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OZET

Vitamin B12 insan organizmasi tarfindan sentezlenemez. Esas olarak deoksi
riboniikleik asit (DNA) ve myelin sentezinde gereklidir. Vitamin B12 eksikligi
insidans1 toplumdan topluma, degisik yas guruplarina, sosyoekonomik diizeye ve
beslenme aligkanliklarina gore farklilik gosterir. Toplumda eksikliginin %3 ile %40
arasinda oldugunun anlasilmasiyla, vitamin B12’ye olan ilgi artmistir. Diinyanin
yoksul bolgelerinde, 6zellikle kirsal bolge cocuklarinda beslenme yetersizligine bagh
vitamin B12 eksikligi sikliginin %22-66 gibi yiiksek bir orandadir. Tiirkiye’de 7-17
yas grubunda ¢ocukta %5.9 oraninda saptanmustir.

Bu c¢aligmayla vitamin B12 eksikligi olanlarda girelin diizeyi ve girelin gen
polimorfizmi degerlendirildi. Ayn1 ailede ayn1 beslenenlerden kiminde vitamin B12
eksikligine bagl bulgular goriiliirken bazilarinda bu bulgular goriilmemektedir. Bu
nedenle girelin genindeki bir polimorfizmin bunu baglatabilecegi diisiiniildi.
Eksiklige yol agmadan once gerekli vitamin B12 desteginin yapilmasi ve gerekli
tedbirlerin alinmas1 amaglandi.

Girelin geninde DNA dizileme kullanmilarak pek c¢ok farkli tek niikleotid
polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan en Onemlileri promoter -501 A/C,
Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu’d1r.

Calismamizda 27 kiz (%47.4) ve 30 erkek (%52.6) olmak iizere toplam 42
vitamin B12 eksikligi tanili olgu ve 19 kiz (%45.2) ve 23 erkek (%54.8) olmak
iizere toplam 42 saglikli kontrol grubu degerlendirildi. Acil girelin degerleri; hasta
grubunda 14.5+10.0 pg/ml ve kontrol grubunda 24.2+14.2 pg/ml olarak bulundu.
Hasta ile kontrol grubunun agil girelin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0.05). Deagil girelin hasta grubunda 242.3+206 pg/ml ve kontrol
grubunda 394.0+170 pg/ml olarak bulundu. Hasta grubu ile kontrol grubunun deagil
girelin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Hasta ve kontrol grubunda girelin genindeki -501 promoter, Arg51Gln, Leu72Met
ve GIn90Leu polimorfizmleri ¢alisildi. Girelin genindeki -501 A/C polimorfizmi
acisindan CC genotipi hasta grubunda artmus siklikta saptandi (p<<0.05). Promoter -
501 A/C polimorfizmi i¢in alellel sikliklar1 kontrolle farkli bulunmadi (p>0.05).
GIn90Leu polimorfizmi i¢in hasta grubunda heterozigot Gln/Leu genotipinin artmis

siklikta oldugu tespi edildi (p<0.05). GIn90Leu polimorfizmi i¢in alellel sikliklar1
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kontrolle farkli bulunmad1 (p>0.05). Arg51GIn ve Leu72Met polimorfizmleri i¢in
genotip ve allel sikliklar1 kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel anlaml1 farklilik
saptanmadi (p>0.05). Anlaml istatistik saptanan hastalarda vitamin B12 diizeyi 200
pg/ml’nin altindaydi.

Girelin geninin vitamin B12 eksikligi’nin immiinogenetiginde 6nemli roller1
olabilecegini diistinmekteyiz. Bu gende yer alan diger polimorfizmlerin hastaliga
katki saglayip saglamadiginin belirlenmesi i¢in gerek Tiirk populasyonunda gerekse
diger populasyonlarda yapilacak caligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Girelin genindeki artmis promoter -501 ve heterozigot Gln/Leu varyant
sikliginin vitamin B12 eksikligi etyopatogenezinde rol oynayan mekanizmalardan
biri olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: vitamin B12 eksikligi, girelin, gen polimorfizmi



ABSTRACT
GHRELIN GENE POLYMORPHISM IN VITAMIN B12 DEFICIENCY

Vitamin B12 is a vitamin which can not to synthesized from the human
organism. Mainly it’s required for the synthesis of DNA (deoxyribonucleic acid)
and myelin. The incidance of vitamin B12 defiency is varable from society to
society in different groups, socioeconomic level and eating habits. When the
community realised vitamin B12 defiency incidance is %3 to %40, B12 interest is
increased. The world’s poorest regions, particularly in rural regions childern’s from
malnutrion the frequency of vitamin B12 defiency is known to be as high as 22-
66%. 7-17 age group of 960 children in Turkey, it was identificated % 5.9.

With this study ghrelin values and ghrelin gene polymorphism are evaluated
in vitamin B12 deficient patients. In same dietary equal family some members
shows signs of vitamin B12 deficiency some does not. So this may be the cause of
ghrelin gene polymorphism. Before vitb12 deficiency occurs, Vitamin B12 supp
and getting necessary precoutions are aimed.

In different studies using DNA sequencing many different uninucleotide
polymorphism are identified in ghrelin gene. Most impant ones are promotor -501
A/C, Arg51Gln, Leu72Met and GIn90Leu.

In our study 27 female and 30 male vitamin B12 deficient 42 patients, 19
female and 23 male 42 healthy controls are evaluated. Achyl ghrelin values are
found 14.5£10.0 pg/ml in patient group and 24.2+14.2 pg/ml in control group achyl
ghrelin values are found statistically significant between patient and control group
(p<0.05). Deachyl ghrelin is found 242.3+206 pg/ml in patient group and 394.0%
170 pg/ml in control group. Deachyl ghrelin values are found statistically
significant between patient and control group (p<0.05). In patient and control group
-501 A/C polymorphism are studied. Statisticaly -501 A/C polymorphism in
ghrelin gene as CC genotype is found increased frequency in patient group
(p<0.05). For promotor -501 A/C polymorphism allele frequency is not found
significant (p>0.05). For GIn90Leu polymorphism in group heterozygot Gln/Leu
genotype is found in increased frequency (p<0.05). For GIn90leu polymorphism
allele frequencies are not found significant in control group (p>0.05). For Arg51GIn

and Leu72Met polymorphisms when genotype and allele frequencies are compared

vi



no significant differency is found (p>0.05). Statistically significant in patients with
vitamin B12 levels 200 pg/ml under.

We think ghrelin gene may have an impant role in Vitamin B12 deficiency’s
immunogenetics. We believe new studies should be done in Turkish population or
in other populations to determine whether other polymorphisms provide supp for
the disease or not.

We think increased promoter -501 and heterozygot Gln/Leu varient frequency in
ghrelin gene plays an impant role in Vitamin B12 deficiency etiopathogenesis.

Keywords: vitamin B12 deficiency, ghrelin, gene polymorphism
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1. GIRIS

Vitamin B12 suda eriyen, baslica mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
ve ¢esitli tiirevleri bulunan bir vitamindir. Insan vitamin B12’yi sentez edemez.
Vitamin B12 besinlerdeki (6zellikle hayvansal gidalarda) kobalaminlerden elde
edilir. En fazla hayvan karacigerinde bulunur. Hayvansal gidalarin cogunda yeterli
miktarda bulundugundan, normal beslenenlerde diyet kaynakli eksiklik nadirdir.
Diyetle yetersiz alimi eksikliginin 6nemli bir sebebidir (1).

En 6nemli fonksiyonu, hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi icin gerekli olan
DNA sentezini saglamaktir. Eksikliginde o6zellikle hizli biiyliyen ve hiicre
yenilenmesi hizli olan dokular etkilenir. Biiylime ve gelismenin en hizli oldugu
cocukluk caginda bu eksiklige bagli sorunlarin daha ciddi olacagi asikardir (1).

Toplumda eksikligi %3 1ile %40 arasindadir (2). Diinyanin yoksul
bolgelerinde, o6zellikle kirsal bdlge cocuklarinda beslenme yetersizligine bagh
vitamin B12 eksikligi sikliginin  %22-66 gibi yiiksek bir oranda oldugu
bilinmektedir (3). Sosyoekonomik diizeyi diisiik olan ve paraziter enfeksiyonlarin
sik oldugu Sanlwrfa'da vitamin B12 eksikligi sikligi dogumdan hemen onceki
glinlerde gebe kadinlarda %72.3 ve yenidogan bebeklerde %41.2 olarak
bulunmustur, Anne ve bebek serum vitamin B12 diizeyi arasinda anlamli
korelasyon saptanmistir (4). Tiirkiye’de 7-17 yas grubunda vitamin B12 eksikligi
%135.9 oraninda saptanmistir (5).

Vitamin B12 eksikligi ¢cocuklarda halsizlik, yorgunluk, stomatit, ishal veya
irritabilite gibi spesifik olmayan klinik bulgular verir. Geg tan1 konulmus olgularda
agir anemi ile birlikte gelisme geriligi, mental ve motor gerilik, ataksi, paresteziler,
hiporefleksi, klonus, kazanilmis mental ve motor fonksiyonlarin (yiirlime, oturma,
konusma, giilme gibi) kayb1 ve ileri donemde koma goriilebilir (1, 6). Hastalarin
%25'den daha fazlasinda hematolojik bulgu olmadan noérolojik bulgular aya
cikabilir (7).

Vitamin B12 eksikliginin 1y1 bilinen hematolojik ve norolojik
(demiyelinizasyon) etkilerinin yaninda, DNA zedelenmesi ve kanser, koroner
hastaligi, Alzheimer hastaligi, miyelodisplastik sendrom, noral tiip defekti, sipina
bifida ve hipertansiyon gibi bir ¢ok hastalik ile lipid peroksidasyonu etyolojisinde

suclanmaktadir (8, 9). Vitamin B12’nin oksidan veya antioksidan 6zelligi



konusunda giiclii deliller bulunmamakla beraber, indirek olarak homosistein
diizeyini dusiirerek antioksidan etki gostermektedir. Vitamin B12 eksikliginin,
cocuk yas grubunda oksidan-antioksidan sistem {izerine etkileriyle ilgili caligmalar
sinirhidir (10).

Vitamin B12 eksikliginin klinik 06zelliklerinden birisi igtah kaybidir ve
beslenme vitamin B12 eksikliginde biiyiik rol oynar. Girelin istah ve yiyecek
alimin1 uyarir. Istahm beyin tarafindan kontrol edildigi ve yeme davranisinin
santral sinir sistemi (SSS)’nde hipotalamusta yer alan belli bolgelerde karmasik bir
mekanizma ile diizenlendigi kabul edilir. Hipotalamus arkuat niikleusunda istah
diizenlenmesinde rol alan girelin iceren néronlar saptanmistir. Bu lokalizasyon ile
girelin yemek alimimni kontrol eder. Gida alinimini uyarir (11, 12). Nutrisyonel
anemilerden biri olan DEA’de girelin diizeyi diisiik saptanmistir. Girelin
diizeyindeki diisme istah azalmasi ve pika sebebi olabilir (13). Vitamin B12
eksikligide bir nutrisyonel anemi olup istah azalir (1). Bu azalmanin nedeni girelin
diizeyinde bir azalma ile ilgili olabilir. Daha 6nceden vitamin B12 eksikliginde
girelin diizeyi calisilmamistir. Calismamizda vitamin B12 eksikliginde girelin
diizeyi c¢alisildi. Girelin diizeyi normal olsa dahi gende meydana gelen bir
polimorfizm olabilirmi sorusuna cevap verilmesi istendi.

Diisiik vitamin B12 diizeyi erken teshis edilip tedavi edilirse kalic1 bir hasar
olugsmadan s6z konusu sorunlarin engellenmesi miimkiindiir. Bu ¢aligmayla vitamin
B12 eksikligi olanlarda girelin diizeyi ve girelin gen polimorfizmi
degerlendirilecektir. Ayni ailede benzer beslenenlerden bazilarinda vitamin B12
eksikligine bagl bulgular goriiliirken digerlerinde bu bulgular goriilmemektedir.
Bu nedenle girelin genindeki bir polimorfizmin bunu baglatabilecegi
digiiniilmiistiir. Calismanin amacit vitamin B12 eksikligi ile girelin gen
polimorfizmi arasindaki iligkiyi belirlemektir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Vitamin B12

1.1.1.1. Vitamin B12 Tanimi ve Tarihgesi

Vitamin B12 suda eriyen, 1355.42 dalton molekiiller agirlig1 olan, baslica
mikroorganizmalar tarafindan, farkli yirmi enzimatik basamak sonunda

sentezlenebilen, kirmizi renkli ve ¢esitli tiirevleri bulunan bir vitamindir. Yapisinda



karmasik korrin halkast ve merkezde kobalt iyonu vardir. Tiim vitaminler

icerisinde en biiylik ve kompleks yapiya sahip olan ve ¢ok ufak miktarlar1 ile etki

yapmas1 yoniinden en gii¢lii etkinlik gosteren vitamin olarak kabul edilir (14).

1.1.1.2. Vitamin B12 Molekiil Yapisi ve Genel Ozellikleri
Vitamin B12 molekiilii ii¢ boliimden olusur.

1. Korrin halka yapisi: Bir adet kobalt (Co) atomu ve onu ¢evreleyen indirgenmis
dort adet pirol halkasindan olusan ¢ekirdek kismidir. Korrin ad1 verilen bu yap1
hemoglobinin porfirin halka yapisina benzemektedir. Korrin halkasmin
merkezindeki kobalt +1 degerlikli ise koenzim yesil renkli, kobalt +2 degerlikli
ise koenzim pakal renkli ve kobalt +3 degerlikli ise koenzim kirmizi renklidir.
Korrin kismi 5-aminolevulinik asitten hemoglobindeki porfirinin sentezine
benzer bir sekilde sentezlenmektedir. Simetrik ve karmasik yapisi ile
hemoglobini andirir. Hemoglobinde merkezde yer alan demir yerine vitamin
B12‘de kobalt vardir (14).

2. Ikinci kisim diizlemin altinda kalan hem kobalt atomuna ve hem de fosfatli bir
zincir araciligi ile pirol halkalarindan birine bagli olan niikleotid grubudur. Bu
grup tipik bir nukleotid degildir ve N-glikozidik bagi ile riboza baglanmis bazik
bir madde olarak 5,6- dimetilbenzimidazol icerir (14).

3. Diizlemin iistiinde ise koordinasyon tipi baglarla baglanmis olan ufak ek (R)
grubu bulunmaktadir. Ancak vitamin etkisi i¢in bu son grup sart olmamakla
beraber vitamin B12 isimlendirilmesi bu gruba gére yapilmaktadir. Bu gruptan
yoksun olan kisma kobalaminler adi verilir. Bu s6zciik giderek artan bir sekilde
vitamin B12 ile es anlamli olarak kullanilmaktadir (14).

Bu son ek kismina gore B12 vitamini dort gruba ayrilir

a. Siyanokobalamin (CNCbl): R grubu olarak siyaniir (CN) grubu igerir. Ilk
bulunan vitamin B12 tiiriidiir. Viicut sivilarinda ve hiicrelerde ¢ok az bulunur.
Stabil bir bilesik oldugundan ila¢ olarak kullanilir ve vitamin B12 ticari
preparatidir.

b. Hidroksikobalamin (OHCbl): R grubu olarak hidroksil (OH) grubu igerir.
Gidalarda ve viicutta en fazla tutulan vitamin B12 tiiriidiir. Fakat ila¢ olarak
kullanildiginda transkobalamin-hidroksikobalamin (TC-OHCbl) kompleksine

kars1 antikor gelistigi gosterilmistir. Aktif koenzim tiirlerinin prekiirsoriidiir.



c. Adenozilkobalamin (AdoCbl): R grubu olarak 5'-deoksiadenozil grubu igerir.
Hiicrelerde aktif koenzim fonksiyonu goriir.

d. Metilkobalamin (MeCbl): R grubu olarak metil (CH3) grubu igerir. Insan
plazmasindaki B12 vitamininin %70'1 MeCbl seklindedir. AdoCbl gibi viicutta
aktif koenzim fonksiyonu goriir.

CNCbl ve OHCDbI hiicre sitoplazmasinda MeCbl'e ve mitokondrilerde
AdoCbl'e kolaylikla déniistiiriiliir. Sitoplazmik rediiktaz enzimi Cbl-Co+'iin Cbl-
Co+”'ye ve mitokondrial kobalamin rediiktaz enzimi Cbl-Co+*nm, Cbl-Co™e
indirgenmesini saglar (14, 15).

1.1.1.3. Besinsel Kaynaklar

Insanda kalin bagirsakta bakteriler tarafindan vitamin B12 sentez edilir.
Fakat absorbe olamaz. Insan ince bagirsaginda da bakteriler tarafindan bir miktar
vitamin B12 sentez edilir ve emilebilir. Buna ragmen sentez edilen ve emilen
miktar degisen intestinal floraya bagli olarak ¢ok az ve yetersizdir. Insanlar icin
vitamin B12 en Onemli kaynaklar1 karaciger, glandiiler dokular, kirmizi et,
yumurta, peynir ve siit gibi hayvansal gidalardr Gidalarda vitamin B12
konsantrasyonu en fazla karaciger ve bobrekte bulunur. Her birinin 100 grami 100
pg vitamin B12 ihtiva eder. Deniz iirlinlerinde de vitamin B12 bulunmaktadir.
Baklagil tiirleri haric, bitkisel besinlerde normal olarak vitamin B12 bulunmaz
(16).

Gidalari ¢ogunda vitamin B12 peptid baglar1 araciligiyla proteinlere bagli
olup, notral ve asidik amda 1siya dayaniklidir ve besinin 1sitilmasi sonucu fazla
kaybolmaz. Ilag olarak kullanilan vitamin B12 "Streptomyces griseus" tiirii mantar
kiiltiirlerinden izolasyon yoluyla elde edilir (15).

Anne serumu ile anne siitiindeki vitamin B12 diizeyleri arasinda giiclii bir
korelasyon vardir. Anne siitiinde alama 0.2-1.0 pg/L vitamin B12 bulunur. MeCbl
anne serumunda oldugu gibi, benzer oranda anne siitiinde en fazla bulunan temel
kobalamindir. Inek siitiinde en cok AdoCbl bulunur. Kurutulduktan sonra geriye
sadece OHCDbI kalir (17, 18).

Insan igin gerekli olan vitamin B12’nin hepsi hayvansal gidalardan
saglandigindan, diyetle yetersiz alimi eksikliginin 6nemli bir sebebidir. Farkli

toplumlarda diyetle alinmasi gereken vitamin B12 miktar1 ve diyete bagl vitamin



B12 eksikligi siklig1 ¢ok 1yi tespit edilmemistir. Bir¢ok iilkede yetiskinlerde alinan
vitamin B12 alimi 1 pg/glinden daha azdir (19).

1.1.1.4 Vitamin B12 Gereksinimi

Vitamin B12 icin alinmasi gereken giinlilk miktarlar yas gruplarina gore
Tablo 1’de verildi. Komplike pernisiyoz anemisi olmayan hastalara, vitamin B12
0.1 pg/giin kadar ¢cok az miktari bile parenteral verildiginde minimal hematopoetik
cevap olusacaktir. Bu miktar eksikligin biitiin bulgu ve semptomlarin1 6nler ve
normal sinirlar i¢inde vitamin B12 serum seviyelerinin devamini saglar. Fakat 0.1
pg'in emilimini garanti altina almak i¢in agi1z yoluyla daha fazla vitamin B12 alimi
gereklidir (19).

Tablo 1. Giinliik 6nerilen vitamin B12 alim miktar1 (19).

Yas gruplari Yas (ng/giin)
0-6ay 0,4
Infant 7-12ay 0,5
1 -3 yas 0,9
Cocuk 4 - 8 yas 1,2
9 - 13 yas 1,8
Adolesan 14 - 18 yas 2,4
Yetigkin 19 - 30 yas 2
> 50 yas 2,4
Hamilelerde Tiim yaglar 2,6
Emzirenlerde Tiim yaglar 2,8

Bu konsantrasyonlar i¢in Onerilen temel alimlara ilaveten 2 pg giinliik
vitamin B12 alinmas1 gerekir. Plasebo kontrollii doz-cevap seklindeki calismada
geng erigkinlerde genomik stabilite i¢in giinliik folik asid alimmin 700 pg/giin ve
vitamin B12 aliminm 7 pg/giin olmasi gerektigi gosterilmistir (20). Bu da 6nerilen
miktarlarin ¢ok iizerindedir.

1.1.1.5. Vitamin B12’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Koenzim olarak fonksiyon gdsteren vitamin B12 bilesiklerinin hiicre icinde
sentezi i¢in birkag enzimatik reaksiyon gereklidir (21). Plazmadaki vitamin B12
bilesiklerinde kobalt atomu +3 degerlik durumunda ve stabildir. Kobalaminler aktif

koenzim haline gelmeden oOnce labil olan +2 veya +1 degerlik durumuna



indirgenmelidir. Bu intraseliiler degisimin konjenital defektleri homosisteiniiri ve
metilmalonik asidiiri ye yol acar (14).

Vitamin B12 insanlarda iki reaksiyonda koenzim gorevi goriir.

I. Reaksiyon: "Metionin sentaz" enzimi araciligiyla homosisteinden metionin
aminoasiti sentez edilir. Sitoplazmada gerceklesen bu reaksiyon i¢in koenzim
olarak MeCbl gereklidir. Bu reaksiyonda ayni zamanda folat koenzimi 5-

metiltetrahidrofolat da gereklidir (Sekil 1).

Metil Reaksiyonlar

Niikleik Asid Sentezi
TH,/

Metilyonin

5,10-Metilen Th-| Folat Vitamin B,

Metilyonin
Setaz

NADPH+H"
Metilen TH,

Rediiktaz

Homosistenin

Riboflavin
(FAD)

5-Metil TH4 Folat

NADP "

Sekil 1. Vitamin B12 bagimli metiyonin sentaz enzimiyle metiyonin ve TH4-folat
olusumu (1).

Bu reaksiyon insanlarda metioninin tekrar sentezi i¢in ana yoldur. Bu
reaksiyon bozuldugu zaman metioninin plazma seviyeleri diiser ve buna bagh
olarak gelisme geriligi olusur. Hem folat hem de vitamin B12 eksikliginde bu
reaksiyon kesintiye ugradigindan megaloblastik anemi ile sonuclanabilecek ciddi
bozukluklar aya ¢ikar (1).

Plazmadaki metionin membran transp sistemi aracilifiyla hiicre igine ve
serebrospinal siviya gecer. Hiicresel metionin "Metionin ATP-L-metionin S-
adenosiltransferaz" enzimi araciligiyla adenozinlenir ve S-adenozilmetionin (SAM)
meydana gelir. S-adenozilmetionin, Bir¢ok reaksiyonda metil grup vericisidir.
Fosfatidilkolin, myelin, melatonin, katekolaminler, DNA ve RNA sentezinde
fonksiyon goriir. Metil grubu birakildiktan sonra S-adenozilhomosistein (SAH)

olusur . S-adenozilhomosistein, '"S-adenozilhomosistein hidrolaz" enzimi



tarafindan homosistein ve adenosine hidrolize edilir. Daha sonra homosistein;
metionin sentaz enzimi tarafindan tekrar metionine doniistiiriilebilir (remetilasyon).
Metionin sentaz enzim aktivitesi i¢in bir koenzim olarak enzime baglanan MeCbl
gereklidir (1)

II. Reaksiyon: Propiyonat katabolizmasinda bir basamaktir. Burada
metilmalonil CoA'nin siiksinil CoA'ya doniisiimii gerceklesir. Bu reaksiyonu
"metilmalonil CoA mutaz" enzimi katalize eder ve 5-deoksi AdoCbl koenzim
olarak gereklidir. Bu reaksiyon mitokondride gergeklesir ve sadece AdoCbl
koenzim fonksiyonu goriir. Vitamin B12 eksikligine bagli bu yolun hasarlanmasi
ile plazmada ve idrarda metilmalonik asit (MMA) seviyeleri artar (Sekil 4). MMA
artis1 vitamin B12 eksikligi i¢in hassas ve 6zgiil bir belirleyicidir (1).

Vitamin B12 bagimhi her iki reaksiyon iki tane toksik materyalin plazma
seviyelerini diigiiriir. Bunlar:

1. Homosistein

2. Metilmalonil CoA’dir (1) .

1.1.1.6. Vitamini B12’nin Fizyolojik Onemi ve Fonksiyonu

Vitamin B12’nin en 6nemli fonksiyonu hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi
icin gerekli olan DNA yapimini saglamaktir. DNA yapimu iizerine etkisi THs-folat
iizerinden olur. Vitamin B12 eksikligine en duyarl olan sistemler hiicre cogalma
hizinin en yiiksek oldugu hematopoetik ve gastrointestinal sistemleridir.

Ikinci &nemli etkisi, santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemindeki bazi
noronlarim normal yap1 ve fonksiyonlarmai slirdiirmelerini saglamasidir.

Hematolojik ve norolojik  etkilerin  birbirinden bagimsiz  oldugu
disiiniilmektedir. Bunu destekleyen baslica bulgular;

Pernisy6z anemi ve vitamin B12 eksikligine bagli megaloblastik anemi
olgularinda anemi ile birlikte her zaman ndrolojik bozukluk bulunmaz. Norolojik
sendrom bazen belirgin hematolojik bozukluk olmadan da meydana gelebilir.

1. Iki tiir bozuklugun birlikte bulundugu olgularda bunlarin siddeti arasinda
genellikle bir paralellik yoktur.

2. Folik asit verildiginde, vitamin B12 eksikligine bagli anemilerde hematolojik
bozukluk diizeldigi halde norolojik bozukluk genellikle diizelmez, hatta bazen

kotiilesebilir (1).



Folik asidin etkin sekli olan tetrahidrofolattan (THF) hiicre i¢cinde sentez
edilen THF tiirevleri, DNA sentezi ve purin ve pirimidin bazlarinin sentezi i¢in
gerekli tek karbon ekleme reaksiyonlarimi gerceklestirirler. Bu tiirevlerin sentezi,
vitamin B12’nin aktif koenzim sekli olan MeCbl araciligi ile yapilr.
Metiltetrahidrofolat'in tek karbon dondérii olan diger tiirevlere, diger adiyla folat
kofaktorlerine (5,10-metilentetrahidrofolat ve benzeri gibi) doniisebilmesi i¢cin 6nce
metil grubunu kaybederek tetrahidrofolat haline getirilmesi gerekir. Bu olay
homosistenin'in metionine doniistiiriilmesi olayma kenetli olarak gerceklesir. Bu
reaksiyona "metionin sentaz" reaksiyonu adi verilir. Folat kofaktorleri belirli bir
diizene gore (folik asit kofaktorleri siklusu) birbirlerine ve sonunda THF'a
doniisiirler. Bu siklus, DNA yapim i¢in gerekli timidilatin sentezi, DNA purin ve
pirimidin  bazlarmin sentezi ve serinden gilisin olusumu reaksiyonlarina
kenetlenmis bir sekilde siirdiirtliir (1).

Vitamin B12 eksikliginde, folatin etkin formu olan THF hiicre icinde
azalirken, tetrahidrofolatin metilkobalamin tarafindan metillenmesiyle olusan ve
yasamsal dnemi olan folat kofaktdrlerine donlismeyen metiltetrahidrofolat formu

S

ise hiicre icinde birikir. Bu olaya "metilfolat tuzag1" adi verilir. Bunun sonucu folat
kofaktorleri siklusu ve ona kenetli DNA sentezine yOnelik reaksiyonlar yavaslar
veya durur. Bu durum kemik iligindeki megaloblastik degisikligin temelini tegkil
eder. Eritrosit prekiirsorii ana hiicrelerde c¢ekirdeklerin boliinmesi yavaslasa da
sitoplazmanin olgunlasma hiz1 bozulmaz. Sonugta anormal yapili biiyiik hiicreler
olusur ve normoblastlarin yerini alr (megaloblastik eritropoez). Bu arada bazi
hiicreler pargalanir ve oliir (inefektif eritropoez) (22).

Vitamin B12 eksikligi sonucunda metil TH4-metilen TH4 doniistimi
olmamasi sonucu dUMP nin dTMP ye doniisiimii gerceklesmemektedir. Bu da
folat eksikliginde oldugu gibi DNA icinde urasil birikimine ve yanlis yapilanmaya
neden olmaktadr (23). Her iki vitamin eksikliginde ise sinerjik olarak hasar

artmaktadir (24). DNA'nin aksine RNA sentezi i¢in timidilat'n sentezi gerekli
degildir (25).



1.1.1.7. Vitamin B12 Baglayic1 Proteinler

1. intrinsik Faktér (iF): Insan mide fundus mukozasmm pariyetal
hiicrelerinde sentez edilir. Isiya dayanaksiz ve alkali amda stabil olan bir
glikoproteindir.

Ozelikle vitamin B12’ye baglanmadigi zaman asit PH'da peptik sindirime
hassastir. Vitamin B12 varliginda monomer formundan dimer formuna gecer ve
hizli bir sekilde vitamin B12’yi baglar. Her 1 mg'1 yaklasik 30 pg vitamin B12
baglar. Giinliik sekrete edilen miktar 40-80 pg vitamin B12 baglamak ig¢in
yeterlidir. Cbl-IF kompleksi ince bagirsak liimeninde emilir. Geni 11. kromozom
iizerine lokalizedir (1).

2. Transkobalamin-II (TCII): Ince bagirsak hiicrelerinden veya
depolardan vitamin BI12’y1 alip, kullanan dokulara tasimada hizmet eder.
Fibroblastlar, makrofajlar, enterositler, hepatositler, dalak, kalp, bobrek hiicreleri,
mide mukozasi ve endotelyum gibi farkli hiicrelerde sentez edilen ve glikolize
olmamig bir proteindir. Plazmada, serebrospinal ve seminal sivilarda bulunur.
Vitamin B12’ye baglandigi zaman kendi kendine veya diger proteinler ile
polimerize olur. Plazma turnoveri (doniisiimii) ¢cok hizlidir. Vitamin B12 aktivitesi
olmayan korrin analoglar1 i¢in afinitesi ¢ok disiiktiir. Plazmada TClII'ye hem
MeCbl hem de AdCbl baglanirken, TCI'e sadece MeCbl baglanir (26, 27).

3. Haptokorrinler: TCO, TCI, TCIII, R-baglayict protein ve kobalofilin
olarakda adlandirilirlar. Haptokorrinler, farkli derecelerde glikozile olmus, benzer
yapilt glikoproteinlerdir. Bunlar myeloid hiicreler ve olasi diger bir¢ok hiicre
tarafindan sentez edilir. En Onemli kaynagi graniilositlerdir. Haptokorrinler;
plazma, safra, tiikiiriik, gozyasi, anne siitii, amnion sivisi, seminal s1v1 gibi bir ¢cok
sekresyonda ve graniilositler, trombositler, tiikiirik bezleri ve hepatoma
hiicrelerinde mevcutturlar. Plazmada vitamin B12’lerin %70-90'1 haptokorrinlere
baglanir. Haptokorrinler vitamin B12 baglayic1 proteinlerin tamami arasinda
vitamin B12’ye en bliyiik afiniteyi gosterir. Ek olarak haptokorrinler vitamin B12
aktivitesinden yoksun diger korrinlere baglanma icin daha yiliksek afiniteye

sahiptirler.



Transkobalamin I ¢ogunlukla MeCbl olmak {izere vitamin B12’ler ile %80-
90 doygunluk durumundadir. Plazmadaki vitamin B12’nin ¢ogundan kobalamin
baglayan TCI sorumludur (1, 28).

Besin ile alinan aktif kobalaminler ve kobalamin analoglar1 haptokorrinler
tarafindan sikica baglanir ve en sonunda karacigere tasinirlar. Bunlarm bir kismi
safra ile sekrete edilir. Gergek kobalaminler IF'e baglanarak bagirsaktan tekrar
emilir, analoglar1 ise atilir. Haptokorrinler ayn1 zamanda vitamin B12’nin iiriner
atilimini azaltarak depolama ve koruma fonksiyonuna hizmet eder
(28, 29).

1.1.1.8. Vitamin B12’nin Emilimi

Gidalardaki vitamin B12’nin emilimi ve sindirimi olduk¢a kompleks bir
siire¢c sonunda gerceklesir. Proteine bagli olmayan vitamin B12 agizda dilaltinda
emilebilir. Asil besin kaynagi olan hayvansal gidalarla alindig1 zaman vitamin B12
proteine baglidir ve dilaltinda emilemez. Hayvansal gidadaki vitamin B12’lerin
emilimi bes basamakta tamamlanir (27).

1. Gidalardaki proteine bagli vitamin B12’ler midede gastrik asit, pepsin ve
proteazlar araciligiyla serbestlesir. Bu siire¢ vitamin B12 emilimi i¢in esastir.
Atrofik gastritte vitamin serbestlesemez.

2. Mide ve tiikiiriik sekresyonunda mevcut R-baglayici protein serbest vitamin
B12 ve analoglarmi baglar. Midede kobalamin-R-baglayic1 protein kompleksi
olusur.

3. Kobalamin-R-baglayici  protein  kompleksi  doudenuma  ulastiginda
doudenumun alkali ortaminda pankreatik enzimler araciligiyla R-baglayici
protein sindirime ugratilir ve serbestlesen kobalamin (aktif kobalamin) gastrik
glikoprotein olan IF'e baglanir. Inaktif kobalamin analoglar1 IF'e baglanamaz.

4. Vitamin B12-IF kompleksi terminal ileumda mukozal hiicrelerin mikrovilliis
membranlarinin  {izerindeki spesifik IF-B12 reseptédrlerine baglanir. Bu
reseptore baglanma siirecinde 6,4-8,4 arasinda PH ve divalent katyonlar
(kalsiyum) gereklidir.

5. Vitamin B12 -IF kompleksi endositoz ile hiicre i¢ine alinir, vitamin B12 bazal
membrandan kan dolasimma gecer ve TCII proteinine baglanir. Kismen

bozulan IF ise salinir.
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Ileal IF-Cbl reseptorii dagilimi bireylerde degisiklik gosterir. Ince
bagirsakta bir seferde reseptore baglanabilen IF-Cbl kompleksinin maksimum
miktar1 yaklasik 1,5 pg'dr. Kobalaminlerin fizyolojik emilimi i¢in IF'e
baglanmalar1 gerekir. IF'e baglandig1 zaman diyetle alinan kobalaminlerin %70"i
emilir. IF yoklugunda hastalara fazla miktarda vitamin B12 (100-1000 ug agiz
yolundan verildigi zaman basit difflizyon gibi olas1 spesifik olmayan mekanizma
aracilig ile diisiik oranda (% 0.1-% 1) ince bagirsaktan emilir (1).

1.1.1.9. Vitamin B12’lerin Dokuya Tasimnmasi

Plazmaya gecen vitamin B12 iki farkli proteine baglanir. Bu tasiyici
proteinlerden bir1 TCII dir. TCII ince bagirsak hiicrelerinden veya viicuttaki
depolardan vitamin B12 gereksinimi olan dokulara vitamin B12 tasmmasmi hizli
bir sekilde saglar. Bu dokularin hiicreleri TCII-Cbl kompleksi i¢in reseptor tasir.
Boylesi fizyolojik dnemine ragmen TCII plazmada total vitamin B12 yalnizca
yaklasik %10-30'unu baglar. Geriye kalan vitamin B12’ler haptokorrinlere,
ozellikle TCI'e baglhidir (27).

1.1.1.10. Cocuklarda Vitamin B12 Eksiklik Nedenleri

Cocuklarda vitamin B12 eksikliginin sebepleri ii¢ grupta incelenebilir.
Bunlar yetersiz alim, emilim defekti ve konjenital transp ve metabolizma
bozukluklaridir.

1.1.1.11. Yenidoganda ve Siit Cocuklarinda Vitamin B12 Eksikligi

Yetigkinlerde normalde 2-3 mg vitamin B12 deposu vardir. Normal vitamin
B12 deposuna sahip annenin yenidogan bebegi 25 pg vitamin B12 deposuna
sahipken, vitamin B12 eksikligi mevcut anneden dogan bebegin vitamin B12
deposu yaklasik 3-5 pg'dir. Kolostrum ve/veya yasamin ilk hafta siitli daha sonraki
siitlerden ¢ok daha fazla miktarda vitamin B12 ihtiva eder. Anne siitiindeki vitamin
B12 miktari,, annedeki serum vitamin B12 ile dogru orantilidir. Dogumda
yenidogan bebegin vitamin B12 depolar1 eksik olsa da, yasamm en az birkag

haftas1 i¢in yeterlidir (28).
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Tablo 2. Cocuklarda Vitamin B12 Eksiklik Nedenleri (1, 4, 16)

A.Vitamin B12’nin Yetersiz Alinmasi.

1. Diyeter eksiklik: Kat1 vejeteryanlik, makrobiyotik diyet, yetersiz beslenme.

2. Annedeki eksiklik: Bebeklik doneminde vitamin B12 eksikliginin en 6nemli nedeni
annedeki vitamin BI12 eksikligidir. Vitamin B12 eksikligi olan annelerden dogan
bebeklerde, hem dogum o6ncesinde plasenta yoluyla hem de dogum sonrasi anne siitii ile
vitamin B12 alim1 yetersiz oldugundan, bebeklerde erken donemde vitamin B12 eksikligi
goriiliir.

3. Koétii diyet uygulamalart: iyi yonlendirilmemis fenilketoniiri diyeti, uygun olmayan kotii
diyet, vb.

B. Vitamin B12’nin Emilim Defekti.

1. Intrinsik faktor yoklugu veya fonksiyon bozuklugu
a. Konjenital pernisiydz anemi (dogumsal IF eksikligi ve/veya fonksiyon bozuklugu)
b. Mide rezeksiyonu (parsiyel/total)
¢. Otoimmiin juvenil pernisiy6z anemi
d. Kostik madde alim1 (koroziv gastrit)
e. Atrofik gastrit
2. Azalmig mide asit salgisi: Mide asit salgisini azaltan ilaglarin uzun siireli kullanimi
3. Pankreas yetmezligi.
4. Ince bagirsakta vitamin B12 i¢in kulanim yarigmasi
a. Bakterilerin asir1 cogalmasi ( ince bagirsak divertikiilii, kor bagirsak sendromu,
anastomozlar, fistiiller, aklorhidri )
b. Parazit enfeksiyonu ( Diphillobothrium latum, Giardia intestinalis, Hymenolepsis
nana )
5. leumdan emilimin bozulmasi
Tropikal ve nontropikal sprue
[lemu ilgilendiren cerrahi girisimler veya bypass
Anormal ileal reseptérler (Imerslund - Grasbeck hastalig1)
Infiltratif hastaliklar (Whipple sendromu, Lenfoma, Liposarkom)
[leum tiiberkiilozu
Emilimi azaltan ilaglar ( Kolsisin, PAS, Neomisin, Metformin)
Megaloblastik anemiye sekonder gelisem mukoza hasari
Zollinger Ellison sendromu
Helikobakter pylori enfeksiyonu
Regional enterit.
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C. Vitamin B12 Transp Defektleri ve Metabolizma Bozukluklari.

1.Transp defektleri
a. TCII eksikligi
b. R-baglayici protein eksikligi

2. Metabolizma bozukluklar1

a. Konjenital
1. AdoCbl eksikligi: cblA ve cblB hastalig1
2. MeCbl eksikligi: cblE ve cblG hastaligi
3. Kombine AdoCbl ve MeCbl eksikligi: cblC, cblD ve cblF hastaligi
4. Metilmalonil CoA mutaz eksikligi

b. Edinsel
1. Nitrik oksitte maruz kalma
2. Karaciger hastaliklar1
3. Protein-enerji malniitrisyonu
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Yeterli vitamin B12 deposu ile dogan saglikli siit ¢ocuklarinda serum
vitamin B12 seviyeleri 6. aya dogru azalir ve ek gida almaya basladiktan sonra
serum vitamin B12 seviyeleri tekrar artar. Fakat ek gida alimi gecikirse veya
baslanmaz ise 6. aydan sonra vitamin B12 eksikliginin olusma riski artar (4).

Beyin gelisiminin ve myelinizasyonunun en hizli oldugu dénem dogumdan
onceki son Ui¢ ay ve dogumdan sonraki ilk 3-6 aydir. Eger annede vitamin B12
yetersiz ise bebekte vitamin B12 eksikligi daha erken gelisir. Vitamin B12 eksikligi
olan anne bebeginin son trimesterdeki miyelinizasyonu yavas olacagindan
dogumda serebral atrofi veya hipoplazi olabilir. Dogumu takip eden ilk bir yil
miyelinizasyon olduk¢a hizlidir. Vitamin B12 deposu eksik olarak doganlarda bu
miyelinizasyon yavaslamaktadir (4). Vitamin B12 eksikligi erken donemde teshis
edilip, tedavi edilmez ise siit ¢gocuklarinda kalicit nérolojik hasara neden olabilir
(29-31).

Siit ¢ocuklarinda bazen anemi ve makrositoz olmayabilir veya degisebilir
derecede pansitopeni mevcut olabilir. Kemik iliginde belirgin megaloblastik
degisiklikler goriilmeyebilir. Tani; disiik serum vitamin B12 seviyesi, diger
destekleyici testler, tedaviye cevap, annenin vitamin B12 durumu ve diyetin
arastirilmasi ile konabilir (1).

1.1.1.12. Vitamin B12 Eksikliginin Bulgulan

Cocuklarda vitamin B12 eksikligi halsizlik, yorgunluk, stomatit, gelisme
geriligi veya irritabilite gibi spesifik olmayan klinik bulgular ile aya ¢ikar. En fazla
etkilenen dokular, hizli prolifere olan hematolojik ve intestinal sistemlerdir. Ayrica
norolojik semptomlar da gortliir (1).

Hematolojik Bulgular: Genellikle nétropeni ve trombositopeninin eslik
ettigi siddetli makrositik anemi olusur. Ortalama eritrosit hacmi ( MCV) ve
ortalama eritrosit hemoglobin't (MCH) artmustir, periferik yaymada hipersegmente
notrofiller ve oval makrositler mevcut olup, kemik iligi hiperseliilerdir. Aneminin
baslangict gizli ve yavastir. Cogunlukla halsizlik, zayiflama ve istahsizlik diginda
asemptomatikdirler. Anemiye bagh kalp yetmezligi aya c¢ikabilir. Ayn1 zamanda
pozisyona veya aktiviteye bagl solunum yetersizligi olusabilir (25).

Gastrointestinal Bulgular: Bazi hastalarda anemi ve norolojik semptomlar

oldukca hafiftir ve ana semptomlar gastrointestinal bulgulardir. Bu semptomlar
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istahsizlik (%14-65), hafif kilo kayb1 (%5-10), bulanti, kabizlik, periyodik ishal

(%7-50), glossit ve pamukcukdan olusur. Pernisiydz anemili hastalarin yaklasik

%350'sinde kirmizi, agrili anormal dil oldugu ve anemi olmasa da bu semptomlarin

olusabildigi bildirilmistir (32).

Norolojik Bulgular: Sinir sistemi tutulumu derecesi ile aneminin siddeti
arasinda bir iliski yoktur. Anemi olmadan vitamin B12 eksikligi tespit edilen
hastalarin %25'inden daha fazlasinda norolojik bulgular saptanmistir. Norolojik
semptom ve bulgularm ana nedeni sinir  hiicrelerindeki  ilerleyici
demiyelinizasyondur.

Vitamin B12 eksikligine bagli norolojik hasar {i¢ ana teoriyle aciklanmistir.

a. Vitamin B12 eksikliginde SAM doniisecek metioninin sentez edilememesidir.
SAM, myelinin bir parcast olan fosfatidilkolinin (bir¢ok sinirden izole
edilebilen yag asidi materyali) iiretimi i¢in gereklidir (26, 33).

b. Metilmalonil CoA'nin (ii¢ karbonlu molekiil), siiksinil CoA'ya (dort karbonlu
molekiilii) doniisiimiinde eksiklik Propiyonil CoA (li¢ karbonlu molekiil) ve
metilmalonil CoA'nin (i¢ karbonlu molekiil) birikmesi ile sonuglanir.
Metilmalonil CoA yag asidi sentezinde malonil CoA'nin kompetitif
inhibitoriidiir. Yag asitleri normal olarak numaralanmis karbon molekiiliine
ikiser karbon eklenerek meydana gelir. Yag asidi sentezinde malonil CoA
yerine metilmalonil CoA gegtiginde yani ii¢ karbonlu molekiillerin
eklenmesiyle olagan olmayan 15 veya 17 karbonlu asir1 miktarda anormal dalli
zincirli yag asitleri sentezlenir ve bu anormal yag asitleri sinir hiicrelerinin
zarinda yapisal degisikliklere neden olur (34).

c. Vitamin B12 eksikliginde dokularda dengesiz bir sekilde olusan sitokinler,
timOr nekrozis faktor ve epidermal biiyime faktorii gibi hormon benzeri
molekiiller araciligiyla sinirlerde hasar olusur (35).

Yetiskinlerde spinal kordun subakut kombine dejenarasyonu goriiliirken
(azalmis vibrasyon ve pozisyon duyusu), siit ¢ocuklarinda diffiiz serebral atrofi
goriiliir. Beyinde myelinizasyonun en hizli oldugu dénem son trimester ve yasamin
ilk bir yihidir. Bu donem ayni zamanda beyin volim ve agirhigmin hizli artma
zamanidir. Infantil vitamin B12 eksikligi, glial hiicrelerin ¢ogalmasinda azalma ve

olagan olmayan uzun zincirli yag asitlerinin artmasma bagh olarak myelin sentez
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ve biitiinliigliniin bozulmasi ile sonuglanir. Sonugta siit ¢cocuklarinda vitamin B12
eksikliginin sinir sistemindeki patolojik degiskenleri olan demiyelinizasyon,
aksonal dejenerasyon ve noronal Olim swasiyla gercekleserek  sinir
fonksiyonlarmin bozulmasina yol acar. Bu durum letarjiye, kooperasyon
bozukluguna, anormal visiiel evoket potensiyel (VEP), vibrasyon ve pozisyon duyu
bozukluguna, mental ve motor gelisme geriligine, bas tutma, giiliimseme, konugsma,
oturma ve yilirime gibi kazanilmis mental ve motor fonksiyonlarin kaybina,
konviilziyona ve ileri donemde komaya neden olur (36).

1.1.1.13. Vitamin B12 Eksikliginin Tams1

Anamnezde bebegin beslenme sekli, ek gidaya baglama zamani ve annenin
beslenme sekli Ogrenilmeli, ayrica cerrahi miidahale, hastalik ve parazit olup
olmadig arastirilmalidir. Tam kan sayimi, kemik iligi incelemesi, serum vitamin
B12 diizeyi, total homosistein diizeyi ve metilmalonik asit diizeyi ile vitamin B12
eksikligi tanis1 konulduktan sonra etiyolojisine yonelik ¢calismalar yapilmalidir.

Tam Kan Saymmi: Makrositik anemi goriilebilir. Genellikle makrositik
anemiye notropeni ve trombositopeni eslik eder. MCV ve MCH artmistir. Vitamin
B12 eksikligi ile birlikte demir eksikligi anemisi, kronik inflamatuar hastalik
anemisi veya talasemi hastaligi mevcut ise MCV'deki artma maskelenebilir (27).

Periferik Yayma: Anizositoz, poikilositoz ve fragmantasyonlu oval
makrositik eritrositler ve hipersegmente notrofiller goriiliir. Makrositoz klinigi hafif
olan vakalar icin ¢ok duyarli veya spesifik bir bulgu degildir. Howell-jolly
cisimcikleri ve normoblastlar goriilebilir. Notrofil hipersegmentasyonu iyi yapilmis
periferik yaymada, 100 segmentli notrofil arasinda bes loblu 5 veya daha fazla
notrofil veya alt1 loblu 1 veya daha fazla notrofil mevcudiyeti olarak tanimlanir (1)

Kemik iligi Incelemesi: Kemik iligi hiperseliilerdir ve genellikle her iic
seri elemanlarimda megaloblastik degisiklikler goriiliir. Eritroid seride hiperplazi ve
gec donemde nukleuslu megaloblastik eritrositler, dev metamyelositler ve band'lar,
artmis hipersegmente ve biiyiik megakaryositler bulunur (1).

Biyokimyasal Bulgular: Inefektif eritropoezin yansimasi olarak artmus
transferin satiirasyonu, artmig laktat dehidrogenaz, biliiribin ve demir seviyeleri
tespit edilir. Serum kolesterol, lipit, alkalen fosfataz, potasyum ve immiinglobiilin

seviyeleri azalmis olabilir. Bu degisiklikler vitamin B12 eksikligine spesifik
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degildir. Fakat vitamin B12 tedavisinden sonra diizelmeleri vitamin BI12
yetersizligine bagli oldugunu gosterir (1).

Vitamin B12 Serum Diizeyi: Vitamin B12 eksikliginin direkt delili diisiik
serum vitamin B12 seviyesidir. Kullanilan metod ve laboratuara bagl olarak serum
ve plazma vitamin B12 diizeyi degisebilir. Genellikle normal serum diizeyi araligi
200-900 pg/ml'dir ve 200 pg/ml altindaki seviyeler hemen daima vitamin B12
yetersizligini gosterir (37). Megaloblastik anemisi olan hastada vitamin B12 diizeyi
genellikle 100 pg/ml'den daha disiiktiir. Serum vitamin B12 seviyesi hepatik
vitamin B12 rezervini yansitmaktadir. Megaloblastik anemili hastalarda serum folat
seviyesinin artmig bulunmasi vitamin B12 yetersizliginin gili¢lii bir indirekt
kanitidir (27).

Homosistein ve MMA Diizeyleri; Hastalarin bir kisminda (%5) anemi ve
serum vitamin B12 seviyesinde diisiiklik olmadan fonksiyonel vitamin B12
eksikligi gelisebilir. Vitamin B12 yetersizliginin tanis1 fonksiyonel vitamin B12
yetersizliginin kanit1 olan artmis serum MMA ve total homosistein seviyeleri ile
dogrulanabilir. Vitamin B12 emilimi olmayan hastalarda total serum vitamin B12
diizeyinin azalmasindan once vitamin B12 baglayan TCII seviyelerinde azalma
gortliir. Azalmis TCII-Cbl kompleksi B12 vitamininin emilim yetersizliginin bir
isareti olabilir (1).

Pozitif Tedavi Test Sonuclar: Pozitif tedavi test sonucu; vitamin B12
tedavisini takiben biyokimyasal, hematolojik ve ndrolojik bozukluklarin
diizelmesidir. CNCbl veya OHCbl'in 100-1000 pg dozunda bir veya daha fazla
dozda subkutan veya intramiiskiiler verilmesinden sonra asagidakilerden en az iki
tanesinin olmasi tanty1 dogrular (1).

1. 24 saatte serum Fe’de %50 azalma olmasi.

2. Tedaviden 5-10 giin sonra retikiilosit sayisinda artma olmasi.
3. Iki haftada trombositopenin diizelmesi.

4. 1ki haftada ndtropeninin diizelmesi.

Iki haftada MCV ‘de 5 fl veya daha fazla diisme olmasi.

hd

6. 2-4 haftada aneminin diizelmesi.

7. Artmug notrofil lob sayisinin 4 haftada normal sayiya diigsmesi.
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8. Artmis plazma MMA ve total homosistein seviyelerinde 2 haftada azalma
olmasi.

Schilling Testi: Vitamin B12 emilim testleri arasinda en standardize
olanidir. Vitamin B12’nin emilim defektini tespit etmede kullanilir. Radyoaktif
isaretli vitamin B12 24 saatlik idrardaki miktar dl¢iimiine dayanir. Isaretli vitamin
B12 ile intrinsik faktoriin beraber verilmesi sonucundaki idrar vitamin B12
degerlendirmesi ile intrinsik faktore bagh defektler de gosterilebilir (1, 27).

Gida Schilling Testi: Atrofik gastritili veya gastrik peptik aktivitesi
yetersiz hastalarda kullanilmaktadir (1).

Deoksiiiridin Supresyon Testi: DNA sentezi ile ilgili olarak folat ve/veya
vitamin B12 durumunu degerlendirmede kullanilan duyarli invitro bir testtir.
Hiicresel folat ve/veya vitamin B12 yetersizliginde timidilat sentaz enzim
aktivitesinin azaldigmi gosterir. Bu testin her laboratuarda yapilmasi miimkiin
olmamaktadir (1).

Diger Testler: Fekal atilim testi, aminoasit 6l¢limii, transkobalamin II
diizeylerinin 6l¢iimii, fibroblastlarda komplemetasyon calismalari, intrinsik faktor
ve mide pariyetal hiicrelerine kars1 antikorlarin 6l¢timii sayilabilir (38).

1.1.1.14. Vitamin B12 eksikliginin tedavisi

Siddetli anemisi olup hastaneye basvuran hastalarda kalp yetmezligi
gelismis olabilir. Acil tedavide amag oksijen verilmesi, diiiretik kullanimi ve ¢ok
yavas sinirlt eritrosit transflizyonu ile hastanin stabilize edilmesidir. Hizli ve fazla
miktarda transflizyon kardiyak yetersizlige sebep olabilir veya mevcut yetmezligi
kotiilestirebilir. Acil sartlarda yiiksek dozda vitamin B12 verilmesi gereksizdir.
Acil ve hizli tedavi bazen yasami tehdit eden yan etkilere yol agabilir (1, 27).

Transfiizyonu takiben birka¢ saat icinde kemik iliginde, eritroid seride
hiperplazi azalacagindan ve hiicre morfolojisi degiseceginden megaloblastik
aneminin mevcudiyetini gostermek i¢in kemik iligi incelemesi erken donemde
yapilmalidir. Serum vitamin B12 degerinde transflizyona bagli 6nemli bir
degisiklik olmasa da transfiizyon islemi yapilmadan 6nce bazal tetkikler i¢in kan
almmalidir. Vitamin B12 10 pg/gilin dozunda iki giin verilmesi artmis serum LDH
ve demir seviyelerinin normale donmesi ve tedavinin baglangicindan 5-7 giin sonra

retikiilosit sayisini maksimum seviyeye ulastirmak i¢in yeterlidir (1, 16).
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Whiteheat ve arkadaslarinin 6nerdigi tedavi plani; cocuklar i¢cin CNCbl
baslangi¢c dozu iki giin siire ile 0.2 pg/kg/glindiir. Bu tedaviyi takiben 1 hafta siire
ile CNCbl 1000 pg/giin dozunda enjeksiyon seklinde verilmeli ve bunu izleyen bir
aylik siirede 100 pg/hafta dozunda tedavi verilmelidir. Bu tedavi viicut vitamin
B12 depolarini doldurmak i¢in gereklidir (14).

Agir anemisi olan hastalarda yiiksek doz vitamin B12 kullanimi sonucu
bliyiik olasilikla  siddetli hipokalemi olusur. Potasyumun ekstraseliiler
kompartmandan intraseliiler kompartmana gecisi ve renal potasyumun
korunmasinda (tutulmasinda) gecikme 1ile birlikte, intraseliiler potasyum
birikmesiyle hipokalemi gelisir. Vitamin B12 baslangicta 10 pg/giin 2-3 giin SC
verilirse dahi hipokalemi olasiligma kars1 dikkatli olunmali ve potasyum destegi
saglanmalidir (1, 27).

Vitamin B12 eksikligi kanitlanmis ve vitamin B12 emilimi olmayan
hastalarda ise, eksikligin tekrarlanmamasi icin CNCbl'nin 6miir boyu aylik 100-
1000 pg'lik enjeksiyon seklinde uygulanmasi gereklidir. Benzer sekilde depolarin
korunmas1 ve dolmas1t OHCbl'nin her {i¢ ayda bir 1000 pg veya her 6-12 ayda bir
1-2 hafta siiresince 1000 pg/gilin subkutan enjeksiyonu ile de saglanabilir. OHCbl
verilen hastalarin az bir kisminda TCII-Cbl kompleksine karsi antikor gelisir bu
durum tedaviye toleransin gelismesine yol acar (1, 27).

Konjenital vitamin B12 metabolizmas1 defekti olan cocuklarda OHCbl
haftada 2-3 kez 1000 pg enjeksiyon seklinde kullanilmahidir. Bu gibi vakalarda
tedavinin etkinligi total homosistein, MMA, metioninin ve belki ilave
metabolitlerinin serum seviyelerinin 6l¢iilmesi ile izlenebilir (1).

Vitamin B12 eksikliginde prognoz eksikligin siddetine ve siiresine baghdir.

Bu nedenle olabildigince erken tani konulup tedaviye baglanmalidir (1, 31, 34).

1.1.2. Girelin

Girelin oreksijenik hormon olarak bilinir. Hormon olarak kesfedilmesinden
once, 1996 yilinda reseptorii GHS-R (biiylime hormonu salgilatici reseptdr)
tanimlanmis ve G protein ailesine ait oldugu saptanmistir (12, 38). Daha sonra bu
reseptoriin endojen ligand1 aranmaya baslanmis ve girelin 1999 yilinda ilk olarak

Kojima ve ark. tarafindan farelerin midesinde GHS-R1a baglanmis endojen bir
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ligand olarak tanimlanmistir (12). Daha sonra, istah ilizerine etkilerinin tespit
edilmesi lizerine istah hormonu olarakta adlandirilmastir.

1.1.2.1. Girelin Gen Uriinlerinin Sentezi ve Yapisi

Girelin geni, insanlarda 3p-25-26’da bulunur. Insan girelin geni, alternatif
splicing ve/veya post translasyonel modifikasyonla girelinden baska temel olarak
deagcil girelin ve obestatin olmak tizere farkli aktif molekiilleri de olusturabilir. Bu
molekiiller girelin ve anologlari, C-girelin ve obestatin olmak iizere
gruplandirilabilir (39, 40) .

Girelin onciilii olan preprogirelin, 117 amino asit’den olusur. Preprogirelin,
23 amino asitlik sinyal peptidi ve 94 amino asitlik progirelin (1-94) kisimlarini
icerir. Progirelin 28 amino asitlik matiir girelin (1-28) ve 66 amino asitlik kuyruk
kismindan (29-94) olusmustur. Preprogirelinin son tiriin olan matiir gireline kadar
proteolitik olarak yikimindan sorumlu olan enzimler heniiz bilinmemektedir (40).
Girelin geninin major aktif liriinii 3. pozisyondaki serin amino asiti bir oktanoil
grup ile agillenmis, matiir girelin olarak adlandirilan ve 28 aminoasitten olusan
acillenmis girelindir (Sekil 2). Girelin salinmadan Once sitoplazmada,
posttranslasyonel olarak N-terminal 3. amino asidi olan serin kalintisina n-
oktanoil asit eklenerek aktif haline doniistiiriiliir. Girelinde olusan bu acilasyon,
aktivite ve GHS-R'e baglanma icin gereklidir. Ayrica bu post translasyonel
degisimin, girelin molekiiliine hidrofobik 06zellik kazandirmasi, bu hormonun
ozellikle hipotalamus ve hipofiz olmak iizere beyin dokusuna gecisine olanak
saglamaktadir (41, 42). 14. pozisyondaki glutamin'in olmadig1 bir analog peptid

daha vardir ve deagil girelin (14) girelin adini alir.

DO

Sekil 2. Girelinin 28 aminoasitlik molekiiler yapis1 (43, 44).
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1.1.2.2. Girelin ve Tiirevlerinin Doku Dagilinm

Viicutta girelin iiretimi ile iligkili oksintik bez ve santral sinir sistemi olmak
iizere iki hiicresel alan bulunmaktadir. Girelin, cogunlukla mide fundus mukozasi
oksintik bezleri igerisindeki X/A benzeri hiicreler tarafindan dtretilir (41).
Dolasimda bulunan girelinin biiyiik miktar1 mideden salgilanir ve geriye kalan
kismin ¢ogu ince barsak kaynaklidir (45). Hipotalamusta arkuat nukleus (ARC)’da
girelin peptidi ekspresyonu oldugu gosterilmistir ancak girelin pozitif noronlarin
sayis1 diisiiktlir. Bu dokulara ek olarak girelin; hipofiz, tiikriik, tiroid bezi, ince
bagirsak, safra kesesi, bobrekler, kalp, pankreasin alfa, beta ve epsilon hiicreleri,
akciger, fallop tiipleri, over, testis, plasenta, gobek kordonu, kordon kaninda,
gonadlar, immiin sistem, meme, dislerde, iskelet kaslarinda, ciltte, yag dokusunda,
miyokardda, damar dokularinda, noroendokrin tiimorlerden mediiller tiroid
karsinomalar1 ve akciger tiimorleri gibi degisik tiimdr dokularinda da saptanmistir
(46) .

1.1.2.3. Dolasimdaki Girelin Gen Uriinii Peptidler

Girelinin yarilanma omrii 15-20 dakikadir. Viicut sivilarinda agil ve deagil
olmak tizere iki formda bulunur. Plazma konsantrasyomu 200-600 ng/L’dir. Des-
acil girelin dolasimdaki toplam miktar1 yaklasik %80-90’1m1 olusturmaktadir.
Dolasimdaki girelinin 2/3’ii midedeki oksintik mukozadaki P/D; hiicreleri
tarafindan iiretilir ve kalan girelinin ¢ogunlugu ince barsakdaki P/D; hiicrelerinden
kaynaklanir. Insan plazma girelininin %90’nin1 deagil girelin olusturur. Bu durum
girelinin  sistemik dokularda GHS-R’ye baglanmasi ve dolasimdan hizla
temizlenmesinin sonucu olarak yarilanma Omriiniin deagcil girelinden daha kisa
olmasma bagl olabilir. Girelinin yarilanma omriiniin kisa olmasindan plazmada
deacil gireline hizla deagilasyonu da sorumludur (47).

1.1.2.4. Girelin Gen Uriinlerinin Etki Mekanizmasi

1.1.2.4.1 Girelin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Biiylime hormonu salgilatic1 reseptor, 3q26.2°de kodlanmis gendedir. Bu
genin pre-mRNA’nin GHS-R1°1 alternatif isleme tabi tutmas1 sonucu GHS-R1a ve
GSR-1b olmak tizere iki izoformu olusur. Girelin GSR-1a’ya baglanir. GSR-1b,
GSR-1a gibi yaygin bir sekilde eksprese edilir; fakat farkli olarak GSR1b’ ye

girelin veya sentetik biiylime hormonu salgilaticilar1 (GHS) baglanmaz ve GSR-
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1b’nin fonksiyonel olup olmadigi bilinmemektedir (48). Girelinin istah, gida alimi
ve enerji balansi iizerine etki ettigi bolgeler olan hipofiz bezi ve hipotalamusta
GSR-1a reseptorleri yaygin olarak izole edilmistir (49). Biyolojik ritim, mood,
kognisyon, hafiza, 6grenme gibi fonksiyonlarin kontrol edildigi santral sinir
sisteminin hipokampus, substantia nigranin pars kompakta bolgesinde, mental
tegmental bolge, dorsal ve medial raphe ve Edinger—Westphal cekirdekleri ve
piriform kekste de GHS-R1a ekspresyonu gosterilmistir (50).

Ayrica, GHS-R1a aktivasyonu girelinin bir¢ok etkisine aracilik eden vagal
nod ganglionlarinda ve mide, bagirsak, pankreas, adrenal ve tiroid bezi, gonad,
over dokusu, tlimoral dokular gibi birgok periferal organda da gosterilmistir (51).
GHS-R1a aktivasyonu acilasyon gereklidir (52).

Biitiin modifiye acilgirelin analoglari, anestezi verilmis ratlarda GHS-R eksprese
eden hiicrelerde Ca®" artisin1 saglayarak ayni siddette GH salgilanmasma neden
olmaktadir (39) .

Deacil girelin GHS-Rla’ya baglanamadig1 i¢in, etkilerinin olusmasina
baska reseptorler aracilik etmelidir. deacil girelin i¢in spesifik ve agil girelin i¢in
ak reseptorlerin bulunmas1 miimkiin olmakla beraber; su ana kadar bunlarin hig¢biri
karakterize edilememistir. deagil girelinin hiicre proliferasyonu ve metabolizma
iizerine biyolojik aktivite gdsterdigi ve kardiyomyozit, adiposit, prostatik ve iskelet
kas1 hiicre membranlarina baglandigi gosterilmistir (52, 53) .

1.1.2.4.2. Biiyiime Hormonu Salgilaticilar (GHS)’lar ve Girelininin
Sinyal Yollan

Biiyiime hormonu salgilaticilar, GH salimmasmi stimule eden sentetik
bilesiklerdir. Bunlar G protein ailesinden reseptore (54) .

1.1.2.5. Girelin Gen Uriinlerinin Etkileri

1.1.2.5.1. Biiyiime Hormonu(GH) Sekresyonu

Girelin, hipofiz bezindeki somatotropik hiicrelerdeki GSR1-a reseptorlerine
baglanir ve doza bagimli olarak GH salgilanmasina neden olur. Hipotalamustaki
GHRH-noronlar1 aktivasyon, somatostatin ndronlarinda inhibisyon yapar ve vagal
afferent aktivasyonu uyarir (50, 55).

Normal sartlarda deagil girelin, GHS-Rla’ya baglanamadigr icin GH

sekresyonunu etkilemez. Bununla birlikte, transgenik farelerde deagil girelinin asir1
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ekspresyonu, GH-IGF-I aksin1 modiile edebilir (girelin verilmesi azalmis GH
cevabi) (56).

1.1.2.5.2. istah ve Viicut Agirhg

Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yemek yemenin merkezi sinir
sistemindeki Ozellikle hipotalamustaki kompleks mekanizmalar tarafindan
diizenlendigi kabul edilmektedir (57).

Memelilerde girelin oreksijenik ve adipogenik bir molekiildiir. Oreksijenik
etki hizli baglar; ama etkisi kisa siirelidir. Hipotalamus, enerji homeostazisi i¢in
kontrol merkezidir. Girelin hipotalamusda istah iizerine etkisini {i¢ yolla yapar
(41). Bunlar;

1. Mideden salgilanan girelin, kan yoluyla hipotalamik ARC hiicrelerine
ulasir ve kan beyin bariyerini gegerek aktif transp yolu ile diger serebral hiicrelere
ulasir.

2. Periferde sentezlenen girelin, vagal etkilesimlerle GHS-R ekspresyonunu
saglar ve vagal etkilesimler nukleus traktusa ulasarak hipotalamusu etkiler.

3. Girelin lokal olarak hipotalamusta sentezlenir. Noropeptid Y (NPY) , istah
etkili protein (AGRP) ve diger hipotalamik hiicrelerle direkt etkilesime girer.

Girelin tireten ndronlar, hipotalamusta ARC bolgesinde bulunur.

Intraserebroventrikuler girelin uygulamas1t ARC’de NPY diizeylerini arttirir,
periferal girelin uygulamasi ise hipotalamik noronlar1 ve gida alimimini stimule
eder (58). Uzun donemde girelin viicut agirligmi da kontrol edebilir, kilo
verilmesini takiben girelin diizeyleri artar ve kilo alimin takiben azalir (59) .

Bir¢ok arastirmaci tarafindan, deacil girelin ve gida alimi arasinda negatif
iligki gosterilmis olup (60, 61) Ote yandan gida alinimini stimiile ettigine dair
arastirmalar da mevcuttur (62, 63). Baz1 arastirmalarda bazal ve girelin ile stimiile
edilmis durumlarda, girelinin gida almimmi azalttigi ve kilo almmasm
baskilayabilecegi belirtilmistir (63, 64).

1.1.2.5.3. Metabolizma

1.1.2.5.3.1. Glukoz Metabolizmasi

Girelin, beyinde néronlarin glukoza duyarhiligini, insulin sekresyon ve

aktivitesini ve hepatik glikogenezi diizenleyerek glukoz hemostazina katilir (65).
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Akut olarak sistemik girelin uygulamasi, insanlarda insiilin salinimini inhibe
eder ve plazma glukoz seviyesini arttirr (66). Bu etkileri insan ve hayvanlarin
endokrin pankreasinda tespit edilen GHS-Rla aracilik etmesi, insiilin karsit1
hormonlar olan GH, kizol, epinefrin ve muhtemelen glukagon stimiilasyonu
yapmasi, hepatositlere direkt etkisi sonucu hepatik glukoz yapimini arttirmasi ile
meydana gelir (67) . Deagil girelin de glukoz metabolizmasini regiile edebilir. Fare
ve ratlardan izole edilen pankreasin adacik hiicrelerinde, deacil girelin
konsantrasyonunun plazma konsantrasyonuyla uyumlu bir sekilde acil girelinden
10 kat daha yiliksek oldugu ve agil girelinin insiilin sekresyonu iizerine olan
etkilerini adan kaldirdig1 belirtilmektedir (68). Ayrica, insiilinin endojen glukoz
dretiminin inhibe etme kapasitesini adan kaldirdigi; fakat glukoz tiiketimini
etkilemedigi belirtilmektedir (69). Deagcil girelin, primer hepatositlerden glukoz
¢ikisini inhibe eder ve girelinin glukoz serbestlestirici etkisini baskilar (67).

1.1.2.5.3.2. Lipid Metabolizmasi

Girelin karaciger, yag dokusu ve iskelet kasinda lipid metabolizmasinin
reglilasyonunda onemli rol oynar. Karacigerde, yag asitlerinin oksidasyonunu
azaltirken, lipogenik patern genlerinin ekspresyonu ve trigliserid igerigini indiikler.
Girelin gastroknemius kasmin trigliserid igerigini azaltmakta ve mitokondrial
oksidatif enzim aktivitesini arttirmaktadir. Aktif halde iken iskelet kaslarindaki yag
oranini azaltan peroksizom proliferator aktivatorii reseptor y’y1 iskelet kaslarinda
sellektif olarak arttirmaktadir (70).

1.1.2.5.4. Is1 iizerine etkisi

Santral ya da periferal yolla uygulanan girelin doza bagimli olarak 1s1
artisina  neden olmaktadrr. Uygulama sekline goére 1s1 artisinda farklilik
olusturmaktadir. Girelin intraperitonal verilirse 1s1 artis1 5-20 dakika arasinda
olurken, intraserebroventrikiiler verilmesi halinde ise 10-60 dakika arasinda
gerceklesmektedir. Bu 1s1 degisimin altinda yatan neden, heniiz bilinmemesine
ragmen girelinin enerji harcanmasinda ve korunmasinda rolii oldugu kabul
edilmektedir (71).

1.1.2.5.5. Girelin ve Hastalhklar

Girelin seviyeleri ve hastaliklar arasinda iliskiyi icren bircok calisma

mecuttur. Hormon seviyesi hastaliklara bagl olarak degismektedir. Boy kisaliginda
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girelin miktar1 artar (72), Tip I diabette veya insiilin direnci olan hastalarda da
diisiik girelin diizeyleri bulunmustur. Ancak tip I diyabetli hastalarda ise yapilan
calismalarda girelin seviyelerinde degisiklik gozlenmemistir (73). Hipotroidik
ratlarda serum girelin seviyelerinin arttigi, hipertiroidide ise azaldigi bulunmustur
(74). Uyku ve epilepsi ile uyku ve endokrin fonksiyonlar arasi bilinen
baglantilardan dolay1 epilepsili hastalarda kan girelin seviyelerinde degisiklikler
olmaktadir (75).

Yapilan iki farkli calismada DEA’ de girelin diizeyleri kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugu gosterilmistir (13). Vitamin B12 ile girelin arasindaki iliskiye
ait bilgi bulunmamaktadir.

Girelin gen {iriinlerinin degisik sistem ve organ iizerine olan bir¢ok etkisi

tanimlanmistir (Tablo 3).

1.1.2.6. Girelin Gen Polimorfizmi

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan  mutasyonlarla
stirdiiriilemeyecek oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki
veya daha fazla genetik 6zelligin bir arada olmasi olarak tanimlanabilmektedir
(76). DNA dizisinde dogal olarak meydana gelen varyasyonlar birka¢ sekilde
olusabilir;
1. Tek niikleotid subtitiisyonu
2. Tek ya da birkag niikleotidin insersiyonu veya delesyonu,
3. Tekrarlayan dizi sayisindaki degismeler ve kromozom yapisindaki biiyiik
degisimler.

Insan genomunda tek niikleotid degisimleri oldukca yiiksek siklikta
bulunmaktadir. Bu oran her 1000 bazda 1 olarak tahmin edilmektedir. Bunlar
sikliklarina ve hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak polimorfizm ya da

mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar (76).
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Tablo 3. Girelin gen iirlinlerinin diger organ ve sistemler iizerine etkisi (42).

Etki Girelin Deacil girelin
Gastrointestinal

Ekzokrin sekresyon 1l<(mide)/? <> (mide)
Epitelyal koruma T Nd Nd
Motilite 1 (mide ve kolon) l(mide)/—
Kardiyovaskiiler

Biiyiik damarlarda 1 (sistemik)/| (koroner) 1 (sistemik)
Kigiik damarlarda 1 Nd

Endotel fonksiyonlari 1 Nd

Kalp fonksiyonu T i

Hiicre proliferasyonu 0 T

Immiin fonksiyonlar

Immiin hiicre {iretimi 1 >
Sitokin tiretimi ! VRN
Notrofil aktivasyonu l Nd
Kemik

Osteoblast tiretimi 1 1
Osteoblast aktivitesi 1 Nd
Uyku i >
Hafiza i —
Anksiyete i «
iris kas releksasyonu

Sfinkter 1 T
Dilatér 1 -

(1): stimiilasyon, («): etki yok, (|): inhibiston, (Nd): bilinmiyor

Normal populasyonda %]1°’den daha fazla siklikta olan degisimler
polimorfizm olarak kabul edilmektedir. %1’den daha az siklikta olanlar ise
genellikle hastalikla sonuclanmaktadir. Sadece hastaliklarla sonucglanan
mutasyonlar degil ayn1 zamanda bazi polimorfizmler de fonksiyonel olarak 6nemli

olup hastalik patogenezinde rol oynamaktadir. Allel bir genin homolog
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kromozomlar iizerinde yer alan alternatif DNA dizilimleri veya formlaridir. Tek
niikleotidi igeren degisimler tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir.
Bir polimorfizmde yaygin olan dizi vahsi tip allel, nadir olan ise varyant alleldir
(77).

Insan girelin geni 3. kromozom 3p25-26 lokusunda yer alir (78). insan
girelin geni 5 ekzondan olusmaktadir. Ik ekzon 5° bolgesinde kodlanmustir ve ¢ok
kisadir. Transkript A insan girelin mRNA’smin in vivo asil formudur. Bu mRNA
117 aa’li girelin prekiirsoriine (preprogirelin) doniisiir. Proteaz enzimi ile yarilma
ve agil modifikasyonu sonucu 28 aa’li aktif girelin peptidine doniisiir. 28 aa’li
fonksiyonel girelin peptidi ekzon 1 ve ekzon 2°de kodlanmistir (73).

Yapilan farkli ¢aligmalarda girelin geninde DNA dizileme kullanilarak pek
cok farkli tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan en onemlileri
promoter -501 A/C, Arg51GIln, Leu72Met ve GIn90Leu seklindedir.
Transkripsiyon baslama noktasinda -604 g/a, -501 a/c, -473 g/a ii¢ adet niikleotit
degisimleri yer alir. Arg51Gln olgun girelin proteininin son kodonunda yer
almaktadir. Olgun girelin proteinin olusturulmast i¢in son 66 amino asitin
kesiminde gorevli olan endoniikleazlarin tanima noktasint bozmaktadir. Arg51Gln
ve leu72Met degisimleri ekzon 3’de ve GIn90Leu ise ekzon 4’de yer alan
aminoasit degisimleridir (Sekil 4) (79, 80). Girelin genindeki mutasyonlar girelin
proteininde kusur ya da aktivasyon kaybi ile BH salgilanmasinda ve enerji
dengesinde degisiklige neden olabilirler (81). Preprogirelin geninin 72. kodonunda
(Leu72Met) meydana gelen mutasyon matiir girelinin kodon bdlgesinin disindadir
(82). Leu72Met polimorfizmi sonucu matiir girelinde yapisal bozukluk olmamasma
ragmen, mRNA kararliligindaki degisiklikler girelin sekresyonu veya aktivitesinde

degisikliklere neden olur (81).

LN oy e,

473G/ A l Leu72MNet

_604G< l/ Y

Exon 1 2 3

GIn90L.eu
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1kb

Sekil 3. Girelin geninin genom yapis1 ve dnemli polimorfizmleri (80).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hasta ve Kontrol grubu

Calismaya Ocak 2010-Ekim 2011 arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik Hematoloji Bilim Dal1 polikliniginde izleme alinan vitamin B12 eksikligi
(n: 40) olan ve kontrol grubu herhangi bir nedenle (asi...vb) saglam cocuk
poliklinigine bagvuran ve kan 6rnegi alinmas1 gereken ve saglik problemi olmayan
0-17 yas grubu cocuklardan olusturuldu. Vitamin B12 eksikligi tespit edilen
hastalarda serum girelin diizeyi ve girelin gen polimorfizmi kontrol grubuyla
karsilastirildi. Kontrol grubundan 1. derece akrabalarinda ve kendisinde vitamin
B12 eksikligi olmayan olgular kullanildi. Vitamin B12 eksikligi tanis1 alan ve
kontrol grubunu olusturan ¢ocuklarin ailelerine, ¢alisma ile ilgili bilgi verilip; yazili
onaylar1 alindu.

Vitamin B12 eksikligi grubunda 22 kiz (%52.3) ve 20 erkek (%47.7) olmak
iizere toplam 42 hasta ¢alismaya alindi. Kontrol grubu olgular1 19 kiz (%45.2) ve
23 erkek (%54.8) olmak iizere toplam 42 saglikli olgudan olusturuldu. Vitamin
B12 serum diizeyi 200 pg/ml altindaki degerler vitamin B12 eksikligi olarak kabul
edildi (37).

Anemi tanis1 konacak 6 ay-18 yas arasi ¢cocuk hastalarda Hb degerleri; 4
ay-2 yas arasinda 10.5 g/dl diizeyinin altinda, 2-6 yas arasinda 11.5 g/dl diizeyinin
altinda, 6-12 yas arasinda 12 g/dl diizeyinin altinda ve 12-18 yas arasinda 12 g/dl
altinda bulunmasi anemi olarak kabul edildi. Serum demiri(Fe) azalmais, transferrin
satiirasyonu %16 altinda ve ferritin(F) degerinin 12 ng/dl altinda olmasi DEA
olarak degerlendirildi (83).

Vitamin B12 eksikligi tanisi; tam kan saymi (CBC), periferik yayma,
retikiilosit, vitamin B12 diizeyi, folik asit diizeyi, Fe, total demir baglama
kapasitesi(TDBK) ve F almarak saptandi. Bunlar i¢in vitamin B12 eksikligi
diisiiniilen her olguda rutin olarak her bireyden CBC ve retikiilosit i¢in etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA)’li biyokimya tiipiine toplam 3 ml, serum Fe ve
TDBK i¢in biyokimya tiipiine 2 ml, vitamin B12, folik asit ve Fe i¢in biyokimya
tiipiine 2 ml kan alindi. Calismaya katilacak her bir bireyden girelin degerleri hasta
tan1 aninda rutin alman toplam 7 ml kandan (vitamin B12, folik asit, serum

Fe,TDBK, F diizeyleri i¢cin alinan kandan) arta kalan 2 ml serumdan Peptide
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Enzyme Immunoassay (EIA) yontemi kullanilarak ¢aligildi. Tiim ornekler sabah
08:00-09:00 saatleri arasinda a¢ olarak alindi. Ancak peptidler hiicrede proteazlar
tarafindan kolayca parcalandigindan plazma girelin miktarlarinin  dogru
Olgiilebilmesi amactyla her 1 ml kana bir proteaz inhibitorii olan aprotininden 20-
30 ul eklendi. Ayrica santrifiij edildikten sonra elde edilen plazma 6rnekleri 1/10
hacim kadar 1 N HCI eklendi. Bu 6rnekler, - 20 ile -80 °C’de saklandiktan sonra
tim degerler aym1 anda calisildi. Girelin i¢in alinan Ornekler ayni anda uygun
sartlarda ¢Ozilindiiriildiikten sonra c¢aligma kitlerinin kataloguna uygun olarak
birlikte degerlendirildi.

Tam kan sayimmi Coulter Gen-S system, serum Fe diizeyi ve TDBK
Olympus AU 2700 cihaz1 ve Olympus kiti, F diizeyr Immunlyte 2000 cihazinda
Immulyte 2000 ferritin kiti ile bakildi.

2.2. Girelin

Biotec L800 cihazda, plazma Orneklerinde; SPI-bio bertin marka Human
Unacylated Girelin ELISA kiti kullanilarak (REF:A05119-96 Wells) ve A-Ghr ayn1
firma tarafindan {tiretilen Human Acylated Girelin ELISA kiti (REF:A05106-
96Wells) kullanilarak iiretici firmanin katologunda belirtigi sekilde ¢alisild1.

2.2.1. Girelin gen polimorfizmi

Girelin gen polimorfizmi rutin kontrol i¢in alman 3 ml kandan (CBC ve
retikiilosit diizeyi icin alman EDTA’ll kandan) arta kalan 1.5 ml plazmadan
calisildi. Tiim Ornekler sabah 08:00-09:00 saatleri arasinda ag¢ olarak alindi.
Ornekler EDTA’l1 tiiplere alindi. Alman kan Ornekleri DNA ekstraksiyonu
yapilincaya kadar -20 °C’de sakland:.

Plazmadan standart DNA izolasyon protokolleri kullanilarak genomik DNA

iiretici firmanin protokoliine uygun olarak DNA izolasyonu yapildi.
2.3. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Gerecler

Deoksiriboniikleik asit izolasyonu otomatik mikropipetler (eppendorf,
France), sogutmali mikrosantrifiij (Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP,
Germany), etiiv (Niive, NP 400, Tiirkiye), elektro-mag (Tiirkiye), Ph metre (Hana
Intruments HI8521 pH meter, Italy), otoklav (Niive, Tirkiye), su banyosu
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(Kotterman labechnic type 3643, Germany) ve veks (Labinco 146, The
Netherlands) ekipmanlar1 kullanilarak gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi agaroz jel elektroforez giic kaynagi,
agaroz jel tanki ve diizenegi (Cons N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium),
eppendorf mastercycler gradient (Netheler MIlnz Gmbh, 23331 Hamburg,
Germany) ve goriintiileme iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France)
cthazlar1 kullanildi.

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan)
ve mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye) yardimiyla agaroz jel dokiildii.

2.4. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Kimyasallar

Jel elektroforezi i¢in borik asit (Merck, Frankfurt, Germany), EDTA
(Sigma, Germany) ve Tris HCL (Sigma, Germany) ile tampon c¢ozelti, agaroz
jel(Sigma, Germany) i¢in etidium bromide (Sigma, Germany) ¢ozeltisi, jele PZR
orneklerinin yiiklenmesinde kullanilan yiikleme tamponunun hazirlanmas: igin
fikol (Serva, Germany), bromofenol mavisi (Sigma, Germany) ve xylene cyanol
(Sigma, Germany) maddeleri kullanild1.

Deoksiribontikleik asit izolasyonunda mutlak etanol (Kimetsan, Tiirkiye) ve
agaroz jelde ornek PZR biiyiikligliniin saptanmasi i¢in 100 bg’lik DNA boyut

belirteci (Fermentas, Litvanya) malzemeleri kullanild1.
2.5. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (6X)

%15 fikol, %0.05 bromofenol mavi, %0.05 ksilen siyanol

Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L)

108 g Tris HCI, 55 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA, 1000 ml ddH,O ile
tamamlanir.

Etilen Diamin Tetraasetik Asit Cozeltisi (0.5 M, S0 ml)

18.6 gr EDTA tartilir. pH=8.0’e¢ EDTA ¢oziiliinceye kadar NaOH eklenerek
ayarlanir.

Etidium Bromiid (EtBr) Cozeltisi (10 mg/ml)

10 mg EtBr tartilir, lizerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4 °C’de

saklanir.
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2.6. DNA Izolasyon islemi

2.6.1. Kullamilan Soliisyon ve Geregler

Niikleik asit izolasyonunda DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125),
1.5 ml’lik tiipler (Axygen scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet
(Eppendorf research series 2100 pipettes, Germany), pipet uclar1 (Deltalab 327-17),
mikrosantrifiij, veks, izopropil alkol ve % 70’lik etil alkol gibi malzeme ve arag

gereglerden yaralanildi.

2.6.2. izolasyon Asamalan

1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.

2. Kan tiipii kanin tamamen karigmasi saglanana kadar hafifce sallandi. Sonra 300

ul kan cell lysis solusyonu iceren mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Karigsmasi igin

tiip 5-6 kez alt-iist edildi.

3.  Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1s1sinda bekletildi. Bu esnada
tiip 2-3 defa alt-iist edildi. 13.000-16.000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.

4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl sivi
birakacak sekilde atild1

5. Beyaz kan hiicreleri tamamen ¢oziilene kadar tiip 10-15 saniye kadar hafifce

vekslendi.

6. 300 pl nuclei lysis soliisyonu ¢oziilmiis hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun
viskoz bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri
goriiniirse bunlar ¢dziilene kadar soliisyon 37 °C’de inkiibe edildi. Eger 1 saat
sonra hala ¢okeltiler goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave
edilip inkiibasyon tekrarland1.

7. 1.5 ul RNase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-list edilerek karistirildi.
Karisim 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden 6nce karigimin oda
sicakligma gelmesi beklendi.

8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye

vekslendi. Vekslemeden sonra kiiciik protein ¢okeltileri goriildii.

9. 13.000-16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein pelleti

gorildii.
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10. Iginde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 ul isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.

11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karistirild.

12. 13.000-16.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kiiciik beyaz bir pellet
seklinde gorildii.

13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve -20 °C’de sakland:.

2.6.3. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olciilmesi

Konsantrasyon ve saflik derecesinin belirlemesi UV spektrofotometresi ile
yapilabilmektedir. DNA 0Orneginin igerisinde bulundugu soliisyon tarafindan
absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktari ile dogru orantilidir. Absorbans
genellikle 260 nm dalga boyunda Olciiliir. Bu dalga boyundaki dlgiimlerde cift
iplikli DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml’lik konsantrasyon degerlerine karsilik
gelir. UV absorbanst DNA’nm safligmin belirlenmesinde de kullanilabilir (260
nm’de niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir DNA 6rneginin
260 ve 280 nm’deki absorbans orami (A260nm/A280nm) 1.8’dir. Bu deger
elimizdeki DNA 6rneginin verimini gosterir. Dolayistyla buldugumuz deger 1.8°¢
ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik degerler 6rnekte fenol ya
da protein kontaminasyonu, 1.8’den biiyiik degerler ise RNA kontaminasyonu
varligin1 gosterir. Hasta ve kontol grubuna ait DNA Ornekleri 0Olgiilerek
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 belirlendi. 1.8’e¢ yakin olmayan degerlere sahip

orneklerin DNA’lar1 tekrar izole edildi.
2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cahsmasi

2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Materyalleri

Taq DNA polimeraz (5 U/pl) Fermentas EP0402
10XPZR buffer (10 mM) Fermentas EP0402
MgCl, (25 mM) Fermentas EP0402
100 mM dNTP set Fermentas RO186
Primerler atq, Ankara, Tiirkiye
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2.7.2. Restriksiyon Enzimleri

Sacl (10 u/pl) Fermentas ER1131
Bsrl (10 u/pl) Fermentas ER0881
Scal (10 u/pl) Fermentas ER0431
Mwol (10 u/pl) Fermentas ER1732

2.7.3. Polimofizmlerin PZR ve Restriksiyon Enzim Fragment Uzunluk
Polimorfizmi Yontemiyle Belirlenmesi

Aktif olan Girelin genin 51. aminoasitte arjininin yerine glutamin, 72.
aminoasitte 10sin yerine metionin ve 90. aminoasitte glutamin yerine losin
aminoasitlerinde meydana gelen degisimler ve promoter bolgesinde yer alan 501.
niikleotiddeki A/C degisimi asagidaki yontemler kullanilarak ¢alisildi.

2.7.3.1. Arg51GIn ve Leu72Met Polimorfizmlerinin Cahisilmasi

Forward 5’-GCTGGGCTCCTA/CCTGAGC-3’ ve

Revers 5’-GGA/CCCTGTTCA/CTGCCA/C-3’

Polimeraz zincir reaksiyonu sonras1 618 b¢’lik PZR {iriinii elde edilecektir.

Sacl (Arg51 allel) restriksiyon enzimiyle kesim sonrasi1 455 bg ve 163 bg’lik
iirtinler elde edilmektedir.

Bsrl (Leu72 allel) restriksiyon enzimiyle kesim sonras1 517 b¢ ve 101 bg’lik
iiriinler elde edilmektedir.

2.7.3.2. GIn90Leu Polimorfizminin Cahsilmasi

Forward 5’-GAGGTGTCA/CTCAGCAGTCC-3’ ve

Reverse 5’-TCTTCTTCTTCAGGGCCTGGCTGTGCTGCTAGTA/C-3

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi1 228 bg’lik PZR {iriinii elde edilecektir.

Scal restriksiyon enzimiyle kesim sonrasi 195 b¢ ve 33 be¢’lik iirlinler elde
edilmektedir.

2.7.3.3. 501 A/C Polimorfizminin Cahsilmasi

Forward 5-AGAA/CAAA/CGCCAGTCATCC-3 ve

Reverse 5’-GTCTTCCAGCCAGA/CAGTCC-3’ primerleri kullanilacaktir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi1 205 bg’lik PZR {irtinii elde edilecektir.

Mwol restriksiyon enzimiyle kesim sonrasi 104 b¢ ve 101 bg’lik tirtinler

elde edilmektedir.
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2.7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kurulmasi islemi

Polimeraz zincir reaksiyonu 0.5 ml’lik tiiplerde toplam hacim 30 pl olacak
sekilde gerceklestirildi. Her bir tiipe 6 pl hasta DNA’s1 ve iizerine 3 ul MgCly, 3 ul
10X buffer, 3 ul ANTP (2.5 mM), 1 pl primer 1 (30 pmol), 1 pl primer 2 (30 pmol),
0.1 U Taq DNA polimeraz ve 13 pul ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vekslendi ve
PZR cihazina 6nceden girilmis olan programda PZR islemi gergeklesti. PZR

sonrasi uriinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

2.7.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar

Degerlendirilen tiim polimorfizmler i¢cin ayn1 PZR kosullar1 kullanildi.

94 °C’de 5 dakika

58 °C’de 1 dakika 1 dongii

72 °C’de 1 dakika

94 °C’de 1 dakika .............. (denatiirasyon)

58 °C’de 1 dakika .............. (eslesme) 35 dongii

72 °C’de 1 dakika .............. (sentez)

94 °C’de 1 dakika

58 °C’de 1 dakika 1 dongii

72 °C’de 7 dakika

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle
Kesilmesi

Kesim 25 pl iizerinden yapilmistir. 20 pl PZR {iriinii 2, 5 pl 10Xbuffer, 0.5
U restriksiyon enzimiyle toplam hacim dd su ile 25 pl’ye tamamlanmisdi. Kesim
islemi tiim enzimler i¢in 37 °C’de 16 saat bekletilmek suretiyle gerceklestirilmisdi.
Tim enzimler i¢in ayn1 kesim protokolii uygulandi. Kisaca 25 pl PZR firiini, 1 pl
restriksiyon enzimi ve 2, 5 pul 10X buffer kullanilarak yapild:.

Olusan iriinler agoroz jelde yiriitilen Ornekler UV 1sik altinda

degerlendirilerek genotipleme yapildi.
2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan bu calismada PZR ile cogaltilmis {irtinlerin tanimlanmasi igin
agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen iriinlerin biiytkliiklerini

tanimlayabilmek i¢in %4’°likk jel kullamildi. Kullanilan elektroforez diizenegine
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uygun hacim, toz halindeki agarozun 0.5XTBE tamponunda manyetik karistiricili
bir mikrodalga firinda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis
cozelti 55-60 °C’ye sogutularak 0.25 pg/ml EtBr ilave edildi. Kuyular1 olusturacak
olan tarak, tabagina yerlestirildikten sonra hazirlanan jel; hava kabarcigi
kalmayacak sekilde buraya dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice
cikarilarak jel platformu 0.5XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina
yerlestirildi. Bu tampondan jelin iizerini 1-2 mm gececek kadar eklendi. Ornekler
ve belirteg DNA, 6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak kuyulara 15’er
ul yiiklendi. Gii¢ kaynagi agilarak 90 V’a ayarlandi. Yaklasik yarim saat sonra gii¢

kaynag1 kapatildi. Jel goriintiileme sisteminde UV 1s1n1 altinda incelendi
2.9. Etik Kurul izni ve Bilgilendirilmis Onam

Arastirmaya katilan tiim bireylere/ebeveynlerine arastirma ile ilgili ayrmtili
bilgi verilmis ve onam formu calisma Oncesi imzalatilmistir. Elazig Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Etik Kurul tarafindan 01.04.2011 tarihli

toplantida etik kurul onay1 alinmistir (Karar no: 06).
2.10. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 18.0 programi
kullanildi. Parametreler arasi iligkiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak
degerlendirildi. Hasta ve kontroller genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Ki-kare
analizi ile yapildi. Gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde parametrik bir test
olan Independent Samples T testi kullanildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Calismanin ekonomik giderleri Firat Universitesi Rektorliigii Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP, proje no: TF.11.48) destegi ile saglandu.
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3. BULGULAR
3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik o6zellikleri

Calisma grubunun yaglar1 1 ile 17 yil arasinda degismekteydi. Yas alamasi
vitamin B12 eksikligi grubunda 8.3 yil, kontrol grubunda ise 9.2 yil olarak
bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili olgular ve kontrol grubunun yasi istatistiksel
olarak farkli bulunmadi (p<0.05). Vitamin B12 eksikligi tanili olgular (a) ve
kontrol grubu (b) olmak iizere iki gruba ayrildi (Tablo 4).Vitamin B12 eksikligi
eksikligi grubunda 22 kiz (%52.4) ve 20 erkek (%47.6) calismaya alindi. Kontrol
grubu (b) 19 kiz (%45.2) ve 23 erkek (%54.8) olgudan olusturuldu (Tablo 5).

Tablo 4. Olgularin demografik 6zellikleri

Hasta® Kontrol®

n=42 n=42 p=0-03
Yas (ort+SD, yil) 8.3+4.7 9.245.6
(alt-tist) (1-17) (1-17) _
Agirhik (ort£SD, kg) 28.6£17.3 33.5£17.6
(alt-uist) (8.9-65.0) (8.0-67.0) _
Boy (ort£SD, cm) 124.4428.4 129.0£30.6
(alt-iist) (73.0+172.0) (77.0-168) —

n: Hasta sayisi, ort: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma, += p<0.05

Tablo 5. Calisma ve kontrol gruplarinda cinsiyet dagilimi

Grup Cinsiyet Olgu sayisi (n) Yiizde (%)
Calisma Kadin 22 52.3
Erkek 20 47.7
Toplam 42 100.0
Kontrol Kadm 19 45.2
Erkek 23 54.8
Toplam 42 100.0

3.2. Hasta ve Kontrol Grubunda Hematolojik Degerler

Gruplar vitamin B12 eksikligi tanili olgular (a) ve kontrol grubu (b) olmak
iizere iki gruba ayrildi. Vitamin B12 eksikligi ve kontrol grubu olgularm Hb
degerleri sirasiyla; hasta grubunda 9.71£1.65 g/dl ve kontrol grubunda 13.14+0.99
g/dl olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili olgularin Hb degeri ile kontrol

grubunun Hb degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
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alama eritrosit hacmi degerleri vitamin B12 eksikligi grubunda 76.68+14.10 fL
kontrol grubunda 78.69+5.00 fL olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili
olgularm tedavi 6ncesi ve sonrasi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0.05).

Serum vitamin B12 diizeyi tedavi Oncesi 161.38%16.77 pg/ml, tedavi
sonrast 633.76+£309.29 pg/dl olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili olgularin
tedavi Oncesi vitamin B12 degeri ile tedavi sonras1 vitamin B12 degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Eritrosit dagilim genisligi (RDW) tedavi oncesi % 18.32+4.55, tedavi
sonrast % 15.5243.17 olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili olgularin tedavi
oncesi ve sonrast gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.05).

Serum Fe diizeyi tedavi Oncesi 64.97+51.91 pg/dl, tedavi sonrasi
97.57£67.75 ng/dl ve kontrol grubunda 93.11£70.75 ng/dl olarak bulundu. Vitamin
B12 eksikligi tanili olgulardaki Fe degerleri tedavi oncesi ve sonrasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Tedavi oncesi ile kontrol grubunun
Fe degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0.05).

Serum TDBK’si tedavi oOncesi 332.35£105.28 pg/dl, tedavi sonrasi
286.30+83.86 ng/dl ve kontrol grubunda 293.45+52.90 pg/dl olarak bulundu.
Vitamin B12 eksikligi tanili olgulardaki TDBK degerleri tedavi dncesi ve sonrasi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Tedavi 6ncesi ile kontrol
grubunun TDBK degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.05). Tedavi sonrast ile kontrol grubu arasimmda TDBK degerleri agisindan
istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05).

Serum F diizeyi tedavi oncesi 38.09+53.79 ng/ml, tedavi sonrasi
75.94+71.52 ng/ml ve kontrol grubunda 47.47£75.32 ng/ml olarak bulundu. Tedavi
oncesi ve sonrasi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.05). Tedavi Oncesi ile kontrol grubunun F degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Tedavi sonras: ile kontrol grubu arasinda F

degerleri acisindan istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05)
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Calismaya alinan vitamin B12 eksikligi olgularm %385.7 Elazig, %4.7
Bingol, %7.1 Mus, %2.5 diger iller olusturuldu, kontrol grubunda ise %80.9
Elaz1g, %9.5 Bingol, %4.8 Mus, % 4.6 diger illerden olusturuldu.

Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunda hemotolojik degerler

Vitamin B12 eksikligi

Tedavi oncesi (a) Tedavi sonrasi1 (b) Kontrol (c) P<0.05
n=42 n=42 n=42
Hb (g/dl, ort£SD) 9.71+ 1.65 12.93£1.37 13.14+0.99 a-b,a-c
(alt-tist) (5.9-11.0) (10.7-15.9) (11.4-15.6) +
MCYV (], ort+SD) 76.614.5 78.319.7 78.5+4.9
(alt-iist) (48-101) (56.0-97.5) (66-88) a-lia-c
RDW (%, ort+SD) 18.314.55 15.543.17 13.8£0.9 a-b,a-c
(alt-iist) (11.8-29.0) (12-26) (12.3-16.4) +
Fe (ug/dl, ort+SD) 64+51.91 97.5+67.7 93.2472.0 a-b,a-c
(alt-iist) (4-193) (10-326) (16-311) +
TDBK (ug/dl, ort+SD) 332+105.2 286+83.8 293.4£52.9 a-b,a-c
(alt-iist) (44-618) (14-449) (152-395) +
Ferritin (ng/ml, £SD) 38.09+53.79 75.9441.5 47.4£25.3 a-b,a-c
(alt-iist) (1.5-302) (6.5-336) (7.5-406) +

3.3. Vitamin B12 Eksikligi ve Kontrol Grubu Olgularin Acil Girelin, Deacil

Girelin Degerleri

Acil girelin degerleri; hasta grubunda 14.5+£10.0 pg/ml ve kontrol grubunda
24.2+14.2 pg/ml olarak bulundu. Hasta ile kontrol grubunun acil girelin degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Sekil 13).

Deagil girelin hasta grubunda 242.3+206 pg/ml ve kontrol grubunda 394.0+
170 pg/ml olarak bulundu. Hasta grubu ile kontrol grubunun deagil girelin degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Sekil 14).
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Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunda agil girelin ve deagil girelin degerleri

Hasta® Kontrol®™ p<0.05
Acil girelin 14.5£10.0 24.2+14.2
(pg/ml, £SD) (3.4-47.19 (4.6-56.4) a-b
(alt-iist) +
Deacil girelin 242.3+206.7 394+170.5
(pg/ml, +SD) (47.5-804) (88-680) a-b
( alt-iist) +

+=p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi

25 ~
20 ~
15 -
10 -

Hasta Kontrol

Agilgirelin (pg/ml)

400
300 A
200 A
100 A
0
Hasta Kontrol
Deagile ghrelin (pg/ml)

Sekil 4. Hasta ve kontrol grubunda agil ve deagil girelin degerleri
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3.4. Hasta ve Kontrol Grubunda Girelin Gen Polimorfizm Sikhiklari

Promoter -501 A/C polimorfizmi i¢in genotip sikliklar1 kontrolle
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu
(X*: 7.3, df:2, p=0.02) (Tablo 8). Hasta grubunda CC genotipinin artmus sikliga
sahip oldugu belirlendi. Ancak allel sikliklar1 agisindan anlamli bir farklilik
bulunmadi (X*: 0.6, df:1, p=0.4).

—— e

Siitun 1: 100 bg’lik DNA Boyut Belirteci, Siitun 2: vahsi tip allel; 205 be, Siitun 3: Heterozigot
mutasyon; 205 b¢ + 104 b¢ + 101 bg, Siitun 4; Homozigot mutasyon; 104 bg¢ + 101 bg

Sekil 5. -501 A/C promoter polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel
elektroforez goriintiisii.
Tablo 8. Hasta ve kontrol grubunda girelin promoter A/C polimorfizm

genotiplerinin dagilimi

Genotipler A/A(%)® A/C(%)® C/C(%)®©
Hasta (n=42)" 15 (35.7) 19 (45.2) 8 (19)
Kontrol (n=42)? 14 (33.3) 26 (61.9) 2(4.7)
p<0.05 la-2a 1b-2b le-2¢"
Alleller A C

Kontrol (n=42)® 0.64 0.36

Hasta (n=42)"" 0.58 0.42

p>0.005 la-2a 1b-2b

+=p<0.05 anlaml1 olarak degerlendirildi.

0,7
0,6
05
04
03
02 4 —
0,1

0 —

30 4

25 4

20 4

15::

10 4
;| — —
0 -

Hasta Kontrol

Hasta Kontrol Hasta Kontrol L ‘ Kontrol asta Kontrol

AJA Afc c/c

Aleller Genotipler

Sekil 6. Hasta ve kontrol grubunda girelin promoter A/C polimorfizm

genotiplerinin dagilimi
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Siitun1: 100 bg¢’lik DNA Boyut Belirteci, Siitun 2, 3 vahsi tip allel; 618 bg, Siitun 4; Heterozigot
mutasyon; 455 bg ve 163 bg.

Sekil 7. Arg51GIn polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez
goruntusu.

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubunda girelin Arg51GlIn polimorfizm genotiplerinin

dagilimi

Genotipler Arg51Arg(%)®  Arg51GIn(%)® GIn51GIn(%)®
Hasta (n=42)" 42 0 0
Kontrol (n=42)? 42 0 0
p>0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢
Alleller Arg GIn

Hasta (n=42)" 1 0

Kontrol (n=42)? 1 0

p>0.05 la-2a 1b-2b

+=p<0.05 anlaml olarak degerlendirildi.
Girelin Arg51Gln polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1 kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 9).

. 45

11 40
0,9 35

30
0,7 25

20
0,5 1 15
03 - 01 -
01| -_ . 0+ :
01 p Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
g Hasta Kontrol Hasta Kontrol

Arg51Arg Arg51Glin GIn51GIn
Arg Gln
Aleller Genotipler

Sekil 8. Hasta ve kontrol grubunda girelin Arg51GIn polimorfizm genotiplerinin

dagilimi
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Girelin Leu72Met polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1 kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Yapilan ki
kare analizlerinde genotipler i¢in X*: 1.3, df:2, p=0.5 ve alleller i¢in X*: 0.0, df:1,
p=1 degerleri bulundu (Tablo 10).

Tablo 10. Hasta ve kontrol grubunda girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin

dagilimi

Genotipler Leu72Leu (%) Leu72Met (%) Met 72Met (%)
Hasta (n=42) 40 (95.2) 1(2.4) 1(2.4)
Kontrol (n=42) 40 (95.2) 0 2 (4.8)
p>0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢
Alleller Leu Met

Hasta (n=42) 0.95 0.05

Kontrol (n=42) 0.95 0.05

p>0.05 la-2a 1b-2b

+=p<0.05 anlaml olarak degerlendirildi.

Siitun1: 100bg’lik DNA Boyut Belirteci, Siitun 2;Homozigot mutasyon 618 bg, Siitun 3;
Heterozigot mutasyon; 618 b¢t 517bp +101bp, Siitund: Vahsi tip allel; 517bp +101bp
Sekil 9. Leu72Met polimorizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez

40
35
30
25
20
15
10

0
Hasta Kontrol Hasta | Kontrol 0
Leu

gOoruntusi.

14
09 1
08 |
07 1
05 1
05 1
04
03
021
014 7

Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol

Met

Lu72Leu Leu72met Met72Met

Aleller

Genotipler

Sekil 10. Hasta ve kontrol grubunda girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin
dagilimi

Girelin GIn90Leu polimorfizm i¢in genotip sikliklar1 kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (Tablo 11). Ancak allel sikliklar1
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acisindan konrolle hasta grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Yapilan ki
kare analizlerinde genotipler i¢in X?: 8.1, df2, p=0.01 ve alleller i¢in X?: 3.5, df 1,
p=0.058 degerleri bulundu (Tablo 11).

Siitun1: 100 b¢’lik DNA Boyut Belirteci, Siitun 2 heterozigot allel; 228 bg, Siitun3-4; Vahsi tip
allel: 228 bg + 95bp+33bp.

Sekil 11. GIn90Leu polimorfizmi icin PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez

goruntusu

Tablo 11. Hasta ve kontrol grubunda girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin

dagilimi
Genotipler GIn90GIn (%)®  GIn90Leu (%)™ Leu90Leu (%)©
Hasta (n=42)" 31 (73.8) 11 (26.2) 0
Kontrol (n=42)? 39 (92.8) 2(4.7) 1(2.5)
p<0.05 la-2a 1b-2b le-2¢"
Alleller GIn Leu
Hasta (n=42)" 0.87 0.13
Kontrol (n=42)® 0.95 0.05
p>0.05 la-1b 1b-2b

+=p<0.05 anlaml olarak degerlendirildi.

40

08 - 30

06 1 0

//

04
02 -

0
Hasta ‘ Kontrol Hasta Kontrol
Hasta Kentrol Hasta Kentrol Hasta Kentrol
Gl Leu @30 @lnsoLeu LeuSOLeu
Aleller
Genotipler

Sekil 12. Hasta ve kontrol grubunda girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin

dagilimi
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4. TARTISMA

Vitamin B12 eksikligi basta gelismekte olan iilkelerde olmak {izere, tiim
diinyada 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir. Insidansi toplumdan
topluma, farkli yas gruplarina, sosyoekonomik diizeye, beslenme aligkanliklarina
gore farkliliklar gosterip, % 3 ile % 40 arasinda belirtilmistir (2). Diinyanin yoksul
bolgelerinde, o6zellikle kirsal bdlge cocuklarinda beslenme yetersizligine bagli
siklig1 %22-66 gibi yiiksek bir orandadir (3). Amerika gibi gelismis iilkelerde dahi
sikligr 18/1225°dir (4, 84). Sanlhwurfa’da sikligi dogum oncesi gebe kadinlarda
%72.3 ve yenidogan bebeklerde %41.2 olarak bulunmustur. Anne ve bebek serum
vitamin B12 diizeyi arasinda anlamli korelasyon saptanmustir (4, 5). Tirkiye’de 7-
17 yas grubunda 960 c¢ocukta vitamin B12 eksikligi %5.9 oraninda saptanmustir (5).
Vitamin B12 eksikliginin sik goriilmesi ve goriilme yasmin erken cocukluk
donemine ve hatta yenidogan donemine kadar dogru kaymasi nedeniyle bu konuya
ilgide artis sozkonusudur.

Calismada vitamin B12 eksikligi tanili grupta 22 kiz (%52.4), 20 erkek
(%47.6) olmak tizere 42 olgu degerlendirildi. Kontrol grubunda ise 19 kiz (45.2) ve
23 erkek (%54.8) olmak tizere toplam 42 olgu degerlendirildi.

Vitamin B12 eksikligi ve DEA nutrisyonel anemidir. Vitamin BI2
eksiklginde istah azalir (1). Demir eksikligi anemisinin prodromal fazinda istahta
azalma beklenebilir (85).

Girelin istah agic1 bir hormondur. Istah ve yiyecek alimmi artirir (86, 87).
Girelin aclik hormonudur. Yeme davranisi ile kilo dengesini diizenler (41). Gida
alimini uyarr (11, 32, 62, 63).

Nutrisyonel aneminin O6nemli nedenlerinden biri olan vitamin B12
eksikliginde beslenme biiyiik rol oynar. Bizim ¢alismamizda vitamin B12 eksikligi
tanili olgularda ve saglikli olgularda aclik acil ve deagil girelin diizeylerine bakildi.
Acil girelin degerleri hasta grubunda 14.5£10.0 pg/ml ve kontrol grubunda
24.2+14.2 pg/ml olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili olgularda agil girelin
degerleri ile kontrol grubunun acil girelin degerleri kiyaslandi. Belirtilen gruplar
arasinda acil girelin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

(p<0.05) (Tablo 11).
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Deagil girelin vitamin B12 eksikligi tanili olgularda 242.3+206.7 pg/ml ve kontrol
grubunda 394.0£170.5 pg/ml olarak bulundu. Vitamin B12 eksikligi tanili
olgularda deagil girelin degerleri ile kontrol grubunun deacil girelin degerleri
kiyaslandi. Belirtilen gruplar arasinda deagil girelin degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.05 (Tablo 7).

Girelinin normal aralig1 heniiz tespit edilmemistir. Acil girelin i¢in 32.6-
65.2 pg/ml ve deagil girelin igin ise 300-430 pg/ml’dir (12, 73). Olgiim metodlar1
tam belirlenemedigi i¢in bu aralik kit liretici firmalara gore degismektedir (Phoenix
ve Linco firmalarmin kitlerinin yaptigi Olglimler arasinda 10 kat fark
bulunmaktadir) (88).

Calismamizda vitamin B12 eksikligi tanili olgularin acil ve deacil girelin
seviyesi kontrol grubuna gore diisiik bulundu. Bu yilizden calismamizda azalmis
gida alimi sonucunda olusan vitamin B12 eksikliginde girelin seviyeleri diisiik
bulundu. Bu etkinin girelinin hipotalamustaki istah merkezi tizerine olan etkisinden
kaynaklandig: diistiniildii (59).

Wren ve ark. (41) saglikli normal kilolu erigskin gruba intravendz girelin
vererek plasebo ile karsilastirdiginda, girelin alanlarda yiyecek aliminmn cok
arttigini gostermiglerdir.

Kasar (89)’1n demir eksikligi anemisi ve tedavisinin girelin, obestatin ve 1s1
sok proteini 70 iizerine yaptig1 calismada hem agil hem de deagil girelin diizeyleri
DEA tanili olgularda tedavi oncesinde, tedavi sonrasi ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur. Gida alimini uyardig bilinen girelinin DEA
gibi nutrisyonel anemide diisiik seviyelerde bulunmasi, DEA gelisiminin nedenleri
arasinda olabilecegini diistindiirmiistiir.

Akarsuve ark. (13)’nin  yaptig1 calismada DEA’nin gelisiminin ¢esitli
donemlerinde plazma girelin seviyelerinin 6l¢iimiinde Fe depolarmna paralel olarak
girelin diizeylerinde azalma izlenmistir. Demir eksikligi anemisinde girelin
seviyesindeki diisiikliik istah kaybinin bir nedeni olabileceg§i ve bu durumun
DEA’nin prodromal doneminde istahta bir azalmaya neden olabilecegi
diistiniilmiistir.

Isgliven ve ark. (90)’nin yapmis oldugu prepubertal DEA tanili ¢ocuklarda

serum girelin seviyeleri ile ilgili ¢alismada, DEA tanili hastalarda kontrol grubuna
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gore serum girelin seviyesi diisiik bulunmustur. Bu c¢alismada muhtemel yeni
baslangigli DEA’de girelin seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir.

Calismamizda gida alimini uyardigi bilinen girelinin, ana nedeni nutrisyonel
olan vitamin B12 eksikliginde diisiik seviyelerde bulunmasi, girelinin bulunan bu
diisiik seviyesinin vitamin B12 eksikligi etyolojisi arasinda olabilecegini
diistindiirmektedir.

Dogal toplumlarda pek cok etken genetik bilginin nesilden nesile gecis
bicimini etkileyerek toplumun genetik yapisini degistirebilir. Genetik yapiy1
degistiren etkenlerin baslicalar1 mutasyon, seleksiyon, gog, rastlantisal olmayan
eslesmedir. Bu etkenlerin hi¢ birinin bulunmadigi kosullarda ise toplumun genetik
yapist nesiller boyunca degismeksizin korunur. Bu kavram ilk kez 1908 yilinda,
birbirlerinden tamamen bagimsiz olarak, Hardy ve Weinberg tarafindan aya
konmustur. Hardy-Weinberg yasasma mutasyon, seleksiyon ve go¢ gibi olaylarin
meydana gelmedigi yeterli biiylikliikteki bir populasyonda rastgele eslesme
kosullarinda, ilk dolden itibaren gen ve genotip frekanslari sabit kalir (91, 92).

Demir eksikligi anemisi genellikle kronik kan kaybi ve demirden eksik
beslenme sonucu olusan kazanilmis bir durum olarak kabul edilmektedir. Ancak
yapilan bazi ¢aligmalarda demir metabolizmasiyla dogrudan veya dolayli yoldan
iligkili olan baz1 genlerdeki polimorfizmlerin DEA ile iliskilerinin saptanmasi bazi
gen polimorfizmlerinin etyolojide 6nemli rol oynayabilecegini gostermistir. Bu
genlerden bazilar1 hepsidin antimikrobiyal peptid (HAMP), transmembran proteaz
serin 6 (TMPRSS6), insan hemokromatozis (HFE), dogal direngle iliskili makrofa;j
prtein 1 (NRAMP1) genleridir (93-95). Hepsidin (HAMP) geni bagirsaktan demir
emiliminin diizenlenmesi ve makrofajlardan salinmasinda goérevli olan demir
homeostasisinde temel rol oynayan bir gendir. Gendeki -582 A polimorfizminin
genin azalmis ekspresyonuna neden olabilecegi belirtilmistir.

Bununla beraber yapilan bazi ¢alismalarda oral demir verilmesine cevap
vermeyen veya parenteral demir verilmesine kismi olarak cevap veren demir
eksikligiyle karakterize bazi1 ailesel sendromlar da tanimlanmistir. Bu
sendromlardan biri iron-refractory iron deficiency anaemia (IRIDA) olup ve
sendroma TMPRSS6 gen mutasyonlarinin neden oldugu bulunmustur. IRIDA ve

TMPRSS6 gen polimorfizmleri arasinda anlamli bir iliski saptanmaistir (96).
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Benzer sekilde vitamin B12 eksikligi daha ¢ok beslenme bozuklugu
nedeniyle kazanilmis bir durum olarak kabul edilmektedir. Ayrica yapilan bazi
calismalarda vitamin B12 metabolizmasinda direkt yada indirekt olarak yer alan
bilesenlerin genlerindeki cesitli mutasyonlarin eksikligin etyoljisinde 6nemli rol
oynayabilecegini gostermistir. Vitamin B12 eksikliginin beraber goriildiigii bazi
sendromik durumlar vardwr. Bu sendromlar Imerslund-Gréasbeck sendromu ve
intrinsik faktor eksikligidir. Imerslund-Grasbeck sendromunda intrinsik faktor-
vitamin B12 reseptorii olan cubilin genindeki ve Amnionless geninde mutasyonlar
oldugu belirlenmistir. Intrinsikfaktor eksikliginde ise gastrik intrinstrik faktor
geninde mutasyonlar oldugu tepsit edilmistir (97, 98). Transkobalamin genindeki
mutasyonlar benzer sekilde vitamin B12 eksikligine neden olmaktadir (99). Bu
sendromik durumlar diginda vitamin B12 eksikligi ve ¢esitli genlerdeki polimorf
izimler arsindaki iligkilerin arastirildigi ¢cok az sayida calisma bulunmaktadir.
Calismalar genelikle homosistein metabolizmasinda bozukluklara neden olan
genler iizerinde yogunlasmustir. Ozellikle MTHFR genindeki polimorfizimlerin
homosistein metabolizmasini etkileyerek dolayli yoldan vitamin B12 eksikliginde
onemli bir role sahip olabilecegi belirtilmektedir (100).

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar ve bunlarin
klinik ve fonksiyonel oOnemleriyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu
ilerlemeler bize baz1 multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde rol
oynayan genetik faktdrlerin anlasilmasinda yol gosterici olacaktir. Insan
genomunda polimorfizmlerin ¢ogu fonksiyonel olarak noétraldir. Yani, genin
olusturdugu protein yapismi ya da fonksiyonunu etkilemezler. Bununla birlikte
bazi polimorfizmler gen yapisindaki kodlayici alanlar1 ya da diizenleyici bazi
dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA u¢ birlestirme,
protein yapist ve fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Boyle degisiklikler hastalik
yatkmmhigini ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacin yan
etkilerine kars1 hassasiyet gibi farkli klinik etkiler aya ¢ikarabilirler (76).

Ik kesfedildigi 1999 yilindan itibaren girelin ve hastaliklar arasindaki
iligkilerin arastirildigi pek cok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan caligmalar
sonucunda girelin gen polimorfizmleri ve bazi hastaliklar arasinda iliskilerin

oldugu bulunmustur. Obezite, yeme bozukluklari, kardiovaskiiler hastaliklar,
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ateroskleroz ve gastrointestinal hastaliklar gibi pek ¢ok hastalikta girelinin roli
oldugu gosterilmistir (101-103).

Girelin genindeki mutasyonlar girelin proteininde defekte ya da
inaktivasyonuna ve BH salgilanmasinda ve enerji dengesinde degisiklige neden
olabilirler (81, 104). Yapilan farkli ¢alismalarda girelin geninde DNA dizileme
kullanilarak pek c¢ok farkli tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan
en yaygm olanlar1 promoter -501A/C, Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu
seklindedir (79, 80, 105)

Girelin gen polimorfizmleri ve farkli hastaliklar arasinda iliskilerin
arastirildigr pek cok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarin  bir kisminda
polimorfizmler ve hastaliklar arasinda anlamli iligki bulunmasina ragmen
digerlerinde bulunmamastir.

Literatiirde simdiye kadar ¢ocuk ve eriskinlerde vitamin B12 eksikliginde
girelin gen polimorfizmini arastiran calismaya rastlamadik. Bundan dolayr bu
calisma ile vitamin B12 eksikligi tanili ve saglikli olgular karsilastirilarak girelin
genindeki  promoter -501A/C, Arg51Gln, Leu72Met ve  GIn90Leu
polimorfizmlerinin ile vitamin B12 eksikligi arasindaki iligkinin arastirilmasi
amaclanmastir.

Monteleone ve ark.’nin (106) 90 yeme bozuklugu olan ve 119 normal kilolu
saglikli kadindan olusan ¢aligmasinda, yeme bozuklugu olan grupta Leu72Met
polimorfizmi siklig1 anlamli derecede yliksek saptanmistir. Miyasaka ve ark (107)
yapmis oldugu calismada yeme bozuklugu olan 228 Japan hasta girelin reseptor
geni 171T/C polimorfizimi agisindan incelenmistir. Bunlarm 96’s1 anoreksiya
nevroza, 116’s1 bulima nevroza ve geri kalan 16 hasta ise siniflandirilmamaistir.
Bulimia nevroza tanili hastalarda kontrol grubuna gére GHSR gen polimorfizmi
siklig1 yliksek bulunmustur. Anoreksiya nevroza tanili hastalarda kontrol grubuna
gore fark bulunmamastir.

Calismamizda promoter -501 A/C polimorfizm sikligi; vitamin B12
eksikligi tanili 42 olgunun 15’1 (%35.7) A/A genotipine, 19’u (%45.2) A/C
genotipine, 8’1 (%19) C/C genotipine sahipti. Saglikli 42 olgunun 14’1 (%33.3)
A/A genotipine, 26’s1 (%61.9) A/C genotipine, 2’si C/C (%4.8) genotipine sahipti.
Toplam 84 olgunun 29°u (%34.5) A/A genotipine, 45’1 (%53.5) A/C genotipine,
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10’u C/C (%11.9) genotipine sahipti. Vitamin B12 eksikligi tanili olgularda A allel
sikligr 0.58, saglikli olgularda 0.64 olarak bulundu. C allel siklig1 vitamin B12
eksikligi tanili olgularda 0.42 saglikli olgularda 0.36 olarak bulundu (Tablo 7, Sekil
5).

Calismamizda girelin genindeki -501 A/C polimorfizmi agisindan genotip
sikliklar1 hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda CC genotipinin
istatistiksel olarak anlamli oranda hasta grubunda artmis sikliga sahip oldugu
bulundu. Ancak AA genotipi ve allel sikliklar1 agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmadi.

Bahadir (108)’m yapmis oldugu demir eksikligi anemisinde girelin gen
polimorfizmi ¢aligmasinda hasta grubunda -501 A/C polimorfizmi i¢in A allelinin
artmis oldugu bulunmus. A allelinin azalmis girelin diizeylerine neden olarak demir
eksikligi anemisine neden olabilecegi diisiintilmiisiir.

Monteleone ve (109) yapmis oldugu 173 anoreksiya veya bulimia
nevrozali kadinla 119 saglikli Kafkas kadin Arg51GIn ve Leu72Met girelin gen
polimorfizmi siklig1 acisindan arastirilmistir. Arg51Gln girelin gen polimorfizm
siklig1 agisindan; aneroksiya nervozali 59 olgunun 59’u (%100) ArgS51Arg
gentopine, 114 bulimia nervozali olgunun 113’1 (%99.2) Arg51Arg gentopine, 1
tanesi (%0.8) Arg51Gln genotipine sahip bulunmustur. Saglikli 119 olgunun 117’si1
(%98.4) ArgS1Arg genotipine, 2’si (%1.6) Arg51GIn genotipine sahip
bulunmustur. Anoreksiya, bulimia nervozali ve saglikli olgularda GIn51Gln
genetopi bulunmamistir. Leu72Met girelin gen polimorfizm siklig1 agisindan;
aneroksiya nervozali 59 olgunun 52’si (%91.6) Leu72Leu genotipine, 7’si
Leu72Met genotipine, 114 bulimia nervozali olgunun 103’i (%90.4) Leu72Leu
gentopine, 11’1 (%9.6) Leu72Met genotipine sahip bulunmustur. Saglikli 119
olgunun 109’u (%91.6) Leu72Leu genotipine, 10°u (%8.4) Leu72Met genotipine
sahip bulunmustur. Anoreksiya, bulimia nervozali ve saglikli olgularda Met72Met
genetopi bulunmamistir. Bu ¢alismada aneroksiya nervosali ve bulimia nervozali
grubta Arg51GIn ve Leu72Met girelin gen polimorfizimi siklig1 kontrol grubuna
gore anlamli fark bulunmamistir. Yapilan bu calismada Arg51GIn ve Leu72Met
girelin gen polimorfizminin istah ve yeme bozukluklar1 iizerine etkisi olmadigi

bildirilmistir.
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Calismamizda Arg 51 Gln polimorfizimi hasta ve kontrol grubunda tespit
edilmedi. Bu ¢aligmamizin sonucu Monteleone ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligma
ile benzer bulundu.

Zou ve ark. (110) kisa boylu Cinli g¢ocuklarla yaptiklar1 caligmada
Leu72Met girelin gen polimorfizm sikligin1 kontrol grubunda %34.4, hasta
grubunda %39.9 olarak yiiksek bulundu. Biiyiime hormon eksikligi ve idiyopatik
boy kisalig1 olan ¢ocuklarda Leu72Met genotipi ve allel siklig1 arasinda anlamli
fark bulunmadi. Ancak BH eksikligi olan kisa boylu ¢ocuklarda girelin diizeyleri
anlaml derecede diisiik saptandi. Sonug olarak girelinin BH sekresyonu iizerine
etkisi oldugunu saptamiglardir. Ancak girelin genindeki polimorfizimin girelin
diizeylerine katkist olmadigini belirtmislerdir. Ancak -501 promoter, ArgS51Gln,
Leu72Met ve GIn90Leu gen polimorfizmleri ile BH sekresyonu arasinda iliski olup
olmadig1 konusunda herhangi bir literatiir verisi bulunmamaktadir.

Vivenza ve ark. (111) yapmis oldugu calismada 168 saglikli ve 81 obez
cocukta girelin gen polimorfizmleri ve girelin, insulin, IGF-I, leptin ve
antropometrik verileri arastirmislar. 168 saglikli ¢cocugun 90°’ninda ve 81 obez
cocugun 81’inde Arg 51GlIn, Leu72Met, GIn90Leu girelin gen polimorfizmleri
calisiimistir. GIn90Leu girelin gen polimorfizm siklhigi agisindan; 81 obez
cocuktan 75’1 (%92.6) GIn90GIn gentopine, 6’s1 (%7.4) GIn90Leu genotipine,
sagliklt 90 olgunun olgunun 84’ (%93.3) GIn90GIn gentopine 6’s1 (%6.7)
GIn90Leu genotipine sahip bulunmustur. Arg51Gln girelin gen polimorfizm siklig1
acisindan; 81 obez cocuktan 80’1 (%98.8) Arg51Arg gentopine, 1 tanesi (%]1.2)
Arg51GIn genotipine, saglikli 90 olgunun olgunun 89’u (%98.9) ArgS1Arg
gentopine, 1 tanesi (%1.1) Arg51GIn genotipine sahip bulunmustur. Leu72Met
polimorfizmi siklig1 agisindan; 81 obez cocuktan 69’u (%85.2) Leu72Leu
gentopine, 12’°s1 (%14.8) Leu72Met genotipine, saglikli 90 olgunun olgunun 89’u
(%84.4) Leu72Leu gentopine, 14’0 (%15.6) Leu72Met genotipine sahip
bulunmustur. Saglikli ve obez c¢ocuklarda Leu90Leu, GIn51GIln ve Met72Met
genotipleri bulunmamistir. Yapilan bu calismada obez hastalarda GIn90Leu,
Arg51GIn ve Leu72Met girelin gen polimorfizimi siklig1 kontrol grubuna gore
anlamli fark bulunmamistir. Yapilan bu c¢alisma sonucu girelin gen

polimorfizminin total ve a¢il girelin diizeylerine etkisinin olmadig: bildirilmistir.

49



Calismamizda Leu72Met girelin gen polimorfizm sikiligi; Vitamin B12
eksikligi tanili 42 olgunun 40’1 (%95.2) Leu72Leu genotipine, 1’1 (%2.4)
Leu72Met genotipine, 1 tanesi (%2.4) Met72Met genotipine sahipti. Saghiklh 42
olgunun 40’1 (%95.2) Leu72Leu genotipine, 2 tanesi (%4.8) Met72Met genotipine
sahipti. Saglikli olgularda Leu72Met genotipi bulunmadi. Toplam 84 olgunun 80’1
(%95.2) Leu72Leu genotipine, 1’1 (%]1.1) Leu72Met genotipine, 3’i (%3.7)
Met72Met genotipine sahipti. Leu72 allel sikligi vitamin B12 eksikligi tanili
olgularda 0.95 saglikli olgularda 0.95 olarak bulundu. Met72 allel siklig1 vitamin
B12 eksikligi tanili olgularda 0.05 saglikli olgularda 0.05 olarak bulundu (Tablo
10, Sekil 10).

Calismamizda girelin Leu72Met polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklari
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmada.

Calismamizda GIn90Leu girelin gen polimorfizm sikiligi; Vitamin B12
eksikligi tamili 42 olgunun 31 (%73.8) GIn90GIn genotipine, 11°1 (%26.2)
GIn90Leu genotipine sahipti. Leu90Leu genotopine rastlanmadi. Saglikli 42
olgunun 39°u (%92.8) GIn90GIn genotipine, 2’ii (%4.7) GIn90Leu genotipine, 1’1
(%2.5) Leu90Leu genotipine sahipti. Toplam 84 olgunun 70’1 (%83.3) GIn90GIn
genotipine, 13’1 (%15.4) GIn90Leu genotipine, 1’1 (%1.3) sahipti. GIn90 allel
siklig1 vitamin B12 eksikligi tanili olgularda 0.87, saglikli olgularda 0.95 olarak
bulundu. Leu90 allel siklig1 vitamin B12 eksikligi tanili olgularda 0.13, saglikli
olgularda 0.05 olarak bulundu (Tablo 11, Sekil 11).

Calismamizda girelin genindeki GIn90Leu polimorfizmi ac¢isindan genotip
sikliklar1 hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda heterozigot Gln/Leu
genotipinin istatistiksel olarak anlamli oranda hasta grubunda artmis sikliga sahip
oldugu bulundu.

Garcia ver ark (112)’nin yapmis oldugu ¢ocuk ve eriskinlerde girelin gen
polimorfizimi ve viicut dl¢iileri ile ilgili ¢alismada boy, kilo ve viicut kitle indeksi
ile genotip veya fenotip olarak anlamli bir iliski bulunmamistir. Larsen ve ark.
(113) Danimarka’li olgular arasinda yaptiklar1 ¢aligmada viicut kitle indeksi ve
erken gelisen obezite ile Leu72Met polimorfizimi arasinda iliski olmadigini

saptamiglardir.
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Calismamizda DEA tanili ve kontrol grubunda promoter -501A/C,
Arg51GlIn, Leu72Met ve GIn90Leu gen polimorfizmleri ile viiciit agirligi, boy
arasinda anlaml bir iliski saptanmadi. Bu sonuglar Garcia ve ark. (112)’11le Larsen
ve ark. (113)’nimn sonuglarina benzer bulundu.

Diger baz1 calismalarda ise obezite ve bazi girelin gen polimorfizmleri
arasida anlaml iligkiler tespit edilmistir. Ukkola ve ark. (114) yapmis oldugu
obezitede Arg51GIn ve Leu72Met girelin gen polimorfizimleri ile ilgili 3 farkl
arastimada 3004 olgu retrospektif olarak incelenmistir. Arg51GIn polimorfizimi ile
obezite arasinda iligki bulunmamistir. Leu72Met polimorfizimi obezite ile iliskili
bulunmustur. Miraglia ve ark. (115) 300 obez ve 200 normal kilolu Italyan ¢ocuk
ile yaptiklar1 calismada Met72 alleli olan cocuklarin homozigot Leu72 alleli
olanlara gore daha erken yasta obez olduklarim1 saptayarak Leu72Met
polimorfizimi ile erken gelisen obezite arasinda iligki oldugunu gostermislerdir.

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim
uzunluk polimorfizm (RFLP) yontemi ger¢cek zamanli PZR gibi ydntemlerin
gelismesine ragmen halen spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha
ekonomik bir sekilde polimorfizm ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir.
Calismamizda segilen tiim polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP ydntemi
kullanilmis ve tiim degerlendirilen polimorfizmler basariyla genotiplendirilmistir.

Vitamin B12 eksikligi tanili hastalarda daha ©Once girelin gen
polimorfizmleri ¢alisilmamugtir. Literatiir degerlendirmemize gore bu tez, ilgili
genlerdeki polimorfizmlerin vitamin B12 eksikliginde ¢alisildig ilk ¢aligmadir.

Saglikli kontrolle karsilastirildiginda vitamin B12 eksikligi hastalarinda
promoter -501 CC genotipinin ve GIn90 Leu polimorfizimi i¢in hetrerozigot
Gln/Leu genotipinin artmig siklikta oldugu tespi edildi. Girelin genindeki
Arg51GlIn, Leu72Met polimorfizmleri hasta ve kontrol grubunda benzer sikliklarda
bulunmus ve istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda her iki
polimorfizm i¢in anlamli bir farklilik elde edilmemistir. G6zlenen bu bulgularin
daha anlamli olmasi i¢in daha fazla olgudan olusan ve daha homojen gruplarin
olusturuldugu yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle saglikli ve sayica fazla

olan Tiirk olgu grubunda 6nce normal degerler belirlenmelidir. Daha sonra diger
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toplumlarin verileri ile karsilastirilmalidir. Elde edilen normal veriler ile vitamin
B12 eksikligi verileri kiyaslanmalidir.

-501 A/C promoter bolgesiyle ilgili olarak AA, A/C yada CC genotiplerinin
ve GIn90 Leu polimorfizimi ile ilgili genotiplerin girelin genin ekspresyon
diizeylerine  etkisinin  arastirilacagi  ¢aligmalarin yapilmast  bu  gen
polimorfizmlerinin 6neminin anlasilmasina yardime1 olacaktir.

Vitamin B12 eksikligi tanis1 alan ¢cocuklarda ve saglikli kontrol grubunda
girelin promoter -501 A/C, Arg51GIln, Leu72Met ve GIn90Leu gen
polimorfizminin siklig1 arastirildi. Bu sekilde, toplumumuzda saglikli ¢ocuklarda;
girelin gen polimorfizmi orani belirlenmek istendi.

Girelin geninin vitamin B12 eksikligi immiinogenetiginde onemli rolleri
olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu gende yer alan diger polimorfizmlerin hastaliga
katk1 saglayip saglamadigmin belirlenmesi i¢in gerek Tiirk populasyonunda
gerekse diger populasyonlarda yapilacak calismalara ihtiyag  oldugu
kananatindeyiz. Caligmada elde edilen verilerin dogrulanabilmesi i¢in ayni
polimorfizmlerin farkli toplumlarda vitamin B12 eksikligi hastalarinda ¢aligilarak
verilerimizin daha fazla arastirilmayla desteklenmesi gerekmektedir.

Bulgularimiz vitamin B12 eksikliginde diisiik girelinin vitamin B12
eksikligi gelismine katkida bulunabilecegini diisiindiirdii. Yinede altta yatan
mekanizmaya ait sebep-sonug iliskisini agiklamak zordur. Gézlenen bu bulgularin
daha anlamli olmasi i¢in daha fazla olgudan olusan ve daha homojen gruplarin

olusturuldugu yeni caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. EKLER

(Hekimin Ac¢iklamasi)

Vitamin B12 eksikligi tanili ¢ocuklarda girelin gen polimorfizmi varlhigi
arastirilacaktir. Polimorfizm bir gen veya DNA dizisinin (genetik kodlamalarin)
alternatiF formlarindan (allel) birinin toplumda %1°den fazla bulundugu durumdur.
Arastirma sonucu vitamin B12 eksikligi olan hastalarda hastaligin nedeni ile ilgili
bir bilgi elde edilmis olacak.

Arastirmanin ismi: Vitamin B12 eksikliginde girelin gen polimorfizmi.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi oneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik
esasina dayalidir. Kararmizdan Once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalaymiz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢cocugunuzda vitamin B12 eksikligi tanisinin
bulunmasidir. F.U. Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji BD, Tibbi Biyoloji AD ve
Biyokimya AD’nin ortak katilimi ile hastaligin tam1 ve tedavisi c¢aligmaya
katilmayan her bir hastada alinanlar gibi rutin kan tahlilleri ile yapilacaktir. Anemi
(Kansizlik) hemoglobin miktarinin yas ve cinsiyete gore diinya saglik orgiitii
tarafindan kabul edilen degerlerin altinda kalmasidir. 3-6 ay 9.5 g/dL, 6 ay-6 yas
aras1 ¢ocuklarda 11 g/dL’ nin alty, 6-14 yaslarda 12 g/dL’nin alt1 anemidir. 14 yas
iistii kizlarda alama hemoglobin 14 g/dL ve erkeklerde ise 16 g/dL olmalidir.
Normal vitamin B12 serum diizeyi 200-900 pg/ml’dir. 200 pg/ml alt1 vitamin B12
eksikligini gosterir.

Sizin ¢ocugunuz icin etkin olacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan
belirlenecektir. Cocugunuzla birlikte ¢alismaya katilmasanizda taniyr koymak i¢in
tim hastalarda yapilan kan tetkikleri yapilip, tedavileri diger hastalar gibi
yapilacaktir. Rutin tani i¢in alman 4 ml kandaki serumdan girelin diizeyi ve 3 ml
kandaki plazmadan girelin gen polimorfizmi ¢alisilacaktir. Bu ¢aligmalar sirasinda
cocugunuzdan fazladan kan alinmayacak kendi saghiligi acisindan gerekli rutin
kontrolii sirasinda alman kanlardan hormon diizeyi ve gen polimorfizmi
calisilacaktir. Biyokimyasal parametreler hastanin rutin kontrol dosyasindan elde
edilecektir. Cocugunuzla birlikte tam 40 cocugun tedavisi benzer testler yapilarak

tarafimizdan gerceklestirilecektir.
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Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) Igne batmasina bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya
enfeksiyon riski vardir.

Tedavi sirasinda olusabilecek riskler: Kas i¢i kullanimda ise zerk yerinde
agri, iltihaplanma olabilir. Vitamin B12 kan potasyum sevyesini diisiiriip, trombosit
(pihtilasma pulcuklar1) sayisii artirabilir. Tim bu belirtilen basit yan etkiler
cocugunuza ve c¢alismaya katilmayan tiim hastalara uygulanacak tedavinin
gerekliligi agisindan gozardi edilecektir.

Tiim tan1 i¢cin alinacak kan 6rnegi miktar1 ve tedavi, calismaya katilmayacak

diger vitamin B12 eksikligi olgular1 gibidir.
Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak
bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz.
Calismanin devami sirasinda aya ¢ikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin
kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Bu calisma sonucunda
cocugunuzun vitamin B12 eksikligi diizeltilmis olacaktwr. Ayrica vitamin B12
eksikligine bagl istahsizlik, yorgunluk, solukluk, kollarda bacaklarda uyusma, bas
donmesi, bas agrisi, unutkanlik, 6grenme gilicliigii gibi olusabilecek etkilerden
cocugunuz korunmus olacaktir.

Eger arastirmaya katilmayr kabul ederseniz Dr. Onder GUN tarafindan
cocugunuzun vitamin BI12 eksikligine yonelik tedavisi yapilacak ve aralikh
yapilacak kontrollerde almacak rutin kan tahlilleri ile yapilan tedavinin takibi
gerceklestirilecek ve kayit tutulacaktir.

Cocugunuza vitamin B12 eksikligi tanis1 poliklinik sartlarinda konduktan
sonra uygulanacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan belirlenip tedavi
baslatilacaktir. Cocugunuzu ilk 7 giinliik tedaviden 1 hafta sonra, 1. ay, 2. ay ve 3.
ay kontrole getirmeniz istenecektir. Cocugunuzdan tedavinin etkinliginin kontrol
ve takibini yapabilmek amaciyla zaten bakilmasi gereken kan tahlilleri alinacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.
Calismaya katildigmiz icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Bu ¢aligmaya

katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
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reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.

Yine caligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢cekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Dog. Dr. Saadet AKARSU sorumlulugunda Arastirma Gorevlisi Dr. Onder
GUN tarafindan F.U. Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematolojisi BD’da tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimcr” (denek) olarak
davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma swasmda da biiyik 6zen ve saygi ile
yaklasilacagma inaniyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaglarla
kullannm1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli giiven verildi.

Projenin ytiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasmdan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun aya c¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence
verildi. (Bu tibbi miidahalelerle 1ilgili olarak da parasal bir yiikk altina
girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Dr. Onder GUN’ii, 2333555 (2315)-05052345665 ve F.U Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematolojisi BD’n1 arayabilecegimi biliyorum.

Bu arasgtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrmtilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi

basima belli bir diisiinme siliresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde
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“katilimc1” (denek olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik
bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. imzali bu form kagidinin

bir kopyas1 bana verilecektir.
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Katimar Goriisme tamgi

Ady, soyadr: Ady, soyadr:
Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza:
Katilmeai ile goriisen hekim Hastanin
Adi soyadi, unvant: Adi soyadi:
Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza:
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