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1. GIRIS VE AMAC

Suda ¢oziinebilir temel bir vitamin olan B12 vitamini, baslica mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ve gesitli tiirevleri bulunan bir antioksidan vitamindir. Insan
viicudunda vitamin B12 sentez edilememektedir. Vitamin B12 6zellikle hayvansal
gidalarda, en fazla si@ir karacigeri ve bobreginde bulunur. Diyetle yeterli alim

olmamasi halinde vitamin B12 eksikligi goriiliir (Sibrian-Vazquez et al., 2010).

Vitamin B12 eksikligi, birgok fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Ozellikle
hematolojik ve noropsikotik semptomlar dikkat g¢ekicidir. Cocuklarda, solukluk,
halsizlik, yorgunluk, stomatit, ishal, irritabilite gibi spesifik olmayan klinik bulgular
ile seyredebildigi gibi; ge¢ tan1 konulmus vakalarda agir anemi ile birlikte gelisme
geriligi, mental motor gerilik, ataksi, paresteziler, hiporefleksi, klonus, kazanilmig
motor ve mental fonksiyonlarin (oturma, yiirime, konusma, giilme vs.) kayb,

konviilziyon ve ileri donemde koma goriilebilir (Akcaboy et al., 2015).

Reaktif oksijen molekiilleri (ROS) normal hiicresel metabolizma, hava Kirleticileri
veya sigara dumani gibi ¢evresel faktorlerin bir sonucu olarak canli organizmalar
tarafindan tiretilir. Yiiksek oranda reaktif 6zelligi bulunan ROS, karbonhidrat, niikleik
asit, lipit ve proteinler gibi hiicre yapilarina zarar vererek fonksiyonlarinda
degisiklikler olusturabilir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengede oksidanlar
lehine kaymaya "oksidatif stres" denir (Birben et al., 2012). Oksidan ve antioksidan
durumunun diizenlenmesi, hiicre yasayabilirligi, aktivasyonu, ¢ogalmasi ve organ
fonksiyonu i¢in kritiktir. Aerobik organizmalar, ROS'un zararli etkilerini bloke etmede
genellikle etkili olan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 igeren entegre

antioksidan sistemlerine sahiptir (Birben et al., 2012).

Vitamin B12’nin antioksidan 6zelligi konusunda giiclii deliller bulunmaktadir (van de
Lagemaat, de Groot and van den Heuvel, 2019). Indirekt olarak homosistein diizeyini
diislirerek antioksidan etki gosteren vitamin B12’nin eksikligi ile metilmalonil
koenzim A mutaz enziminin aktivitesi ve metionin sentaz aktivitesi bozulur.

Metilmalonil koenzim A mutaz enziminin aktivitesinin bozulmasi sonucunda serum



metilmalonik asit (MMA) seviyeleri ve idrar MMA atilim1 artar. Metionin sentaz
aktivitesinin kesilmesi de homosistein seviyelerinin yiikselmesine neden olur.
Homosistein ve MMA diizeyleri, vitamin B12 e¢ksikligi siirecinde artmakta olan
belirtegler olup erken tani asamasinda seviyelerinin 6l¢iimii 6nemlidir (Giiney et al.,

2015).

Insan viicudunda gevresel faktorlerin bir sonucu olarak organizma tarafindan iiretilen
reaktif oksijen tiirleri, lipitler, niikleik asitler, proteinler vb. gibi hiicre yapilarina zarar
verirler (Birben et al., 2012). Vitamin B12 eksikliginde, MMA seviyelerinin artisi,
yag asidi sentezi ve katabolizmasini igeren sitrik asit dongiisiinii bozmakta olup ATP
sentezini inhibe eder. ATP sentezinin inhibisyonu reaktif oksidatif tiirlerin artisina
neden olmaktadir (Giiney et al., 2015). Siiperoksit dismutaz ve hidroksil radikalleri
gibi serbest radikaller igeren ROS, organizma igin oldukga toksiktir (Roberts et al.,
2010). Oksidatif stresin, kanser, diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim
dahil olmak iizere bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi iddia edilmektedir.
Homosistein seviyelerinde artis, oksidatif stres ile yakindan iligkilidir (van de
Lagemaat, de Groot and van den Heuvel, 2019). Sibrian-Vazquez M ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada homosisteinin gelismekte olan distilfit baglarini etkileyen reaktif
oksijen tiirleri tireterek oksidatif stresi tetikledigi iddia edilmistir (Sibrian-Vazquez et
al., 2010).

Oksidan durum, molekiiler diizeyde bir¢ok reaksiyondan kaynaklanan ve olumsuz bir
etkiye sahip olan toplam yiik olarak tanimlanabilir. Antioksidan durum ise, oksidan
molekiillere karsilik gelisen koruyucu tepkidir. Toplam oksidan durumu (TOS),
oksidatif taraf lehine oksidatif / antioksidan oranda gelisen bir kaymanin in vivo
belirleyicisi olarak tanimlanirken, total antioksidan kapasitesi (TAC) ise tiim plazma

antioksidan substratlarin1 yansitmaktadir (Giiney et al., 2015).

Antioksidan kapasitenin yeterli olmadig1 durumlarda, ROS’un fizyolojik seviyelerin
tizerine ¢ikmasiyla beraber, sistin rezidiilerinde redoks modifikasyonu olusmaktadir.
Bu redoks reaksiyonunda sistinde bulunan siilfiir atomu okside olarak disiilfite
dontigmektedir. Boylece dinamik tiyol/disiilfit dengesi disiilfit yOniinde yer
degistirmekte ve oksidatif hiicre hasar1 baslamaktadir. Siilthidril (-SH) grubu igeren

tiyoller, ROS'un olumsuz etkilerine kars1 viicutta birgok savunma sistemlerinden birini



olusturur ve siilfiir atomundan okside olarak geri donisiimlii distlfit koprileri
olusturmak i¢in oksidan molekiilleri tarafindan oksitlenen ROS'un ana hedefidir. Bu
bi¢imlendirilmis distilfit kopriileri, tiyol gruplarina indirgenebilir (Guzelcicek et al.,
2019). Dogal tiyol (SH), disiilfit (SS) ve total tiyol (SH + SS) plazma seviyelerini
Olcerek B-talasemi majorlii (B-TM) ¢ocuklarda oksidatif stres durumu arastirilmis olup
SH, SS, SH + SS diizeyleri ve SS / SH oran1 -TM hastalarinda kontrollere gore
belirgin sekilde daha yiiksek bulunmustur (Guzelcicek et al., 2019). Bu ¢alismadaki
serbest demirin oksidan durumu, vitamin B12 eksikliginde ortaya ¢ikan homosisteinin
oksidan durumuna projekte edilebilir. Bunun yani sira Askar ve ark. tarafindan yapilan
calismada vitamin B12 eksikligi anemilerinde oksidatif stres ve nesfatin-I diizeyleri
yiiksek bulundugu bildirilmistir (Askar et al., 2017).

Vitamin B12 eksikliginin, bir solucan olan Caenorhabditis elegans'ta hiicresel H20> ve
NO igerigini 6nemli Ol¢lide arttirdigl ve diisiik molekiillii antioksidan [azaltilmig
glutatyon (GSH) ve L-askorbik asit] seviyelerini ve antioksidan enzimi (sliperoksit
dismutaz ve katalaz) aktivitelerini 6nemli 6lgiide azalttig1 bulundu (Bito et al., 2017).
Bu caligmadaki sonuglar vitamin B12 eksikligi sirasinda olusan hafiza bozuklugunun

kismen oksidatif strese bagli oldugunu géstermistir.

Yukaridaki kanitlar, diisiik vitamin B12’nin hem genel hem de subklinik yetersiz
oldugu bireyler i¢in, normal vitamin B12 statiisiinde olanlara kiyasla artmis pro-
oksidan ve azalmis antioksidan durum ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir.
Oksidan ve antioksidan kapasiteyi ayni anda hassas olarak dlgen yeni bir yontem
olarak tiyol/disiilfit dengesi On plana ¢ikmaya baslamistir. Literatiir tarandiginda,
vitamin B12 eksikligi olan cocuklarin oksidatif stres ve antioksidan kapasitesinin
gostergesi olarak tiyol/disiilfit dengesini aragtiran bir c¢alisma yapilmadigi
saptanmigtir. Bu c¢alisma, vitamin B12 eksikligi olan g¢ocuklardaki tiyol/disiilfit
dengesinin semptom, klinik ve laboratuvar bulgulart ile iligkisini ortaya koymak

amactyla yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. VITAMIN B12 VE EKSIKLIiGIi

Vitaminler, metabolizmanin devami i¢in az miktarlarda bulunmasi esansiyel olan ve
insan viicudu tarafindan genel olarak sentez edilemeyen, birbirinden kimyasal olarak
farkli organik maddelerdir. Vitamin B12, suda eriyen vitaminler grubundadir ve
kobalamin olarak da adlandirilir. Hayvansal {iriinlerden elde edilen gidalarda bulunur.
Endojen formlari, kobalamin ve plazma aktif fraksiyonunu olusturan
holotranskobalamindir. Siyanokobalamin (kimyasal sentez ile siyanid grubu eklenmis
form) ve hidroksikobalamin tedavide kullanilan takviye formlaridir (Devalia,
Hamilton and Molloy, 2014).

Vitamin B12 eksikligi prevalansi, eksiklik tanimi igin kullanilan esik degere gore farkl
poplilasyonlar arasinda degisiklik gdsterir. Hollanda’da 2016 yilinda genel
popiilasyondan 3324 anemisi olan hastanin degerlendirildigi bir calismada, 46 (%1,4)
kiside vitamin B12 eksikligi tespit edilmistir (Stouten et al., 2016). Infant ve
cocuklarda ise vitamin B12 eksikligi nadiren ortaya ¢ikar. Ulkemizden Balc1 ve
arkadaslarinin 12-18 yas araliginda 1120 ¢ocuk ile bildirdikleri bir ¢aligmada, kombine
demir eksikligi ve vitamin B12 eksikligi anemisi sikligi %2,3 olarak saptanmistir
(Balci et al., 2012). Vitamin B12 eksikligi olan emziren annelerin bebeklerinde
eksiklik geligebilir, bu durum fark edilmez ve tedavisiz birakilir ise gelisme geriligi

veya kalici1 norolojik hasar gelismesi ile sonuglanabilir (Honzik et al., 2010).

Vitamin B12 eksikligi olan bireylerin ¢ogunda baska vitaminlerin de eksikligine sebep
olabilecek klinik durumlar mevcuttur. Bazi olgularda, bu durum biliniyor iken, bazi
olgularda ise vitamin B12 eksikligi tanis1 konduktan sonra altta yatan durumun tanisi
konulur. Vitamin B12 eksikligine sebep olan durumlar; azalmis alim, azalmis emilim,
otoimmiin hastaliklar, vitamin B12 emilimi veya stabilitesini bozan ilaglar ve nadir
genetik hastaliklar bagliklart altinda siralanabilir (Green, 2017). Eksiklige sebep olan

klinik durumlar tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Vitamin B12 eksikligi sebepleri

Gastrik Intrinsik faktor veya paryetal hiicrelere karsi otoantikor varlig
bozukluklar (Orn; Pernisydz anemi)

Gastrektomi/bariyatrik cerrahi

Gastrit

Otoimmiin metaplastik atrofik gastrit

Ince bagirsak Malabsorbsiyon sendromu
hastaliklar Ileal rezeksiyon veya bypass
Inflamatuvar barsak hastaliklar
Colyak hastaligi
Bakteriyel asirt cogalma
Kor loop sendromu

Dibothriocephalus latus (balik serit kurdu)

Pankreatit Pankreatik yetmezlik
Diyet Vitamin B12 eksikligi olan annenin emzirdigi infant
Kat1 vegan diyet

Gebelikte vejetaryen diyet

Emilimi  bloke Neomisin

eden veya Biguanidler (Orn; metformin)

bozan ajanlar ~ Proton pompa inhibitorleri (Orn; omeprazol)
Histamin 2 reseptdr antagonistleri (Orn; simetidin)
Nitroz oksid (N20) gazi, anestezi veya uyusturucu amacl

Kahtimsal

transkobalamin

IT eksikligi

2.1.1. Vitamin B12 Eksikliginin Klinik Bulgular

Vitamin B12 eksikliginin klasik bulgulart makrositik anemi ile iliskili bulgular, Kirli

sar1 cilt (anemi ve sarilifin etkisi ile) ve degisken norolojik bozukluklardir. Bu



bulgular hastalarin daha ileri evrelerde bulgu verdigi 20. ylizyilin baslarinda daha
yaygin goriilmekte iken, giinimiizde de yeterli kaynaklara sahip olmayan tilkelerde
yasayan bireylerde karsimiza ¢ikabilmektedir. Tam kan sayimi gibi tetkiklerin daha
yaygin kullanilmasi ile hastalara daha erken donemde tan1 konmakta ve klasik bulgular

artik daha nadir ortaya ¢ikmaktadir (Devalia, Hamilton and Molloy, 2014).

Anemiye bagli semptomlar; eksikligin siddetine, hemoglobin seviyesine ve kiginin
genel saglik durumuna gore degiskenlik gosterir. Hastalarin ¢ogunda yorgunluk,
irritabilite ve kognitif fonksiyonlarda azalma gibi en azindan bir kismi1 anemiye
atfedilebilecek nonspesifik semptomlar vardir. Kemik iligindeki eritrositlerin onciil
hiicreleri ¢ok hizli boliindiikleri i¢in, vitamin B12 eksikligi ile niikleik asit sentezinde
olusacak bozulmalara olduk¢a duyarhidir. Gogiis agris1 ve nefes darligr gibi doku
hipoksisi ve organ iskemisine sekonder gelisebilecek semptomlar, ciddi anemisi olan
veya halihazirda iskemik kalp hastaligi1 olan bireylerde izlenebilir. Ancak, vitamin B12
eksikligi genellikle yavas yavas gelistigi i¢in, kompansatuar mekanizmalarin devreye
girmesiyle doku hipoksisine bagli semptomlar daha hafif bir sekilde karsimiza
¢ikmaktadir. Ciddi anemisi olanlarda cilt soluk izlenebilir. Hemolize sekonder ikter
gelisen olgularda limon renginde cilt goériiniimii ortaya c¢ikabilir (Green, 2017).
Vitamin B12 eksikligi, infant ve kii¢iik ¢ocuklarda olduk¢a nadirdir, ancak eksiklik
gelisenlerde biiyiime gecikmesi veya geriligi, beslenme problemleri, hipotoni,

irritabilite, tremor veya konvulziyona sebep olabilir (Honzik et al., 2010).

Vitamin B12 eksikliginin en onemli gastrointestinal semptomu glossittir (agri,
siskinlik, hassasiyet ve dil {izerindeki papillalarin kaybi). Gastrointestinal sistem
hiicreleri hizli boliindigi ig¢in niikleik asit sentezindeki bozulmalara diger organ
sistemlerine gore daha hassastir ve daha erken donemde bu belirtiler ortaya ¢ikabilir.
Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) veya ¢olyak hastaligi gibi B12 eksikligine sebep
olan klinik durumlarin gastrointestinal semptomlari da izlenebilir (Devalia, Hamilton

and Molloy, 2014).

Vitamin B12 eksikliginde en yaygin goriilen norolojik bulgular; simetrik parestezi
veya his kayb1 ve yiiriiylis problemleridir. Noropati, tipik olarak simetriktir ve ayaklar
kollardan daha sik etkilenir. Klasik nérolojik bulgu, demiyelinizasyona sekonder

spinal kordun dorsal ve lateral kolonlarinin (beyaz cevher) subakut kombine



dejenerasyonudur. Bu durumun neticesinde ilerleyici kuvvet kaybi, ataksi, spastisite
ve paraplejiye ilerleyebilen parestezi gelisebilir. Biitiin olgularda gelismese bile bu
bulgularin varligi tan1 agisindan faydali olabilir (Stabler, 2013). Depresyon ve duygu
durum degisiklikleri, irritabilite, insomnia, kognitif yavaslama, unutkanlik, demans,
psikoz, optik atrofiye bagli gorme bozuklugu ve huzursuz bacak sendromu gibi diger

norolojik bulgular da gelisebilir (Mohamed et al., 2020).

Cilt hiperpigmentasyonu, artmis osteoporoz riski (mekanizma tam olarak
bilinmemektedir) ve pernisydz anemisi olanlarda artmis gastrik kanser riski vitamin
B12 eksikliginde ortaya ¢ikabilecek diger bulgulardir (Merriman et al., 2010)(Green
and Datta Mitra, 2017).

2.1.2. Vitamin B12 Eksikliginin Tanisal Degerlendirmesi

Diyetsel eksikliklerin yaygin bir problem teskil etmedigi iilkelerde asagidaki
bulgulardan bir veya daha fazlasi olanlarda vitamin B12 eksikliginden

stiphelenilmelidir (Stabler, 2013):

e Aciklanamayan anemi, makrositoz (MCV>100 fL), pansitopeni veya
hipersegmente notrofil

e Aciklanamayan norolojik veya psikiyatrik semptomlar

e Siki vegan diyet veya emilimi bozan klinik durumlar

e Tiroidit veya vitiligo gibi bazi otoimmiin hastaliklar veya kronik metformin
kullanimi

e Agnli dil, anoreksi veya ishal gibi gastrointestinal semptomlar

Vitamin B12 eksikliginden siiphelenilen bireylerde tibbi 6ykii alirken; ¢olyak veya
IBH gibi iliskili hastaliklar agisindan ge¢miste alinmis olan tanilar, bariyatrik, gastrik
veya intestinal cerrahi Oykiisii, azalmis diyetsel alim (vegan veya vejetaryen diyet),
alkol kullanimi (bagimsiz olarak makrositik anemiye veya beslenme bozukluguna
sebep olabilir) ve noérolojik veya psikiyatrik semptomlarin varligi sorgulanmalidir
(Mohamed et al., 2020)(Stabler, 2013).



Fizik muayenede, gastrointestinal ve dermatolojik bulgulara dikkat edilmelidir.
Mental durum ve santral veya periferal noropati ile iliskili durumlar (vibrasyon,
propriosepsiyon veya hafif dokunma duyusunda bozulma, ataksi, kuvvet kaybi)

acisindan ayrintili bir nérolojik muayene yapilmahidir (Stabler, 2013).

Vitamin B12 eksikligi acisindan toplumun rutin olarak degerlendirilmesi konusu
tartismalidir. Ancak, bu taramanin sonuglar iyilestirdigi veya maliyet etkin oldugu
konusunda kanit yoktur. Mevcut durumda, eksiklik ile iliskili belirti ve bulgular1 olan
bireylere test yapilmasi Onerilmektedir (Herrmann and Obeid, 2012)(Devalia,
Hamilton and Molloy, 2014).

Laboratuvar incelemeye, genel olarak tam kan sayimi1 ve periferik yayma ile baslanir.
Anemi, makrositik eritrositler veya makro-ovalositoz, hafif 16kopeni ve/veya
trombositopeni, diisiik retikiilosit sayis1 ve periferik yaymada hipersegmente nétrofil
varlig1 (notrofillerin >%5’inde 5 ve daha fazla lob bulunmasi veya >%1’inde 6 ve
daha fazla lob bulunmasi) bulgularindan en az biri tespit edilebilir. Makrositoz ve
notrofillerin hipersegmentasyonu anemiden once gelisir ve izole bulgu olarak da
karsimiza ¢ikabilir. Tam kan sayiminda, MCV degerinin >115 fL olmas1 B12 eksikligi
acisindan oldukga spesifiktir. Ancak, MCV’nin normal olmas1 B12 eksikligi tanisin
diglatmaz. Hemolizin eslik ettigi durumlarda serum LDH diizeyleri yiiksek bulunabilir
(Devalia, Hamilton and Molloy, 2014). Serum vitamin B12 diizeyi bir¢ok merkezde
kemiluminesans yontemi ile dl¢iilmektedir ve bu yontemin semptomatik hastalarda
sensitivitesi yaklasik %95, spesifitesi ise %80 civarindadir (Oberley and Yang, 2013).
Serum vitamin B12 diizeyleri agsagidaki gibi yorumlanir (Stabler, 2013):

e >300 pg/mL (>221 pmol/mL) — normal

e 200-300 pg/mL (148-221 pmol/mL) — sinirda; eksiklik olabilir, ek testler
yapmak faydali olur

e <200 pg/mL (148 pmol/mL) — diisiik; eksiklik ile uyumlu, ek testler taniy1

kesinlestirmek ve olas1 sebepleri ortaya koymak i¢in uygun olur

Vitamin B12 diizeyi eksikligi tanisi kesin ise tedaviye baslanir ve altta yatan sebep

varlig1 arastirilir. Bunun sonucuna goére replasman yontemi ve siiresi belirlenir

(Devalia, Hamilton and Molloy, 2014).



Otomatize testlerin performansit ve farkli laboratuvarlarin kullandiklar1 metodlar
arasindaki uyum acisindan dikkat edilmesi gereken hususlar vardir. Bu sebeple
sonucun sinirda oldugu olgularda veya laboratuvar sonucunun klinik ile uyumlu
olmadig1 durumlarda ek testlere gerek vardir. Ornegin, bir calismada ayaktan izlenen
456 bireyin haftalar boyunca oOl¢iilen vitamin BI12 diizeylerinde %23’liik bir
dalgalanma tespit edilmistir. Bireylerin beste birinde bu degiskenlik 100 pg/mL’nin
iistiinde bildirilmistir (Solomon, 2005). Bazi klinik durumlarda (multiple myeloma,
HIV enfeksiyonu, gebelik, oral kontraseptif kullanimi ve difenilhidantoin kullanimi
gibi) yalanci diisiik vitamin B12 diizeyleri karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumlara genel
olarak vitamin B12 baglayan protein {iretimindeki azalmalarin sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin, vitamin B12 diizeyi diisiik (45-199 pg/mL) 50 gebe kadin
ile yapilan bir ¢alismada, MMA ve homosisteine yonelik metabolit testleri ile vitamin
B12 arasinda korelasyon bulunmamistir (Morkbak et al., 2007). Bazi klinik durumlar
(okkiilt malignite, miyeloproliferatif neoplazi, alkolik karaciger hastaligi, bobrek
hastalig1, nitroz oksit maruziyeti ve bazi metabolik hastaliklar) ise hastada eksiklik
olmasina ragmen yalanci yiiksek veya normal sonuglara sebep olmaktadir (Green,

2017).

Vitamin B12 eksikligi tanisinda kullanilan ek testler MMA ve homosistein 6lgtimiidiir
ve bu testler genellikle ilk vitamin B12 6l¢iimii sinirda veya tutarsiz ise kullanilir.
Homosistein ve MMA 6l¢timlerinde laboratuvar ve kit spesifik esik degerler kullanilir.
Genel olarak serum MMA i¢in 70-270 nmol/L ve homosistein i¢in 5-15 mikromol/mL
referans araliklar1 kullanilir. Sonuglar su sekilde yorumlanir (Devalia, Hamilton and
Molloy, 2014):

e MMA ve homosistein normal - vitamin B12 eksikligi yok
e MMA ve homosistein artmis - vitamin B12 eksikligi var
e MMA normal, homosistein artmis - vitamin B12 eksikligi yok, folat eksikligi

olabilir

Vitamin B12, mitokondride gergeklesen ve metilmalonil-CoA mutaz tarafindan
katalize edilen metilmalonil-CoA’nin suksinil-CoA’ya doniistiigii reaksiyonda
kofaktor olarak gorev alir ve eksikliginde MMA diizeyi artar (Oberley and Yang,
2013) (Sekil 1). Renal yetmezligi olanlarda vitamin B12 eksikligi olmadan da MMA
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diizeyleri artmis bulunabilir. Boyle durumlarda, otoantikor testi veya parenteral B12
tedavisine klinik yanit degerlendirilmesi yapilabilir (Devalia, Hamilton and Molloy,
2014).

Pirinler \ - K
’ Metiyonin s SAM N B-oksidasyon
» R Proten
™ Kolin DNMT Propiyonil CoA
Folat MS DNA
Déngiisii . BHMT I.\'IelllaS\on Metilasyonuj CPT1
5,10 CH, THF @ D R-CH, MMA-CoA
R_— SAH '
' Homosistein
primidinler > CHo- THE
Serin —
Slstatxon Siloain:
T ranssiilfirasyon Suks","‘ o
Yolag:
Slstem a- ketobumar
Hiicre Sitoplazmasi
Mitokondri

(Temel and Ozerol, 2002)

Sekil 1. Vitamin B12’nin homosistein ve MMA metabolizmasindaki rolleri (BHMT:
Betain-homosistein S-metiltransferaz, CBS: Sistatiyonin B sentaz, CPT1: Karnitin
palmitoiltransferaz, DGM: Dimetilglisin, DNMT: DNA metiltransferaz, MCM:
Metilmalaonil-CoA mutaz, MMA-CoA: Metilmalonil CoA, MTHFR: Metilentetrahidrofolat
rediiktaz, MS: Metiyonin sentaz, PLP: Pridoksal 5-fosfat, SAH: S-adenozil homosistein,
SAM: S-adenozil metiyonin, TCA: Trikarboksilik asit, THF: Tetrahidrofolat)

Homosistein ve MMA diizeylerinde 6nemli dalgalanmalar olabilir ve beklenmedik
sekilde normal veya anormal seviyeler tekrar edilmelidir. Asagida siralanan klinik
durumlarda vitamin B12 ve folat eksikligi olmadan MMA diizeylerinde degisiklikler
tespit edilebilir (Solomon, 2005)(Devalia, Hamilton and Molloy, 2014);

e Renal yetmezlik (MMA artar)
e Metilmalonik asidemi (asidiiri) (MMA artar)

o Herediter homosisteinemi (homosistein artar)
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e Antibiyotik tedavisi (MMA diiser, intestinal flora degisikligine sekonder

MMA ’nin 6nciisii olan propionik asit azalir)

Boyle durumlarda, pernisiy6z anemi agisindan otoantikor testi veya vitamin tedavisine

hematolojik yanit degerlendirmesi yapmak gerekebilir.

2.2. VITAMIN B12°NiN FiZYOLOJiK GOREVLERI

Vitamin B12 temel olarak; niikleik asit sentezinde, hematopoezde ve sinir sisteminde
gorev almaktadir. Vitamin B12 eksikliginde DNA sentezi bozulur, bunun sonucunda
hiicre siklusunda DNA sentezi (S) fazinda duraklama, DNA replikasyon hatalari
ve/veya apoptoz gelisir (Green, 2017). Vitamin B12, 5-metiltetrahidrofolatin, tek
karbon donérii olarak tetrahidrofolata (THF) doniismesi isleminde kofaktor olarak
gorev alir. Tetrahidrofolat olusumu, homosisteinin metionine doniisiimii islemi igin
gereklidir. Sonrasinda ise THF, folatin 10-formil-THF ve metilen-THF gibi karbon
donoérii olan formlarina dondsiir (Friso et al., 2017). Vitamin B12’nin olmadigi
durumlarda folat, 5-metil-THF formunda kalir. Ek olarak, Vitamin B12’nin olmamasi
tek karbon donorii olan S-adenozilmetionin yapiminda gerekli olan metionin
eksikligine sebep olur. Tek karbon metabolizmasi, DNA sentezinde bir¢ok reaksiyon
icin gereklidir. Piirin sentezinde, 10-formil-THF iki metil grubu verir. Pirimidin
sentezinde, 5,10-metilen-THF bir metil grubu vererek deoksiiiridin monofosfatin
deoksitimidin monofosfata doniismesini saglar (Sekil 2). Tekrarlayan DNA sentez
siklus defektleri sonucunda, DNA sarmalinda kirilmalar ve fragmantasyon gelisir.
Sentez (S) fazinda, stoplazmik maturasyona gore olusan gecikmeler niikleer-
sitoplazmik dissenkroni olarak adlandirilir ve bu durum kemik iliginde gelisen
megaloblastik degisikliklerin temelini olusturur. Apoptotik hiicrelerin 6lmesi ise
inefektif eritropoezin temelini olusturur. S-adenozilmetioninin, S-
adenozilhomosisteine doniismesi sirasinda olusan metil gruplari, DNA metilasyonu
(metil gruplarmin DNA veya DNA baglayan proteinlere eklenmesi ile gen
ekspresyonunun artmasi veya azalmasina sebep olabilen epigenetik modifikasyon) ve
lipid ile miyelin bazik proteinlerin metilasyonunda (néronal fonksiyonlarda gorev alir)

da kullanilir (Friso et al., 2017) (Green, 2017).
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(Sonmezisik, 2009)

Sekil 2. Vitamin B12 ve folat metabolizmasindaki kesisme noktalar1 (TH4—Folat:
Tetrahidrofolat)

Hematopoetik oncii hiicreler, insan viicudunda en hizli boliinen hiicreler arasindadir
ve vitamin B12 eksikligi sonucu gelisecek DNA sentez bozukluklarina kars1 en hassas
hiicre gruplarindandir. Bu eksiklik sonucunda temel olarak megaloblastik degisiklikler
ve inefektif eritropoez gelisir. Kemik iliginde, megaloblastik degisiklikler olarak
sitoplazma olgunlagmasi ile uyumsuz sekilde olgunlasmamis veya morfolojik olarak
anormal niikleuslar, dev metamyelositler ve artmis mitotik figiirler ortaya ¢ikabilir.
Bunlarin neticesinde, izole anemi ve/veya diger sitopeniler gelisebilir. Periferik
yaymada, makrositik eritrositler ve hipersegmente nétrofiller klasik bulgular olarak

karsimiza ¢ikar (Green, 2017).
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2.3. OKSIDATIF STRES VE VITAMIN B12

Oksidatif stres, ROS gibi pro-oksidan bilesenlerin antioksidan tamponlama kapasiteyi
asmas1 durumunda gelisen tablo olarak tanimlanir (Pisoschi and Pop, 2015). Okarydtik
hiicreler, siirekli olarak endojen antioksidanlar araciligiyla serbest radikalleri
baskilamaya ve gidermeye c¢alisir. Sigara, enfeksiyonlar, bazi kimyasallar ve ilaglar
oksidatif stres gelismesine katkida bulunan baslica ¢evresel faktorlerdir. Selenyum,
vitamin C, vitamin E, flavonoidler ve biiyiik olasilikla vitamin B12 gibi ekzojen
antioksidanlar oksidatif stresin azaltilmasina yardimci olmaktadir (van de Lagemaat,
de Groot and van den Heuvel, 2019).

Oksidatif stres gelistiginde artan ROS, ilk olarak inflamasyonu ve es zamanli sitokin
tiretimini tetikler. Bu durumun kendisi de ROS {iretimini kolaylastirir (Di Meo et al.,
2016). Inflamasyon, normal sartlarda doku iyilesmesine katkida bulunur. Ancak,
gerekli olandan daha uzun siirer ise yikici etkilere sebep olabilir. Diisiik diizey
inflamasyonun, Alzheimer ve Parkinson gibi yas ile iliskili hastaliklarda nedensel bir
faktdr oldugu diisiiniilmektedir (Michaud et al., 2013). Ikincil olarak, ROS molekiilleri
karbonhidrat, lipid ve DNA modifikasyonu ile fonksiyonel bilesenlere ve dokulara
dogrudan hasar verebilir (van de Lagemaat, de Groot and van den Heuvel, 2019).

Vitamin B12’nin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
Ornegin, in vitro olarak insan aort endotel hiicrelerinde fizyolojik dozlarda
siyanokobalamin tedavisi ile sitozol ve mitokondride siiperoksit diizeylerinde diisme
gosterilmistir. Ancak, bu sonuca ulagsmanin etki mekanizmasi tartismalidir (Moreira,
Brasch and Yun, 2011). N6ronal hiicrelerin incelendigi in vivo deneylerde, bu bulgular
teyit edilmistir. In vivo olarak Long-Evan ratlarinda yapilan ¢alismada, B12 tedavisi
ile retinal ganglion hiicrelerde siiperoksit patlamalarin anlamli diizeyde azalmasi ve
hiicre sag kalimin uzamasi ile benzer sonuglar bildirilmistir. Yazarlar, enzimatik
olarak islenmis B12 nin dogrudan siiperoksit toplayicisi (¢opgiisii) olarak davrandiginm
iddia etmislerdir (Chan et al., 2018). Vitamin B12, glutatyon diizeylerinin korunmasini
saglayarak ROS molekiillerinin temizlenmesine dolayl olarak katkida bulunmaktadir

(Karamshetty et al., 2016).
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Vitamin B12, B6 ve folat; homosistein metabolizmasinda 6énemli kofaktorlerdir ve
subklinik vitamin B12 eksikligi intraseliiler homosistein birikmesine katkida bulunur
(Green et al., 2017). Homosistein, baslica oto-oksidasyon ile H>O; tiretimini artirmak
ve diger bir¢ok farkli mekanizma iizerinde ROS birikmesine sebep olmaktadir (Tyagi

et al., 2005).

Son olarak, vitamin B12 eksikligi sonucunda tarif edilen mekanizmalar ile oksidatif
stres gelismesi, vitamin  BI12’nin  hiicreye almmasimi1 ve kullanilmasini
bozabilmektedir. Bu teori, ileri glikasyon son tiriinler (AGE) ile iliskilendirilmektedir.
Bu iiriinlerin oksidatif strese ve hiicresel vitamin B12 aliminin bozulmasina sebep
oldugu one siiriilmiistiir (Obeid, Shannan and Herrmann, 2011). Oksidatif stresin
kendisi de AGE olusumuna katkida bulunmaktadir. Vitamin B12 eksikliginin oksidatif
strese sebep olmasi, oksidatif stresin de AGE {izerinden hiicresel B12 alimini bozmasi
ile B12 eksikliginin derinlestigi bir pozitif feed-back dongiisii gelisebilmektedir
(Obeid, Shannan and Herrmann, 2011)(Frijhoff et al., 2015). Oksidatif stres
tablosunda subklinik/klinik vitamin B12 eksikliginin olasi rolleri sekil 3’te

Ozetlenmistir.
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/ \ / peroksidasyonu s

SubklinikB12 w Oksidatif

eksikligi
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(van de Lagemaat, de Groot and van den Heuvel, 2019)

Sekil 3. Vitamin B12 eksikliginin oksidatif stres ile iligkisi
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2.4. TiYOL DiSULFIT DENGESI

Tiyoller, karbon atomuna siilfiir (S) ve hidrojen (H) atomunun baglanmasi ile olusan
siilfidril (-SH) grubu igeren organik bilesiklerdir. Civaya baglanabilme 6zelliginden
otlirii merkaptanlar olarak da isimlendirilir. Bu molekiiller, oksidatif strese olduk¢a
duyarlidir ve insan viicudundaki en Onemli antioksidanlardan biri olarak kabul
edilmektedir (Sen and Packer, 2000). Albiimin tiyoller, protein tiyoller ve az miktarda
sistein, sisteinilglisin, glutatyon, homosistein ve gama-glutamil sisteinin yer aldig
diisiik molekiil agirlikli tiyoller plazma tiyol havuzunu olusturur (Turell, Radi and
Alvarez, 2013). Fizyolojik aerobik metabolizma sonucu organizmada olusan ROS
molekiilleri, fazla elektronlarin1 tiyol igeren bilesiklere aktararak disiilfit baglari
olusturur ve onlar1 oksitler. Sistinde bulunan siilfiir atomu okside olarak disiilfite (-S-
S) doniismektedir. Oksidan-antioksidan dengenin saglanmast ile olusan distilfit baglari
tekrar tiyollere indirgenebilir. Diger bir ifade ile: Tiyol disiilfit dengesi dinamik bir
yapiya sahiptir (Jones and Liang, 2009). Tiyol disiilfit dengesi basta antioksidan
korumanin saglanmasi olmak {izere, detoksifikasyon mekanizmalarinda, sinyal
iletiminde, apoptozda, enzimatik aktivitelerin, transkripsiyon faktorlerinin ve hiicre
sinyal mekanizmalarinin diizenlenmesinde onemli role sahiptir (Biswas, Chida and

Rahman, 2006).

Son yillarda gelistirilen biyokimyasal yontemler ile her iki degisken (nativ tiyol ve
distilfit) diizeyi ayr1 ayr1 ve toplamsal (total tiyol=nativ tiyol + disiilfit) olarak
Olglilebilmekte, hem bireysel hem de biitiinsel (tiyol/disiilfit orani) olarak

degerlendirilebilmektedir (Erel and Neselioglu, 2014).

Son donemlerde, bir¢ok hastalikta tiyol/disiilfit homeostazisinin énemini arastiran
caligmalar bildirilmistir. Bu dengenin klinik uygulamadaki roliiniin arastirildigi bir
derlemede 35 ¢alisma degerlendirilmis ve tiyol/disiilfit dengesinin viicuttaki koruyucu
etkisi oldugu ve birgok hastalikta tanisal belirteg olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Erenler and Yardan, 2017). Genel popiilasyonda, tiyol/disiilfit dengesindeki
bozulmanin diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, kanser, romatoid artrit, kronik bobrek
hastaligl, edinilmis immiin yetmezlik sendromu, Parkinson hastali§i, Alzheimer
hastalig1, Friedreich ataksisi, multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz ve karaciger

hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde de rol aldigin1 gosteren ¢ok sayida
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calisma bulunmaktadir (Erenler and Yardan, 2017). Pediatrik yas grubunda ise
tiyol/disiilfit dengesinin polikistik over hastaligi (Ozler et al., 2016), akut
tonsillofarenjit (Kara et al., 2017), obezite (Elmas et al., 2017), atopik dermatit (Uysal
et al., 2018), epilepsi (Halil et al., 2019), hipotiroidi (Ugaktiirk et al., 2018), baz1
metabolik hastaliklar (Zubarioglu et al., 2017), hipertansiyon (Cakici et al., 2018),
kafa travmasi (Giden et al., 2018), juvenil idiopatik artrit (Altinel Acoglu et al., 2018),
febril nobet (Kurt et al., 2018), akut bobrek hasar1 (Ayar et al., 2018), nefrotik sendrom
(Yazilitas et al., 2019), Kawasaki hastalig1 (Kaman et al., 2019) ve sepsis (Ayar et al.,
2019) gibi farkli hastaliklardaki roli aragtirilmistir. Dinamik tiyol/disiilfit dengesinin
degerlendirilmesi, ¢esitli normal veya anormal biyokimyasal siirecler ile ilgili degerli
bilgiler saglayabilir (Erel and Neselioglu, 2014). Ancak, yaptigimiz uluslararasi
literatiir taramasinda, pediyatrik yas grubunda vitamin B12 eksikliginde tiyol/distilfit
dengesinin arastirildigi bir ¢alisma bulunamamistir. Bu ¢alismayla, vitamin B12
eksikligi olan ¢ocuklarda oksidan-antioksidan dengesinin tiyol/disiilfit sistemi

tizerinden degerlendirilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTALARIN SECIMIi

Calisma; Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim

Dal1 Polikliniklerinde Temmuz 2018-Temmuz 2019 tarihleri arasinda yapilmustir.

Calismaya, vitamin B12 eksikligi nedeni ile bagvuru yapmis, yas1 0-18 yil aras1 olan

ve homosistein tetkiki yapilmis 61 hasta dahil edilmistir. Benzer yas ve cinsiyette

vitamin B12 eksikligi olmayan 62 c¢ocuk kontrol grubu olarak alinmistir. Tim

hastalardan ve yas gruplarina gore gerek duyulanlarin yakinlarindan iyi klinik

uygulamalar (IKU) kapsaminda aydinlatilmis onam alinmistir.

Katihmcilarin ¢ahismaya dahil edilme kriterleri:

o 0o k~ w

Vitamin B12 eksikligi (200 ng/L altinda) saptanmasi

Hemodinamik olarak stabil, sok tablosunda olmayan ve inotrop-vazopressor
destegi gerektirmeyen veya uygulanmayan hastalar

Caligmaya katilmay1 kabul edenler

Kronik hastaligi bulunmayanlar

Stirekli ila¢ kullanimi olmayanlar

Fizik muayene ve semptomlarinda enfeksiyon bulgusu olmayan hastalar

Katilmcilar i¢in ¢calismadan dislanma Kriterleri:

Caligmaya katilmay1 kabul etmeyenler
Hemodinamik instabilitesi bulunan, sok tablosunda ve inotrop-vazopressor
destegi gereken veya uygulananlar

Vitamin B12 iizerine etki edecek ila¢ kullanmasi
G6PD eksikligi olmasi

Kronik hastalig1 olmast

Siirekli ila¢ kullanim dykiisli olmasi
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3.2. NUMUNELERIN TOPLANMASI VE LABORATUVAR CALISMASI

Hastalardan vitamin B12 (N: 200-883 ng/L) analizi i¢in antikoagiilan i¢ermeyen
tiiplerde gelen numunelerin pihtilagma siireci tamamlandiktan sonra vendz kan
numuneleri rutin isleyis icinde 1500 g de 10 dk santrifiij edildi. Segilen 6rneklerin
hemolizli ve lipemik olmamasina dikkat edildi. Vitamin B12 diizeyi Abbott Architect
I 2000 SR (Abbott Laboratories Abbott Park IL, 60064, USA) cihazinda

kemiliiminesans yontemle ol¢iildii.

Homosistein (N: 5-12 pumol/L) diizeyi Immulite otoanalizatoriinde enzyme-linked
chemiluminescent immunosorbent assay yontemi (2000 Siemens, Healthcare

Diagnostics, Almanya) ile analiz edilmistir.

Tam kan sayimi; otomatik analizor (Celldyn 3400; Abbott Diagnostics, Chicago, I11)

kullanilarak numunenin alinmasindan itibaren 1 saat igerisinde calisilmustir.

Idrarda MMA diizeyi ise Agilent GC-MS Spektrometresi (Agilent. Technologies.
ABD.) cihazinda GC (Gaz Kromatografi) ve MS’nin (Kiitle Spektrometresi)
kombinasyonu olan GC/MS yontemiyle analiz edildi. Elde edilen sonuglar standartlara

uymadig i¢in analiz dis1 birakildi.

Vaka ve kontrol grubundan tiyol/disiilfit 6l¢timii igin sar1 kapakli diiz tiipe vendz kan
ornegi alindi. Kan ornekleri en ge¢ 15 dk icinde santrifiij edildikten sonra ayrilan
serum -80°C’de ¢aligma giiniine kadar saklandi. Serum tiyol/disiilfit diizeyi yeni
gelistirilen otomatik 6l¢iim metodu ile otomatik klinik kimyasal analiz (Roche, cobas
501, Mannheim, Germany) cihazi ile 6l¢iildii. Basit (nativ) tiyol diizeyi (—-SH) ve total
tiyol (-SH+-S-S-) diizeyleri direkt 6lglildii. Bu 6lgiimlerden —S—-S— (disiilfit=total
tiyol-nativ tiyol/2), -S—S—/-SH (disiilfit/nativ tiyol), —-S—S—/~SH+-S—-S— (disiilfit/total
tiyol) ve —SH/-SH+-S-S— (nativ tiyol/total tiyol) diizeyleri hesaplandi.
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3.3. NUMUNELERIN iIMHASI

Kan numuneleri 9 Ekim 2013 tarihli Resmi Gazete Sayi: 28790 MADDE 29 — (1)
T1bbi laboratuvara ait tibbi atiklarin yonetimi, 25 Agustos 2011 tarihli Resmi Gazete
Say1: 28036 MADDE 33 — (1) Laboratuvara ait tibbi atiklar ile ilgili islemler,
22/7/2005 tarihli ve 25883 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tibbi Atiklarin
Kontrolii Yonetmeligine uygun olarak, tibbi atik seklinde bertaraf edildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sayisal degiskenlerin normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelendi. Normal dagilim gosteren sayisal degiskenler ortalama + standart sapma,
normal dagilim gostermeyen Sayisal degiskenler medyan (minimum-maksimum)
seklinde, kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde ile ifade edildi. Bagimsiz gruplarin
sayisal degiskenleri karsilastirilirken; normal dagilim gosterenlerde Student t testi,
normal dagilim gostermeyenlerde Mann Whitney U testi kullanildi. Bagimsiz gruplar
aras1 kategorik verilerin karsilastirilmasi i¢in Chi-Square testi veya Fischer’s Exact
testi kullanildi. Siirekli sayisal degiskenlerin birbirleri arasinda anlamli korelasyon
olup olmadig1 Pearson ve Spearman’in sira sayilari korelasyon analizleri ile, lineer
iligkileri ise lineer regresyon analizi kullanilarak yapilmistir. Sayisal degiskenlerin
hastalik tanisinda optimum kesme degerleri, duyarhilik ve seciciliklerinin
belirlenmesinde ROC analizi yapilmistir. Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 21.0. (IBM Corp. Armonk, NY: USA. Released 2012) paket
programi kullanilarak yapilmistir. Tiim analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Caligmaya, 61 vitamin B12 eksikligi olan hasta ve 62 saglikli kontrol olmak tizere
toplam 123 ¢ocuk dahil edildi. Vaka grubunun 44’1 (%72,1) kiz, 17°s1 (%27,9) erkekti
ve yas medyan degeri 14,3 (0,4-17,8) yil olarak hesaplandi. Kontrol grubunun ise 37’si
(%59,7) kiz, 25’1 (%40,3) erkekti ve yas medyan degeri 14,1 (1,8-17,9) yil olarak
hesaplandi. ki grup arasinda cinsiyet dagilim1 ve yas agisindan anlamli fark bulunmadi

(swrasiyla, p=0,145 ve p=0,905) (Tablo 2).

Tablo 2. Calisma gruplarinin demografik ve klinik verilerinin karsilagtirilmasi

Parametre Vaka (n=61) Kontrol (n=62) P
n (%) n (%)
o Kiz 44 (72,1) 37 (59,7)
Cinsiyet 0,1452
Erkek 17 (27,9) 25 (40,3)
Yas (y1l) 14,3 (0,4-17,8) 14,1 (1,8-17,9) 0,905°

3. Chi-Square testi, ®: Mann-Whitney U testi

Vitamin  B12 eksikligi olan ¢ocuklar basvuru semptomlari agisindan
degerlendirildiginde en sik semptomlar bas agrist (%16,3), istahsizlik (%13,1) ve
unutkanliktt (%11,4). On dort (%22,9) hastanin vitamin B12 eksikligi agisindan
herhangi bir semptomu yoktu, rutin taramada eksiklik tespit edildi (Tablo 3). Vaka

gurubunda vitamin B12 eksikligi ile uyumlu fizik muayene bulgusu yoktu.
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Tablo 3. Vaka grubunun bagvuru semptomlarinin dagilimi

Parametre n (%)
Bas agris1 10 (%16,3)
Istahsizhik 8 (%13,1)
Rutin taramada saptanan 14 (%22,9)
Unutkanhk 7 (%11,4)
Halsizlik 5 (%8,1)
Bas donmesi 6 (%9,8)
Fazla kilo 4 (%6,5)
Yorgunluk 3 (%4,9)
Uyusma 2 (%3,2)
Terleme 1 (%1,6)
Konusmama 1 (%1,6)

2 (13

Calisma gruplari; beslenme 6zellikleri acisindan “sadece hayvansal gida”, “sadece
bitkisel gida”, “hayvansal ve bitkisel gida birlikte” ve “higbiri” seklinde kategorize
edilerek karsilastirildi. Vaka ve kontrol grubu arasinda beslenme 6zellikleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,691) (Tablo 4).

Tablo 4. Calisma gruplarinin beslenme 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Parametre Vaka (n=61) Kontrol (n=62) p
n (%) n (%)
Sadece hayvansal 4 (6,6) 8 (12,9)
Sadece bitkisel 7 (11,5) 7(11,3)
0,6912
Hayvansal ve bitkisel 44 (72,1) 42 (67,7)
Hicbiri 6 (9,8) 5(8,1)

& Chi-Square testi
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Vaka grubundaki g¢ocuklarin 14’tinde (%24,7) anemi, 2’sinde (%3,2) lokopeni

mevcuttu ve trombositopenisi olan ¢ocuk yoktu.

Calisma gruplarinin laboratuvar parametreleri karsilastirildiginda, vaka grubunda
kontrol grubuna gore serum vitamin B12 diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiik bulundu (p<0,001) (Tablo 5).

Homosistein (p=0,944), nativ tiyol (p=0,877), total tiyol (p=0,935), disiilfit (p=0,451),
disiilfit/nativ tiyol orani (p=0,511), disiilfit/total tiyol orani (p=0,514) ve nativ
tiyol/total tiyol orani (p=0,514) agisindan vaka ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 5).

Tablo 5. Calisma gruplarinin B12 ve tiyol/disiilfit parametrelerinin karsilastiriimasi

Parametre Vaka (n=61) Kontrol (n=62) p

Vitamin B12 (ng/L) 179 (98-199) 298 (201-965) <0,0012
Homosistein (umol/L) 11,2 (0,08-64,3) 12 (4,5-26,6) 0,9442
Nativ tiyol (umol/L) 391,2+44,8 390+41,3 0,877°
Total tiyol (umol/L) 430,8+46,1 430,1+42,4 0,935°
Disiilfit (umol/L) 19,8+1,8 20,1+2,1 0,451°
Disiilfit/Nativ tiyol 5,1+0,6 5,2+0,6 0,511°
Disiilfit/Total tiyol 4,6+0,5 4,7+0,5 0,514°
Nativ tiyol/Total tiyol 90,7+1,1 90,6+1,1 0,514°

2 Mann-Whitney U testi, b- Student t testi, veriler ortalama+standart sapma ve medyan

min-max olarak verilmistir.

Serum folat (p=0,703) ve ferritin (p=0,814) diizeyleri agisindan vaka ve kontrol

gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 6).
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Tablo 6. Caligsma gruplarinin folat ve ferritin sonuglarinin karsilagtirilmasi

Parametre Vaka (n=61) Kontrol (n=62) p
Folat (ng/L) 7,4 (3-18,8) 6,6 (3,4-19,4) 0,703?
Ferritin (ng/L) 20 (1-103) 18,2 (1-85,3) 0,814%

& Mann-Whitney U testi, veriler medyan min-max olarak verilmistir.

Vaka ve kontrol gruplar1 arasinda hemoglobin (Hgb) (p=0,361), ortalama eritrosit
hacmi (MCV) (p=0,174), trombosit (p=0,803), beyaz kan hiicresi (WBC) (p=0,719)
ve notrofil (p=0,647) diizeyleri acisindan anlamli fark saptanmadi. Kirmizi kiire
dagilim genisligi (RDW) degeri, vaka grubunda anlamh diizeyde daha diisiik bulundu
(p=0,048) (Tablo 7).

Tablo 7. Calisma gruplariin hemogram sonuglarinin karsilastirilmasi

Parametre Vaka (n=61) Kontrol (n=62) p

Hgb (g/dL) 12,5+1,2 12,8+1,5 0,361°
MCV (fL) 84,1+6,1 82,5+6,4 0,1742
RDW (%) 15,1 (12,6-21,1) 15,7 (12,1-25,6) 0,048
Trombosit (/mm?) 285,4+65.,4 288,3+58,6 0,8032
WBC (/mm3) 7065 (3770-13200) 7130 (3390-13100) 0,719°
Notrofil (/mm?3) 3805 (2010-7740) 3540 (1640-9260) 0,647°

3 Student t testi, ®: Mann-Whitney U testi, veriler ortalama+standart sapma ve medyan

(min-max) olarak verilmistir.

Vaka grubunun vitamin B12 diizeyi, homosistein diizeyi ve yas degerleri ile

tiyol/disiilfit dengesi parametreleri arasindaki korelasyon analizi yapildi.

Vitamin B12 diizeyi ile nativ tiyol (r=0,233, p=0,070), total tiyol (r=0,224, p=0,082),
distilfit (r=0,139, p=0,287), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,057, p=0,664), disiilfit/total tiyol
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(r=-0,057, p=0,664), nativ tiyol/total tiyol (r=0,057, p=0,664) degerleri arasinda

anlamli korelasyon saptanmadi (Tablo 8).

Homosistein diizeyi ile nativ tiyol (r=-0,075, p=0,566), total tiyol (r=-0,074, p=0,573),
distlfit (r=-0,120, p=0,355), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,011, p=0,933), disiilfit/total tiyol
(r=-0,011, p=0,933), nativ tiyol/total tiyol (r=0,011, p=0,933) degerleri arasinda

anlamli korelasyon saptanmadi (Tablo 8).

Yas degeri ile nativ tiyol (r=0,283, p=0,027) ve total tiyol (r=0,280, p=0,029) diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi. Yas degeri ile disiilfit
(r=0,002, p=0,986), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,233, p=0,071), disiilfit/total tiyol (r=-
0,233, p=0,071), nativ tiyol/total tiyol (r=0,233, p=0,071) degerleri arasinda anlamli
korelasyon saptanmadi (Tablo 8).

Tablo 8. Vaka grubunda vitamin B12, homosistein ve yas degerleri ile tiyol/distilfit

dengesi parametreleri arasinda korelasyon analizi

Vitamin B12 Homosistein Yas (y1l)
Parametre (ng/L) (umol/L)
r p r p r p
Nativ tiyol (umol/L) 0,233 0,070 -0,075 05566 0,283 0,027
Total tiyol (umol/L) 0,224 0,082 -0,074 0573 0,280 0,029

Disiilfit (umol/L) 0,139 0,287 -0,120 0,355 0,002 0,986
Disiilfit/Nativ tiyol -0,057 0,664 -0,011 0933 -0,233 0,071
Disiilfit/Total tiyol -0,067 0,664 -0,011 0933 -0,233 0,071

Nativ tiyol /Total tiyol 0,057 0,664 0011 0933 0,233 0,071

Spearman korelasyon analizi yapilmigtir.

Vaka grubunda folat ve ferritin ile nativ tiyol, total tiyol, distilfit, disiilfit/nativ tiyol,

disiilfit/total tiyol, nativ tiyol/total tiyol arasinda korelasyon analizi yapildi (Tablo 9).

Folat ile nativ tiyol (r=-0,214, p=0,264), total tiyol (r=-0,251, p=0,189), disiilfit (r=-
0,283, p=0,136), distilfit/nativ tiyol (r=-0,008, p=0,968), disiilfit/total tiyol (r=-0,008,
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p=0,968), nativ tiyol /total tiyol (r=0,008, p=0,968) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Ferritin ile nativ tiyol (r=-0,146, p=0,356), total tiyol (r=-0,181, p=0,251), disiilfit (r=-
0,221, p=0,159), disiilfit/nativ tiyol (r=0,016, p=0,918), disiilfit/total tiyol (r=0,016,
p=0,918), nativ tiyol/total tiyol (r=-0,016, p=0,918) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Tablo 9. Vaka grubunda folat ve ferritin degerleri ile tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri arasinda korelasyon analizi

p Folat (ng/L) Ferritin (ng/L)
r Y r Y
Nativ tiyol (umol/L) -0,214 0,264 -0,146 0,356
Total tiyol (umol/L) -0,251 0,189 -0,181 0,251
Disiilfit (umol/L) -0,283 0,136 -0,221 0,159
Disiilfit/Nativ tiyol -0,008 0,968 0,016 0,918
Disiilfit/Total tiyol -0,008 0,968 0,016 0,918
Nativ tiyol/Total tiyol 0,008 0,968 -0,016 0,918

Spearman korelasyon analizi yapilmigtir.

Vaka grubunda hemogram parametreleri ile tiyol/disiilfit parametreleri arasinda

korelasyon analizi yapildi (Tablo 10).

Hemoglobin ile nativ tiyol (r=0,194, p=0,145), total tiyol (r=0,185, p=0,164), disiilfit
(r=-0,047, p=0,726), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,234, p=0,077), disiilfit/total tiyol (r=-
0,232, p=0,080), nativ tiyol/total tiyol (r=0,232, p=0,080) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

MCYV ile nativ tiyol (r=0,148, p=0,267), total tiyol (r=0,156, p=0,241), disiilfit
(r=0,138, p=0,303), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,065, p=0,628), disiilfit/total tiyol (r=-
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0,060, p=0,655), nativ tiyol/total tiyol (r=0,060, p=0,655) degerleri arasinda anlaml

korelasyon saptanmadi.

RDW ile nativ tiyol (r=-0,161, p=0,226), total tiyol (r=-0,178 p=0,181), disiilfit (r=-
0,204, p=0,124), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,011, p=0,936), disiilfit/total tiyol (r=-0,011,
p=0,936), nativ tiyol/total tiyol (r=0,011, p=0,936) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Trombosit sayisi ile disiilfit/nativ tiyol (r=0,316, p=0,016) ve disiilfit/total tiyol
(r=0,314, p=0,017) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon,
nativ tiyol/total tiyol (r=-0,314, p=0,017) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
negatif korelasyon saptanirken, nativ tiyol (r=-0,253, p=0,056), total tiyol (r=-0,239,
p=0,071) ve disilfit (r=0,092, p=0,490) degerleri arasinda anlamli korelasyon

saptanmadi.

WBC ile disiilfit/nativ tiyol (r=0,263, p=0,046) ve disiilfit/total tiyol (r=0,263,
p=0,046) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon, nativ
tiyol/total tiyol (r=-0,263, p=0,046) degerleri arasinda anlamli negatif korelasyon
saptanirken, nativ tiyol (r=-0,179, p=0,179), total tiyol (r=-0,151, p=0,259) ve disiilfit

(r=0,204, p=0,124) degerleri arasinda anlamli korelasyon saptanmadi.

Notrofil sayist ile nativ tiyol (r=-0,207, p=0,119), total tiyol (r=-0,186, p=0,161),
distlfit (r=0,109, p=0,414), disilfit/nativ tiyol (r=0,211, p=0,112), disiilfit/total tiyol
(r=0,211, p=0,112) ve nativ tiyol/total tiyol (r=-0,211, p=0,112) degerleri arasinda

anlamli korelasyon saptanmadi.
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Tablo 10. Vaka grubunda hemogram parametreleri ile tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri arasinda korelasyon analizi

Parametre Nativ tiyol ~ Total tiyol  Disiilfit Disiilfit/ Disiilfit/ Nativ tiyol/
(umol/L) (umol/L) (umol/L) Nativ tiyol ~ Total tiyol  Total tiyol

re 0.194 0.185 -0.047 -0.234 -0.232 0.232

Hgb (g/dL)
0.145 0164 0726 0077 0080  0.080
ra 0148 0156  0.138  -0.065 -0.060  0.060

MCV (fL)
0267 0241 0303 0628 0655  0.655
rb 0161 -0.178  -0204  -0.011  -0.011  0.011

RDW (%)

0226 0181 0124 0936 0936  0.936
Trombosit r2  -0253  -0.239 0092 0316 0314  -0.314
(/mm?) p 005 0071 0490 0016 0017 0017
WBC b -0179 -0151 0204 0263 0263  -0.263
(/mm?) p 0179 0259 0124 0046 0046  0.046
Notrofil  r® -0207 -0.186 0109 0211 0211  -0.211
(/mm?) p 0119 0161 0414 0112 0112  0.112

a: Pearson korelasyon,  : Spearman korelasyon analizi yapilmustir.

Kontrol grubunun vitamin B12 diizeyi, homosistein diizeyi ve yas degerleri ile

tiyol/distilfit dengesi parametreleri arasindaki korelasyon analizi yapildi.

Vitamin B12 diizeyi ile nativ tiyol (r=-0,137, p=0,287), total tiyol (r=-0,161, p=0,212),
disiilfit (r=-0,079, p=0,543), disiilfit/nativ tiyol (r=0,050, p=0,699), disiilfit/total tiyol
(r=0,049, p=0,703), nativ tiyol/total tiyol (r=-0,049, p=0,703) degerleri arasinda

anlaml1 korelasyon saptanmadi (Tablo 11).

Homosistein diizeyi ile nativ tiyol (r=-0,002, p=0,985), total tiyol (r=0,009, p=0,943),
disiilfit (r=-0,064, p=0,621), distilfit/nativ tiyol (r=-0,058, p=0,653), disiilfit/total tiyol
(r=-0,058, p=0,653), nativ tiyol/total tiyol (r=0,058, p=0,653) degerleri arasinda

anlaml1 korelasyon saptanmadi (Tablo 11).
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Yas degeri ile nativ tiyol (r=0,234, p=0,067), total tiyol (r=0,235, p=0,065), disiilfit
(r=-0,04 1, p=0,750), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,191, p=0,138), disiilfit/total tiyol (r=-
0,190, p=0,139), nativ tiyol/total tiyol (r=0,190, p=0,139) degerleri arasinda anlamli
korelasyon saptanmadi (Tablo 11).

Tablo 11. Kontrol grubunda vitamin B12, homosistein ve yas degerleri ile

tiyol/disiilfit dengesi parametreleri arasinda korelasyon analizi

Vitamin B12 Homosistein Yas (y1l)
Parametre (ng/L) (umol/L)
r p r p r p
Nativ tiyol (umol/L) -0,137 0,287 -0,002 0,985 0,234 0,067
Total tiyol (umol/L) -0,161 0,212 0,009 0,943 0,235 0,065

Disiilfit (umol/L) -0,079 0,543 -0,064 0621 -0,041 0,750
Disiilfit/Nativ tiyol 0,060 0699 -0,058 0,653 -0,191 0,138
Disiilfit/Total tiyol 0,049 0,703 -0,068 0,653 -0,190 0,139

Nativ tiyol /Total tiyol ~ -0,049 0,703 0,058 0,653 0,190 0,139

Spearman korelasyon analizi yapilmistir.

Kontrol grubunda folat ve ferritin ile nativ tiyol, total tiyol, distilfit, disiilfit/nativ tiyol,

disiilfit/total tiyol, nativ tiyol/total tiyol arasinda analizler yapildi (Tablo 12).

Folat ile nativ tiyol (r=-0,361, p=0,028) ve total tiyol (r=-0,368, p=0,025) degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptanirken, disiilfit (r=-0,137,
p=0,420), disiilfit/nativ tiyol (r=0,103, p=0,546), disiilfit/total tiyol (r=0,103,
p=0,543), nativ tiyol /total tiyol (r=-0,103, p=0,543) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Ferritin ile nativ tiyol (r=0,138, p=0,334), total tiyol (r=0,158, p=0,268), disiilfit
(r=0,109, p=0,447), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,047, p=0,745), disiilfit/total tiyol (r=-
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0,047, p=0,741), nativ tiyol/total tiyol (r=0,047, p=0,741) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Tablo 12. Kontrol grubunda folat ve ferritin degerleri ile tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri arasinda korelasyon analizi

Parametre Folat (ug/L) Ferritin (ng/L)
r p r p
Nativ tiyol (umol/L) -0,361 0,028 0,138 0,334
Total tiyol (umol/L) -0,368 0,025 0,158 0,268
Disiilfit (umol/L) -0,137 0,420 0,109 0,447
Disiilfit/Nativ tiyol 0,103 0,546 -0,047 0,745
Disiilfit/Total tiyol 0,103 0,543 -0,047 0,741
Nativ tiyol/Total tiyol -0,103 0,543 0,047 0,741

Spearman korelasyon analizi yapilmigtir.

Kontrol grubunda hemogram parametreleri ile tiyol/disiilfit parametreleri arasinda

analizler yapildi (Tablo 13).

Hemoglobin ile nativ tiyol (r=0,342 p=0,008) ve total tiyol (r=0,343, p=0,008)
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon saptanirken, disiilfit
(r=0,089, p=0,502), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,223, p=0,090), disiilfit/total tiyol (r=-
0,221, p=0,093), nativ tiyol/total tiyol (r=0,221, p=0,093) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

MCYV ile nativ tiyol (r=0,158, p=0,233), total tiyol (r=0,162, p=0,220), disiilfit
(r=0,082, p=0,539), disiilfit/nativ tiyol (r=-0,066, p=0,620), disiilfit/total tiyol (r=-
0,066, p=0,621), nativ tiyol/total tiyol (r=0,066, p=0,621) degerleri arasinda anlaml

korelasyon saptanmadi.

29



RDW ile nativ tiyol (r=-0,058, p=0,663), total tiyol (r=-0,047 p=0,721), disiilfit
(r=0,143, p=0,279), distlfit/nativ tiyol (r=0,191, p=0,148), disiilfit/total tiyol (r=0,190,
p=0,149), nativ tiyol/total tiyol (r=-0,190, p=0,149) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Trombosit sayisi ile disiilfit/nativ tiyol (r=0,257, p=0,049) ve disiilfit/total tiyol
(r=0,256, p=0,050) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon,
nativ tiyol/total tiyol (r=-0,256, p=0,050) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
negatif korelasyon saptanirken, nativ tiyol (r=-0,070, p=0,598), total tiyol (r=-0,044,
p=0,743) ve disilfit (r=0,233, p=0,075) degerleri arasinda anlamli korelasyon

saptanmadi.

WBC ile nativ tiyol (r=-0,171, p=0,195), total tiyol (r=-0,172, p=0,194), disiilfit
(r=0,023, p=0,862), disiilfit/nativ tiyol (r=0,074, p=0,576), disiilfit/total tiyol (r=0,073,
p=0,581), nativ tiyol/total tiyol (r=-0,073, p=0,581) degerleri arasinda anlamli

korelasyon saptanmadi.

Notrofil sayisi ile nativ tiyol (r=-0,027, p=0,839), total tiyol (r=-0,030, p=0,821),
disiilfit (r=0,076, p=0,565), disiilfit/nativ tiyol (r=0,036, p=0,784), disiilfit/total tiyol
(r=0,035, p=0,790) ve nativ tiyol/total tiyol (r=-0,035, p=0,790) degerleri arasinda

anlamli korelasyon saptanmadi.
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Tablo 13. Kontrol grubunda hemogram parametreleri ile tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri arasinda korelasyon analizi

Parametre Nativ tiyol Total tiyol  Disiilfit Disiilfit/ Disiilfit/ Nativ tiyol/

(umol/L) (umol/L) (nmol/L) Nativ tiyol ~ Total tiyol  Total tiyol
re. 0.342 0.343 0.089 -0.223 -0.221 0.221

Hgb (g/dL)
0.008 0.008 0.502 0.090 0.093 0.093
re. 0.158 0.162 0.082 -0.066 -0.066 0.066

MCV (fL)
0.233 0.220 0.539 0.620 0.621 0.621
r°  -0.058 -0.047  0.143 0.191 0.190 -0.190

RDW (%)

0.663 0.721 0.279 0.148 0.149 0.149
Trombosit r2  -0.070 -0.044 0.233 0.257 0.256 -0.256
(/mm?) p 0.598 0.743 0.075 0.049 0.050 0.050
WBC re -0.171 -0.172 0.023 0.074 0.073 -0.073
(/mm?) p 0.195 0.194 0.862 0.576 0.581 .0581
Notrofil re - -0.027 -0.030 0.076 0.036 0.035 -0.035
(/mm?3) p 0.839 0.821 0.565 0.784 0.790 0.790

a: Pearson korelasyon,  : Spearman korelasyon analizi yapilmustir.

Cok degiskenli istatistiksel analizlerde vitamin B12 eksikligi ile iliskili olan veya
iligkili olabilecegi diisiiniilen olas1 tiim degigkenler aday risk faktorleri olarak dogrusal

regresyon modeline dahil edildi.

Coklu dogrusal regresyon analizinde vitamin B12 diizeyleri tizerine total tiyol, disiilfit,
WBC, hemoglobin, trombosit sayisi, MCV, RDW ve homosistein bagimsiz
degiskenlerinin etkilerinin bulunmadigi saptandi (p>0,05) (Tablo 14).

31



Tablo 14. Vaka grubunda vitamin B12 diizeyleri iizerine bagimsiz degiskenlerin ¢oklu

dogrusal regresyon analizi sonuglari

Calisma Grubu B %95 Giiven Arahgi T p
Alt Stmir Ust Simir

Total tiyol (umol/L) 0,085 -0,081 0,251 1,034 0,306
Disiilfit (umol/L) 1,474 -2,471 5,419 0,751 0,456
WBC (/mm?) -0,003 -0,006 0,001 -1,566 0,124
Hgb (g/dL) 0,636 -5,560 6,832 0,206 0,837
Trombosit (/mm?) -4,147 0,000 0,000 -0,764 0,449
MCV (fL) 0,550 -1,020 2,120 0,703 0,485
RDW (%) -0,12 -5,316 5,292 -0,005 0,996
Homosistein (umol/L) -0,275 -0,919 0,370 -0,857 0,396

B: Regresyon katsayisi

Backward eliminasyon uygulanmistir.

Coklu dogrusal regresyon analizinde homaosistein diizeyleri lizerine nativ tiyol, disiilfit

ve nativ tiyol/total tiyol bagimsiz degiskenlerinin etkilerinin bulunmadigi saptandi

(p>0,05) (Tablo 15).

Tablo 15. Vaka grubunda homosistein diizeyleri tizerine bagimsiz degiskenlerin ¢oklu

dogrusal regresyon analizi sonuglari

Calisma Grubu B %95 Giiven Arahgi T p
Alt Stmir Ust Simir

Nativ tiyol (umol/L) -0,274 -0,770 0,223 -1,104 0,274

Disiilfit (umol/L) 4,413 -4-824 13,650 0,957 0,343

Nativ tiyol/Total tiyol 11,813 -10,239 33,864 1,073 0,288

B: Regresyon katsayisi

Backward eliminasyon uygulanmistir.

32



Vitamin B12 eksikligi tanisi i¢in tiyol/disiilfit dengesi parametreleri ve homosisteinin
optimum kesme degeri, duyarlilik ve 6zgiillikklerini saptamak amaciyla ROC analizi

yapildi.

Nativ tiyol i¢in optimum kesme degeri 391 umol/L olarak alindiginda vitamin B12
eksikligi tanisinda %50,8 duyarlilik ve %46,8 6zgiilliige sahip oldugu saptand (Sekil
4).

ROC Curve EAA:0,508 (%95CI 0,405-0,611)
| 0=0,879
& 0,54
2 i~
I I 1I-Speciﬁcill:y I I

Sekil 4. Vitamin B12 eksikligi tanisinda nativ tiyol i¢cin ROC egrisi

Total tiyol i¢in optimum kesme degeri 431 pmol/L olarak alindiginda vitamin B12
eksikligi tanisinda %50,8 duyarlilik ve %46,8 6zgiilliige sahip oldugu saptand1 (Sekil
5).
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ROC Curve

EAA:0,502 (%95CI 0,399-0,605)
p=0,964

0,84

i=1
=]
1

Sensitivity

=1
N
1

0,24
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1 - Specificity

Sekil 5. Vitamin B12 eksikligi tanisinda total tiyol i¢in ROC egrisi

Disiilfit icin optimum kesme degeri 19 olarak alindiginda vitamin B12 eksikligi

tanisinda %55,7 duyarlilik ve %43,5 6zgiillige sahip oldugu saptandi (Sekil 6).

ROC Curve EAA:0,465 (%95ClI 0,363-0,568)
| p=0,504

0,81
E 0,61
@ 0,4

0,2

U'GD 0 02 0.4 06 08 10

1 - Specificity

Sekil 6. Vitamin B12 eksikligi tanisinda disiilfit icin ROC egrisi
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Disiilfit/nativ tiyol orani i¢in optimum kesme degeri 5,2 olarak alindiginda vitamin
B12 eksikligi tanisinda %47,5 duyarlilik ve %51,6 6zgiilliige sahip oldugu saptandi
(Sekil 7).

ROC Curve EAA:0,465 (%95CI 0,362-0,567)
p=0,499

0,5

7

o
]
1

Sensitivity

o
T
1

0,24

0,0 T T T T
0o 02 04 06 08 10

1 - Specificity
Sekil 7. Vitamin B12 eksikligi tanisinda disiilfit/nativ tiyol oran1 icin ROC egrisi

Disiilfit/total tiyol orani i¢in optimum kesme degeri 4,7 olarak alindiginda vitamin B12
eksikligi tanisinda %47,5 duyarlilik ve %51,6 6zgiilliige sahip oldugu saptand (Sekil
8).
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ROC Curve EAA:0,465 (%95ClI 0,362-0,567)
p=0,498
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Sekil 8. Vitamin B12 eksikligi tanisinda distilfit/total tiyol orani i¢in ROC egrisi

Nativ tiyol/total tiyol orani i¢in optimum kesme degeri 91 olarak alindiginda vitamin
B12 eksikligi tanisinda %50,8 duyarlilik ve %59,7 6zgiilliige sahip oldugu saptandi
(Sekil 9).

ROC Curve EAA:0,535 (%95CI 0,433-0,638)
| 0=0,499
%_ 0,6
| | 1I- Speciﬁcill:y | |

Sekil 9. Vitamin B12 eksikligi tanisinda nativ tiyol/total tiyol orani i¢cin ROC egrisi
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Homosistein i¢in optimum kesme degeri 11,2 pmol/L olarak alindiginda vitamin B12

eksikligi tanisinda %49,2 duyarlilik ve %45,2 6zgiillige sahip oldugu saptand (Sekil

10).
ROC Curve
1,0
0,8
2 057
2
k=
w
=
@
N
0,24
0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificity

EAA:0,504 (%95CI 0,401-0,607)
p=0,944

Sekil 10. Vitamin B12 eksikligi tanisinda homosistein i¢in ROC egrisi
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5. TARTISMA

Vitamin B12, hiicresel metabolizmalarda rolii olan ve insanlar tarafindan sentez
edilemedigi icin disaridan diyet ile alinmasi gereken suda eriyen bir vitamindir
(Shipton and Thachil, 2015). Vitamin B12 eksikligi genel olarak hematolojik
(pansistopeni), norolojik (simetrik parestezi ve subakut kombine dejenerasyon) ve
gastrointestinal (glossit) bulgular ile seyreder (Stabler, 2013). infant ve ¢ocuklarda;
biliylime ve gelismede gecikme veya gerileme, beslenme giigliikleri, hipotoni, letarji,
hiperirritabilite, konviilziyon, tremor, miyokloni, mikrosefali gibi klinik problemlere
sebep olabilir (Stabler, 2013). Klasik belirtilerin izlendigi eksiklik tablosu nadiren
ortaya ¢ikar. Ancak, agikar belirtilerin olmadig1 diisiik veya siirda vitamin B12
diizeyi, hayvansal gida tiiketiminin kisith oldugu toplumlarda daha yaygin bir
durumdur (Green, 2017). Ekonomik nedenlerle kirmizi et tiikketiminin az oldugu
iilkemizin gilinliikk pediatri pratiginde her giin yiiz yiize kaldigimiz vitamin B12
eksikligini, yol acabilecegi morbiditeler nedeniyle dikkat edilmesi gereken
problemlerden biri oldugunu degerlendirdik. Hem belirgin hem de subklinik vitamin
B12 eksikliginin, normal vitamin B12 statiisiinde olanlara kiyasla artmis pro-oksidan
ve azalmig antioksidan durum ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (van de

Lagemaat, de Groot and van den Heuvel, 2019).

Cocuklarda vitamin B12 eksikligi konusunda, diinya genelinde az sayida genis ¢aplh
prevalans c¢alismalart bildirilmistir. ABD-Ulusal Beslenme ve Saglik Arastirmasi
(NHANES) c¢alismasinda  1999-2004  yillar1  arasinda 12,612  kisinin
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada alt limit 200 pmol/L kabul edildiginde vitamin B12
eksikligi sikligr %10,6 (kadin %12, erkek %9,1) olarak saptandigi bildirilmistir
(Bailey et al., 2011). Ulkemizde ise daha ¢ok il bazinda az sayida ¢ocugun dahil
edildigi lokal ¢calismalar mevcuttur. Sanlurfa ilinde 9-12 yaglar1 arasinda 203 ¢ocukta
yapilan ¢aligmada, vitamin B12 eksikligi prevalansinin %10,8 oldugu bildirilmistir
(Koc et al., 2012). Izmir ilinde 1-5 yas aras1 404 ¢ocugun dahil edildigi ¢alismada,
vitamin B12 eksikligi siklig1 %23,3 (K/E: 0,88) oldugu bildirilmistir (Aydogdu Colak
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etal., 2012). Erzurum ilinde malniitrisyonu olan 102 ¢ocugun dahil edildigi ¢alismada,
vitamin B12 eksikligi sikligit %7,9 olarak bildirilmistir (Peker, 2010). Ancak
¢alismamizin prevalans ¢alismasi olmamasi nedeni ile sonuglarimiza goére cinsiyet ile
ilgili yorum yapilamamistir. Aydogdu Colak ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise,
1-5 yas aras1 404 ¢ocukta vitamin B12 eksikligi prevalansi kizlarda %22,4, erkeklerde
%22,6 olarak her iki cinsiyette de benzer oranda bildirilmektedir. Yazarlar bu sonucu
literatiir ile uyumlu olarak degerlendirmistir (Aydogdu Colak et al., 2012).
Calismamizda vaka grubunun %72,1°1 kiz, %27,9’u erkek idi.

Vitamin B12, santral sinir sistemi de dahil olmak iizere viicuttaki birgok sistem i¢in
esansiyel vitaminlerden biridir. Vitamin B12 eksikliginde parestezi, bulanik gérme,
bas donmesi, vibrasyon duyusunda bozulma, hafiza problemleri ve bas agrisi gibi
birgok norolojik bulgu izlenebilir. Serin ve Arslan tarafindan yapilan 9 ay-17 yas
araliginda vitamin B12 eksikligi ve norolojik semptomu olan 38 ¢cocugun dahil edildigi
calismada, ¢ocuklarin 11’inde (%28,9) bas agrisi sikayeti oldugu bildirilmistir (Serin
and Arslan, 2019). Baska bir ¢aligmada vitamin B12 seviyesi ile gerilim tipi bas
agris1 arasinda bir iliski oldugu bulunmustur. Calik ve ark. tarafindan gerilim tipi bas
agrist olan 75 ¢ocuk hasta ile 49 saglikli kontrolii karsilastirdiklar1 ¢alismada, hasta
grubunun vitamin B12 diizeyi anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,003). Hasta
grubunda vitamin B12 eksikligi siklig1 (%24), kontrol grubundan (%8) anlamli
diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,021) (Calik et al., 2018). Akgaboy ve ark.
tarafindan siit ¢gocuklugu doneminde vitamin B12 eksikligi olan hastalarin dahil
edildigi calismada en sik goriilen semptomlar, solukluk (%25), istahsizlik
(%20), gelisim geriligi (%15) ve yorgunluk (%210) iken; bulgular, enfeksiyonlar (%30)
ve hipotoni (%25) olarak bildirilmistir. Akg¢aboy ve arkadaglarmin yaptigi bu
caligmada hastalarin %25’ inde norolojik belirti ve semptomlar bildirilmistir (Akcaboy
et al., 2015). Calismamizda hasta grubumuzdaki ¢ocuklarin %16,3’{inlin hastaneye
bagvuru semptomu bas agrist oldugu bulunmustur. Sonuglarimizin, Serin ve
Arslan’nin yaptig1 calismanin sonuglariyla benzer oldugu saptanmistir. Ayrica
Akcaboy ve ark. tarafindan yapilan ¢alismaya benzer sekilde hastaneye basvuru

semptomlarindan olan istahsizlik, calismamizda %13,1 oraninda saptanmistir.
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Diisiik gelir diizeyine sahip iilkelerde vitamin B12 eksikligi biiyiik oranda vitamin
B12’den zengin hayvansal gidalarin az tiiketilmesi ve muhtemelen gastrointestinal
enfeksiyonlar ile iliskilidir (Green et al., 2017). Gelir diizeyi yiiksek olan gelismis
tilkelerde ise, vitamin B12 eksikligi agisindan major risk faktorii otoimmiin bir hastalik
olan pernisy6z anemidir. Pernisiydz anemi prevalansi Avrupa iilkelerinde yaklagik
%4’tiir ve sikligr yas ile birlikte artmaktadir (Chan, Low and Lee, 2016). Bir atrofik
gastrit formu olan pernisydz anemide, otoimmiin olarak gastrik paryetal hiicreler
parcalanir. Boylelikle intrinsik faktor {iretimi yapilamaz ve vitamin B12’nin emilimi
azalir. Tanisinda kullanilan intrinsik faktore karst olusmus antikorlarin tespiti %95-
100 spesifite, %50-60 sensitiviteye sahiptir (Sukumar and Saravanan, 2019). Bizim
calismamizda, vitamin B12 eksikligi tanist1 konulan cocuklarin yaklasik %80’
hayvansal gida tiiketmekteydi ve beslenme oOzellikleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Vaka grubumuzdaki eksikligin
diyet ile alim yetersizliginden ziyade vitamin B12‘nin emilim bozukluguna bagl
olabilecegi diisiiniildii. Ancak, ¢alismamizda intrinsik faktor antikorlar1 veya Schilling
testi yapilmadigi icin hastalar1 emilim problemi ve pernisydz anemi ac¢isindan

degerlendiremedik.

Vitamin B12 eksikliginde hemen biitiin kan hiicreleri etkilenmektedir. Pansitopent,
MCV artis1 ve anizositoza sekonder RDW artis1 yaygin laboratuvar bulgularidir
(Green, 2017). Calismamizda, tam kan sayimi1 parametreleri agisindan vaka ve kontrol
gruplar1 arasinda RDW hari¢ anlaml fark yoktu. Vaka grubunda Hgb, MCV, RDW,

WBC, nétrofil ve trombosit degerleri normal laboratuvar araligindaydi.

Akgaboy ve arkadaslarinin bildirdigi siit ¢ocuklarini kapsayan ¢alismada %80 hastada
anemi, %15 hastada 16kopeni, %35 hastada noétropeni, %10 hastada trombositopeni
saptandig1 bildirilmistir (Akcaboy et al., 2015). Diyarbakir’da yapilan, 130 ¢ocuk
iceren calismada bisitopeni ve pansitopeni arastirilirken 35 hastada vitamin B12
diizeyleri 29 -113 pg/mL tespit edilmistir (Sarbay, 2019). Ozellikle gelismekte olan
tilkelerde pansitopeni ve bisitopeni etiyolojisinde ilk akla gelmesi gereken etyolojinin
vitamin B12 eksikligi olmasi gerektigi vurgulanmistir (Sarbay, 2019). Bizim
calismamizda, vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklarin %24,7’sinde anemi, %3,2’sinde

l6kopeni mevcuttu ve trombositopenisi olan hasta yoktu. Calismaya alinan Sakaryali
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cocuklarin ailelerinin sosyo-ekonomik diizeyi, goérece yliksek olan Marmara
bolgesinde olmasi bu tiir ileri derece komplikasyonlarin daha az goriilmesinin sebebi
olabilir. Bunun yani sira yukarida s6zii edilen ¢alismalara oranla vitamin B12 ortalama
diizeyimizin daha yiiksek olmasi da hematolojik komplikasyonlari gérmememizin

sebebi olabilir.

Homosistein ve MMA, vitamin B12 bagimli reaksiyonlarda substrat olduklari i¢in
vitamin B12 eksikliginde bu iki molekiiliin diizeylerinin artmasi duyarli birer
gostergedir. Vitamin B12 eksikligi olan hastalarin %90’ indan fazlasinda diizeyleri
yiikselir (Green, 2017). Bizim galismamizda, vitamin B12 eksikligi olan hastalarin

homosistein diizeyleri ortalamasi {ist sinira yakin olmasina ragmen normal araliktaydi.

Folat diizeylerinin homosistein artigi tizerinden oksidatif stres ile iligkili olabilecegi
iddia edilmistir (Hoffman, 2011). Cheng ve arkadaslar1 44 hepatoseliiler kanser hastasi
ve 56 saglikli kontrol ile folat ve oksidatif stres belirtecleri arasindaki iligkiyi
arastirmistir. Hasta grubunun folat, vitamin B6, homosistein, glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz diizeyleri kontrol grubundan daha diisiik, malondialdehid, TAC
ve glutatyon S-transferaz aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Timor cerrahisi sonrast
hasta grubunun oksidatif stres belirtecleri, kontrol grubunun seviyelerine gerilemis
ancak hasta grubunda folat ile homosistein ve oksidatif stres belirtecleri arasinda
korelasyon saptanmamistir (Cheng et al., 2016). Bizim ¢alismamizda, folat diizeyleri
acisindan vaka ve kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu. Korelasyon analizinde,
vaka grubunda folat diizeyi ile tiyol/disiilfit dengesi parametreleri arasinda anlamli bir
iliski bulunmadi (Tablo 9). Calismamizda, folat ve homosistein seviyeleri normal
aralikta 1idi. Oksidatif stres siirecinde, folatin homosistein tzerinden etki
gosterebilecegi diisiiniildiigiinde, hasta grubumuzda homosistein diizeyi artmamasinin

bu sonuca katkida bulundugu kanaatindeyiz.

Vitamin B12 bagimli enzim metiyonin sentaz, hiicresel oksidatif duruma oldukca
duyarlidir ve daha diisiik metiyonin sentaz aktivitesi, antioksidan glutatyon iiretimini
arttirirken ayni anda 200'den fazla metilasyon reaksiyonunu azaltarak metabolik
aktiviteyi genis Olglide etkiler (Muratore et al., 2013). Oksidatif stres, pro-oksidan
bilesenlerin antioksidan tamponlama kapasitesini agsmast durumunda gelisen tablo

olarak tanimlanir. Vitamin BI12 gibi ekzojen antioksidanlar oksidatif stresin
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azaltilmasima yardimecr olmaktadir. Bir sistematik derlemede, vitamin B12’nin
potansiyel antioksidan 6zellikleri bes grupta siniflandirilmigtir (van de Lagemaat, de
Groot and van den Heuvel, 2019): Basta siiperoksit olmak tizere ROS molekiillerini
dogrudan temizlemek, Glutatyon seviyelerini koruyarak ROS temizligini dolayh
olarak stimiile etmek, iImmiin cevap ile indiiklenen oksidatif stresten korunmak igin
sitokin ve biiyiime faktorii liretiminin modiilasyonu, Homosistein ile indiiklenen
oksidatif stresin azaltilmasi, AGE f{iriinlerinin sebep oldugu oksidatif stresin
azaltilmasi. Aymi derlemede, yakin zamanda vitamin B12’nin oksidatif stres ile
iligkisinin arastirildigt toplam 15 ¢alismanin (13 erigkin insan, 2 hayvan) sonuglari
incelenmistir. Bu ¢alismalarin 9’unda (%60) vitamin B12’nin antioksidan 6zellikleri
oldugu, 1’inde olmadig1 saptanmis, 5 calismanin sonuglarinin ise net olmadigi yorumu
yapilmistir. Yazarlar, calisma sonuclarini karsilastirirken birtakim metodolojik
kisithiliklar oldugunu ifade etmislerdir. Nitekim, yontem (vaka-kontrol, kesitsel ve
retrospektif), 6rneklem (insan, hayvan), vitamin B12 degerlendirme yontemi (serum
vitamin B12 diizeyi, plazma homosistein, serum ve/veya idrar MMA) ve kullanilan
oksidatif stres belirteci (glutatyon, siiperoksit dismutaz, ROS, eritrosit katalaz,
malondialdehid, total oksidan ve antioksidan durum, oksidatif stres indeksi) agisindan
calismalar olduk¢a heterojendir. Ornegin, dort calismada vitamin B12 diizeyi
degerlendirmesi sadece serum MMA ve/veya plazma homosistein diizeyi ile
gergeklestirilmistir (Solomon, 2015) (Ghosh et al., 2016)(Solomon, 2016)(Bito et al.,
2017).

Misra ve arkadaglar1 vitamin B12 eksikligi olan 51 eriskin hasta ve 53 saglikh
kontroliin oksidatif stres durumunu plazma glutatyon, malondialdehid ve TAC
diizeyleri tizerinden degerlendirmis ve bu belirteglerin hasta grubunda subakut
kombine dejenerasyon ile iliskisini arastirmistir. Hasta grubunda glutatyon ve TAC
seviyeleri anlamli diizeyde daha yliksek, malondialdehid seviyesi anlamli diizeyde
daha diisik bulunmustur. Benzer bulgular, subakut kombine dejenerasyonu olan
(n=20) ve olmayan vitamin B12 hastalar1 arasinda da izlenmis, vitamin B12,
homosistein ve folat diizeyleri ile oksidatif stres belirtecleri arasinda anlamli

korelasyon izlenmemistir (Misra et al., 2017).
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Literatiirde, vitamin B12 ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi spesifik olarak
cocuklarda inceleyen az sayida calisma vardir. Askar ve arkadaslarinin bildirdigi
caligmada, 15 vitamin B12 eksikligi anemisi olan, 15 demir eksikligi anemisi olan ve
15 saglikli cocugun oksidatif durumu tiobarbitiirik asit deriveleri ve total antioksidan
kapasite yontemleri kullanilarak karsilagtirilmistir. Hasta gruplarinda kontrol grubuna
gore tiobarbitlirik asit deriveleri diizeyleri daha yiiksek, total antioksidan kapasite
diizeyleri daha disiik bulunmustur (Askar et al., 2017). Literatiirdeki diger
caligmalarda spesifik bir hastalik tablosunda vitamin B12 ile oksidatif stres arasindaki
iligki aragtirilmistir. Bertoglio ve arkadaslarinin bildirdigi ¢ift-kor, plasebo kontrollii
klinik ¢aligmada, otizm tanisi olan 30 ¢ocuga (3-8 yas) 12 haftalik metilkobalamin
tedavisi uygulanmis ve glutatyon diizeyi ile oksidatif stres durumu degerlendirilmistir.
Otizm agisindan 9 cocukta klinik diizelme izlenmis ve bunlar “cevap veren” grup
olarak degerlendirilmigtir. Bu grubun tedavi Oncesi ve sonrasi glutatyon diizeyi
(p=0,008) ve rediikte/okside glutatyon orani (p=0,028) acisindan anlamli yiikselme
tespit edilmistir. Sonug olarak, metilkobalamin tedavisi ile otizm hastalarinin bir
kisminda muhtemelen oksidatif stresin azalmasi ile klinik diizelme olabilecegi yorumu
yapilmistir (Bertoglio et al., 2010). Otizm spektrum bozuklugu olan ¢ocuklarin
DNA'y1 metilleme becerilerinin azaldigi ve oksidatif stres belirteclerinin arttigi
bildirilmistir (Hendren et al., 2016). Hiicresel metilasyon reaksiyonlar1 ve antioksidan
savunmasi i¢in énemli bir metabolik kofakt6r olan vitamin B12’nin 6nemi asikardir.
Bu nedenle oksidatif stresi artirmaya yatkinligr olusturan homosistein diizeyi tiim
cocuklarda bakilmali ve yiiksek ise hizlica diizeltmek icin oral/dilalti tedavi yerine
parenteral tedavi tercih edilmelidir. Bizim ¢alismamizda, vaka grubunda homosistein

diizeyi normal araliktaydi ve otizm tanis1 alan ¢ocuk yoktu.

Literatiir taramasinda, vitamin B12 eksikligi olan cocuklarda oksidatif stresin
tiyol/distilfit dengesi tiizerinden degerlendirildigi bir calismaya ulasamadik. Bu

sebeple, sonuclarimizi dogrudan diger ¢alismalarla karsilastirmadik.

Vitamin B12’ye bagimli enzimler, azalmis metilasyon kapasitesine ve metabolit
toksisitesine neden olur (Huemer and Baumgartner, 2019). Vitamin B12 eksikliginde
oksidatif stres boylece artar. Hindistan’da igme suyunda arsenige maruz kalanlarda

B12 eksikligi oldugu ve antioksidan olan aminothioliin de azaldig: tespit edildi. Bu
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oksidatif strese homosistein artiginin katkida bulundugu da anlasildi (Mukherjee et al.,
2016). Buradan hareketle homosisteini artirmayan bir vitamin B12 eksikliginin,
oksidatif stresi artirmayacagi, dolayisiyla antioksidan kapasiteyi de artirmayacagi
ongoriilebilir. Bizim ¢alismamizda vitamin B12 eksikligi tespit ettigimiz hastalarin
homosistein diizeyi artmadig1 icin nativ tiyol, total tiyol, disiilfit, distilfit/nativ tiyol
orani, disiilfit/total tiyol oran1 ve nativ tiyol/total tiyol oraninda kontrol grubuna gore

bir degisiklik olmadig1 kanaatindeyiz (Tablo 5).

Tiyoller, stilthidril kalintilarinin varligi ile karakterize edilen organik stilfiir tiirevleri
(merkaptanlar) sinifidir. Biyolojik sistemlerde tiyollerin, antioksidan savunma agini
koordine etmede merkezi bir rol de dahil olmak iizere ¢ok sayida islevi vardir (Sen and
Packer, 2000). Proteinlerdeki siilfiir igeren sistein ve metiyonin gibi aminoasitlerin
tiyol gruplart oksijen radikallerinin primer hedef noktasidir. Oksijen radikalleri ile
tiyol gruplar1 oksitlenerek reversible disiilfid baglarina doniisiir (Koseoglu et al.,
2018). Bu doniisiim radikal aracili protein oksidasyonun en erken belirtisidir. Oksidatif
stres sistein kalintilarinin oksidasyonu ile disiilfid olusumuna neden olur. Bu olusan
disiilfid baglar1 tekrar tiyol gruplarina indirgenir. Bu dinamik tiyol-disilfid
homeostazini saglar (Erel and Neselioglu, 2014). Dinamik tiyol-disiilfid homeostazi
antioksidan koruma, apoptoz, enzim aktivitesinin diizenlenmesi ve detoksifikasyon
gibi bircok mekanizmada rol almaktadir. Vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklarda
oksidan-antioksidan dengesini tiyol/disiilfit sistemi iizerinden degerlendirilmeyi
amagladigimiz bu ¢alismada, vaka ve kontrol gruplari arasinda tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri agisindan anlaml fark bulunmadi (Tablo 5).

Yas ilerledikce; obezite, fazla yagli ve sekerli diyet, islenmis gidalar, radyasyon,
sigara, diger tiitiin iiriinleri, alkol, baz1 ilaglar, hava kirliligi ve pestisitler gibi oksidatif
stres kaynaklarina maruziyet artmaktadir (Vatner et al., 2020). Giustarini ve
arkadaglariin 21-92 yas araliginda 41 saglikli birey ile yaptiklari ¢alismada, yas ile
tiyoller arasinda negatif, distilfitler arasinda pozitif korelasyon saptanmigstir. Morimoto
ve arkadaglarinin 2-15 yas araliginda 77 ¢ocuk ve 7 saglikli eriskin ile bildirdikleri bir
calismada oksidatif stres ve antioksidan kapasite ile yas arasindaki iligki aragtirilmistir.
Oksidatif durum hidrojenperoksit 6lgtimii (reaktif oksijen metabolitleri deriveleri),

antioksidan potansiyel ise III degerlikli demirin II degerlikli demire indirgeme
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kapasitesi ile hesaplanmistir. Cocuklarda yas ile oksidatif durumun negatif korele
oldugu, antioksidan potansiyelin ise yas ile korelasyon gostermedigi saptanmistir.
Antioksidan kapasitenin gostergesi olarak degerlendirilen antioksidan durum/oksidatif
potansiyelin yas ile pozitif korele oldugu bulunmustur. Cocuklar yas gruplarina gére
degerlendirildiklerinde, 2-6 yas grubunun oksidatif durumunun; 7-11 yas, 12-15 yas
ve erigkinlerden anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir. Yazarlar, cocuklarda
oksidatif stres degerlendirmesinde yasin hesaba katilmasinin 6nemini vurgulamiglardir
(Morimoto et al., 2019). Calismamizda ise literatiir ile kismen uyumlu olacak sekilde,
vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklarda yas ile nativ tiyol ve antioksidan kapasitenin
gostergesi olarak degerlendirilebilecek total tiyol diizeyleri arasinda pozitif yonde

korelasyon saptandi (r: 0,28, p: 0,029, Tablo 8).

Korelasyon analizinde, tiyol/disiilfit dengesi parametreleri ile vitamin B12 ve
homosistein diizeyleri arasinda anlamli korelasyon saptanmadi (Tablo 8). Fakat
trombosit diizeyi ile disiilfit/tiyol oranlart arasinda pozitif yonde (r:0,314, p:0,017),
nativ/total tiyol oran1 arasinda ise negatif yonde istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptand1 (r:-0.314, p:0,017, Tablo 10). Benzer bir zayif iliski 16kosit sayisi ile
tiyol/distilfit dengesi parametreleri arasinda da izlendi (r: 0,263, p: 0,046, Tablo 10).
Diger bir ifade ile hem trombosit hem de 16kosit sayisinin artmasi, artmis oksidatif
stres durumu ile iligkili bulundu. Elmas ve arkadaslar1 bir calismada 65 obez ve 64
saglikli cocuk ile oksidatif stres belirteci olarak tiyol/disiilfit dengesini ve bunun
inflamatuvar kardiyovaskiiler belirtegler ile iligskisini degerlendirmistir. Obez grupta
nativ ve total tiyol daha diisiik, disiilfit, disiilfit/tiyol oranlar1 ve CRP diizeyi daha
yiiksek bulunmustur. Tiyol/distilfit dengesi parametreleri ile 16kosit diizeyi arasinda
korelasyon izlenmezken, caligmamiza benzer sekilde trombosit ile disiilfit/tiyol
oranlar1 arasinda pozitif, nativ/total tiyol orani arasinda ise negatif korelasyon
bildirilmistir. Yazarlar, bu durumun obeziteye eslik eden kronik inflamasyon ile iligkili

oldugu yorumunu yapmislardir (Elmas et al., 2017).

Nativ tiyol/total tiyol orani, oksidatif stresin azaldigini gosteren bir parametredir
(Oktem et al., 2021). Calismamizda, vaka grubunda trombosit ve 16kosit diizeyleriyle
nativ tiyol/total tiyol orami arasinda negatif yonde korelasyon oldugu saptandi

(sirastyla, r: -0,312, p: 0,017 ve r: -0,263, p: 0,046, Tablo 10). Vitamin B12
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eksikliginde genelde azalmasi beklenen trombosit ve 16kosit sayisinin, nativ tiyol/total
tiyol oranmi artirmast beklenmekte olup bu da oksidatif stresten korunma
mekanizmasi ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Al-Daghri ve arkadaslar1 birinci
basamak saglik kuruluslarina basvuran 364 saglikli birey (yas araligi: 8-59) ile
bildirdikleri bir calismada vitamin B12 ile Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a)
tizerinden inflamasyon arasindaki iligkiyi arastirmistir. Erigkinlerde vitamin B12 ile
TNF-o arasinda anlamli negatif korelasyon saptanmustir (r: -0,24, p<0,01). Yazarlar,
yeterli vitamin B12 diizeylerinin saglanmasi ile inflamasyon iliskili kardiyometabolik

risklerin azaltilabilecegi yorumunu yapmislardir (Al-Daghri et al., 2016).

Demir eksikligi veya demir eksikligi anemisi tablosu oksidatif stres ile iliskili
bulunmasina ragmen bu tablolarin oksidatif stresin baglamasindaki rolii net degildir.
Dokulara yetersiz oksijen sunulmasi ile inflamatuvar mediyatorlerin salinmasindaki
artis sonucu oksidatif stres gelistigi diigtiniilmektedir (Jalambo et al., 2018).
Calismamizda, vaka grubunda Hgb diizeyi ile tiyol/disiilfit dengesi parametreleri
arasinda korelasyon izlenmezken, kontrol grubunda Hgb diizeyi ile antioksidan
kapasiteyi yansitan nativ ve total tiyol seviyeleri arasinda pozitif yonde korelasyon

bulundu (r: 0,343, p: 0,008, Tablo 13).

Regresyon analizinde, vitamin B12 ve homosistein diizeyleri iizerine nativ tiyol,
distilfit ve nativ tiyol/total tiyol bagimsiz degiskenlerinin etkilerinin bulunmadig:
saptand1 (Tablo 14 ve Tablo 15). Dolayisiyla bu galigma sonucunda hipotezimiz
reddedilmis oldu.

Neonatal donemi kapsayan bir calismanin ROC analizinde vitamin B12 eksikligini
tespit edebilme agisindan homosistein i¢in kesme degeri 4,77 umol/L (%68,4
duyarhilik, %58,3 0zgiilliik) olarak hesaplanmistir (Yetim et al., 2019). Bizim
calismamizda vitamin B12 eksikligini tespit edebilme agisindan homosistein igin

kesme degeri 11,2 pmol/L (%49,2 duyarlilik, %45,2 6zgiillik) olarak hesaplanmigtir.

Ulkemizden Giiney ve arkadaslarmmn bildirdigi bir ¢alismada vitamin B12 eksikligi
olan 40 erigkin hasta ve 40 erigkin saglikli kontroliin verileri kullanilarak TAC, TOS
ve oksidatif stres indeksi parametreleri kullanilarak oksidatif stres durumu

degerlendirilmis. Hasta grubuna bir aylik vitamin B12 tedavisi uygulanmis ve bu
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parametreler tedavi Oncesi diizeyleri ile karsilastirilmis, hasta ve kontrol grubu
arasinda degerlendirilen oksidatif stres belirtecleri agisindan anlamli  fark
bulunmamuistir. Benzer sekilde tedavi Oncesi ve sonrasi oksidatif stres belirtecleri
diizeyleri arasinda anlamli fark bulamamis. Yazarlar, bu sonucun tedavi sonrasi
degerlendirmenin erken donemde yapilmasi ve az sayida hastanin dahil edilmis olmasi
ile iliskili olabilecegi yorumunu yapmuslardir (Giliney et al., 2015). Bizim
caligmamizda da sadece tedavi Oncesi durumu saptamak amaclanmis olup
homosisteini artirmayan vitamin B12 eksikliginin oksidatif strese yol agmadigi

sonucuna varilmistir.

Sonug olarak; vitamin B12 eksikligi olan c¢ocuklarda oksidatif stres durumunu
tiyol/disiilfit dengesi parametreleri iizerinden degerlendirmeyi amagladigimiz bu
calismada, vitamin B12 eksikligi olan g¢ocuklar ve kontrol grubu arasinda bu
parametreler acisindan anlamli fark bulmadik. Vitamin B12’nin oksidatif stres
parametreleri tizerine etkilerinden sorumlu olan faktorlerden birisi olan homosistein
diizeyleri agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda fark yoktu. Vitamin B12
eksikligi sinirt 200 ng/L alindiginda; homosisteini artirmayan bir vitamin B12

eksikliginin, tiyol disiilfit dengesini degistirmedigi saptanmustir.
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6. SONUCLAR

1. Vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklarda en sik bagvuru semptomlar1 bas agrisi
(%16,3), istahsizlik (%13,1) ve unutkanlikti (%11,4).

2. Vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklar ile kontrol grubu arasinda beslenme 6zellikleri

acisindan anlamli fark yoktu.

3. Homosistein, nativ tiyol, total tiyol, disiilfit, disiilfit/nativ tiyol orani, disiilfit/total
tiyol orani ve nativ tiyol/total tiyol orani agisindan vaka ve kontrol gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

4. Vaka ve kontrol gruplar arasinda folat, ferritin, Hgb, MCV, trombosit, WBC ve
noétrofil diizeyleri agisindan anlamli fark saptanmadi. RDW degeri, vaka grubunda

anlamli diizeyde daha diisiik bulundu.

5. Vaka grubunda vitamin B12, homosistein, folat ve ferritin diizeyleri ile tiyol/disiilfit

dengesi parametreleri arasinda anlamli korelasyon saptanmadi.

6. Vaka grubunda yas degeri ile nativ tiyol ve total tiyol diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde pozitif yonde korelasyon saptandi.

7. Vaka grubunda Hgb, MCV, RDW ve nétrofil diizeyleri ile tiyol/disiilfit dengesi

parametreleri arasinda korelasyon saptanmadi.

8. Vaka grubunda trombosit sayisi ile disiilfit/nativ tiyol ve distilfit/total tiyol degerleri
arasinda pozitif korelasyon, nativ tiyol/total tiyol degerleri arasinda negatif korelasyon

saptandi.

9. Vaka grubunda WBC sayisi ile distilfit/nativ tiyol ve disiilfit/total tiyol degerleri
arasinda pozitif korelasyon, nativ tiyol/total tiyol degerleri arasinda negatif korelasyon

saptandi.
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10. Coklu dogrusal regresyon analizinde vitamin B12 diizeyleri iizerine total tiyol,
distilfit, WBC, hemoglobin, trombosit sayisi, MCV, RDW ve homosistein bagimsiz

degiskenlerinin etkilerinin bulunmadig1 saptandi.

11. Homosisteini artirmayan bir vitamin B12 eksikliginin, oksidatif stresi

artirmayacagi, dolayisiyla antioksidan kapasiteyi de artirmayacagi dngdriilebilir.
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8. OZET

GIRIS VE AMAC: Vitamin B12 insan viicudunda sentezlenemeyen, temel olarak
hayvansal gidalar ile disaridan alinmasi gereken suda eriyen bir vitamindir. Vitamin
B12 eksikliginde farkli mekanizmalar {izerinden oksidatif stres gelismektedir.
Tiyoller, karbon atomuna siilfiir (S) ve hidrojen (H) atomunun baglanmasi ile olusan
stilfidril (-SH) grubu iceren organik bilesiklerdir. Bu molekiiller, oksidatif strese
oldukg¢a duyarlidir ve insan viicudundaki en 6nemli antioksidanlardan biri olarak kabul
edilmektedir. Bu g¢alismada, vitamin B12 eksikligi olan ¢ocuklarda oksidatif stres

belirteci olarak tiyol/disiilfit dengesinin arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM: Calismaya vitamin B12 eksikligi olan 61 ¢cocuk hasta ve 62
saglikli ¢ocuk kontrol grubu olarak dahil edildi. Katilimcilarin vitamin B12,
homosistein, tam kan sayimi ve tiyol/disiilfit dengesi parametreleri 6l¢iildii. Gruplarin
klinik ve laboratuvar parametreleri karsilastirildi. Tiyol/disiilfit dengesi parametreleri

ile vitamin B12 ve homosistein arasindaki iliski arastirildi.

BULGULAR: Gruplar yas ve cinsiyet dagilimi agisindan benzerdi. Medyan vitamin
B12 diizeyi hasta grubunda 179 (98-199) ng/L, kontrol grubunda 298 (201-965) ng/L
idi. Medyan homosistein diizeyi hasta grubunda 11,2 (0,08-64,3) umol/L, kontrol
grubunda 12 (4,5-26,6) umol/L idi. Her iki grupta homosistein diizeyleri medyan
degerleri normal araliktaydi. Hasta ve kontrol grubu arasinda; homosistein, nativ tiyol,
total tiyol, disiilfit, distilfit/nativ tiyol orani, distilfit/total tiyol oran1 ve nativ tiyol/total
tiyol orani agisindan anlamli fark saptanmadi. Hasta ve kontrol grubunda, tiyol/disiilfit
dengesi parametreleri ile vitamin B12 ve homosistein diizeyleri arasinda anlaml

korelasyon saptanmadi.

SONUC: Hasta grubumuzda vitamin B12 diizeyinin belirgin diisiik olmamasi
nedeniyle homosistein diizeyinde ciddi artis olmadigi diisiiniilmiistiir. Homosisteini
artirmayan bir vitamin B12 eksikliginin, oksidatif stresi artirmayacagi, dolayisiyla

antioksidan kapasiteyi de artirmayacag1 ongoriilebilir.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, Oksidatif stres, Tiyol/disiilfit dengesi, Vitamin
B12.
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9. ABSTRACT

Thiol Disulphide Balance in Children with Vitamin B12 Deficiency

Introduction and Objective: Vitamin B12 is a water-soluble vitamin that cannot be
synthesized in the human body and must be taken externally with mainly animal foods.
Oxidative stress develops in vitamin B12 deficiency through different mechanisms.
Thiols are organic compounds containing sulfhydryl (-SH) groups formed by bonding
sulfur (S) and hydrogen (H) atoms to the carbon atom. These molecules are highly
sensitive to oxidative stress and are considered one of the most important antioxidants
in the human body. In this study, it was aimed to investigate the thiol/disulphide

balance as a marker of oxidative stress in children with vitamin B12 deficiency.

Materials and Methods: 61 pediatric patients with vitamin B12 deficiency and 62
healthy children as a control group were included in the study. Vitamin B12,
homocysteine, complete blood count and thiol/disulphide balance parameters of the
participants were measured. The relationship between thiol/disulphide balance

parameters and vitamin B12 and homocysteine was investigated.

Results: The groups were similar in terms of age and gender distribution. Median
vitamin B12 level was 179 (98-199) ng/L in the patient group and 298 (201-965) ng/L
in the control group. Median homocysteine level was 11.2 (0.08-64.3) umol/L in the
patient group and 12 (4.5-26.6) umol/L in the control group. Median values of
homocysteine levels were within the normal range in both groups. Between the patient
and control groups; no significant difference was found in terms of homocysteine,
native thiol, total thiol, disulphide, disulphide/native thiol ratio, disulphide/total thiol
ratio and native thiol/total thiol ratio. There was no significant correlation between
thiol/disulphide balance parameters and vitamin B12 and homocysteine levels in the
patient and control groups.

Conclusion: It was thought that there was no serious increase in homocysteine level,
since the vitamin B12 level was not significantly low in our patient group. It can be
predicted that a vitamin B12 deficiency that does not increase homocysteine will not

increase oxidative stress and therefore will not increase antioxidant capacity.

Keywords: Homocysteine, Oxidative stress, Thiol/disulphide balance, Vitamin B12.
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