"6 QNiVE#"

Q 4
SN0
for: e}
-

g%

fakKov

T.C.

ULUDAG UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

B 12 VITAMINi VE HOLOTRANSKOBALAMIN DUZEYLERININ
SERUM LiPiD PEROKSIDASYONU iLE iLiSKiSi

Dr. Faruk SONMEZISIK

UZMANLIK TEZi

BURSA - 2009



"6 QNiVE#"
Q 4
SN0
for: e}
@

g%

fakKov

T.C.

ULUDAG UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

B 12 VITAMINi VE HOLOTRANSKOBALAMIN DUZEYLERININ
SERUM LiPiD PEROKSIDASYONU iLE iLiSKiSi

Dr. Faruk SONMEZISIK

UZMANLIK TEZi

Danisman: Prof. Dr. Esma GUR

BURSA - 2009



ICINDEKILER

Tiirkce Ozet
ingilizce Ozet
Giris

Gerec ve YOntem
Bulgular

Tartisma ve Sonug
Kaynaklar

Ekler

Tesekkur
Ozgecmis



OZET

Bu calismamizda, vitamin B12 eksikliginin tanisinda
holotranskobalamin (HoloTC) duzeyleri lgiminin erken tani icin bir belirteg
olarak degerini incelemeyi, farkli dizeylerde vitamin B12 konsantrasyonuna
sahip bireylerde HoloTC dizeylerinin homosistein (Hcy) ve folik asit dizeyleri
ile iliskisini incelemeyi ve kobalamin eksikliginde hiperhomosisteinemiye bagli
olarak arttigr bildirilen oksidatif hasar ile kobalamin ve HoloTC duizeyleri
arasinda bir iligki olup olmadigini incelemeyi amagcladik.

Calismaya alinan 400 olgu, biyokimya laboratuvarina B12 vitamini ve
folik asit dizeyi 6l¢cimu icin basvuran hastalar arasindan segcildi. Génulltler
B12 vitamin dlzeylerine gbre vitamin B12 eksikligi agisindan, kesin olan
vakalar (Grup 1, <193 pg/ml), stipheli olan vakalar (Grup 2, 193-300 pg/ml)
ve normal vakalar (Grup 3, >300 pg/ml) olarak 3 gruba ayrildi. Tum vaka
gruplarinin serum vitamin B12, holotranskobalamin, homosistein, folik asit ve
malondialdehit (MDA) dlzeyleri 6l¢uldi.

Sonuglarimiza gére, 6lclilen tim parametreler, 3 vaka grubu arasinda
anlamli olarak birbirinden farkliydi. Korelasyon analizi sonuglarina gére
vitamin B12 duzeyleri ile HoloTC ve folik asit diizeyleri arasinda pozitif ve
istatistiksel olarak anlamli korelasyon, vitamin B12 dizeyleri ile Hcy ve MDA
dizeyleri arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptandi.
HoloTC ile folik asit diizeyleri arasinda pozitif ve istatistiksel olarak anlamli
korelasyon, HoloTC ve Hcy dlizeyleri arasinda negatif ve istatistiksel olarak
anlaml korelasyon bulundu. Hcy dlzeyleri folik asit dizeyleri ile negatif ve
istatistiksel olarak anlamli korelasyon gdsterirken, MDA dUzeyleri ile pozitif ve
istatistiksel olarak anlamli iligkiliydi.

Sonuglarimiz, HoloTC dlzeylerinin, vitamin B12 dizeylerinin 193-300
pg/ml arasinda 6lguldaga vakalarda kobalamin durumunun

degerlendiriimesinde yol gdsterebilecegine dikkat cekmektedir. Diger



taraftan, oksidatif hasarla iliskisi acisindan incelendiginde ise tek basina

HoloTC’nin, total vitamin B12 6lgimU kadar deg@erli olmadigr anlasiimaktadir.

Anahtar kelimeler: Vitamin B12, holotranskobalamin, homosistein,

folik asit, malondialdehit.
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SUMMARY

The Association of Vitamin B12 and Holotranscobalamin Levels with
Serum Lipid Peroxidation.

The aim of this study was to investigate the usefulness of
holotranscobalamin (HoloTC) measurement in early diagnosis of vitamin B12
deficiency, to investigate the relationship between HoloTC, homocysteine
(Hey) and folic acid in volunteers with different vitamin B12 concentrations
and to examine if there exists a relation between HoloTC, cobalamin and
oxidative stress which is known to increase due to hyperhomocysteinemia in
cobalamin deficiency.

Four hundred volunteers, who applied to the routine laboratory for
vitamin B12 and folic acid measurements were included in the study.
Volunteers were divided into 3 groups according to their vitamin B12 levels
as: vitamin B12 deficient subjects (Group 1, <193 pg/ml), deficiency
suspected subjects (Group 2, 193—300 pg/ml), and normal subjects (Group 3,
>300 pg/ml). Vitamin B12, HoloTC, Hcy, folic acid and malondialdehyde
(MDA) concentrations were measured in sera of all subjects.

According to the results, each parameter showed significant difference
between the 3 groups. Vitamin B12 levels showed significant positive
correlations with the HoloTC and folic acid levels and significant negative
correlations with Hcy and MDA levels. HoloTC and folic acid levels were
positively correlated while HoloTC and Hcy levels were negatively correlated.
Also, Hcy levels showed negative correlation with folic acid levels and
positive correlation with MDA levels.

Our results indicate that HoloTC measurement could be a good guide

in assessment of cobalamin status in subjects with vitamin B12 levels

v



between 193-300 pg/ml. On the other hand, when evaluated relative to
oxidative stress, it can be concluded that HoloTC alone is not as valuable as

total vitamin B12 measurement.

Key words: Vitamin B12, holotranscobalamin, homocysteine, folic

acid, malondialdehyde.



GIRIiS

1. Calismanin Konusu ve Amaci

Kobalamin (B12 vitamini) tek karbon metabolizmasi ve hilcre
bélinmesi i¢in gerekli suda ¢dzlinen bir vitamindir. Kobalamin eksikliginin
klinik 6nemi, megaloblastik anemi ve norolojik tablolara neden olmasidir.
Eksiklik, homosistein (Hcy) konsantrasyonlarinda artisa 6nculuk eder ve
kardiyovaskuler hastalik, dogumsal kusurlar, gebelik komplikasyonlari,
osteoporoz, néropsikiyatrik bozukluklar ve demans gibi ciddi durumlar ile de
iliskilidir (1, 2).

Vitamin B12 eksikligi 6zellikle yashlar arasinda genel bir problemdir.
Serum kobalamin dizeyi, 150 pmol/L (200 pg/ml) Gzerinde ise normal olarak
degerlendirilir, buna gbére yaslhlarda eksiklik orani %10-15 civarindadir (3).
Normalin altinda kobalamin konsantrasyonlar olan yaslhlarda B12 eksikligi
prevalansi, tani kriterlerine bagli olarak %10 ve % 43 arasinda degismektedir
(4—-10). Diger yandan homosistein (Hcy) ve metilmalonik asidin (MMA) kan
konsantrasyonlari 6lgimu gibi daha duyarli belirtecler de tani igin
kullaniimaktadir. Bunlarin kullanimi ile kobalamin eksikligi prevalansi %43’0n
de Uzerine cikmaktadir (4, 11). Pek cok calismada, kobalamin eksikliginin
folat yetersizligi durumlari ile birlikte oldugu gdzlenmistir (7, 12—15). Ornegin
Framingham calismasi katilimcilarinin  %66’sinda dusik serum folat
dlzeyleri ile birlikte yikselmis homosistein ve artmis MMA konsantrasyonlari
da goéralmastdr (10).

Holotranskobalamin (HoloTC), kobalaminin transport proteini olan
transkobalamin (TC) ile baglanmis seklidir ve kobalaminin hiicre igine alimini
artirir (16). Plazmada dolagsan kobalaminin %30’dan daha azi HoloTC
seklindedir. Kalan kismi haptocorrinlere baglanir ve bunlarin gdérevi tam
bilinmemektedir (17, 18). Son yillarda yapilan c¢alismalar, HoloTC’nin
kobalamin durumundaki degisiklikler icin kobalamin dizeyleri élgimunden

daha iyi, erken bir belite¢ oldugunu (17, 19) ve bozulmus kobalamin



fonksiyonu ile iligkili durumlar ile daha gugli baglantili olabilecegini ileri
surmektedir (20—-23).

Bu calismada farkh dizeylerde vitamin B12 konsantrasyonuna sahip
bireylerde HoloTC dlizeylerini degerlendirerek vitamin B12 eksikligi tanisinda
HoloTC élgcimlerinin daha iyi veya yardimci bir gdsterge olup olmadiginin
incelenmesi amaclanmigtir. Ayrica, kobalamin eksikliginde ortaya cikan
hiperhomosisteinemiye bagl olarak arttigi bildirilen oksidatif hasar ile
kobalamin ve HoloTC dlzeyleri arasinda bir iliski olup olmadiginin

aragtiriimasi da planlanmistir.

2. Vitamin B12

2.1. Yapisi ve Bulunma Bigimleri

Vitamin B12’nin (kobalamin olarak da bilinir) yapisi karmasiktir
(Sekil-1). Kobalamin, hem’de bulunan porfirin halkasina benzeyen bir Corrin
halkas! tasir. Ote yandan Corrin halkasi, dért pirrol halkasindan iki tanesinin
bir metilen kdprist yerine dogrudan dogruya birbirine bagli olmasi ile
hem’den farklilik gésterir. Bu molekilin en alisiimadik niteligi Corrin halkasi
ile koordine olmus kobaltin varligidir. Bu kobalt bir karbon atomu ile bag
kurabilir. Vicutta bu, metilkobalamin olusturmak UGzere bir metil grubunun
karbonu ile veya  5-deoksiadenozilkobalamin  yapmak  (zere
5—deoksiadenozinin 5’ karbonu ile tepkimeye girer (24).

Vitamin preperatlarinda bulunan vitamin B12 bigimi siyanokobalamin
olup burada kobalta bir CN grubu baglanmistir. Hayvan karacigerinde
metilkobalamin, adenozilkobalamin ve hidroksikobalamin bigimlerinde
bulunur. Karaciger iyi bir vitamin kaynagidir. Vitamin B12, karacigerde
transkobalamin I'e bagli halde depolanir.
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Sekil-1: Vitamin B12’nin yapisi.

2.2. Vitamin B12’nin Emilim ve Taginmasi

Vitamin B12 bakteriler tarafindan Uretilmesine karsin yiksek bitki ve
hayvanlar tarafindan sentez edilemez. Diyetteki vitamin B12’nin ana
kaynaklari et, yumurta, sit drlnleri, balik, kimes hayvani etleri ve deniz
drbnleridir. Bu besinlere kaynak goérevi yapan hayvanlar vitamin B12'yi esas
olarak yemlerindeki bakterilerden elde ederler (24).

Vitamin B12 tek karbon metabolizmasinda bir koenzimdir ve DNA
sentezi igin gereklidir. Klinik énemi, vitamin B12 eksikliginin megaloblastik
anemi ve norolojik bozukluklara yol agmasidir. Vitamin B12nin emilimi
karmasiktir (Sekil-2). Mide iginde, gidalara bagh olan vitamin B12 diyetsel
proteinlerden serbestlesir ve ince bagirsaga haptocorrin (HC) ile kompleks
yapmis halde transfer olur. ince bagirsagin alkali ortami iginde, HC
pankreatik enzimler ile parcalanir. Serbest kalan vitamin B12, mide pariyetal
hiicreleri tarafindan (retilen bir protein olan intrinsik Faktor (IF) ile birlesir ve
IF—vitamin B12 kompleksi ileum iginde reseptdr aracili alim ile emilir (25-27).
Bazi hastalarda gastrektomiden sonra géruldugu gibi veya pernisiy6z anemili
hastalardaki gibi eder IF yeterince yoksa, bu durumda sindirimdeki vitamin
B12’ nin sadece %1 kadari pasif difizyonla emilir (28). Eger IF yeterli ise,
0,5 pg’dan daha az fizyolojik dozun yaklasik %75’i emilir, 1.0 pyg civarindaki



dozun ise % 50’si emilir. Boylece vitamin B12'nin oral konsantrasyonu artsa
bile toplam vitamin B12 emilimi daha fazla artmaz (28).

[F—vitamin B12 kompleksi ileumun terminal kismindaki 06zel
reseptérlere baglanir ve IF’den ayrilan vitamin B12 enterosit icine alinir.
Enterosit iginde vitamin B12, Transkobalamin (TC) ile kompleks yapar ve
sonra dolagima salinir (24). Dolasimda vitamin B12 iki proteine bagh halde
bulunur: TC ve HC. TC—vitamin B12 kompleksi (HoloTC) hiicre igine tasinir
ve burada TC pargalandiktan sonra vitamin B12 serbestlenir (29). HC’nin
fizyolojik roli henliz saptanamamistir.

Transkobalamin’den ayrilan ve serbest kalan vitamin B12, hicrelerin
sitozoline hidroksi metil kobalamin olarak salinir. Sitozolde ya metil
kobalamine dénisir veya 5—deoksiadenozil kobalamine dénismek Uzere
mitokondrilere girer. Karaciger, vitamin B12'nin yaklasik yarisini alirken geri
kalani diger dokulara goétlrilir. Karacigerde depo edilen vitamin miktari,
nutrisyonel bir eksikligin belirmesi igin 3—6 yil gecmesini gerektirecek kadar
bUyUktir (24).
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Sekil-2: Vitamin B12’nin emilim ve taginmasi.

2.3. Holotranskobalamin

Transkobalamin—vitamin B12 kompleksi, holotranskobalamin olarak
isimlendirilir. HoloTC, biyolojik olarak kullanilabilen kobalamin igerir ¢inki
sadece HoloTC spesifik reseptorler yoluyla bitin hiicrelerde vitamin B12'nin

alimini baslatir. Kobalaminin daha blylk fraksiyonu (%80 kadar) HC



tarafindan tasinir; bu ise metabolik olarak etkisizdir c¢lnkl karaciger
(izerindekiler hari¢ tutulursa hiicre reseptdrleri yoktur (30). Olgiilen
kobalaminin blyik kisminin HC ile bagli kobalamin olmasi, dolayisiyla aktif
kobalamin olmamasi, serum toplam kobalamin dizeylerinin 6lgciminde
yaniltici olabilir.

TC ~18 saatlik bir yarn émre sahiptir ve vitamin B12 alimindaki
degisikliklere duyarlidir (31). HoloTC, kanda ilk olarak vitamin B12 alimindan
3 saat sonra tespit edilebilir ve maksimum plazma konsantrasyonuna 8-12
saatte ulasir. Dolasima gectikten sonra HoloTC, dakikalar i¢cinde hicrelere
ahnir (31, 32).

HoloTC’nin, haptocorrin—vitamin B12 kompleksi (HoloHC) ile
karsilastirildiginda dolagimdaki yari émri daha kisadir. HoloTC’deki bir
azalma kobalamin eksikliginin erken bir belirteci olabilir (33,34).

HC’ nin genetik yoklugu seyrektir ve ciddi bir durum degildir (35). Diger
taraftan TC’ nin genetik yoklugu veya anomalileri kobalamin eksikliginin tipik
hematolojik, nérolojik ve metabolik patolojileri ile kendini gdsterir (36—38).
HoloTC’ nin vitamin B12 durumunu gdstermesi acgisindan toplam serum
kobalamininden daha iyi bir gésterge oldugunu destekleyen pek cok calisma
yayinlanmistir (39—41). Yeni metodlar, spesifik anti-TC antikorlari Gzerine
kuruludur ve HoloTC’nin vitamin B12 eksikliginin tanisi icin yararli ve
kullanilabilir oldugunu distnddrmektedir (42, 43). Vitamin B12 eksikliginin
biyokimyasal isaretleri olan hastalarda disik HoloTC dizeyleri
beklenmektedir (44). Vejeteryanlarda (45, 46), kati vejeteryanlarda (47) ve
vitamin B12 aliminin distk oldugu toplumlarda (48, 49) dikkate deger disuk
vitamin B12 dlizeyleri rapor edilmistir. ilging bir sekilde saglkli kontrol grubu
ile karsilagtirldiginda Alzheimer hastaligi olan hastalarda disik serum
HoloTC duzeyleri (vitamin B12 duzeyi normal olsa bile) bildirilmigtir (50).
HoloTC duzeylerinin vitamin B12 durumunu, yakin déneme ait vitamin
emiliminden bagimsiz olarak yansittigi 6ne surtlmektedir (51).

2.4. Vitamin B12’nin iglevleri

Vitamin B12, vicutta iki tepkimeye koenzim olarak katilir: bir metil

grubunun metyonin yapmak Uzere N5—metil tetrahidrofolat’dan homosisteine



tagsinmasi (metyonin sentaz reaksiyonu) ve L—metil malonil KoA’nin metil
grubunun stksinil KoA yapmak Uzere yeniden dizenlenmesi (metil malonil
KoA mutaz reaksiyonu) (24) (Sekil-3).

Metilmelonil Cof mutce

|Metﬂmcﬂonu CoA | =  [Slksinil Cod
Vitcmmin B12 (koenzim)

-

Metionin sentcz

Vitconin B12 (koenzim)

Sekil-3: Vitamin B12’nin koenzim olarak gérev aldigi reaksiyonlar.

Metyoninin salvaj yolunda, tetrahidrofolat (THF) tarafindan, serin
amino asidi veya diger kaynaklardan alinan metil grubu, metilkobalamin
yapmak Uzere vitamin B12 ’ye aktarilir. Metil kobalamin metil grubunu
metyonin sentaz enzimi araciigi ile homosisteine aktarir ve metyonin
sentezlenir. Metyonin daha sonra, metil grubunu diger bilesiklere aktarmak
Uzere S—Adenozil Metyonin (SAM) haline c¢evrilir (24) (Sekil-4). Bu
tepkimenin metabolik yararlari, metyonin depolarinin strdirtlmesi ve purin,
pirimidin ve nukleik asit sentezine katilacak tetrahidrofolat formlarinin

saglanmasidir (52).

Nukleik Asid
Sentezi

Metilasyon Reaksiyonlan

A

h |

3,10-Metilen TH4- Fplat Metiyonin
Sentaz Vitamin B,

Metilen TH4

NADPH+H* Rediiktaz

e Homosistein
Riboflavin U

—\R0) 5.Metil THA- Folat

NADP*

Sekil-4: Vitamin B12-Folik Asit metabolizmalarinin iligskisi. TH,—Folat:
Tetrahidrofolat.



L-metil malonil  KoA’nin  siksinil KoA'ya izomerizasyonu
reaksiyonunda vitamin B12'nin etkin koenzim bicimi 5-
deoksiadenozilkobalamindir. Bu tepkime, valin, izoldsin, treonin, timin ve tek
sayida karbon iceren yag asitlerinin son ¢ karbonundan gelen propiyonil
KoA'yr Tri—-Karboksilik Asit déngusunin ara drind olan siksinil KoA'ya
ceviren metabolik yolun bir bdlimind olusturur. Kobalaminin metilmalonil
KoA’'nin suksinil KoA'ya dénisimunde koenzim roll oynamasi, propiyonatin
bir sitrik asit déngisi Uyesine ¢evrimi yolunda kilit bir tepkimedir ve dolayisi
ile glukoneogenez olayinda 6énem tasir. Bagirsak Iimenindeki mikrobik
fermantasyonun ana 0rGn0 propiyonat oldugundan bu olay, gevis
getirenlerde 6zellikle 6nemlidir (24).

2.5. Vitamin B12 Metabolizmasinda Folatin Yeri

Vitamin B12 metabolizmasinda folik asidin yeri gok 6nemlidir. Folik asit
veya folat, birer molekll p—aminobenzoikasit (PABA) ve glutamik aside
baglanmis pteridin bazindan olusur. Hayvanlar PABA sentezleyemedigi icin
glutamati pteroik aside baglayamaz ve bu ylzden diyetlerinde folat
bulunmalidir. Maya, karaciger ve yaprakli sebzeler folat i¢in ana kaynaklardir
(52).
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6- Metilpteridin P- Aminobenzoik Asid  Glutamat

|
Pteroik Asid

Pteroilglutamik Asid ( Folik Asid )

Sekil-5: Folik asidin yapisi.

Diyetteki folat tOrevleri, emilim icin bagirsak enzimleri tarafindan
monoglutamil folata déndgstlralir. Bunun blyldk bélima, bagirsak hicreleri
icinde indirgeyici ekivalantlarin vericisi olarak NADPH kullanan folat rediktaz

tarafindan tetrahidrofolata indirgenir (52). Bagirsak hicreleri icinde folat, esas



olarak N5—metil tetrahidrofolata c¢evrilir, bu da portal vene gecip karacigere
gider. Vicut folatinin yarisini depolayan karaciger, portal dolagimdaki folatin
cogunu kapar, bu aktif transport veya endositoz yoluyla olabilir. Karacigerde
THF tepkimelerde kullaniimadan o6nce tekrar poliglutamat haline konjuge
edilir. THF poliglutamat dokulardaki islevsel koenzimdir. Folatin kandaki ana
bicimi olan N5—metil tetrahidrofolat, plazma proteinlerine ve 6zellikle serum
albumine gevsek sekilde baghdir (24).

THF tek karbonlu gruplarin ylUkseltgenmesi ve indirgenmesi
tepkimelerine katilir (24). THF tarafindan tasinan tek karbonlu birimler, gesitli
oksidasyon basamaklarini iceren bir diziyi temsil etmektedir; bunlar, metil,
metilen, metenil, formil ve formimino olabilir. THF tarafindan aktarilan tek
karbon gruplari ya besinci (N5) veya onuncu (N10) pozisyondaki azotlara
baglanir veya N5 ile N10 arasinda bir kdprt yapar. THF’a bagl tek karbon
gruplar topluca tek karbon havuzu olarak adlandirilir. Bu tek karbonlu
birimler THF'a bagh iken yukseltgenip indirgenebilirler. TiumU metabolik
olarak birbirlerine gevrilebilir (52).

THF Gzerindeki tek karbon gruplari daha sonra diger bilesiklere
aktarilir. Bu tOr bir aktarma serinden glisin sentez edilmesine, DNA sentezi
icin gereken timin bazinin sentezine, hem DNA hem RNA sentezi igin
gereken purin bazlarinin sentezlerine ve metil gruplarinin vitamin B12'ye
aktariimasi olaylarina yarar (24) (Sekil-6). Timin ve pdrin bazlarinin sentezi,
dolayisi ile htcre bdélunmesi icin THF gereklidir. Bu bazlarin sentezinin
dogrudan besinsel folat eksikligi veya folat metabolizmasini bozan ilaglarla
bloke edilmesi hicre bélinme ve gelisme hizinda yavaslama yapacaktir (24).
Vitamin B12 eksikliginde folik asidin N5 metil THF formu diger formlari
olusturamayacak sekilde birikir. Folat kapani olarak da ifade edilen bu
durumda aslinda folik asit eksikligi s6z konusu olmadigi halde folik asidin
katildigi reaksiyonlar aksar (24).



Diyetsel

Serin protem
Tetrahidro- Mehyonln
Slisin folat
B, 10- Metilen Dirmetil
Tetrahidrofolat Remetilasyon lul'l Glisin
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Transsiilfiirasyon
Yolaq Sistein

Glutatyon

Sekil-6: Folat, Vitamin B12 ve SAM arasindaki iligkiler. MS: Metiyonin
Sentaz, CBS: Sistatyonin B Sentaz, MTHFR: Metilen Tetrahidro Folat
Rediktaz

2.6. Vitamin B12 Eksikligi

Vitamin B12 eksikligi 6zellikle yagh kigiler arasinda énemli bir halk
saghg sorunudur. Vitamin B12 eksikligi olan yaslilarda, gastrik intrinsik
Faktor Gretiminin bozulmasi ve vitamin B12 malabsorbsiyonunun sonucu
olarak pernisiydz anemi gelisebilecegi gosterilmistir (53, 54). Baz
arastinicilar, yaslilar arasinda vitamin B12 eksikligi prevalansinin %30’dan
daha yuksek olabilecedini 6ne strmektedir.

Kobalamin durumundaki yetersizlik i¢in ¢esitli nedenler sayilabilir. (45,
75, 76) (Tablo—1). Baslica problemler bozulmus emilim, vitamin B12
gereksiniminin artmasi ve diyetsel yetersizliktir (3). Yagh kisilerde kronik
atrofik gastritten dolayr mide salgilan azalmigtir; bu ise vitamin B12
eksikliginin en blylk sebebidir (4, 55-57). Calismalar, yash Kkisilerde,
kullanilan belirleme kriterine bagli olmak tzere kronik atrofik gastritin vitaimn
B12 eksikligi nedenlerinin %20-50’sini olusturdugunu gdstermektedir (58).
Kronik atrofik gastritin baslica 6zelligi, HCI ve pepsinojen gibi mide
salgilarinin ve intrinsik faktér saliniminin azalmasidir (4, 58). Bu degisiklikler
diyetsel vitamin B12'nin bagirsakta serbestlesmesini énlemektedir. Diyetsel
kobalaminin atrofik gastritteki biyoyararlaniminin  bu sekilde dustsu
Doscherholmen ve Swaim (59) ile Bradford ve Taylor (60) tarafindan da

gOsterilmistir. Bundan bagka, azalmig asit salinimi ince bagirsakta pH’i



yukseltir. Bu durum mikroorganizmalara karsi koruyucu olan bariyeri zayiflatir
ve ince bagirsagin gecirgenligini artirir. Bakteriler kolondan buraya gecerler
ve sonucta ince bagirsakta, siklikla Camfilobakter, Yersinia ve Clostridium
olmak Uzere bakteriler agiri ¢ogalir. Bu durum vitamin B12 alimi igin bir

yarisa neden olur, béylece kobalamin yetersizligi daha da artar (61).

Tablo—1: Kobalamin eksikliginin nedenleri (45, 75, 76).

Diyetsel eksiklik
Siki vejeteryan diyet
Yetersiz beslenme
Dlslk alim

Malabsorbsiyon
Pernisiydz anemi (Tip A kronik atrofik gastrit)
Gastrektomi
Tip B kronik atrofik gastrit
Zollinger—Ellison Sendromu
Ozellikle ileumu tutan bagirsak hastaliklar (Célyak hastaligi, Crohn
hastaligr)
ileumun rezeksiyonu
Pankreatik yetersizlik
Parazit hastaliklari (Difilobotrium latum solucant)
Bakteriyel asiri gogalma
Antiepileptik ilaglar (karbamazepin, fenitoin, primidon)
Proton pompasi inhibitérleri (omeprazol)
Histamin H2 reseptdr antagonistleri
Antidiyabetik ilag metformin
Antibiyotikler (kloramfenikol, neomisin)
Kolestiramin

Gereksinim artisi
Metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) mutasyonu
Hipertiroidizim
Diyabet
Bébrek yetmezIigi
Sigara kullanimi
Dlzenli alkol alimi

Gastrik atrofinin yaslanmayla iliskili olmayan baska bir sebebi ise
kronik Helicobakter pylori enfeksiyonudur (4, 57). Bu durum Amerikan

halkinda oranlanmig ve 30 yasin Ustlindekilerin % 10’u, yashlarin (60 yas
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Ustl) ise %60’ enfekte bulunmustur (62). Helicobakter enfeksiyonu disik
sosyoekonomik bdlgelerde daha ylksek prevalans gosterir (63).

Vitamin B12 eksikligine zemin olusturan pernisiydz aneminin
nedenlerinden olan Tip A atrofik gastrit yaslilarda sik¢a tani konulan bir
hastaliktir ancak genellikle kobalamin eksikliginin yasla ilgili bir nedeni
degildir (55). Carmel (64) tarafindan pernisiyéz anemi yaslilikla iligkisiz
bulunmustur. Pernisiy6z anemi genellikle seyrek olup tipik hastalik belirtileri,
makrositik anemi, glossit ve vibrasyon duyusu ve propriyosepsiyon duyusu
bozuklugundan dolayr anormal ylUruyls ve paresteziler gibi noérolojik
durumlardir (65, 66). Bu hastalarin blylk bélimu kolayca taninir ve eger
zamaninda taninir ve tedavi edilirlerse tam olarak iyilesebilirler.

Vitamin  B12’nin  nutrisyonel eksikligi kobalamin dUzeylerinin
azalmasinda yukarida anlatilanlarin tersine kiaguk bir rol oynar. Howard ve
arkadaslari (67) dusUk kobalamin dizeyi olan yaslh kisilerde diyetsel
kobalamin alimini arastirmiglar ve yaslhlardaki hafif—dlisik kobalamin
dizeylerinin vitaminden fakir beslenmeye bagh olmadigi sonucuna
varmiglardir. Bununla birlikte vitamin B12 aliminin et, yumurta ve st
arinlerinden  kaginan  kati  vejeteryanlarin  bir  problemi  oldugunu
belirtmiglerdir.

Hayvansal gidalan tam olarak diyetinden c¢ikaran vejeteryanlarda
vitamin B12’ yi de iceren bazi gerekli besinlerin alimi azalir. Vitamin B12 tipik
olarak sadece hayvansal gidalarda bulunur. Béylece hayvansal gidalardan
kacinmayla iligkili kati vejeteryan diyet, vitamin B12 eksikligine onculik
edebilmektedir (68, 69). Uzamig vitamin B12 eksikligi klinik bir hastalik
durumudur ve genellikle nérolojik bozukluklar, mide bagirsak bozukluklari ve
anemi ile kendini gosterir (70, 71).

Vitamin B12 durumunu saptamada duyarli ve spesifik deneylere
ihtiya¢c vardir ¢tnkl vitamin B12 eksikliginin prevalansi yiUksektir ve ciddi
komplikasyonlara yol acabilir. Bir kiside, tipik olarak vitamin B12 eksikliginden
sadece megaloblastik aneminin hematolojik g0stergeleri goéraldiginde
stphelenilir ve sadece siddetli vitamin B12 distst olan bireylerde belirtiler

ortaya ¢ikar (72). Toplam plazma vitamin B12 konsantrasyonu Olgimu,
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vitamin B12 eksikligi i¢in klinik tarama testi olarak halen gecerli standarttir.
Toplam plazma vitamin B12 konsantrasyonunun <148 pmol /L (<200 pg/ml)
olmasi genellikle eksiklik olarak kabul edilir. Bu deger, vitamin B12 eksikligi
durumlarinin ¢ogu icin tanisal olarak kullaniglidir. Bununla beraber, vitamin
B12 eksikligi oldugu dustnllen bireylerin bir kisminda klinik ya da
biyokimyasal olarak eksikligi gosteren bagka hicbir delil yoktur (73). Diger
yandan zit bir sekilde, plazma vitamin B12 konsantrasyonlar referans
araliklari igcindeyken bile néropsikiyatrik (66) ve metabolik anomaliler (66, 74)
olabilir. Vitamin B12 eksikliginde metil malonik asit ve homosistein
konsantrasyonlari artar ve bunlarin vitamin B12 durumunun degerlendiriimesi
acisindan toplam plazma vitamin B12 dizeylerinden daha duyarh oldugu
disUnidlmektedir (66,74). Fakat bunlarin kullanimi sinirhdir. Bu nedenle
vitamin B12 eksikliginin saptanmasi i¢in daha guvenilir, daha duyarli ve daha
6zgul tarama testlerine ihtiya¢ vardir.

2.7. Hiperhomosisteinemi

Homosistein, hem folik asit hem vitamin B12 metabolizmasi ile ilgili
cesitli yollardan birikime ugrayabilir. Homosistein, metyonin yikimi sirasinda
ortaya c¢lkan S—adenozilhomosisteinden toretilir. Bu tepkime silrekli
olustugundan, homosistein sabit hizda siirekli tretilmektedir. Uretilmis olan
homosistein ya metyonin vermek Gzere tekrar metillenmekte veya sistatyonin
vermek icin serinle kondanse olmaktadir. Metyonin Uretimi igin iki yol
bulunmaktadir. Ana yol, vitamin B12 gerektiren ve N5—metil tetrahidrofolat
tarafindan metillenen yoldur. Karacigerde ikinci bir yol daha bulunmakta olup
6nemsizdir (24).

Vitamin B12 eksikligi bulunan bir kiside homosisteinin ana yol
Uzerinden metyonine c¢evrilmesi inhibe olur. Bu da homosisteini sistatyonin
dretmeye dogru yoénlendirir ve sonunda sistein Uretimi hizlanir. Sistein
birikimi, sistatiyonin treten enzimi (sistatyonin B sentaz) geri bildirimle inhibe
eder. Bu ise timiyle homosistein birikmesine yol agar ve biriken homosistein
kana salinir. Buna ek olarak, N5, N10—metilen THF’1, N5—metil THF’a ceviren
enzimdeki (MTHFR=Metilen tetrahidrofolat rediktaz) bir mutasyon,

sistatyonin—f—sentazdaki bir mutasyon veya bu enzimin kofaktér olarak
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kullandigi vitamin B6'nin eksik olusu da serumda homosistein dizeylerini
yukselten nedenler arasindadir (24) (Sekil-6).

Hiperhomosisteinemi yapan nedenler Tablo—2'de siralanmistir (77).
Vitamin B12 eksikligi nedeniyle laboratuvara yansiyan degisiklikler arasinda
serum Hcy duzeyleri degerlidir. Epidemiyolojik bulgular, homosisteinin
atheroskleroz, tromboz ve hipertansiyon igin bagimsiz bir risk faktort

olabilecegini gbstermektedir (77).

Tablo-2: Hiperhomosisteinemi nedenleri (77).

Genetik
Sistatyonin B sentaz yetersizligi
MTHFR mutasyonu
Metiyonin sentaz yetersizligi (seyrek)
Metilentetrahidrofolat homosist(e)in metiltransferaz yetersizligi (seyrek)

Cevresel
Fizyolojik (erkek cinsiyet, yas, menopoz)
Yasam sekli faktorleri (kahve, sigara)
Vitamin eksikligi
Folik Asit
Kobalamin (vitamin B12)
Piridoksin (vitamin B6)
Sistemik bozukluklar
Karaciger ve bdbrek bozuklugu
Sistemik lupus eritematozis
Psoriyazis
Hipotiroidizim
Maliniteler: meme, over, pankreas, akut lenfoblastik 16semi
Solid organ nakilleri

ilaclar
Metotreksat, fenitoin, azotiyoprin, teofilin, metformin, tiyazid ditiretikleri,
kolestipol, nikotinik asid, oral kontraseptifler

2.8. Vitamin B12 Eksikligi, Hiperhomosisteinemi ve Oksidatif
Hasar

Oksidatif stres, genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu patolojik bir tablodur. Normal

kosullar altinda stperoksit radikallerinin (SOR) fizyolojik seviyesi/reaktivitesi
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detoksifikasyon mekanizmalari ile hassas bir sekilde dengededir ve bu
dengede 6zellikle antioksidan savunma mekanizmalari dnemli rol oynar.
Vitamin B12 eksikligi ile oksidatif stres tablolarinin iligkilendirildigi
calismalar mevcuttur (77, 78). Burada kobalamin eksikligine bagli artan Hcy
dlzeyleri sorumlu tutulmaktadir. Hcy’nin, ortamda bakir veya seruloplazmin
bulundugunda hidrojen peroksit olusturup oksidasyon yapabilecedi (79) ve
Hcy'nin disuk yodunluklu lipoproteini (LDL) okside ettigi ve degisiklige
ugrayan LDL’nin hlcre igine alimina yol agabilecegi 6ne surtlmektedir (80).
Hcy’nin, ayni zamanda stperoksit radikallerinin olusumuna neden oldugu da
6ne sdrulmustar. Ek olarak, peroksid ve SOR’nin artmasi durumunda
Hcy’nin, glutatyon peroksidazi da igeren hlcre i¢i antioksidan enzimleri inhibe
ettigi de gbsterilmistir. Bir endojen antioksidan olan hticre i¢i glutatyon da Hcy
tarafindan belirgin olarak azaltilmaktadir. Antioksidan savunmadaki bu
gerileme, hlcrenin oksidan radikalleri nétralize etme yetenegini azaltmaktadir
(81,82). Sonuc olarak, vitamin B12 eksikligi sonucunda gelisen
hiperhomosisteineminin oksidatif hasar riskini arttiracagr 6ngértulmektedir.
Kronik vitaimn B12 disukligl (6rnegin, uzamis yetersiz alim,
bagirsaklarda malabsorbsiyon), negatif bir vitamin dengesi durumu ile
sonuglanir. Bu dists durumu eger yillarca sudrerse klinik belirtiler olusur.
Vitamin B12 eksikliginin erken tanisi ¢ok 6nemlidir. Bu bozuklugun gizli
kalabilme 6zelliginden dolayi, geri dénust olmayan néronal hasarlanmayla
sonuglanma ihtimali vardir (83). Basit tanisal yaklagimlar, bu gizli kalan
vitamin B12 eksikliginin tanisi icin kullanigh olmayabilir (16, 43, 78, 84).
Serum toplam vitamin B12 konsantrasyonlarindaki disis siklikla tespit edilen
ilk degisikliktir ancak gizli kalmig bir fonksiyonel kobalamin eksikligi tanisi igin
glvenilir degildir (8, 78, 85). Diger yandan, ylUkselmis metil malonik asit
(MMA) ve toplam homosistein konsantrasyonlari ise vitamin B12 eksikliginin
tanisi icin daha duyarli metabolik belirteglerdir (86, 87). Bununla birlikte,
MMA ve Hcy konsantrasyonlari renal yetmezlikie de artabilmektedir (8, 84,
87), ayrica yukselmis Hcy dizeyleri, folat ve vitamin B6 eksikliklerinin bir
yansimasi da olabilir (8, 87). Plazma kobalaminlerinin aktif kismi bdlim

[.2.3.’de anlatildigi gibi holotranskobalamindir. Son zamanlarda bu
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fraksiyondaki degisikliklerin aktif kobalamin fraksiyonunu daha iyi yansitacagi
bildiriimektedir (16—23, 88—90).

Literatirde kobalamin durumunun degerlendiriimesinde HoloTC
O6lcimanin dederini vurgulayan ve bu vitaminin metabolizmasinda énemili
yere sahip olan Hcy ve Folik asit ile B12 vitamini ve HoloTC &lgimlerinin
iligkisini bir arada degerlendiren calismalar oldugu halde, bu parametreler
arasindaki iligkiyi oksidatif hasar belirtecleri ile birlikte degerlendiren bir
calisma bulunmamaktadir. Bu calisma ile farkh dizeylerde vitamin B12
konsantrasyonuna sahip bireylerde HoloTC dizeylerinin Hcy ve folik asit
dlzeyleri ile iligkisinin incelenmesi amagclanmigtir. Ayrica, kobalamin
eksikliginde hiperhomosisteinemiye bagli olarak arttigi bildirilen oksidatif
hasar ile kobalamin ve HoloTC dizeyleri arasinda bir iliski olup olmadiginin

arastinimasi da planlanmistir.

15



GEREC VE YONTEM

1. Gereg

1.1. Olgular

Bu calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi poliklinikleri
tarafindan takip ve tedavisi yapilan 400 olgu alindi. Olgular, Uludag
Universitesi Saglk Uygulama Merkezi Merkez Biyokimya Laboratuvarina
B12 vitamini ve folik asit dizeyi 6lcimu icin bagvuran hastalar arasindan
secildi. Bu galisma igin Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan onay alindi (Ek 1). Tum hastalara, ¢alisma ile ilgili bilgi
verilerek, ¢calismanin igerik, amaci ve katiimi gibi konulari agiklayan hasta
onam formlari dolduruldu ve olurlari alind.

1.2. Vaka Gruplarinin Olusturulmasi

Dért yOz kisilik vaka grubu calismanin yapildigi dénemde Uludag
Universitesi Biyokimya Merkez Laboratuvar’'nda B12 vitamini icin kullanilan
referans araliklarina gére siniflandirildi. Génalliler B12 vitamin dizeylerine
gbre vitamin B12 eksikligi kesin olan vakalar (Grup 1), vitamin B12 eksikligi
sUpheli olan vakalar (Grup 2) ve vitamin B12 eksikligi bulunmayan—normal
vakalar (Grup 3) olarak 3 gruba ayrildi.

Birinci vaka grubu vitamin B12 dizeyi 193 pg/ml altinda olan hastalar
olup 168 kisi (tm vakalarin %42’si), ikinci vaka grubu (Grup 2) vitamin B12
dizeyi 193-300 pg/ml olan hastalar olup 100 kisi (tim vakalarin %25’) ve
dgclncl vaka grubu (Grup 3) vitamin B12 dizeyi 300 pg/ml Ustinde olan
hastalar olup 132 kisiden (tim vakalarin %33’0) olustu.

1.3. Ornek Toplanmasi

Kan 6rnekleri, normal poliklinik muayenesi i¢cin basvuran hastalarin
muayeneleri sonrasi bir gecelik achg takiben alindi. Kan érnekleri, bir kuru
tipe, 0.18 x 40 mm’lik igne yardimi ile (Vacutainer, ingiltere) én kol
antekubital bdlgedeki venlerden alindi. 1500 x g’de 10 dakika santrifij

edilerek serumlari ayrildi. Ayni gun ilgili poliklinikler tarafindan istenilen
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biyokimyasal parametreler calisildiktan sonra artan serum d&rnekleri,
holotranskobalamin élgimu igin 500 pl, MDA &lgimu i¢in 250 pl, homosistein
6lctim( icin 500 ul ve kalani yedek serum olarak ayrilarak —80°C’de derin
dondurucuda depolandi. Ertesi gin sonu¢ almak icin gelen hastalara
calismanin konusu anlatildi ve atillacak olan artmis serum 6rneklerinde
calisma yapilabilmesi igin Uludag Universitesi Saglik Kuruluslari
Aydinlatiimig Hasta Onam Formu dolduruldu ve olurlari alindi. Oluru
alinamayan hastalarin serum érnekleri calisma icin kullanilmayarak, tibbi atik
olarak degerlendirildi.

1.4. Arac ve Gerecler

a. Yiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) cihazi, “Shimadzu

LC—10AT” (Japonya)

b. Otoanalizér, "AxSYM, Abbott ” (A.B.D)

c Otoanalizér, “immulite 2500, Siemens” (A.B.D)

d.  Santrif(ij, "Sanyo Mistral 2000 R" (ingiltere)

e Santrif(j, "Janetzki T 32" (Almanya)

f Karistirici (vorteks), "Heidolph" (Almanya)
Otomatik pipet (20 —200 uL), "Eppendorf" (Almanya)
Otomatik pipet (200—1000uL), "Eppendorf" (Almanya)

= @

i Derin dondurucu (-80° C), "Sanyo" (Japonya)
j- Buzdolabi, “Arcelik” (Tarkiye)

k. Hassas tarti, “OHAUS analytical plus® (isvicre)
. Tarti, “Mettler PJ 3000 (isvigre)

1.5.Ticari Kitler
a. Vitamin B12, Siemens, (A.B.D)

b. Holotranskobalamin, Abbott, (A.B.D)

C. Folik Asit, Siemens, (A.B.D)

d. Homosistein, Siemens, (A.B.D)

1.6. Kimyasal Malzemeler

a. Fosforik asit, “Aldrich” (AlImanya) Kat no: 215104

b. 2—Tiyobarbiturik asit (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500
c. Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6462
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d. Metanol (HPLC grade), "BDH" (Almanya) Kat.no :15250

e. di-Sodyum hidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no: 6576

f. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4871

g. 1,1,3,3' Tetrametoksipropan, "Fluka" (isvigre) Kat.no : 87670

h. 8. CC 250/4 Nucleosil 100-10 C 18 HPLC kolonu “Macherel—
Nagel“ (Almanya) Kat no: 721689.40

2. Yontemler

2.1. Serumda Vitamin B12 Diizeyi Ol¢iimii

Hastalardan alinan serum Orneklerinde Vitamin B12 miktarinin
degerlendirilmesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkez
Laboratuvarr’'nda otoanalizér ile (immulite 2500, Siemens, A.B.D.) yapildi.
Eksi 80°C'de saklanan hasta serumlari oda isisinda ¢ézildikten sonra
calisildu.

Prensip:

Vitamin B12, Immulite 2500 otoanalizér ile alkali denatiirasyon islemini
de iceren, yarigsmall kemiliminesans enzim immunassay ile 6lculdi.

Deneyin yapilisi:

Deney, her biri 15 dakika olan 3 inkibasyon periyodu igerir. Birinci
inklbasyon endojen bagh proteinlerin alkali denatirasyonu, ikinci ve Gg¢lncu
inkUbasyonlar ise immuUn reaksiyon agsamalarini icerir.

Birinci inkilbasyonda, hasta serum &rnedi dithiothreitol (DTT) ve
sodyum hidroksit/potasyum siyanir (NaOH/KCN) sollsyonlar ile boncuk
icermeyen bir reaksiyon tlpl iginde isleme sokulur. 15 dakikalik bir
inkilbasyondan sonra iglenmis 6rnek, vitamin B12 ile kaplanmig polistren
boncuk ve domuz (hog) intrensek faktért (HIF) iceren ikinci bir reaksiyon
tiplne aktarilir. ilk 15 dakikalik inkiibasyon siresince, bagh oldugu endojen
proteinlerden serbestlesen vitamin B12'ler, bu ikinci inkibasyon siresi
boyunca, boncuk Uzerindeki hareketsiz olan vitamin Bi12'ler ile HIF'e
baglanabilmek igin yarisir. Son 15 dakikalik inkibasyonda ise Alkalen
Fosfataz ile isaretlenmis anti—hog intrensek faktér antikorlari, boncuk Gzerini
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kaplayan ve bagl durumdaki vitamin B12’'lerin baglandigi HIF’e baglanirlar.
Santrifjli yikama ile baglanmamis enzim konjugati ortamdan uzaklastirilr.
Daha sonra ortama Alkalen Fosfataz'in reaksiyona girdigi kemiliminesan
substrat eklenir. Reaksiyon sonrasi 1Isima meydana gelir ve 1sima otoanalizor
icindeki dedektér ile tespit edilir. Birim zamandaki 1sima miktarindan yola
¢ikilarak vitamin B12 konsantrasyonu pg/ml cinsinden hesaplanir.

2.2. Serum Holotranskobalamin Diizeyi Ol¢iimii

Hastalardan alinan serum 6rneklerinde Holotranskobalamin miktarinin
degerlendiriimesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkez
Laboratuvari’nda otoanalizér ile (AxSYM Systems, Abbott, A.B.D.) yapildi.

Eksi 80°C’de saklanan hasta serumlari oda isisinda ¢6zuldukten
sonra ¢ahsildi.

Prensip:

Holotranskobalamin, AxXSYM otoanalizér cihazi ile Mikropartikil Enzim
imminassay (MEIA) yéntemi kullanilan bir deney ile élcildil.

Deneyin Yapllisi :

AxSYM otoanalizériinde HoloTC ayiraglari ve hasta serum 6rnekleri
yontemde tarif edildigi gibi birbirini izleyen asamalar ile sirayla pipetlenir.
Sulandirilmis serum ve Anti-HoloTC monoklonal antikorlar ile kaplanmis
mikropartiklller bir araya getirilerek bir reaksiyon karisimi elde edilir. Hasta
serumu icindeki insan HoloTC antijenleri, mikropartiklller Gzerinde bagl
bulunan antikorlarla birlesir ve mikropartikuller Uzerinde antijen—antikor
kompleksleri olusur. Anti-TC antikor—Alkalen Fosfataz konjugati reaksiyon
kabinda ikinci bir kuyucukta bu karisim Uzerine pipetlenir. Reaksiyon kabi
Uzerinde Uglncl bir kuyucuga HoloTC ylkama tamponu, dérdincl bir
kuyucuga ise Matrix Cell yikama soliisyonu pipetlenir. islenmis drnek daha
sonra hizli bir sekilde islem merkezine aktarilir. Mikropartikiller ve bagli
antijen—antikor kompleksleri iceren reaksiyon karigsiminin bir kismi Matrix Cell
kuyucuguna aktarlir. Mikropartiktller cam fiber matrikse geri dénisimsiz
olarak baglanirlar. Anti-TC antikorlari— Alkalen Fosfataz konjugati Matrix Cell
Uzerine eklenir ve bu konjugat antijen—antikor kompleksleri ile baglanir.

Matrix Cell yikanir ve mikropartikiller ile baglanmamis konjugatlar ortamdan
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uzaklastirilir. 4—Metilumbelliferil Fosfat iceren substrat Matrix Cell’e eklenir.
Alkalen Fosfataz igaretli konjugat, substrattan fosfat gruplarinin ayrilisini
saglar ve floresan bir Grin verir. Floresan trin MEIA optik okuyucusu
tarafindan 6lgultr. Serum HoloTC diizeyi pmol/L cinsinden hesaplanir.

2.3. Serum Homosistein Diizeyi Ol¢iimii

Hastalardan alinan serum 6rneklerinde Homosistein (Hcy) miktarinin
degerlendiriimesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkez
Laboratuvarr’'nda otoanalizér ile (immulite 2500, Siemens, A.B.D.) yapildi.
Eksi 80°C’'de saklanan hasta serumlari oda isisinda ¢ozildikten sonra
calisildi.

Prensip:

Homosistein, immulite 2500 otoanalizér cihazi ile Mikropartikiil Enzim
imminassay (MEIA) yéntemi kullanilan bir deney ile élcildil.

Deneyin yapilist:

Deney iki adet 30’ar dakikalik inkibasyon doénemi igerir. Birinci
inklbasyonda, bagli homosisteinin serbestlesmesi ve S-adenozil-L—
homosisteine  (SAH)  dénlisimi  gerceklesir.  Ikinci  inkiibasyonda
immunoreaksiyon olusur.

immulite otoanalizérii, hasta serumunu 6nce, S-adenozil-L—
homosistein hidrolaz ve dithiothreitol (DTT) solisyonu ile boncuk igermeyen
bir reaksiyon tlpu icinde 6n iglemden gecirir. 30 dakikalk inkibasyondan
sonra, iglenmig 6rnek SAH-kapli polistren boncuk ve SAHye 6zel Alkalen
Fosfataz igaretli antikorlar iceren ikinci bir reaksiyon tuplne aktarilir. 30
dakikalik inktbasyon suresince, 6n islem sirasinda serbestlesmis SAH ile
boncuk Gzerine baglh SAH’ler, Alkalen Fosfataz isaretli anti—SAH
antikorlarina baglanmak icin yarisirlar.

Santrifljli ylkama ile baglanmamis enzim konjugati ortamdan
uzaklastirilir. Daha sonra ortama Alkalen Fosfataz’'in reaksiyona girdigi
kemiliminesan substrat eklenir. Reaksiyon sonrasi isima meydana gelir ve
Isima otoanalizdr icindeki dedektdr ile tespit edilir. Birim zamandaki isima
miktarindan yola c¢ikilarak homosistein konsantrasyonu pmol/L cinsinden
hesaplanir.
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2.4. Serum Folik Asit Olciimii

Hastalardan alinan serum Orneklerinde Folik Asit miktarinin
degerlendirilmesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkez
Laboratuvarr’'nda otoanalizér ile (immulite 2500, Siemens, A.B.D.) yapildi.
Eksi 80°C’'de saklanan hasta serumlari oda isisinda ¢ozildikten sonra
cahsildi.

Prensip:

Folik Asit, immulite 2500 otoanalizér ile alkali denatiirasyon islemini de
iceren, yarismall kemiliminesans enzim immunassay ile él¢tlda.

Deneyin yapilisi:

Deney, 4 inkibasyon doénemi igerir. Birinci ve ikinci inkibasyon
dénemleri 15’er dakika olup endojen proteinlerin alkali denatlrasyonunu
icerir. Uglincli inkiibasyon 30 dakika ve dérdiincii inkiibasyon ise 15 dakika
olup protein baglanmasi ve immuinoreaksiyon asamalarini igerir. Birinci
inkilbasyon sUresince hasta serum 06rnegi, ligand isaretli folik asit ve
dithiothreitol (DTT) ile boncuk icermeyen bir reaksiyon tlpi iginde islemden
gecirilir.  Sonra, ikinci inklUbasyon siresince igerik sodyum hidroksit/
potasyum siyanid (NaOH/KCN) ile islenir. islenmis érnek, miirin (fare) anti—
folat baglayici protein antikorlari ile kapli polistren boncuk ve folat baglayici
protein (FBP) igeren ikinci bir reaksiyon tipline aktarilir. Uclincii 30 dakikalik
inkilbasyon sUresince hasta 6rnegindeki bagli oldugu proteinlerden
serbestlesen folik asitler, ligand isaretli folik asitler ile FBP’lere baglanabilmek
icin yangir. Daha sonra boncuk yikanir ve Alkalen Fosfataz igaretli anti—
ligand ortama eklenir. Son 15 dakikalik inklibasyon boyunca Alkalen Fosfataz
isaretli anti-ligand, ilk inklbasyonda boncuk GUzerine baglanmis olan ligand
isaretli folata baglanir.

SantrifGjli ylkama ile baglanmamis enzim konjugati ortamdan
uzaklastirilir. Daha sonra ortama Alkalen Fosfataz’'in reaksiyona girdigi
kemiliminesan substrat eklenir. Reaksiyon sonrasi isima meydana gelir ve
Isima otoanalizér igindeki dedektoér ile tespit edilir. Birim zamandaki 1g1ma
miktarindan yola c¢ikilarak folik asit konsantrasyonu ng/ml cinsinden
hesaplanir.
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2.5. Serumda Malondialdehit Diizeyi Olciimii

Serum Malondialdehit (MDA) dlizeyi élcimU Young ve ark.’nin (91)
tanimladigi yonteme gére yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi
ile yapildi.

Yoéntem:

Tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son trint olan MDA’nin
asidik ortamda yuUksek isinin etkisi ile pembe renkli kompleks olusturmasi
prensibine dayanir.

Serum MDA analizinde asagidaki 6zellikler kullanildi.

Mobil faz bilesimi: %50 metanol (HPLC grade)

%50 25 mM fosfat tamponu (pH:6.5)

Mobil faz akis hizi: 0.8 mL/dk

Kolon: 10 cm uzunlugunda, 10 mm c¢apinda C18 kolon kullanildi.

Dalga boyu: 532 nm

Deneyin yapilisi:

Kér, numune ve standart tlplerinin her birine 500 pL 0.36 M fosforik
asit (HsPO4), 500 pL 0.44 M TBA, 900 puL distile su ve 50 pL sirasiyla, distile
su, serum veya standart eklendi. Reaksiyon karisimi 100°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Su banyosundan cikarildiktan sonra 10 dk 4°C’de sogutuldu. Bu
reaksiyon karisimindan 400 pL alinarak UGzerine 720 pyL metanol (HPLC
grade) ve 80 uL 1 M sodyum hidroksit eklendi. 1500 xg'de 10 dk santrif(j
edildikten sonra metanol fazindan 50 pL alinarak HPLC’ye enjekte edildi.

Hesaplama:

0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlanan
1,1',3,3'-tetrametoksipropan standartlar ile calisilarak standart egri grafigi
cizildi. Yaklasik 4. dakikada gérulen MDA pikinin alanina karsilik gelen deger
standart egri grafiginden bulunarak konsantrasyon hesaplandi ve serum
MDA dizeyi nmol/mL seklinde ifade edildi.

2.6. istatistiksel Analiz Yontemleri

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde “SPSS for Windows 13.0”

(Chicago, IL) paket programi kullaniimistir. Calismada sudrekli deger alan
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degiskenler ortalama, standart sapma, degisim araligi (range), min—-max
degerleriyle birlikte verilmigtir.

Surekli degiskenlerden normal dagihm gdstermeyenler degiskenlerin
grup kargilastirmasinda Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir. Anlamli farklilik
bulunan degiskenler iki grup arasi karsilastirmalari Mann—-Whitney U testiyle
yapimistir.

Surekli deger alan non—parametrik degiskenlerin aralarindaki
korelasyonuna bakarken korelasyon analizinde spearman korelasyon
katsayisi kullanilmigtir. Calismada %95 (p<0.05) anlamlilik seviyesi

benimsenmistir.
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BULGULAR

1. Olgularin Ozellikleri

Calismaya katilan 400 hastanin yas ortalamasi 42 + 17.4 idi. Olgularin
%75.25'i (n=301, yas ortalamasi 41.4£16.1) kadin ve % 24.75’i (n=99, yas
ortalamasi 43.7+20.9) erkek hastaydi. Olgularin minimum yagi 2, maksimum
yas! 83 idi (Tablo-3).

Tablo-3: Olgularin cinsiyet ve yasa gdre dagilimi.

Parametreler Kadin Erkek Toplam
Vaka sayisi (n) 301 99 400
Vaka sayisi (%) 75.25 24.75 100
Yas ort.+SS (yil) 41.4+16.1 43.7+20.9 42417 .4

Yas ort.£SS: Yas ortalamasitStandart Sapma.

2. Serum Vitamin B12, Holotranskobalamin, Homosistein, Folik
Asit ve Malondialdehit Diizeylerinin Ortalamalarinin 3 Vaka Grubunda
Karsilastiriimasi

Tdm vaka gruplarinin serum vitamin B12, holotranskobalamin,

homosistein, folik asit ve malondialdehit duzeyleri 6lcildi. Elde edilen

verilerin ortalamalari ve standart sapmalari Tablo—4’de verilmigtir.
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Tablo-4: Gruplar arasinda vitamin B12, folik asit, MDA, HoloTC ve Hcy
dizeylerinin ortalamalarinin kargilastiriimasi (Degerler ortalama

degertstandart sapmadir).

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Parametreler (n=168) (n=100) (n=132) P

Vitamin B12 (pg/ml)  166,8+14,5 237,5+34,2 488,0+166,8 <0.001

HoloTC (pmol/L) 18,6247,54  30,03+1544  50,0742588  <0.001
Hey (umol/L) 12,82+7,89  11,4048,10 9,61+4,86 =0.001
Folik Asit (ng/ml) 7,63+359  8,10+4,61 9,98+5,84 <0.001
MDA (nmol/ml) 1,09+0,33  1,07+0,37 0,99+0,26 <0.05

*, Kruskal Wallis testi ile gruplar arasinda fark
n: vaka sayisi

HoloTC: Holotranskobalamin

Hcy: Homosistein

MDA: Malondialdehit

Normal dagilim gbéstermeyen veriler igin gruplar arasindaki farkin
karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Vaka gruplari ve oélctlen 5
parametrenin (vitamin B12, HoloTC, Hcy, folik asit ve MDA) degerleri Kruskal
Wallis testi ile kargilastirldi, buna gbre gruplar arasinda vitamin B12
dizeyleri (p<0,001), HoloTC duzeyleri (p<0,001), Hcy dizeyleri (p=0,001),
folik asit dizeyleri (p<0,001) ve MDA duzeyleri igin (p<0.05) anlamli fark
oldugu belirlendi. Her parametrenin 3 gruptaki degerlerinin Mann Witney U
testi ile karsilastirmasi sonucunda Sekil-7-12’de gdsterilen ve asagida
ayrintilari agiklanan degisimler saptanmistir.

2.1. Vitamin B12

Vitamin B12 dlzeylerinin 3 vaka grubundaki dagihmi asagida
verilmistir (Sekil-7). Sekilde gbéraldigu gibi vitamin B12 diizeyi dustk olan 1.
grubun ortalamasi 166,8+14,5 pg/ml iken, 2. grubun ortalamasi 237,5+34,2
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pg/ml ve vitamin B12 dizeyi normal olan 3. grubun ortalamasi 488,0+166,8

pg/ml’dir.

700
600 - ok

500 -

400 -

300 -

Vitamin B12 (pg/ml)

200 -

100 +

mgrup 1 mgrup2 o grup3

Gruplar

Sekil-7: Vitamin B12 dizeylerinin 3 vaka grubu arasindaki karsilastirmasi.
*** Mann-Whitney U testi ile diger 2 gruptan anlamh olarak farkl, p<0,001.

Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup olmadiginin arastirilmasi
Mann-Whitney U testi ile yapildi. Mann—Whitney U testi ile, vaka gruplari ikili
gruplar seklinde karsilastirildi. Buna gére tim gruplar vitamin B12 dlzeyleri
acisindan istatistiksel olarak birbirinden anlamli farkl bulundu.

2.2. Holotranskobalamin

HoloTC dulzeylerinin 3 vaka grubu arasindaki dagilmi asagida
verilmistir (Sekil-8). Sekilde goruldigu gibi 1. grubun ortalamasi 18,62+7,54
pmol/L, 2. grubun ortalamasi 30,03+15,44 pmol/L ve 3. grubun ortalamasi
50,07+25,88 pmol/L’dir.
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Sekil-8: HoloTC dlzeylerinin 3 vaka grubu arasindaki karsilastirmasi.
*** Mann—Whitney U testi ile diger 2 gruptan anlamli olarak farkli, p<0,001.

Mann—-Whitney U testi ile HoloTC dulzeyleri igin tim gruplar
karsilastirildi. Buna g6ére tim gruplar HoloTC dlizeyleri acisindan birbirinden
istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu.

2.3. Homosistein

Hcy dlzeylerinin 3 vaka grubundaki dagilimi asagida verilmistir (Sekil—
9). Sekilde géraldiagu gibi 1. grubun ortalamasi 12,82+7,89 umol/L iken, 2.
grubun ortalamasi 11,40£8,10 umol/L ve vitamin B12 dlzeyi normal olan 3.
grubun ortalamasi 9,61+4,86 umol/Ldir.

Mann-Whitney U testi ile homosistein diizeylerinin grup 1’de grup 2 ve
grup 3’e gbre anlamli olarak yuksek oldugu, (sirasiyla, p<0.01 ve p<0.001)
saptanmistir.
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Sekil-9: Hey’nin 3 vaka grubu arasindaki karsilastirmasi. Mann—Whitney U
testi ile,

**, Grup 1’den anlamli olarak farkli, p<0,01
*** Grup 1’den anlamli olarak farkli, p<0,001

2.4. Folik Asit

Ug vaka grubundaki folik asit diizeylerinin dagimi asagida verilmistir
(Sekil-10). Sekilde goraldugu gibi 1. grubun ortalamasi 7,63+£3,59 ng/ml, 2.
grubun ortalamasi 8,10+4,61 ng/ml ve 3. grubun ortalamasi 9,98+5,84
ng/ml’dir.

Mann-Whitney U testi ile 1. ve 2. gruptaki hastalar arasinda serum
folik asit dizeyleri icin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaz iken, 1. ve
2. gruptaki hastalarin serum folik asit dizeylerinin, 3. gruptaki hastalarin

serum folik asit dizeylerine gbre anlamli olarak dusuk oldugu bulundu.
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Sekil-10: Folik asit diizeylerinin 3 vaka grubu arasindaki karsilastirmasi. Mann—
Whitney U testi ile,

** Grup 2'den anlamli olarak farklh, p<0.05

*** Grup 1’den anlamli olarak farkli, p<0,001

2.5. Malondialdehit

Malondialdehit diizeylerinin 3 vaka grubu arasindaki dagilimi asagida
verilmistir (Sekil-11). Sekilde géruldigu gibi vitamin B12 dizeyi dislk olan
1.grubun ortalamasi 1,09+0,33 nmol/L iken, 2. grubun ortalamasi 1,07+0,37
nmol/L ve vitamin B12 dizeyi normal olan 3.grubun ortalamasi 0,99+0,26

nmol/L’dir.

1,6

1,4 4
1,2 4

1

0,8

0,6

0,4 1

Malondialdehit ( nmol/ml)

0,2

0

Ogrup 1 @grup2 0Ogrup 3

Gruplar

Sekil-11: MDA dlzeylerinin 3 vaka grubu arasindaki karsilastirmasi Mann—Whitney
U testi ile,
*, Grup 3’ten anlamli olarak farkli, p<0,05.
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3. Korelasyon incelemeleri

Tdm vakalar (n=400)

birbirleriyle olan korelasyonu

icin serumda oOlcllen tim parametrelerin

nonparametrik Spearman’in  korelasyon
katsayilari (r) hesaplanarak incelendi (Tablo-5). Yapilan tim testlerde
p<0,05 dizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Tablo-5).

Tablo-5: Tum vakalar icin serumda Olgilen parametrelerin birbirleriyle olan

korelasyonu.

n=400 Vitamin B12 | HoloTC Hcy Folik asit | MDA
Vitamin B12 | 1 0,711 -0,253*** | 0,163*** -0,121*
HoloTC 0,711*** 1 —0,254*** | 0,167*** 0,013
Hey —0,253"** —0,254* | 1 —-0,278*** | 0,107*
Folik asit 0,163*** 0,167*** —-0,278"** | 1 0,020
MDA -0,121* 0,013 0,107* 0,020 1

n= vaka sayisl

*, p<0,05 dizeyinde anlaml korelasyon

** | p< 0,01 diizeyinde anlamli korelasyon

*** p<0.001 diizeyinde anlamli korelasyon

Tablo icindeki degerler Spearman’in korelasyon katsayisi (r) dir.

Vitamin B12 dizeyleri ile HoloTC ve folik asit diizeyleri arasinda pozitif
ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon (sirasiyla, r=0,163, p<0.001 ve
r=0,711, p<0.001), vitamin B12 dizeyleri ile Hcy ve MDA dlzeyleri arasinda
negatif ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon (sirasiyla, r=—0,253, p<0,001
ve r=—0,121, p<0,05) bulundu.

HoloTC ile folik asit dizeyleri arasinda pozitif ve istatistiksel olarak
anlamli korelasyon (r=0,167, p<0,001), HoloTC ve Hcy dlzeyleri arasinda
(r=—0,254, p<0.001)

bulundu. HoloTC ile MDA duzeyleri arasinda anlamli korelasyon yoktu.

negatif ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon
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Hcy dlzeyleri folik asit dizeyleri ile negatif ve istatistiksel olarak
anlamli korelasyon (r=—0,278, p<0.001) gésterirken, MDA duzeyleri ile pozitif
ve istatistiksel olarak anlamli iligkili (r=0,107, p<0.05) idi.

Folik asit ile MDA dizeyleri arasinda anlamli korelasyon yoktu.

4. B12 Vitamini ve Holotranskobalamin Dizeylerine Gore
Homosistein ve Folik Asit Dizeylerindeki Degisim

Total vitamin B12 ve HoloTC dlzeylerini birlikte élgmenin vitamin B12
durumunun degerlendiriimesindeki yararini incelemek igin vaka gruplari
HoloTC icgin énerilen cutoff degerlerine dayanarak kendi icinde ikiser gruba
ayrilarak 6 grup olusturuldu. HoloTC icin cutoff degeri 35 pmol/L olarak alindi
(46,48,92—-94). Buna gore:

Grup 1A: vitamin B12 <193 pg/ml ve HoloTC<35 pmol/L;

Grup1B: vitamin B12 <193 pg/ml ve HoloTC>35 pmol/L;

Grup 2A: vitamin B12 =193-300 pg/ml ve HoloTC<35 pmol/L;

Grup 2B: vitamin B12 =193-300 pg/ml ve HoloTC>35 pmol/L;

Grup 3A: vitamin B12 >300 pg/ml ve HoloTC<35 pmol/L;

Grup 3B: vitamin B12 >300 pg/ml ve HoloTC>35 pmol/L seklinde
tanimlandi (Tablo—6).

Tablo-6: Vit B12 ve HoloTC konsantrasyonlarina gére diizenlenmis gruplar.

B12 (pg/ml)
<193 193-300 | >300

HoloTC | <35 |Grup 1A | Grup 2A | Grup 3A
(pmol/L) | >35 | Grup 1B | Grup 2B | Grup 3B

Bu 6 grubun Hcy dlzeylerinin ortalamalar karsilastirildiginda B12
vitamini dizeyi disik olan Grup 1A ve 1B’de Hcy dlzeyleri arasinda fark
yoktu (Sekil-12).
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Sekil-12:  Vitamin B12 ve HoloTC dlzeylerine gbre Hcy
konsantrasyonundaki degisim. Mann-Whitney U testi ile,

*, 2A’dan anlamh farkli, p<0.05

** 1A’dan anlaml farkli, p<0.01

*** 1A’dan anlamli fakli, p<0.001

B12 vitamini dizeyi gri bdlgede (Grup 2) olan vakalarda, HoloTC
konsantrasyonu dusulk olanlari kapsayan Grup 2A’da Hcy duzeyleri, HoloTC
dlzeyleri yiksek olan Grup 2B ’deki vakalara gére anlamh olarak yiksekti
(p<0.05). Vitamin B12 dlzeyi gri bdlgede olup HoloTC dizeyi yliksek olan
Grup 2B’deki vakalarin Hcy dizeyleri, Grup 1A’daki vakalarinkine gére
anlamli dastk bulundu (p<0.01). B12 vitamini dizeyleri normal olan kigilerde
Hcy duzeyleri, HoloTC dizeyi disik olan Grup 3A’da ve HoloTC dizeyi
yuksek olan Grup 3B’de, Grup 1A’ya gbre anlamli olarak disik bulundu
(sirasiyla p<0.01 ve p<0.001).

Total B12 vitamini ve HoloTC duzeyleri baz alinarak olusturulan 6
gruptaki vakalarin folik asit dizeylerinin ortalamalari kargilastirildiginda ise
hem vitamin B12 diizeyi hem HoloTC diizeyinin disik oldugu Grup 1A’ da ve

32



B12 vitamini dlizeyinin slpheli sinirlarda ve HoloTC diizeyinin disik oldugu
Grup 2A’ da folik asit diizeyinin, hem B12 vitamini hem HoloTC’ nin ylksek
oldugu Grup 3B’ ye gbre istatistiksel olarak anlamli distk oldugu géralda
(sirasiyla, p<0.01 ve 0.05) (Sekil—13).
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m 3A:B12>300;HoloTC<35 o 3B:B12>300;HoloTC>35

Sekil-13: Vitamin B12 ve HoloTC dizeylerine gére Folik asit
konsantrasyonundaki degisim. Mann-Whitney U testi ile,

*, 3B’den anlaml farkli, p<0.05

**, 3B’den anlaml farkli, p<0.01
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TARTISMA VE SONUG

Bu calisma ile serum vitamin B12 dlzeylerine gére olusturulan vaka
gruplarinda, serum HoloTC, Hcy, folik asit ve MDA dizeyleri arasindaki
iligkinin incelenmesi amaclanmigtir. Kobalamin eksikliginde
hiperhomosisteinemiye bagh olarak arttigi bildirilen oksidatif hasar, MDA
dlzeyleri Olcllerek belirlenmeye calisiimigtir. Bunun yaninda, HoloTC dlzeyi
6lciminun vitamin B12 eksikligi icin klinik taniya yardimci ve erken bir
belirte¢ olup olmadiginin incelenmesi de amaglanmistir.

DlUsUk serum vitamin B12 konsantrasyonlari ézellikle yaslilar arasinda
yaygindir (95, 96) ve bunlarin %90’dan fazlasi vitamin B12 eksikliginin klinik
belirtilerini gbéstermemektedir (97). Bununla birlikte bu kisiler ilerleyici
noérolojik ve/veya hematolojik hastalik agisindan risk altinda olabilirler (97).
Norolojik belirtilerin vakalarin %28'den daha fazlasinda anemi olmasa bile
ortaya ¢iktigi bildiriimistir (66). Vitamin B12 eksikliginin bu gizli kalabilme
6zelliginden ve ndrolojik belirtilerin geri dénlsstz olmasindan dolay! erken
taninmasi ve tedavi edilmesi énemlidir.

Vitamin B12 eksikliginin tanisi icin literatirde yer alan pek cok calisma
mevcut olup vitamin B12 eksikligi icin farkh cutoff degerleri belirlenmigtir.
Ornegin 2006 yilinda yapilan bir calismada Miller ve ark. (98) vitamin B12
eksikligi icin cutoff degerini <148 pmol/L olarak bildirmiglerdir. Yine 2006
yihinda yayinlanan bir calismada Fakhrzadeh ve ark. (99) vitamin B12
eksikligi icin cutoff degerini <185 pmol/L olarak almiglardir. Dislk serum B12
vitamini i¢cin cutoff degerini Clark ve ark. (100) <199 pmol/L olarak
almiglardir. 2006 yilinda yayinlanan bir makalede ise Morkbak ve ark. (101)
bu degeri <200 pmol/L olarak belirlemiglerdir.

Bazi arastiricilar ise vitamin B12 eksikligini tanimlarken vitamin B12
dlzeylerine gére hastalari, kesin eksiklik, sipheli serum dizeyleri ve vitamin
B12 eksikligi bulunmayan diizeyler olarak siniflandirmistir. Ornegin Snow
(102) vitamin B12 ve folat eksikliginin laboratuar tanisi adli makalesinde,

6lcimde kullanilan teknige bagl olarak serum kobalaminleri icin normalin en
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alt sininnin degisken oldugunu ve genellikle 148 pmol/L (200 pg/ml)
degerinin kullanildigini bildirmigtir. Ayni arastirmaci kobalamin eksikligi olan
hastalar igin 148 pmol/L (200 pg/ml) ve altindaki degerlerin eksikligi
belirlemede %90-%95 duyarh oldugunu, 148-221 pmol/L (200-300 pg/ml)
degerlerinin %5—%10 duyarli oldugunu ve 221 pmol/L (300 pg/ml) Gzerindeki
degderlerin %1’den daha az duyarli oldugunu bildirmistir. Hvas ve ark. (103)
125 pmol/L altindaki degerleri kesin vitamin B12 eksikligi olarak
degerlendirmig, 125-250 pmol/L degerlerini sipheli bélge olarak belirlemis ve
250 pmol/L Ustlindeki degerleri de vitamin B12 eksikligi bulunmayan degerler
olarak belirlemislerdir. Loikas ve ark. (104) yaptiklari bir aragtirmada 150
pmol/L altindaki vitamin B12 dlzeylerini kesin eksiklik, 150-250 pmol/L
arasini supheli bélge ve 250 pmol/L UstlinG ise normal vitamin B12 dlzeyleri
olarak belirlemiglerdir.

Yukarida da anlatildigi gibi vitamin B12 eksikligini siniflandirmada
kesin deger araliklari bulunmamaktadir. Her laboratuvar kendi toplumuna,
6lcim yaptigl cihazlarin kullandigi yéntem ve ticari kite gére referans araligi
belirlemekte, bu ise referans degerlerinin farkli olmasina neden olmaktadir.
Ornegin Gimsing ve ark. (105) ve Nexo ve ark. (106) vitamin B12 icin
referans deger araligini 200650 pmol/L olarak belirlemiglerdir. Herbert (85)
ise vitamin B12 igin referans deger araligini 148-666 pmol/L (200—-900 pg/ml)
olarak bildirmigtir.

Uludag Universitesi Saglk Uygulama Merkezi Merkez Biyokimya
Laboratuvar’'nda B12 vitamini dizeyi igin referans araligi, 142—-725 pmol/L
(193-982 pg/ml) dir. Burada vitamin B12 dizeylerinin élgtldigi immulite
2000 ve 2500 otoanalizérleri icin kit Greten firmanin (Siemens, A.B.D)
6nerdigi referans araligi temel alinmistir. Raporlanabilen deger araligi ise
150—-1000 pg/ml’dir. Buna gére hastasinda vitamin B12 eksikligi distnen bir
klinisyen, raporlanmig hasta sonucunu goérdiginde 193 pg/ml (142 pmol/L)
altinda vitamin B12 konsantrasyonu olan olgulari kesin vitamin B12 eksikligi
olarak, 193 pg/ml (142 pmol/L) Ustinde vitamin B12 konsantrasyonu olan
olgulari ise vitamin B12 eksikligi olmayan—normal vakalar olarak
degerlendirmektedir. Ancak 193 pg/ml (142 pmol/L) Uzerinde vitamin B12
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dizeyi olan vakalar icerisinde de vitamin B12 eksikligi bulunanlar olabilir. Bu
durumda gercekte vitamin B12 eksikligi olan bazi vakalarda tani
konulamamasi, atlanmasi ihtimali vardir. Bizim yaptigimiz ¢alismada 193
pg/ml (142 pmol/L) altinda vitamin B12 konsantrasyonu olan olgular kesin
vitamin B12 eksikligi olarak (1. grup), 193-300 pg/ml (142-221 pmol/L)
arasinda vitamin B12 dizeyi olanlar vitamin B12 eksikligi agisindan supheli
olgular olarak (2. grup) ve 300 pg/ml (221 pmol/L) Ustinde vitamin B12
konsantrasyonu olanlar ise normal olgular (3. grup) olarak degerlendirilerek 3
vaka grubu olusturulmustur. Vitamin B12 dizeylerine gbére vaka gruplar
olusturmamizin nedeni o6l¢llen parametrelerin gruplar arasindaki fark ve
anlamlilik iligkilerini belirlemek ve 6&zellikle 2. grupta o&lgilen HoloTC
dizeylerinin vitamin B12 eksikligini belirlemede serum kobalamin dizeyleri
6lgiminden daha erken ve glvenilir bir belirte¢ olup olmadigini incelemektir.

Galismamizin sonuglarina gére tim gruplar vitamin B12 dlzeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (p<0,001) (Sekil-7). Tim
vakalar (n=400) Uzerinde yapilan korelasyon calismasinda, vitamin B12
dlzeyleri ile folik asit ve HoloTC dlizeyleri arasinda pozitif ve istatistiksel
olarak anlamli korelasyon (p<0.001), vitamin B12 dizeyleri ile MDA ve Hcy
dlzeyleri arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlaml korelasyon (sirasiyla,
p<0,05 ve p<0,001) bulundu (Tablo-5). Bu bulgular Loikas ve ark.’nin (104)
2007 yilinda yayinlanan 65 yas ve Uzeri 1048 kisi Gzerindeki arastirmalari ile
uyumludur. S6z konusu calismada, vitamin B12 konsantrasyonlari HoloTC
konsantrasyonlari ile pozitif korele (r=0.78, p<0.001), Hcy konsantrasyonlari
ile negatif korele (r=—0.32, p<0.001) bulunmustur.

Bilindigi gibi vitamin B12 eksikligi durumunda vitamin B12’ye bagimli
iki enzimatik reaksiyon bozulur ve MMA ve Hcy’in plazma dizeyleri yukselir
(107—111). Ahsilmig ydntemlerle serum kobalamin dizeylerinin dlcimuUunin
6zgulluk ve duyarhliginin az olmasi géz éninde bulundurularak, vitamin B12
durumunu degerlendirmek amaciyla Hcy ve MMA dizeylerinden
yararlanilmasi &énerilmektedir (90). Vitamin B12 metabolitleri i¢cin testlerin
ortaya c¢ikigl ile bu vitaminlerin kolay ayirt edilemeyen eksikliklerinin

saptanmasi kolaylasmis ve daha erken tani olanagl saglanmistir (107).
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Duyarli birer metabolik belirtec olan bu testlerin 6zgulligu tartisilabilir. Clnk
bbébrek yetmezligi durumunda MMA ve Hcy’ in plazma dlzeyleri yUkselir; yine
yUkselmis Hcy dlzeyleri folat veya vitamin B6 eksikliginin bir yansimasi da
olabilmektedir (108-110, 112—115).

Biz bu ¢alismada vitamin B12 eksikligi tanisi igin yol gésterici oldugu
bildirilen ve Uludag Universitesi Saglik Uygulama Merkezi Merkez Biyokimya
Laboratuvari rutin parametreleri arasinda yer alan Hcy duzeylerinden
yararlandik. Vitamin B12 durumunun degerlendiriimesinde Hcy dlizeylerinin
6lcimidnu kullanan ve literatirde yer alan calismalar mevcuttur (46, 116).
Ornegin, Herrmann ve ark. 2001 yilinda yayinlanan bir arastirmalarinda
icinde vejeteryanlarin da dahil oldugu 104 saglikh géndllide serum vitamin
B12, folat, Hcy, MMA dlzeylerini ve toplam antioksidan kapasiteyi (TAOK)
O6lcmulglerdir.  Yaptiklari arastirmada vejeteryanlarda ortalama Hcy
konsantrasyonunu normal diyetle beslenenlere gbre belirgin olarak daha
yuksek (>15 pumol/L) bulmusglardir (78).

Calismamizin sonuglarina gbére homosistein diizeylerinin grup 1’de
grup 2'ye ve grup 3’e gore anlaml olarak yiksek oldugu (sirasiyla, p<0.01 ve
p<0.001) saptanmistir (Sekil-9). Bizim laboratuvarimizda Hcy dizeyleri igin
deger araligr 7-12 pmol/L olarak alinmig ve 12 umol/L ve Gzerindeki Hcy
dizeyleri yiksek degerler olarak kabul edilmigtir. Tom vakalar (n=400)
Uzerinde yapilan korelasyon calismasinda, Hcy dizeyleri ile vitamin B12,
folik asit ve HoloTC dlzeyleri arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlamh
korelasyon (p<0,001) bulundu. Hcy duzeyleri ile MDA dlzeyleri arasinda ise
pozitif ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon (p<0.05) bulundu (Tablo-5).
Sonuglar, Loikas ve ark.’nin (104) 2007 yilinda yayinlanan arastirmalari ile
uyumludur. Belirtilen arastirmanin sonucunda, Hcy dizeyleri, vitamin B12 ve
HoloTC dlzeyleri ile negatif korele (sirasiyla r=—0.32, p<0.001 ve r=-0.33,
p<0.001) bulunmustur. Herrmann ve ark. (78) 2001 yilinda yayinlanan bir
arastirmalarinda, 104 Kkisilik vaka grubunun tima igin yapilan korelasyon
calismasinda MMA ve Hcy dlzeyleri arasinda belirgin bir pozitif korelasyon
(p<0.01) ve vitamin B12 dlzeyleri ile arastirilan diger parametreler arasinda

MMA ve Hcy dizeyleri ile negatif korelasyon (p<0.05), vitamin B12 duzeyleri
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ile folat dizeyleri ve TAOK arasinda pozitif bir korelasyon (p<0.01)
saptamiglardir.

Yaptigimiz galismada vitamin B12 eksikliginin kesin oldugu 1. grupta
diger iki gruba gére daha ylksek Hcy dizeyleri saptanmigtir ve bu bulgu
vitamin B12 eksikligi olanlarda Hcy dizeylerinin yUkseldigini gdsteren ve
literatiirde yer alan pek cok calisma ile uyumludur (46, 78). Ornegin, Loikas
ve ark.’nin (104) 2007 yilinda yayinlanan arastirmalarinda, 6nceden vitamin
B12 eksikligi tanisi alan 27 kisiyi hari¢ tutarak, geriye kalan 1021 kigiyi serum
vitamin B12 dlzeylerine gére siniflandirmis, 150 pmol/L altindaki vitamin B12
dlzeyleri kesin eksiklik, 150—250 pmol/L arasini supheli bélge ve 250 pmol/L
Ustiind ise normal vitamin B12 duzeyleri olarak belirlemiglerdir. Vitamin B12
konsantrasyonlari stpheli bélgede olan 324 kisinin Hcy ve HoloTC
dizeylerini Olgerek vitamin B12 eksikliginin olup olmadigini belirlemeye
calismiglardir. Bu 324 kisi icinden, Hcy dlzeyleri 15 pumol/L Gzerinde olan ve
HoloTC dlzeyleri 37 pmol/L altinda olan toplam 35 kisiyi yeni tani konulan
vitamin B12 eksikligi vakalari olarak bildirmiglerdir. Belirtilen calisma Hcy ve
HoloTC dizeyleri 6lgiminin gizli kalmis vitamin B12 eksikligi tanisi igin
yararli olabilecegini géstermektedir.

Vitamin B12 ve folatin karsilikh etkilesimi karmasiktir, bu durum bu
vitaminlerin metyonin sentaz tepkimesine ortak katilmalarinin bir sonucudur.
Bu nedenle vitamin B12 eksikliginde serum folat konsantrasyonlari da
etkilenmektedir. Vitamin B12 eksikliginde serum folat konsantrasyonlarini
disik bulan arastirmalar oldugu gibi degismemis veya yuksek bulan
arastirmalar da vardir. Cooper ve ark. (117) siddetli vitamin B12 eksikliginde
serum folat diizeylerinin normal veya ytiksek beklenebilecegini belirtmislerdir.

Bizim calismamizda, 1. ve 2. gruptaki hastalarin serum folik asit
dlzeylerinin, 3. gruptaki hastalarin serum folik asit diizeylerine gére anlamli
olarak dusUk oldugu bulundu (Sekil-10). Folik asit dizeyleri igin
laboratuvarimizin referans araligi 3—17 ng/ml idi. Normal vitamin B12
dizeyleri olan 3. gruptaki vakalarin folik asit diizeyleri diger 2 gruptan daha
yuksek, vitamin B12 eksikligi kesin ve stpheli olan gruplarda ise daha dusutk

saptandi. Tum vakalar (n=400) Uzerinde yapilan korelasyon calismasinda,
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folik asit ile HoloTC ve vitamin B12 dlzeyleri arasinda pozitif ve istatistiksel
olarak anlamli korelasyon (p<0,001), folik asit ile Hcy duzeyleri arasinda
negatif ve istatistiksel olarak anlaml korelasyon (p<0.001) bulundu
(Tablo-5). Bu bulgular Herrmann ve ark.’nin (8) 2000 yilinda yayinlanan
aragtirma sonuglari ile uyumludur. Bu arastirma, 90 ¢ok yash (85-102 yas),
92 yash (65-75 yas) ve 50 gen¢ (19-50 yas) kisi Uzerinde yapilmig, bu
bireylerin Hcy, sistatyonin, MMA, vitamin B12, vitamin B6, folat ve kreatinin
dlzeylerine bakilmistir. Serum vitamin B12 konsantrasyonlari ile Hcy,
sistatyonin ve MMA arasinda ters korelayon, vitamin B6 ve folat arasinda ise
pozitif korelasyon bulmuslardir.

HoloTC, vitamin B12’nin transkobalamin ile birlesmesiyle olusmustur
ve vitamin B12" nin DNA sentezi yapan batan hdcrelere dagitilmasini
saglayan biyolojik olarak aktif parcasidir. Herbert ve ark. (85) vitamin B12
eksikliginin 4 asamasini tanimlarken 1. ve 2. asamalari vitamin B12'nin
plazma ve hiicre depolarinin azaldigi ve HoloTC dizeylerinin disik oldugu
asamalar olarak belirtmiglerdir. Ancak 3. asamada Hcy ve MMA
konsantrasyonlari artmakta, 4. asamada ise klinik isaretler gérulmektedir. Bu
nedenle serum HoloTC dizeyleri 6élcim testleri, vitamin B12 eksikliginin
tanisi icin erken ve guvenilir olmakla birlikte ayni zamanda diger testlere gore
daha duyarh ve 6zgulligl daha ylUksek testler oldugu dusundlmektedir (39,
43, 85). Literatirde vitamin B12 ile HoloTC duzeyleri arasindaki iligkiyi
tanimlayan ve bunlarla ilgili yapiimis pek ¢ok arastirma vardir (46, 88, 118).
Hvas ve Nexo (88) 2005 yilinda yayinlanan bir ¢calismalarinda, vitamin B12
eksikligi sUphesi olan 937 kisi Gzerinde HoloTC 6lciminin performansini
diger vitamin B12 eksikligi belirtecleri ile kargilastirarak o6lcmuslerdir. Bu
calismada vitamin B12 (AUC: 0,85) ile HoloTC (AUC: 0,90) duzeylerini ROC
egrileri ile karsilastirmislar ve HoloTC dizeyi o6lcimuindn vitamin B12
eksikligini belirlemede daha duyarli ve 6zgul oldugunu saptamiglardir.
Serefhanogdlu ve ark.’nin (119) 2007 yilinda yayinlanan bir galismasinda ise
ilk kez iskemik serebrovaskiler hastalik geciren 45 hastada vitamin B12,
HoloTC, Hcy ve folik asit duzeyleri arastiriimistir. Otuz bes hastada (45
hastanin %78’i) disik HoloTC dizeyleri (<37 pmol/L), 22 hastada (%49)
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hiperhomosisteinemi (Hcy >14 umol/L), 21 hastada (%46) dusuk vitamin B12
dizeyi (<200 pg/ml) ve 3 hastada (%6,6) disuk folik asit dlzeyi
(<8 ng/ml) saptamiglardir. Serebrovaskiler bozuklugu olan hastalarda
kobalamin eksikligi bulunabilecegini ve arastiriimasi gerektigini belirtmiglerdir.
Ayni zamanda bu klinik durumlarda kobalamin eksikliginin gdsterilmesi igin
erken bir tani testi olarak serum HoloTC dlizeyi él¢gim0 énerilmistir.

Bizim calismamizda tim gruplar HoloTC duzeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamh farkli bulundu (p<0.001) (Sekil-8). Tum vakalar
(n=400) Uzerinde yapilan korelasyon c¢alismasinda, HoloTC duzeyleri ile
vitamin B12 ve folik asit dizeyleri arasinda pozitif ve istatistiksel olarak
anlamli korelasyon (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001), HoloTC ve Hcy dizeyleri
arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon (p<0.001) bulundu
(Tablo—5). Bulgularimiz Hvas ve Nexo’nun (88) 2005 yilinda yayinlanan
arastirma sonugclari ile uyumludur. Bu arastiricilar serum HoloTC dlzeyleri ile
Hcy dizeyleri arasindaki iligkiyi “belirgin ancak ¢ok kuvvetli degil” (r=—0,24,
p<0.001) bigiminde belirtmigler, serum HoloTC dlzeyleri ile vitamin B12
dizeylerinin ise kuvvetli iligkili (r=0.71, p<0.001) oldugunu bildirmiglerdir
Bizim verilerimize gére de, HoloTC’nin vitamin B12 durumunu yansitan iyi bir
gbsterge ve erken bir belirte¢ olabilecegi diusunulebilir.

B12 vitamini eksikligi tanisinda total vitamin B12 dizeyi 6lgimlerine
HoloTC &lgimlerinin yardimci olup olmayacagini degerlendirmek amaciyla
B12 vitamini ve HoloTC konsantrasyonlarina gére 6 grup olusturarak Hcy
dizeylerini karsilastinldigimizda, B12 vitamini dizeyleri 193-300 pg/ml
arasindayken HoloTC konsantrasyonu dusuk bulunan kisilerde (Grup 2A),
HoloTC konsantrasyonu yuksek olan Kkigilere gére (Grup 2B), Hcy
dizeylerinin anlamli olarak daha ylUksek bulundugu goéralmastir (Sekil-12).
Ayrica Hcy dizeyleri, B12 vitamini dlUzeyi sUpheli olan alanda, HoloTC
dlzeylerinin yUksek oldugu grupta (Grup 2B), vitamin B12 ve HoloTC
dizeylerinin distk bulundugu gruba gére (Grup 1A) anlamli olarak disutk
bulunmaktadir. Bu sonugclar 1siginda, HoloTC dizeyleri, 6zellikle total B12
vitamini dlzeylerine  gbére  degerlendirildiginde  supheli olarak
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siniflandirdigimiz kigilerde B12 eksikliginin tanisinda yardimci bir parametre
olarak ise yarar gbériimektedir.

Grup 3A ve 3B’de Hcy dizeyleri arasinda fark olmamasi total B12
dlzeylerinin normal sinirlarda oldugu durumda HoloTC duzeylerinin ayrica
yol gbsterici olmadigini isaret etmektedir.

Bu degerlendirmede vitamin B12 dizeylerinin <193 pg/ml oldugu ve
HoloTC dulzeylerinin >35 pmol/L oldugu Grup 1B’de sadece 5 vaka
bulunmaktadir. Grup 1B’nin Hcy dizeylerinin Grup 2B, 3A ve 3B’ ye gbre
istatistiksel olarak anlaml fark gdstermemesi bu gruptaki vaka sayisinin
azhgi ile aciklanabilir.

Bilindigi gibi Hcy yUksekliginin pek ¢ok nedeni vardir ve vitamin
eksiklikleri (vitamin B2, B6, B12 ve folik asit) bu nedenler arasinda yer alir
(78, 120-122). Diger yandan Hcy ‘nin artmig serum konsantrasyonlari
fonksiyonel vitamin B12 ve folik asit eksikliklerinin iyi bir géstergesidir (123—
126). Hiperhomosisteinemi, 6nemli ve bagimsiz bir kardiyovaskuler risk
faktérl olarak kabul edilmektedir (127). Bir gérise gére Hcy, SOR
olusumuna neden olarak endotel ve diz kas hicre fonksiyonlarini
degistirmekte (128-130) ve sonucta artan oksidatif stres ve azalan
antioksidan kapasite kisilerde atherosklerotik damar hastaliklari riskini
artirmaktadir (131, 132). Biz bu calismamizda degisik vitamin B12 dlzeyleri
olan kisilerde oksidatif stres gdstergelerinden biri olan serum malondialdehit
diizeylerini olctiik. Ozellikle vitamin B12 eksikligi olan kisilerde artan Hcy
dizeyleri nedeniyle oksidatif stresin arttigini distnerek, MDA dlzeyleri
acisindan vaka gruplari arasinda anlamli fark olup olmadidini arastirdik.

Bizim sonuglarimiza gére vitamin B12 duzeyleri ile MDA ve Hcy
dlzeyleri arasindaki negatif ve istatistiksel olarak anlamh korelasyon olmasi
(sirasiyla, p<0,05 ve p<0,001) (Tablo—5) ve MDA dizeylerinin, vitamin B12
eksikligi olan 1. grupta diger iki gruba gére daha ylUksek ve birinci gruptaki
hastalarin MDA duizeylerinin 3. gruba gére anlamh farkh (p<0,05) bulunmasi
(Sekil-11) vitamin B12 eksikligi olan hastalarin oksidatif strese daha acik ve

duyarli oldugunu géstermektedir.
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Vitamin B12 eksikligi 6zellikle yaglhlar arasinda daha sik gortlen bir
halk sagligi problemidir. Erken tani ve tedavisi yapiimadiginda ise nérolojik,
hematolojik ve diger pek cok saglik sorununa yol agcmaktadir (1,2, 133—135).
Ozellikle nérolojik hasarlarin geri déniissiiz olmasindan dolayi erken tanisi ve
tedavisi 6nemlidir. Literatirde yer alan ¢ok sayida yayin ile vitamin B12
eksikligi tanisi icin serum HoloTC dizeylerinin dlgcimi énerilmektedir (17-23,
92).

Bizim  calismamizin  sonuglann  da  kobalamin  durumunun
degerlendiriimesinde HoloTC dizeylerinin, 6zellikle B12 eksikligi tanisinda gri
bélge olarak tanimlanan B12 dizeylerinin 193-300 pg/ml arasinda &l¢uldigu
vakalarda olumlu olarak yol gbésterebilecegine dikkat cekmektedir. Diger
taraftan, B12 dizeyleri ile oksidatif hasar iliskisi agisindan incelendiginde ise
tek basina HoloTC’nin, total B12 vitamini 6lgim0 kadar degerli olmadigi

anlagiimaktadir.
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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim slresince bilgi ve deneyimlerini hi¢cbir zaman
esirgemeyen, egitimim ve tezimin hazirlanmasindaki katkilarindan dolayi
degerli hocam ve tez danismanim Prof.Dr. Esma GUR’e siikranlarimi ve
saygilarimi sunarim. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Baskanimiz Prof.Dr.
Melahat DIRICAN’a, bilgi ve deneyimlerini paylagsarak zamanlarini ve
emeklerini harcayan kirsimizin tim &gretim Oyelerine tesekkirlerimi
sunarim.

Beraber gérev yaptigim dostluklarini, arkadashklarini unutmayacagim
sevgili is arkadaslarima ve ayrica Uludag Universitesi Tibbi Tahliller, Egitim
ve Arastirma Merkez ve Acil Laboratuvar teknisyenlerine ve elemenlarina,
yardimlari ve destekleri igin tesekkir etmeyi bir bor¢ bilirim. Ayrica
istatistiksel analizlerin yapilmasindaki katkilarindan dolayr Arastirma
Gorevlisi Cagatay Blylkuysal’a tesekkir ederim.

Hicbir zaman sevgi ve destedini esirgemeyen esime, anneme,
kardesime ayrica mutluluk kaynagim ogullarim Oguz ve Hiseyin’e tesekkdr
eder ve sevgilerimi sunarim. 04.05.2009 tarihinde kanser hastaligi nedeniyle
aramizdan ayrilan ¢ok sevdigim babam Hiiseyin SONMEZISIK’a minnet ve
sukranlarimi da ayrica bir borg bilirim.

Son olarak bu calismaya katilmay! kabul eden tim kigilere tesekkr

ederim.
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OZGECMIS

1967 yilinda Kitahya-Tavsanl’da dogdum. ilkokulu Bursa Ahmet
Vefik Pasa ilkokulu’nda, ortaokulu Bursa Osmangazi Ortaokulu’nda okudum
ve liseyi Bursa Slleyman Celebi Lisesi'nde 1984 yilinda tamamladim. Ayni
yil Uludag Universitesi Tip Fakilltesi'nde tip egitimine basladim ve 1990
yilinda tip doktoru olarak mezun oldum. 1990 yilinda istanbul Bayrampasa
Cezaevi kurum tabibi olarak ilk géreve bagladim. 1991-1992 yillari arasinda
Isparta’da askerlik gorevimi yaptim. 1993 yilinda istanbul’daki mecburi
hizmet gdrevimi tamamladim. 1994 yilinda Bursa—Gemlik, Kursunlu
Beldesi’ne tayin oldum ve 2005 yilina kadar Kursunlu Saghk Ocagrnda
pratisyen hekim olarak calistm. 2005 yilinda Uludag Universitesi Tip
Fakulltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal’'nda uzmanhk egditimine basladim.

Evliyim ve iki gocugum var.
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