NOS (eNOS veya tip 3)

Beynin farkli bolgelerinden olmak iizere bu NOS’un 3 izoformu da eksprese edilir (91).
NO’nun rol aldigi biyokimyasal reaksiyonlarin fizyolojik 6nemi vardir. NO beyinde
norotransmitter gorevi yani sira, ndronlarin gelisimi, sinaptik plastisite, gen ekspresyonunun
modiilasyonunda, sekstiel ve agresif davranislarda, 6grenmede, agr1 algisinda ve depresyonda

gorev almaktadir (92).

Nitrik oksidin siiperoksit ile tepkimesi sonucu olusan peroksinitrit (OONO-) énemli bir
biyolojik oksidandir. Peroksinitrit olusumu NO ve siiperoksitin konsantrasyonlar1 arttiginda
veya siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin diisik oldugu durumlarda ortaya cikar.
Peroksinitrit (ONOO-) nitrik oksite gore oksidatif olarak daha fazla aktiftir ve DNA
kiriklarina, lipit oksidasyonuna, aminoasitlerin nitrozilasyonuna neden olur. NO toksisitesinin
baslica sorumlusu olan peroksinitrit proteinlere dogrudan zarar verir ve azot dioksit, hidroksil

radikali gibi toksik {iriinlere doniistir (93).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma popiilasyonlar:

Hepatoloji poliklinigimizde takipli 3592 hasta arasinda 79 Wilson hastas1 bulunmaktadir.
Bu prospektif ¢alismaya, Nisan 2019-Nisan 2020 yillar1 arasinda, Gaziantep Universitesi
Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gastroenteroloji Boliimiinde takip edilen, ilag
tedavisi altinda olan veya yeni tani alan toplam 50 WH hastalar1 dahil edildi. Bu hastalardan
42’si ilag tedavisi altinda olan WH grubuna, 8’1 ise yeni tan1t WH grubuna dahildi. Kontrol
grubuna ise yas ve cinsiyet uyumlu olan, ailede WH 6ykiisii olmayan ve karaciger, norolojik,
psikiyatrik, kronik inflamatuar, genetik veya enfeksiyoz hastalik tamist olmayan 50 saglikli

gontlli dahil edildi. Kontrol grubu hastane personelinden ve ailelerinden alinmustir.

WH tanis1 Leipzig tani kriterlerine dayanarak konuldu. Bu puanlama sistemine gore skoru
4 ve lizerinde olan hastalar WH olarak kabul edildi. Tanida 6n planda karaciger fonksiyon
testleri yiiksekligi ve serum seruloplazmin konsantrasyonu diisiikliigli olan hastalardan 24
saatlik idrarda bakir atilimi testi istendi. Hastalar Kayser-Fleischer halkasinin varlig
acisindan Go6z hastaliklar1 boliimiine konsiilte edildi. Tim hastalar Leipzig tani kriterlerini
karsiliyordu ve hepsi semptomatikti. Hastalar WH'nin nérolojik veya hepatik formuna sahip
olarak smiflandirildi. Noropsikiyatrik form tani aninda norolojik ve/veya psikiyatrik
semptomlarin varligi ile tanimlandi. Hepatik form, karaciger hastaligimin varligi ve teshis
sirasinda ayrintili bir noérolojik muayene sirasinda herhangi bir norolojik semptomun
olmamasi olarak tanimlandi. WH'nin néropsikiyatrik belirtisi olan tiim hastalara ndrolojik ve
beyin MRG muayeneleri yapildi. Beyin MRG, 1.5-TMR GE tarayici (Philips, Gyroscan
Intera, Best, Hollanda) kullanilarak yapildi ve T1, T2 ve FLAIR goriintiileri elde edildi.
Anormal sinyal yogunlugu ve konumlart not edildi. Tiim deneklere Kayser-Fleischer
halkasinin varligi icin bir lamba incelemesi yapildi. Konjenital anomaliler, enfeksiyon,
metabolik veya genetik hastalik dykiisii olan, vitamin i¢eren ilaglar alan hastalar ¢alisma dis1
birakildi. Calisma Gaziantep Universitesi Etik Kurulu (referans no: 2019/121) tarafindan
gbzden gecirilmis ve onaylanmis olup, Helsinki Bildirgesi'nde yer alan yonergelere uygun
olarak gerceklestirilmistir. Tim yetiskin hastalar ve goniilliilerden bilgilendirilmis onam

alinmistir. Cocuklarda ebeveynlerinden onam alinmastir.

WH hastalarimiz ti¢ farkli tedavi altindaydi; D-penisilamin, ¢inko ve trientin. Giinde 900-
1500 mg D-penisilamin ile tedavi altinda olan hastalar. Cinko giinde 3 kez 50 mg ¢inko siilfat
formunda (150 mg/giin) verilenler. Trientin giinde 3 kez 250 mg (750 mg/giin) alan hastalar.
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3.2. Kan ornekleri

Hastalardan ve kontrollerden sabah a¢ karnina kan 6rnekleri alindi. Laboratuvar analizleri
kan alindiktan sonraki 30 dakika i¢inde yapildi. Tiyol/disiilfit, nitrik oksit (NO), 3-nitrotirozin
analizleri icin vendz kan ornekleri EDTA igeren tiiplere ¢ekildi, pihtilasma i¢in 20 dakika
stireyle sakland1 ve serumlart 10 dakika 1500 devirde soguk 4°C'de santrifiij ile ayrildi, diiz
tiipler igine yerlestirildi ve daha sonra analize kadar -80°C'de saklandi.

3.2.1. Tiyol-Disiilfit Parametrelerinin Ol¢iimii

Serum dogal tiyol (~SH) ve toplam tiyol (-SH + —-S — S-) seviyeleri, piyasada bulunan
kitler (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip Ltd, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak olgtildi. Erel
ve Neselioglu tarafindan gelistirilen bu spektrofotometrik yontemler, bir mikroplate
okuyucuda (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD)
analiz edilmistir (94) (Resim 3,4). Indirgenebilir disiilfiir baglar1 ilk dnce serbest bicimli
fonksiyonel tiyol gruplarina indirgendi. Kullanilmayan indirgeyici sodyum borohidriir
formaldehit ile ¢ikarildi ve indirgenmis ve dogal tiyoller dahil olmak {izere tiim tiyol gruplari,
5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoik) asit ile reaksiyona sokulduktan sonra 6lgiildii. Toplam ve dogal

tiyoller arasindaki farkin yarisi, dinamik distlfit (=S — S) igerigini verdi.

Resim 3. Spektrofotometre
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Resim 4. Total tiyol-native tiyol assay

3.2.2. NO analizi

Serum NO daha oOnce tarif edildigi gibi Ol¢iildi (95). Calismamizda kullanilan teknik
(NO/ozon kemilliiminesans), nitrat/nitriti NO'ya geri donistiirir ve NO seviyesini gaz
formunda Slger. Serum numuneleri 1: 2 v/v karisiminda 0°C'de mutlak etanol ile deproteinize
edildi, 0°C'de 30 dakika inkiibe edildi, ardindan 5 dakika 14,000 rpm'de santrifiijlendi.
Peletler atild1 ve slipernatant, NO/ozon kemiliiminesans teknigi (Model 280i NOA, Sievers
Instruments, Boulder, CO, ABD) ile NO seviyelerini 6l¢mek i¢in kullanildi. Numuneler ve
standartlar, nitrit, nitrat ve S-nitrozo bilesiklerini NO'ya doniistiiren indirgeyici ajan (95°C'de
I M HCI igerisinde ¢oziindiiriilmiis vanadyum III kloriir) ile reaksiyona sokmak igin
temizleme kabina enjekte edildi. Reaksiyon kabindan elde edilen NO, saf azot altinda 6l¢iildii.
Numunenin NO konsantrasyonu, standart egri (sodyum nitrat ile elde edilmistir) ile
karsilastirilarak hesaplanmistir. Veriler NOAnalysisTM yazilimi (siirim 3.21, Sievers,
Boulder, CO, ABD) ile degerlendirildi (Resim 5).
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Resim 5. NO tayini

3.4. 3-Nitrotirozin olc¢iimii

Serum 3-NT seviyeleri, iiretici tarafindan belirtilen prosediire gore ticari olarak temin
edilebilen bir ELISA kiti (Kat.No. CK-bio-10045, Coon Koon Biotech Co. Ltd., Sangay, Cin)
kullanilarak 6l¢iildii. Plate, bir mikroplate okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD) kullanilarak 450 nm'lik bir absorbansta okundu.

3.5. Diger biyokimyasal analizler

Diger tiim biyokimyasal testler ticari kitler kullanilarak bir otoanalizérde (Roche Hitachi
Modular DP Systems, Mannheim, Almanya) gerceklestirildi. Hematolojik indeksler, otomatik
bir hematoloji analiz sistemi (Beckman Coulter LH 780 Hematoloji Analiz Cihazi, Beckman
Coulter, Brea, CA, ABD) kullanilarak o6l¢iildii. Bakir Ol¢imleri atomik absorpsiyon
spektrofotometre (Shimadzu AA-680, Kyoto, Japonya) kullanilarak yapildi.
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3.6. istatistik

Gruplarin standart sapmalarinin esit olup olmadigini belirlemek igin Bartlett testi
kullanildi. Ayrica, analiz edilen siirekli degiskenlerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilarak belirlendi. Veriler normal olarak dagitildiginda ortalama + standart Sapma veya
degiskenler normal olarak dagitilmadiysa medyan ve g¢eyrekler arasi aralik olarak sunuldu.
Nitel veriler, ylizdelik oranlar olarak gosterilmistir. Anormal dagilim gosteren veriler i¢in
Mann-Whitney U testi kullanild1 veya Bartlett varsayim testi anlamli bulundu. Aksi takdirde,
normal olarak dagitilan iki veri grubunu karsilagtirmak icin eslestirilmemis Student t testi
kullanildi. Normallik ve varyans homojenligi varsayimlari karsilandiginda, ikiden fazla grubu
karsilastirmak i¢in tek yonlii ANOVA kullanilmistir. Daha sonra ¢oklu karsilastirmalar icin
post hoc Student-Newman-Keuls testi kullanildi. Bu varsayimlar karsilanmadiginda, ikiden
fazla grubun karsilagtirilmasi i¢in Kruskal-Wallis testi uygulandi ve post hoc testi olarak
Dunn ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. Kategorik veriler Fishers tam veya Ki-kare testleri
kullanilarak analiz edildi. GraphPad Instat (siirtim 3.05, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, ABD) istatistik yazilimi kullamldi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P <0.05 olarak
belirlendi.
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4. BULGULAR

Tablo 1'de hem kontrol hem de hasta gruplarinin demografik, klinik ve laboratuvar
ozellikleri gosterilmistir. Kontrol grubundaki hastalarin yas ortalamasi 28.943.3 yil, yeni tani
WH grubundaki hastalarin yas ortalamasi 27.1+£3.8 yil, tedavi altinda olan WH grubundaki
hastalarin ise yas ortalamasi 30.8+1.9 yil idi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hasta
grubunda ortalama yas, cinsiyet, alblimin, hemoglobin, beyaz kan hiicreleri, trombosit sayisi,
alanin aminotransferaz diizeyi, AST/ALT oran1 ve aglik kan sekeri diizeyi benzerdi (p>0.05).
WH'nin klinik formu, siroz ve Kayser-Fleischer halkalarimin varligi ve idrardaki bakir
seviyeleri, ilag tedavisi Oncesi ve sonrast WH gruplari arasinda istatistiksel anlamli bir
farklilik gostermemistir (p>0.05). Serum AST enzim seviyesi, yeni tan1 WH grubunda, tedavi
altinda olan WH ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak yiiksek saptanmistir
(swrasiyla, 102.3+18.3 vs 38.3+7.7, 102.3+18.3 vs 32.7+4.2, p<0.001). Serum gama glutamil
transferaz (GGT) enzim seviyesi, yeni tan1 WH grubunda, tedavi altinda olan WH ve kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak yiiksek saptanmistir (sirasiyla, 156.5+48.2 vs
39.846.1, 156.5+48.2 vs 21.2+3.7, p<0.001). Serum ALP seviyesi, tedavi altinda olan WH
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak diisikk saptanmistir (103.2+6.0
vs 127.8+4.1, p<0.01). 24 saatlik idrar bakir atilimi, yeni tani ve tedavi altinda olan WH
gruplarinda kontrollere gore istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir (sirasiyla,
257.3+£102.3 vs 26.8+4.2, 362.8+61.9 vs 26.84+4.2, p<0.001). Yeni tan1 ve tedavi altinda olan
WH gruplarinda serum seruloplazmin diizeyleri kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli
derecede diisiik saptanmistir (sirasiyla, 78.7+13.6 vs 213.849.7, p<0.01; 106.3£19.8 vs
213.8+9.7, p<0.001) (Tablo 1).

WH'l1 hastalarda tedavi sonrasi takip siiresi 69.8 = 5.2 aydi. Kirk hasta D-penisilamin
tedavisi alirken, bir hasta trientin, bir hasta da ¢inko tedavisi aliyordu. Norolojik muayenede,
noropsikiyatrik WH grubunda en sik goriilen norolojik semptomlar disfaji, dizartri, tremor,
distoni, parkinsonizm ve ataksi gibi hareket bozukluklariydi. Yedi hastada (% 14) depresyon,
kisilik degisiklikleri ve psikoz gibi psikiyatrik belirtiler goriildii. MRG incelemede tiim
noropsikiyatrik WH hastalarinda talamus, bazal ganglionlar ve beyin sap1 gibi subkortikal
yapilarda T2 sinyal yogunlugunda artis goézlendi. Ayrica, hepatik WH hastalarinda
asemptomatik hepatomegali (2 hasta), izole splenomegali (1 hasta), yagli karaciger (3 hasta),
akut hepatit (2 hasta), otoimmdiin hepatit (1 hasta) ve akut karaciger yetmezIligi (1 hasta) tespit
edildi.



Tablo 1. WH gruplarinin ve kontrol grubunun demografik ve laboratuvar verileri

27

Yeni tant WH | Tedavi altinda | Kontrol
(n=8) WH (n=50)
(n=42)

Yas (y1l) 27.1£3.8 30.8+1.9 28.9+3.3 0.8240
Cinsiyet 0.5804

Erkek (n %) 3(37.5) 24 (57.1) 28 (56.0)

Kadim (n %) 5 (62.5) 18 (42.9) 22 (44.0)
WH'in klinik formu 0.6933

Hepatik (n %) 6 (75.0) 25 (59.5) -

Noropsikiatrik (n %) 2 (25.0) 17 (40.5) -
Sirozis (n %) 2 (25.0) 18 (42.9) - 0.4501
Kayser—Fleischer halkasi pozitifligi (n%) | 3 (37.5) 23 (54.8) - 0.4561
Albumin (g/L) 39.0+2.1 40.0+1.2 45119 [ 0.0583
Hemoglobin (g/dl) 12.7+0.8 14.0+£0.3 13.9+£0.7 0.6674
Beyaz kan hiicreleri (x 10°/mm?®) 6.6+0.7 6.7+0.3 7.120.9 0.9064
Trombosit sayisi (x 10°/mm®) 224.3432.5 200.5+13.9 214.9+15.4 | 0.7200
AST (IU/L) 102.3+18.3 38.3+£7.7 32.7+4.2 <0.001*"
ALT (IU/L) 40.1£6.5 31.1+4.3 30.1£6.2 0.7702
AST/ALT oram 2.8+0.5 1.4+0.2 1.1+0.7 0.4717
Alkalen fosfataz (1U/L) 109.6+7.9 103.2+6.0 127.8+4.1 | <0.01F
Gamma glutamil transferaz (IU/L) 156.5+48.2 39.846.1 21.243.7 <0.001**
Aclik kan sekeri (mg/dl) 86.4+2.3 86.8+3.6 88.2+£3.7 0.9539
Idrarda bakir (pg/24 h) 257.3+102.3 362.8+61.9 26.8+4.2 <0.001**
Serum seruloplazmin (mg/L) 78.7+13.6 106.3£19.8 213.849.7 | <0.01*

<0.001*

Ortalama + Standart sapma veriler. ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; WH,

Wilson hastaligi; * Kontrol grubu vs yeni tan1 WH; * yeni tan1 WH vs tedavi altinda WH; * Kontrol grubu vs

tedavi altinda WH; p<0.05
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Tablo 2, Sekil 3 ve 4’de, ¢alisma gruplari arasinda dogal tiyol, toplam tiyol ve disiilfit
seviyelerinin dagilimi gosterilmektedir. Tedavi altinda olan WH grubunda dogal tiyol
diizeylerinde kontrollere kiyasla istatistiksel anlamli olarak artis vardi (348.8+16.7 vs
294.9+7.9, p <0.05) (Tablo 2, Sekil 3A). Gruplar arasinda toplam tiyol, disiilfit, disiilfit/dogal
tiyol orani, disiilfit/toplam tiyol orani veya dogal tiyol/toplam tiyol oraninda istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (Tablo 2, Sekil 3 ve 4).

Tablo 2. WH ve kontrol gruplarindaki hastalarin dinamik tiyol/disiilfit parametreleri

Yeni tan1 WH Tedavi altinda Kontrol
(n=8) WH (n=50)
(n=42)

Dogal tiyol (umol/L) 339.7+44.5 348.8+16.7 294.9+£7.9 <0.05*
Toplam tiyol (umol/L) 460.5+66.8 486.4+20.4 426.8+7.3 >0.05
Disiilfit (umol/L) 60.4+15.4 68.8+5.7 66.0+4.6 >0.05
Disiilfit/Dogal tiyol (%) 18.3+4.0 22.442.4 249423  >0.05
Disiilfit/Toplam tiyol (%) 12.5+2.1 14.1£1.0 15.2+1.0 >0.05
Dogal tiyol/Toplam tiyol (%) 75.0+4.3 71.8+2.1 69.6+2.0 >0.05

Veriler ortalama =+ standart sapma degerlerini gostermektedir. WH, Wilson hastaligi; * Kontrol
grubu ve tedavi altinda olan WH ; p<0,05
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Sekil 3. Calisma gruplar arasinda dogal tiyol (umol/L), toplam tiyol (umol/L), ve disiilfit (umol/L)
seviyelerinin karsilagtirilmasi. Grafikte belirtilen degerler parametrelerin medyan degerlerini
gostermektedir. WH, Wilson hastalig1
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Sekil 4. Calisma gruplarn arasinda disiilfit/dogal tiyol (%), disilfit/toplam tiyol (%) ve dogal
tiyol/toplam tiyol (%) oranlarinin karsilastirilmasi. Grafikte belirtilen degerler parametrelerin medyan
degerlerini gostermektedir. WH, Wilson hastaligi
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Sekil 5, ¢alisma gruplarindaki serum NO ve 3-NT seviyelerini gostermektedir. Kontrol
grubu (p<0.05) ve tedavi altinda olan WH grubu (p<0.001) ile karsilastirildiginda yeni tani
WH grubunda NO diizeylerinde istatistiksel anlamli olarak artig saptandi. Ayrica, kontrollere
kiyasla tedavi altinda olan WH grubunda istatistiksel anlamli olarak diisik NO seviyeleri
izlendi (p<0.01) (Sekil 5A). Serum 3-NT seviyeleri, yeni tant ve tedavi altinda olan WH
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla, p<0.05,
p<0.01) (Sekil 5B).

P<0.01
B00= P<0.05 P<D.001

700+

600+

500+

A=

300+

Serum NO (pM)

200+

100+

Q T T 1
Kontrol WH-ilag 6nicesi WH-ilag sonras:

2.57 P<0.01

P<0.05

1y =

0.0

Serum 3-NT (nmol/L)

Kontrol WH-ilag dncesi WH-ilag sonrass
B

Sekil 5. Caligma gruplar arasinda nitrik oksit (NO) (A) ve 3-nitrotirozin (3-NT) seviyelerinin (B) kutu
grafikleri. Her kutunun alt ve iist kenar boslugu 25. ve 75. yiizdelik dilimleri, kutularin ortasindaki
yatay c¢izgiler medyan degeri ve ince cizgiler en diisiik ve en yiiksek degerleri temsil eder. WH,
Wilson hastalig
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5. TARTISMA

Calismamizin sonuglari ilk kez WH’da dinamik tiyol/distilfit homeostaz1 ve nitrozatif
stresin rol oynadigini gostermektedir. Verilerimiz, ilag tedavisi altinda olan WH hastalarinda
dogal tiyol diizeylerinin yiiksek oldugunu gosterdi. Ayrica, yeni tan1 WH grubunda serum NO
diizeyinin ve yeni tani ve tedavi altinda olan WH gruplarinda serum 3-NT diizeylerinin

arttigin1 gézlemledik.

Daha once yapilan ¢aligmalarda, oksidatif stresin WH’daki doku hasarinin patogenezinde
onemli bir rol oynayabilecegi One siiriilmistir (14,96). Bakir redoks aktif bir metal
oldugundan siiperoksit olusturan redoks dongiisii ve oksidatif hasar i¢in uygun kosullar
yaratabilir. Fenton veya Haber—\Weiss reaksiyonlar1 ve lipid peroksidasyonu, demir ve bakirin
reaktif hidroksil ve lipid radikallerinin olusumunu katalize ettigi ana yollardir (97,98). Metal
iyonlar1 ve reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, hiicresel makromolekiiler hedeflerde hasara
neden olabilir. Fazla miktarda hiicresel bakir, protein sistein kalintilarini oksidize ederek
disiilfit bagi olusumuna yol agabilir (99) ve sonugta protein aktivitesinin degismesine neden
olur (100). Protein disiilfit bagi olusumu, bakirin neden oldugu oksidatif stresin bir sonucudur
(101). Bakir tarafindan tretilen serbest radikaller, hepatosit organellar lipidlerde ve tiyol
iceren proteinlerde oksidatif degisikliklere neden olarak hepatosit disfonksiyonuna veya
hasara neden olur (11,102-103). Ek olarak, WH hastalarinda ani fulminan karaciger
yetmezligi baslangicinin, olaganiistii yogun oksidan stres yiiklerine bagli masif hepatosit
apoptozundan kaynaklandigr gosterilmistir (103). WH’daki asir1  bakir yiikiinden
oksijen/nitrojen tiirevlerinin olusumu, p53 tiimor baskilayici geninde mutasyonlara neden olur
(104). Asir1 bakirin sadece oksidatif strese degil, ayn1 zamanda hepatositlerde anormal protein
birikimi yoluyla endoplazmik retikulum stresine neden oldugu ve WH’da hastaligin
ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir (9). WH hastalarinin karacigerlerinde lipid
peroksidasyonu ve DNA hasart gozlenmistir (105). Tiim bu bulgular, WH etiyolojisinde

oksidatif stresin rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, GSH seviyesini ve ayri ayri redoks ciftlerini (indirgenmis/oksitlenmis
glutatyon, GSH/GSSG ve sistein/sistin, Cys/CySS) 6lgmek igin bir avantaj saglayan tiim
dinamik SH gruplarini belirlememize izin veren dinamik serum tiyol-disiilfit homeostazini
oletiik. Ilag tedavisi alan WH grubunda dogal tiyol diizeylerinde belirgin artis tespit ettik.

Hasta grubumuzun biiyiik ¢ogunlugu bakir selasyonu i¢in D-penisilamin almistir ve bu ilacin
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serbest bir tiyol grubu vardir. Bu, ¢alismamizda goriilen artan dogal tiyol seviyelerine katkida
bulunabilir. Verilerimiz, Gromadzka ve arkadaslarinin (106) yaptigi, bakir ekstratorleri (D-
penisilamin veya ¢inko siilfat) ile tedavi edilen WH hastalarinin, ilag almayan WH hastalarina
gore onemli Ol¢iide daha yiiksek glutatyon seviyelerine sahip oldugunu gosteren ¢alismanin
bulgulari ile benzerdir. Bu c¢alismada ayni zamanda bakir selatorleri tedavi edilen WH
hastalarinin, ilagla tedavi edilmeyen WH hastalarina gére 6nemli dl¢iide daha diisiik bakir
metabolizmasi1 parametrelerine ve daha yiiksek toplam antioksidan potansiyeline sahip oldugu
saptandi, ancak her iki grupta da kontrollere gére serum manganez siiperoksit dismutaz
(MnSOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz ve katalaz aktivitelerinin
azaldig1 izlendi (106). Gromadzka ve arkadaslar1 ayrica, WH hastalarinda bakir selasyon
tedavisinin bakir metabolizmasini etkiledigi ve dogal antioksidan kapasitesini iyilestirdigi,
ancak normallestirmedigi sonucuna varmislardir. Nagasaka ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, Mn-SOD, CuZn-bagimli siiperoksit dismutaz (CuZn-SOD) ve katalazin protein
ekspresyonlarinin ve aktivitelerinin tim WH hastalarinda azaldigi bulunmustur (14).
Ozellikle, mitokondride lokalize olan ve oksidan stresi onleyen Mn-SOD’in azalmis
aktivitesi, hiicre apoptozuna yol agan mitokondriyal hasara neden olabilir. Bu ¢alismada ise
GPx aktivitesi sadece fulminan karaciger yetmezIligi olan WH hastalarinda azalmistir (14).
Bruha ve Kalitanin yaptig1 caligmalarda, WH hastalarinda kontrollere gore glutatyon ve
toplam serum antioksidan kapasitesi (TAC) azalmis ve MDA seviyeleri artmistir (95,107).
Dalgic ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, TAC seviyelerinin kontroller ve WH hastalarinda
benzer oldugu bildirilmistir (108). WH olan hastalar, muhtemelen reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun artmasi nedeniyle, kontrollere kiyasla daha diisiik E vitamini seviyelerine sahiptir
(109-111). Bu, farkli antioksidan seviyelerinin azalmasi (107,111) ve WH'da artan oksidatif
stres (13,15) ile tutarhdir.

Artmis oksidatif stresin WH'nin klinik prezentasyonuna 6nemli 6lgiide katkida bulundugu
one silirilmistir; Bruha ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, diisik TAC diizeyinin WH
hastalarinda norolojik semptomlar ile iliskili oldugu gosterilmistir (95). Kalita ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise, D-penisilamin veya ¢inko tedavilerine C ve E vitamini
eklenmesinin, oksidatif stresi azalttigini ve norolojik bulgu ile birlikte WH'da klinik sonucu
iyilestirdigini bildirilmistir (112). Bu nedenle, azalmis antioksidan enzim aktiviteleri ve artmis

oksidatif stresin, WH'nin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigina inanilmaktadir.

Wilson hastaliginda karaciger fonksiyon testleri yiiksek saptanabilir. En yaygin

prezentasyon sekli serum transaminazlarinin genellikle normalin {ist simirin 2-5 kati1 kadar



33

yiiksek olmasidir (113). Calismamizda, yeni tan1 Wilson hastalarinda, tedavi altinda olan
hasta grubuna kiyasla AST ve GGT seviyeleri daha yiiksek saptandi. WH olan hepatosit
hasar1 AST yiiksekligine sebep olmus olabilir.

Calismamizda, yeni tan1 WH grubundaki hastalarda NO diizeylerinde belirgin bir artis
gozlemledik. WH'da nitrozatif stres ile ilgili yalnizca sinirli sayida yaymlanmis caligma
vardir. Hussain ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada WH vakalarimin %60'imin karacigerde
daha yiiksek bir indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonu gosterdigini bildirmistir, bu da
artan nitrozatif stres kaynagi olarak NO'yu isaret etmektedir (104). WH olan cocuklarda
yapilan bir ¢alismada da artmis NO seviyeleri bulunmustur (108). Ozetle, bu sonuglar WH'da
yiiksek seviyelerde NO fiiretildigini gdstermektedir. inflamatuar mikroortamda, siiperoksit
radikali NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO-) ve diger reaktif nitrojen tiirleri
olusturur (114). Bu radikallerin her biri, lipid peroksidatif hiicresel hasar1 baslatabilir (115).
Son c¢aligmalarda, mitokondri, bakir toksisitesinin potansiyel bir erken hedefi olarak
tamimlanmustir (99). NO tek basina mitokondriyal solunumun gegici olarak engellenmesine
neden olur. Peroksinitrit ayn1 zamanda, mitokondriyal nitrik oksit sentaz (MtNOS)
aktivasyonuna bagli NO olusumu ile birlikte kompleks I siiperoksit yapiminin artmasiyla da
tiretilebilir (116). Peroksinitrit, mitokondriyal gegirgenlik artisina neden olabilir (117).
Bakirin neden oldugu oksidatif stresin, kiiltiirlenmis astrositlerde mitokondriyal gegirgenlik
artisina neden oldugu gosterilmistir (118). Peroksinitrit tirozin rezidiileriyle nitrotirozin
olusturmak {izere etkilesir ve nitrotirozin in vivo peroksinitrit olusumunun gostergesi olarak
yaygin olarak kullanilir (114). WH'da serum 3-NT seviyelerinin anlamli derecede

yiikseldigini ilk kez gosterdik.

Bu ¢alismanin bazi kisitliliklart vardir. Bunlardan biri, yeni tani WH grubundaki hasta
sayisinin nispeten az olmasidir. WH, nadir goriilen, otozomal resesif gecisli bir hastalik
oldugundan ve teshis edilmesi zor oldugundan, ila¢ tedavisi 6ncesi WH grubumuz kiigiiktii.
Bu nedenle, daha genis bir hasta grubunu igeren daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Bu
calismada genetik bir analiz yapmadik. ATP7B geninde 700'den fazla farkli mutasyon
tanimlandigindan (5), WH'da dogrudan molekiiler/genetik tan1 zordur. Dahasi, ATP7B gen
mutasyonlarini fenotipik sunumla iliskilendirme girisimleri biiylik dl¢lide basarisiz olmus ve

arastirmacilart WH'nin heterojen fenotipleri i¢in diger acgiklamalar1 arastirmaya yoneltmistir

(119,120).
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Sonu¢ olarak, ¢alismamizda yiiksek nitrik oksit ve 3-nitrotirozin diizeylerinin WH
patogenezinde rolii olabilecegi saptanmistir. Artmis oksidatif/nitrozatif stres, WH'n
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica, daha fazla tedavi naif Wilson hastasi i¢eren
bir ¢alisma yapilabilirse, bu hastalarda tedavi oncesi ve tedavi sonrasinda nitrik oksit, 3-
nitrotirozin ve plazma tiyol-disiilfit diizeylerinin karsilastirillmasi patogenez ve sebep-sonug

iligkisi agisindan faydali olacaktir.

6. SONUCLAR

Calismaya, 50 WH hastalar1 (bu hastalardan 42’si tedavi altinda olan WH grubuna, 8’1 ise
yeni tan1 WH grubuna dahildi) ve 50 kontrol grubu dahil edilmistir. Kontrol grubundaki
hastalarin yas ortalamasi 28.9+3.3 yil, yeni tan1 WH grubundaki hastalarin yas ortalamasi
27.14£3.8 yil, tedavi altinda olan WH grubundaki hastalarin ise yas ortalamasi 30.8+1.9 yildir.
WH'l1 hastalarda tedavi sonrasi takip siiresi 69.8 + 5.2 aydi. 40 hasta D-penisilamin tedavisi
alirken, bir hasta trientin, bir hasta da ¢inko tedavisi aliyordu. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hasta grubunda ortalama yas, cinsiyet, albiimin, hemoglobin, beyaz kan
hiicreleri, trombosit sayisi, alanin aminotransferaz diizeyi, AST/ALT oran1 ve aclik kan sekeri
diizeyi benzerdir (p>0.05). Serum AST ve GGT enzim seviyeleri, yeni tan1 WH grubunda,
tedavi altinda olan WH grubuna ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak yiiksek
saptanmistir (p<0.001). Serum ALP seviyesi, tedavi altinda olan WH grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak diisiik saptanmustir (p<0.01). 24 saatlik idrar bakir
atilimi, WH gruplarinda kontrollere gore istatistiksel anlamli olarak daha yiliksek saptanmistir
(p<0.001). WH gruplarinda serum seruloplazmin diizeyleri kontrollere gore istatistiksel
acidan anlamli derecede diisikk saptanmistir (p<0.001). Tedavi altinda olan WH grubunda
dogal tiyol diizeylerinde kontrollere kiyasla istatistiksel anlamli olarak artis saptanmistir (p
<0.05). Gruplar arasinda toplam tiyol, disiilfit, disiilfit/dogal tiyol orani, disiilfit/toplam tiyol
orant veya dogal tiyol/toplam tiyol oraninda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Kontrol grubu (p<0.05) ve tedavi altinda olan WH grubu (p<0.001) ile
karsilastirildiginda yeni tant WH grubunda NO diizeylerinde istatistiksel anlamli olarak artis
saptanmistir. Kontrollere kiyasla tedavi altinda olan WH grubunda istatistiksel anlamli olarak
diisiik NO seviyeleri izlenmistir (p<0.01). Serum 3-NT seviyeleri, WH gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olarak yiiksektir (sirasiyla, p<0.05, p<0.01).
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Sonuglarimiz yiiksek nitrik oksit ve 3-nitrotirozin diizeylerinin WH patogenezinde roli
olabilecegini gdstermistir. Artmis oksidatif/nitrozatif stres, WH'nin patofizyolojisinde 6nemli
bir rol oynar. Bizim ¢alismamizda siire kisitliligindan dolay: naif Wilson hasta sayisi fazla
degildi. Daha uzun siireli ¢alisma yapilabilirse, daha ¢ok naif WH bulunabilir ve bu
hastalardan tedavi oncesi ve sonrasinda nitrik oksit, 3-nitrotirozin ve plazma tiyol-disiilfit
diizeylerinin karsilastirilmasi yapilabilir. Ayrica, oksidatif ve nitrozatif stresi azaltmaya
yonelik tedavilerin WH'a etkisi arastirilabilir. Antioksidan tedavi oncesi ve sonrast WH seyri

izlenebilir ve bu tedavinin sistemik tutulum tizerine etkisi arastirilabilir.

Oksidatif/nitrozatif stres diger kronik hepatitler , NASH , otoimmun hepatit gibi diger
kronik karaciger hastaliklarina sebep olan hastaliklarda arastirllip WH ile karsilastirilabilir.
Boylelikle yiiksek nitrik oksit ve 3-nitrotirozin diizeylerinin bu hastaliklarin patogenezinde de

rolii var mi yoksa sadece WH i¢in 6zgiin bir durum olup olmadig: arastirilabilir.
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