T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

B12 VITAMIN EKSIKLiGINDE
TRANSKOBALAMIN 11
GEN POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZIi

Buket KUCUK ATAMAN

Enstitii Anabilim Dali: Biyofizik

Tez Damismani: Prof. Dr. Birsen AYDEMIR

HAZIRAN -2019



T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

B12 VITAMIN EKSIKLIGINDE
TRANSKOBALAMIN GEN
POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZI
Buket KUCUK ATAMAN

Enstitii Anabilim Dal: Biyofizik

“Bu tez {é/ f.’lf/ZOl9 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oy birligi / Oy ¢oklugu ile
kabul edilmistir.”’

JURI UYESI KANAATI IMZA
Y ',’/~ { / . . ? 7 " /( '; 1;’ \ ’/ ’ vv
/A, /)f NI CAGAYI | AT f{f( //‘7/,0

Pr 9? DNe. MeVime } Als J; g B QASAT) ) L /

?fo(\(’.Df. ﬁfr%q‘ I%(\hw.v— gqgaﬂ[:

5

/ N




BEYAN

Bu calisma T.C. Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan 71522473/050.01.04/51 sayili ve 23/02/2018 tarihli onayina istinaden
hazirlanmistir. Bu tezin kendi ¢alismam oldugu, planlamasindan yazimina kadar olan
siireclerde etik dis1 davranisim olmadigi, tezdeki tiim bilgileri akademik ve etik kurallar
icinde temin ettigimi, tez caligmasiyla elde edilmeyen bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve kaynak listesinde belirttigimi, tez calismasi ve yazimi sirasinda patent

ve telif haklarini ihlal edici bir davranisim olmadigini beyan ederim.

.../...12019

Buket KUCUK ATAMAN



TESEKKUR

Sakarya Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii Biyofizik Enstitii Anabilim Dal1 Yiiksek
Lisans egitim Ogretim slireglerimde bilgi, fikir ve deneyimlerinden yararlandigim,
tezimin planlanmasi, deneylerimin analizi ve yazilmasinda her tiirli destegini veren
danisman hocam Sayimn Prof. Dr. Birsen AYDEMIR e, tezimin her asamasinda katki
saglayan hocalarim Saym Dog. Dr. Fatma Behice CINEMRE’ye ve Saymn Prof. Dr.
Hakan CINEMRE’ye, tezimin deneysel ve yazim asamalarinda emegi gegen Saym Dr.
Nurten BAHTIYAR’a ve Sayin M. Sc. Leyla SEVINC’e, deneysel analizlerde emegi
gecen Saym M. Sc. Aysegiill ZINCIRKIRAN’a, calisma orneklerimin bir kisminm
teminini saglayan Saym Uz. Dr. Cengiz KARACAER’e, yasamimin her asamasinda
her tiirlii desteklerini gdrdiigiim biricik ailemin tiim fertleri ile biricik, akilli oglum
Ahmet Bartu ATAMAN’a, ayrica tez projemin gergeklesmesi siirecini destekleyen
Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calisma Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan desteklenmistir. Proje No: 2018-40-01-001

Saygilarimla

Buket KUCUK ATAMAN



ICINDEKILER

2] N TP i
TESEKKUR .....ooiuiiiiiiieceetee ettt sttt en sttt es sttt en et as s st s i
(0] 1 D) 23 3 153 22 2 OO iii
KISALTMA VE SIMGELER ..........cc.coosvititsrrieesteseeses s esisses s sessssessensesssssessesassensans v
SEKILLER ......oiuiiitieeeeeie ettt ettt ettt sttt n sttt n et sttt s et vii
TABLOLAR ..ottt te e tes et tesas sttt ns st taneeeas viii
OZET ..ottt ettt a ettt ettt iX
SUMMAOARY ...oovoiveesteieee s see sttt esss st se st ntsss st s st an st as et s s st enen s ses et enenssnens X
1. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt sttt 1
2. GENEL BILGILER ......cociititiiiieteteieiee ettt 2
2.1. B12 VITAMINININ TANIMI VE YAPISI......cocooviiiiiiieeeeeeeeeee e 2
2.2. B12 VITAMINININ MOLEKUL YAPISI VE GENEL OZELLIKLERI............ 2
2.3. B12 KAYNAKLARI .......coiiiiiieeteteeeeteees st sasne st ss s ssanes s eesnaas 4
2.4.B12 VITAMINI THTIYACT ..o evnts st 5
2.5. B12 VITAMINININ EMILIMI VE METABOLIZMASI .......cccccovovvieesircesnens 5
2.6. B12 VITAMINININ ONEMI VE FONKSIYONU .......ccooovvivreiieesieeesseesisienes 9
2.7.B12 VITAMINI ILE ILISKILI HASTALIKLAR .....c.ccccoovviviiniireeiersesesisenens 10
2.8. ILAC-BESIN ETKILESIMLERI .........ccoviiiiisiieecseceeee e eneses s 10
2.9. B12 VITAMINI VE NORAL TUP DEFEKTLERI (NTD).....c.cccoovveverrerrinnns 11
2.10. BILISSEL GERILEME ........ccviuiiiiiisiieeeieeseieessseses st enesass s 11
2.11. B12 VITAMINI ILE ILGILI GEN POLIMORFIZMLERI ........c.c..cccvcvvruranne 11
2.12. B12 VITAMININ DURUMUYLA ILGILI GENLER .......ccccceevsiivviriininens 12
2.13. B12 VITAMINI TASIMASI iCIN GEREKLI YARDIMCI FAKTORLER
VEYA YARDIMCI FAKTORLERIN DUZENLEYICILERI ........cccocevvvvicviiienn. 14
2.14. MEMBRAN GECISINI AKTiF OLARAK KOLAYLASTIRAN MEMBRAN
TASIYICILARI KODLAYAN GENLER .......coooiiiiiiiiiisiieeesesesesse s 16
2.15. HUCRE DONGUSU DUZENLEMESINE ILISKILI GENLER ..................... 18
2.16. MITOKONDRIYAL PROTEIN .....c.coiiiiiiiiiieeiceeee s 18
2.17. DIGER GENLER ......cocceviiiiiiiieiieecieteeee et s s 18
3. GEREC VE YONTEM .....cooviiiiiieeeiieeeee st ses s sesis st sss st 20
3.1. CALISMA GRUPLARI .....ooviviieireeteeeeeteee e ees e es s senss s enss s senaes 20



3.2. ORNEK TOPLAMA .....cccoiiiiiiieiiicieiisieiesssse sttt 21

3.3. KULLANILAN YONTEMLER .......cccvovisiiiisrnisesiesiesssesessesissessessssssesssseneans 21
3.4. DNA IZOLASYONU......covuiieiieeeieieeeesiesesieseesesissssestsssssesss s s s s s 21
3.5. REAL-TIME PCR ANALIZLERI .......cccoosiiieeiceec e 23
3.6. ISTATIKSEL ANALIZ......ooiuiiiieeeeeteeeeeeeee et 28
5. TARTISMA ....ooiiiieeiieeees ettt s sttt s ettt es et enen s 33
6. SONUC ..ot eeee ettt ettt ettt et s st ne st en et en et s et ensnas s 36
KAYNAKLAR ..oooviceieee ettt na st en sttt en st ensn s e 37
EKLER ..ottt nes sttt an ettt e st tn e 45
(07461 20 @11, 1 3OO 46



AdoCbl (AdoB12)
ATP
Chbl
CHs
CHsChl
CN
CNChbl
Co
CUBN
DNA
EDTA
Fl
FUT
FUT2
FUT6
GIF
GIS
Gr
GSChbl
Hb
HC
HP
Htc
IF
1.U/L
KoA
MeCbl(M Cbl)
Metil - THF
Mg
MMA
MTHFR 5

KISALTMA VE SIMGELER

: Adenozilkobolomin

: Adenozin Trifosfat

: Kobalamin

. Metil

: Metilkobalamin

: Siyanid

: Siyanokobalamin

: Kobalt

- Kubulin

: Deoksiriboniikleik Asit
: Etilendiamintetraasetik Asit
: Fentolitre

: Fukosil transferaz

: Fukosil-transferaz2

: Fukosil-transferaz 6

. Intrensek Faktor Gen

: Gastrointestinal Sistem
: Gram

: Glutatyonilkobalamin

: Hemoglobin

: Haptocorrin

: Helikobakter Pilori

: Hematokrit

: Intrensek Faktor

- International Unite/Litre
: Koenzim A

: Metilkobalamin

. Metiltetrahidrofolat

: Miligram

: Metilmalonik Asit

: Metil-Tetrahidrafolat Rediiktaz

Vv



MTRR
Ng/l
NTD
NO
OH
OHCbl
Pg/ml
PPI
RNA
SAM
SNP
SD

SH
SOs
TC
TC-I
TC-I1
TC-111
THcy
THF
ng
pg/giin
pg/dl
pmol/L

: Metiyonin Esentil Rediiktaz
: Nanogram/L.itre

: Noral Tiip Defektleri

- Nitroz Oksit

- Hidroksil

: Hidroksikobalamin

: Pikogram/Mililitre

: Proton Pompa Inhibitdrleri
: Riboniikleik Asit

. S-Adenozilmetionin

: Tek Niikleotid Polimorfizmi
: Standart Deviasyon

: Siilfidril Grubu

: Siilfit

: Transkobalamin

: Transkobalamin-I

: Transkobalamin-11

- Transkobalamin-11I

: Homosistein

: Tetrahidrofolat

: Mikrogram

: Mikrogram/giin

: Mikrogram/Desilitre

: Mikromol/Litre

Vi



SEKILLER

Sekil 1: B12 vitamini kimyasal yapist (Chandrakant 2012). ........ccccevviveiiiinnniiesiieesee, 3
Sekil 2: Vit B12 emilim mekanizmas1 (Herrmann and Obeid 2008)...........cccccveviivvennen. 7
Sekil 3: Vit B12 emilim mekanizmasi (Kozyraki and Cases 2013).........ccccocvrveiiiinennnns 8
Sekil 4: Vit B12 emilimi ve aktif metabolitlere doniisiimii (Green et al 2017). .............. 8

Sekil 5:B12 vitamini durumuyla iliskili genleri temsil eden diyagram ( Surendran et al

2018). .ottt bbbt b ettt n b n e ne 12
Sekil 6: B12 vitamini durumuyla iliskili genleri temsil eden diyagram (Surendran et all
2018). . g v erreerene e e S s I e R e nnn e naeas 13

Sekil 7: rs1801198 Sitogenetik yeri, 22912.2, kromozom 22'nin pozisyonunda uzun (q)
kolun 12.2 pozisyonundadwr. (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/TCN2#location Erisim
Tarini: 29.04.2019)......cuiiiiiiiieiiee bbbt 16
Sekil 8: rs2336573 Sitogenik yeri, 19p13.2, kromozom 19'un kisa (p) kolunun, 13.2
pozisyonundadir  (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CD320#location ~ Erisim  Tarihi:
29.04.2019) ...ttt bttt b ettt 17
Sekil 9: rs1801198 Homozigot CC genotipi degisimlerine ait amplifikasyon grafigi...24

Sekil 10: rs1801198 Homozigot GG degisimlerine ait amplifikasyon grafigi .............. 25
Sekil 11: rs1801198 Heterozigot C/ G degisimlerine ait amplifikasyon grafigi............ 25
Sekil 12: rs2336573 Homozigot C/C degisimlerine ait amplifikasyon grafigi.............. 26
Sekil 13: rs2336573 Heterozigot C/T degisimlerine ait amplifikasyon grafigi ............. 26

Sekil 14: Grafikte transcobalamin 2 (rs 1801198) genine ait polimorfizminin alelik
010 8 RSP OTRPRROURTRRT 27

Sekil 15: Grafikte transcobalamin 2 reseptor (rs 2336573) genine ait polimorfizminin

Sekil 16: B12 vitamini diisiik olan grup ile B12 vitamini normal olan grubun serum

B12 vitamini degerleri (Ortalama + standart SApmMa).........cccceevvvverieiiienienieese e 29

vii



TABLOLAR

Tablo 1: Real-time PCR isleminde kullanilan reaksiyon karigiminin igerigi ................ 23
Tablo 2: rs1801198 gen polimorfizminin allel frekansi ve genotiplerinin dagilima...... 30
Tablo 3: 152336573 gen polimorfizminin allel frekansi ve genotiplerinin dagilima...... 31
Tablo 4: B12 vitamini normal olan grubun ve BI12 vitamini diisik olan grubun
rs1801198 ve rs2336573 gen polimorfizmlerinin genotiplerine gdére B12 vitamini

diizeyleri (Ortalama =+ standart SAPMA) .......ccoveeiiiiiiiieiiciie e 32

viii



OZET

Son yillarda yapilan g¢alismalarda toplumda B12 vitamini eksikligi yaygin olarak
goriilmektedir. B12 vitamin eksikligine yol acan genetik faktorlerinde yer aldigi birgok
faktor rol oynar. B12 vitamin eksikligi bir¢ok saglik sorununa yol agmaktadir. Diyetle
alman B12 vitamini c¢esitli proteinlerle baglanarak viicut bdlmelerine alinir.
Calismamizda viicutta B12 vitamininin transportunda rol alan ve vitaminin aktif
formunu yansitan transkobalamin II gen (rs1801198) ile transkobalamin II reseptér gen
(rs2336573) variantlarinin  bu vitamin eksikliginde risk faktorii olarak etkisi
arastirilacaktir. Calismamiz, B12 vitamini eksikligi olan 94 birey ile B12 vitamini
normal olan 119 birey dahil edildigi iki grupta yapildi. rs1801198 ve rs 2336573
variant analizleri Real Time PCR cihazinda analiz edildi. Her iki grubun yas ortalamasi
ve cinsiyet dagilimlar1 benzerdi. rs1801198°e ait genotip ve allel dagilimlar1 B12
vitamini eksikligi olan grupta : CC % 26,60, CG % 57,45, GG % 15,95; C alleli %
55,32 ve G alleli % 44,68; B12 vitamini normal olan grupta: CC % 34,45, CG % 48,74,
GG % 16,81; C alleli % 58,82 ve G alleli % 41,18 olarak bulundu. rs2336573’¢ ait
genotip ve allel dagilimlart B12 vitamini eksikligi olan grupta: CC % 92,62, CT %
5,32, TT % 1,06; C alleli % 96,28 ve T alleli % 3,72 ; B12 vitamini normal olan grupta:
CC % 94,12, CT % 5,04, TT % 0,84; C alleli % 96,64 ve T alleli % 3,36 olarak
bulundu. rs1801198 ve rs2336573 ait genotip ve allel dagilimlar: istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Ancak gruplarin ayni genotipleri karsilastirildiginda serum B12
diizeylerinin B12 vitamini eksikligi olan grupta anlamli olarak azaldigi gorildi
(P<0.001). Bu c¢alisma sonucunda, 1s1801198 ve 152336573 varyantlarinin
calismamizda yer alan bireylerde bir risk olusturmadigi ancak ayni genotiplerin B12
vitamini diizeylerindeki farkliligin olmasi ile B12 vitamini eksikliginde iliskili
olabilecegi tespit edildi. Daha ileri ¢aligmalarla, B12 vitamini ile ilgili molekiiler

mekanizmalarinin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: B12 Vitamin eksikligi, transkobalamin Il gen polimorfizmi,

transkobalamin II reseptor gen polimorfizmi



SUMMARY

Investigation of transcobalamin Il gene polymorphisms in vitamin B12 deficiency

In recent studies, vitamin B12 deficiency is commonly seen in the community. Vitamin
B12 deficiency maybe caused by many factors like genetic factors. Vitamin B12
deficiency cause many health problems. Dietary vitamin B12 is bound to the body
compartments by binding with various proteins. The aim of this study is to investigate
the effect of transcobalamin Il gene (rs1801198) and transcobalamin Il receptor gene
(rs2336573) variants as a risk factor for vitamin B12 which play a role in the transport
of vitamin B12 in the body. Our study was carried out in two groups of 94 individuals
with vitamin B12 deficiency and 119 individuals with normal vitamin B12. rs1801198
and rs 2336573 variant analyzes were performed on Real Time-PCR. The mean age
and gender distribution of both groups were similar. rs1801198 genotype and allele
distributions in the group with vitamin B12 deficiency: CC 26.60 %, CG 57.45 %, GG
15.95 % ; C allele 55.32 % and G allele 44.68% ; In the group with normal vitamin
B12: CC 34.45 %, CG 48.74 %, GG 16.81 %; The C allele was 58.82 % and the G
allele was 41.18 %. genotype and allele distributions of rs2336573 in the group with
vitamin B12 deficiency: CC 92.62%, CT 5.32%, TT 1.06%; C allele 96.28% and T
allele 3.72%; In the group with normal vitamin B12: CC 94.12%, CT 5.04%, TT
0.84%; The C allele was 96.64 % and the T allele was 3.36 %. Genotypes and allele
distributions of rs1801198 and rs2336573 were not statistically found as significant.
However, when the same genotypes of the groups were compared, serum B12 levels
were seen as significantly decreased in the group with vitamin B12 deficiency. As a
result of this study, it was determined that rs rs1801198 and rs2336573 variants do not
pose a risk to individuals in our study. However, it was found that the same genotypes
may be related to vitamin B12 deficiency due to differences in vitamin B12 levels.

Further studies are needed to investigate the molecular mechanisms of vitamin B12.

Key Words: Vitamin B12 deficiency, transcobalamin 1l gene polymorphism,

transcobalamin Il receptor gene polymorphism



1. GIRIS VE AMAC

B12 vitamini biiylime ve gelisimde 6nemli yeri olan ve suda ¢6ziiniir bir vitamindir.
Son yillarda yapilan g¢alismalarda toplumda B12 vitamini eksikligi yaygin olarak
goriilmektedir (Stabler and Allen 2004). B12 vitamin eksikligine yol agan genetik
faktorlerinde yer aldigi birgok faktor rol oynar (Baumgartner 2013). B12 vitamin
eksikligi bir¢ok saglik sorununa yol agmaktadir. Diyetle alinan B12 vitamini ¢esitli
proteinlerle baglanarak viicut bdlmelerine alinir. Once midede gastrik asit ve pepsin
tarafindan sikica baglandigi yiyeceklerdeki proteinlerden serbestlestirilir. Tiikriik
glikoproteini olan ve B12 vitamini i¢in asidik ortamlarda yiiksek affinite gosteren
haptokorrin ile baglanir, bu kobalamini hidrolize karsi korur. Haptokorrine bagl
kobalamin mideden duodenuma gelir, burada pankreatik proteazlarla haptokorrinden
tekrar serbestlestirilir ve midedeki pariyetal hiicreler tarafindan salinan intrensek
faktdre baglanir. Intrensek faktor-B12 kompleksi ileum intestinal mukoza hiicrelerinin
apikal yiiziinden kubilin reseptor-aracili endositoz ile absorbe edilir. Burada intrensek
faktorden ayrilan B12 kan dolasimina salinir ve transkobalamin 11 ile baglanir. islevini
gorecegi hiicrelere transkobalamin II reseptdrii ile alinir (Gustavo, Roman 2013). B12
vitamini insanlar i¢in hayati 6nem tasir ve birgcok hiicresel siiregte rol oynar. Belirli
enzimlerin aktivitesi i¢in koenzim olarak fonksiyon géren B12 vitamininin
eksikliklerinde hem hematolojik belirtiler hem de norolojik belirtiler ortaya ¢ikar (Hall
CA 1992). Bunlardan hematolojik belirtiler eksiklik durumunun tedavisinden sonra
diizelmesine ragmen norolojik belirtiler geri dondiiriilemedigi icin toplum sagligi
acisindan oldukc¢a 6nemli bir durumdur (Wallig, Keenan 2013 ). Transkobalamin II
viiclitta B12 vitamininin aktif formunu yansittigi i¢in ¢alismamizda BI12 vitamin
eksikligi durumu iizerinde bu proteinin ve reseptOriiniin gen polimorfizimlerinin
etkisini arastirmayr planladik. Viicutta transportunda rol alan ve vitaminin aktif
formunu yansitan transkobalamin II gen (rs1801198) ile transkobalamin II reseptdr gen
(rs2336573) varyantlarinin  bu vitamin eksikliginde risk faktorii olarak etkisi
arastirllacaktir. Boylece c¢alismamizin sonuglari, hem toplumumuzda hem de
bolgemizde sik¢a karsilasilan ve Onemli bir saglik problemi olan B12 vitamin

eksikliklerinin altinda yatan mekanizmaklara 11k tutulmasina katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. B12 VITAMINININ TANIMI VE YAPISI

B12 vitamini tim vitaminler igerisinde en biiylik ve karmasik yapiya sahip, ufak
miktarlar1 bile c¢ok giiclii etki gdsteren molekiil agirligi 1355,42 dalton olan, baslica
mikroorganizmalar  tarafindan, farkli yirmi enzimatik basamak sonunda
sentezlenebilen, suda eriyen, kirmizi renkli ve gesitli tiirevleri bulunan bir vitamindir.
Korrin halkasi, niikleotid grubu, diizlemin iistiinde kalan {i¢ boliimden olusmaktadir.
Yapisinda merkezinde kobalt (Co) iyonu bulunan karmasik korrin halkasit vardir

(Kayaalp 1998, Coskun 2003).

Ik olarak T. Addison, 1855 yilinda, pernisiydz anemiyi tanimlanustir. Daha sonra, ¢ok
agir anemisi olan kisilerin, karaciger yemekle tedavi oldugu, 1926 yilinda, Minot ve
Murphy’nin dikkatini ¢ekmistir. Daha sonra etin normal mide suyu ile karigtirilarak
yedirildiginde pernisiydz anemili hastalarin kansizliginin diizelebildigi gosterilmis ve
boylece intrinsik faktoriin (IF) varligi ortaya koyulmustur. Ancak bu maddenin
karacigerden izolasyonu uzun yillar basarilamamistir. Nihayet 1948 yilinda E. Lester
Smith, E.Rickes ve Karlfolkers kobalamini kristal halde elde etmeyi basarmiglar ve bu
maddeyi B12 vitamini olarak adlandirmislardir (Minot and Murphy 1926, Rickes
Brink, Koniuszy, Wood and Folkers 1948, Graner 1985 ).

2.2. B12 VITAMINININ MOLEKUL YAPISI VE GENEL OZELLIKLERI

Vitamin B12’nin yapis1 ilk kez 1956 yilinda Hodgkin tarafindan bildirilmistir.
Yapisinda korrin halka yapist bulunmaktadir. Sekil 1°den goriilecegi tizere
hemoglobinin porfirin halkasin1 andiran bir halka olup bundan farki, indirgenmis dort
pirol halkasindan ikisi birbirine metan kopriisii olmadan dogrudan baglanmistir ve
halkanmn merkezinde kobalt bulunmaktadir. ikinci énemli yapisi ise riboniikleotid (5,6
dimetil benzimidazol) kismidir. 5,6 dimetil benzimidazol hem kobalt atomuna hem de

fosfat ester bagiyla pirol halkalarindan birine baglanmistir. Kobalta koordinasyon tipi



baglarla baglanmis olan bir de R grubu bulunmaktadir. Vitamin B12’nin
isimlendirilmesi bu gruba gore yapilmaktadir. Bu son ek kisma -CN gelirse
siyanokobalamin, -OH grubu gelirse hidroksikobalamin (OHCbl), -CH3 grubu gelirse
metilkobalamin (MeCbl) ve S-deoksiadenozil grubu gelirse adenozil kobalamin
(AdoCbl) olusur (Yenson 1981, Cooper, Rosenblatt and Whitehead 1993, Lee and
Herbert 1999, Antony 1995, Goziikara 2001).

HO

Sekil 1: B12 vitamini kimyasal yapisi1 (Chandrakant 2012).

Siyanobolamin ilk bulunan vitamin B12 tiirii olup yapisinda ki -CN grubu sayesinde
en sabit olan vitamin B12 tiirii olup vitaminin en sik kullanilan ticari seklidir. Isiga
duyarhidir , 1s18a maruz kalma organometalik bagin pargalanmasina neden olur,
bozulma derecesi genellikle 1s1k yogunlugu ile artar. Askorbik asitli siyanokobalamin
24 saat boyunca, aktivite kaybi olmaksizin isiktan korunan oda sicakliginda

saklanabilir.

Siyanokobalamin viicutta yapisindaki siyanid ayrilmadan insan i¢in aktif bir vitamin
degildir. MeCbl ve AdoCbl viicutta koenzim olarak kullanilan sekilleridir. Her ikisi de
151k temasiyla bozulmakta fakat in vitro olarak daha sabit kobalamin sekillerine
dontisebilmektedir OHCbIl viicutta en fazla bulunan vitamin B12 tiiridiir ve aktif

koenzim tiirlerinin onciisiidiir (Herbert 1988 , Lee ve Herbert 1999).



2.3. B12 KAYNAKLARI

B12 vitamini insan viicudunda sentezlenemeyen, baglica mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenebilen esansiyel bir vitamindir. Insan bagirsagindaki bakteriler tarafindan
sentez edilen miktar, bagirsak florasina gore degismekle birlikte ¢ok az veya
yetersizdir. Bu nedenle BI12 vitamininin besinlerle giinliik olarak alinmasi
gerekmektedir. Diyetle yetersiz alim, B12 vitamini eksikliginin baslica nedenidir
(Haddad, Berk, Kettering, Hubbard and Peters 1999, Stabler and Allen 2004).

B12 vitamininin en 6nemli kaynaklar1 basta karaciger, kirmiz1 et (40-50 pg/100 gr)
olmak {izere yumurta, peynir ve siit gibi hayvansal gidalardir. Ayrica deniz iirlinlerinde
de B12 vitamini bulunmaktadir. Baklagil tiirleri harig, bitkisel besinlerde B12 vitamini
bulunmaz. Baklagil tiirii besinlerde ise kok kisminda, simbiyotik yasayan bazi
mikroorganizmalar tarafindan B12 vitamini sentez edilir ve bitki tarafindan emilerek
tanelerin i¢inde hapsedilir. Su i¢indeki saprofit bakteriler de az miktarda B12 vitamini
sentezleyebilmektedir; bu nedenle su da B12 vitamini i¢in kii¢lik bir kaynak sayilabilir
(Haddad, Berk, Kettering, Hubbard and Peters 1999, Antony 2003, Watanabe 2007,
Gille and Schmid 2015).

B12 vitamini peptit baglari araciligi ile besinlerin proteinlerine bagli olup, ndtr ve asit
ortamda 1s1ya dayanikli oldugundan besinlerin 1sitilmast ile kaybolmaz. Ilk kesfedildigi
zaman yaklagik bir ton hayvan cigerinden 20 mg kirmiz1 renkli kristal halinde saf B12
vitamini elde edilebilmistir. Giiniimiizde ilag sanayisinde, streptomisin elde etmek i¢in
yapilan Streptomyces griseus tirii mantar kiiltiirlerinden yan {iriin olarak elde
edilmektedir. Siyanokobalamin stabil bir bilesik oldugundan ilag olarak
kullanilmaktadir ve B12 vitamininin ticari preparatidir (Roed , Skovby and Lund 20009,
Akcaboy , Malbora , Zorlu , Altinel, Oguz ve Senel 2015).



2.4. B12 VITAMINI iHTiYACI

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yetiskinlerde alinmasi dnerilen B12 vitamini miktar
2,4 pg/gin, gebeler i¢in 2,6 pg/gin, emziren anneler i¢in ise 2,8 pg/glin“dir.
Cocuklarda giinliik gereksinim 0,4-2,4 pg/giin arasinda degismektedir.

Komplike olmayan pernisiyéz anemili hastalara, ¢ok az miktarda verilecek B12
vitamini (0,1 pg/giin) parenteral yolla verildiginde hematopoetik cevap olusturarak
eksikligin biitiin bulgu ve semptomlarin1 6nlemektedir. Fakat oral alim ile 0,1 pg’in
emilimini saglayabilmek i¢in daha fazla B12 vitamini alimi1 gerekmektedir (World

Health Organization 2004, Kliegman and Nelson 2015).

2.5. B12 VITAMINININ EMIiLiMi VE METABOLIiZMASI

B12 vitamini emilimi aktif ve pasif yol olmak tizere iki tiirliidiir. Pasif yolda fizyolojik
miktarlardan daha fazla B12 vitamininin ince bagirsaga ulasmasiyla jejunum ve
illeumdan B12 pasif olarak emilimi gerceklesir. Aktif mekanizma Sekil 2’de
semalandirilmis olup aktif emilim siirecinde gastrik intrensek faktor (IF) zaruridir ve
gidalarda fizyolojik miktarda olan B12 vitamininin emilimi bu yolla olur. B12 vitamini
(kobalamin) proteine bagli olup mideye ulastiginda asit ve pepsin ile proteinden ayrilir.
Tikriik ve gastrik sekresyonlardaki haptokorrin’e baglanir. Haptokorrin-kobalamin
kompleksinde ki kobalamin pankreatik proteazlarla serbest hale gelir. Sekil 3’te
semalandirildig: gibi proksimal ileumda, mideden salgilanan intrinsik faktore baglanir.
Kobalamin intrinsik faktér kompleksi ileum mukoza hiicrelerinde bulunan CUBAM
(cubilin + amnionless) reseptorlerine baglanarak hiicre igine alinir. Reseptore bagli Cbl-
IF bilesigi ince bagirsaga alindiginda Kobalamin kismi IF den serbestlesir ve
Transkobalamin II” ye transfer edilir. TK-II bilesigi hizla karaciger, kemik iligi ve diger
hiicreler tarafindan transfer edilir. Dolasimda BI12 vitamininin 9%90°1 tasiyici
proteinlere baghdir. Esas tasiyict proteni TK-1I olup, TK-1 ve TK-III vitamine sikica
baglandiklarindan hiicre i¢ine alinamaz, sadece karacigere alinip safra ile atilir. B12
vitamininin dokularda c¢esitli kimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli aktif formlari
adenozilkobalamin ve metilkobalamindir.

Sekil 4’te semalandirildigi gibi adenozilkobalamin ve metilkobalamin koenzim olarak

viicutta gorev yapmakta olup siyanokobalamin ve hidroksikobalamin sitoplazmada



metilkoabalamine , mitokondride adenozilkobaliamine doniisiirler (Rosenblatt and
Whitehead 1999, Coskun 2003).

B12 vitamininin viicutta iki 6nemli reaksiyonda kofaktor rolii olup mekanizmalar Sekil
4’te goOsterilmistir. Birinci reaksiyon metiyonin sentaz enzimi ile homosisteinden
metiyonin sentezidir. Bir¢ok reaksiyonda metil vericisi olan S-adenozil metiyonin
sentezi i¢in metiyonin gereklidir. B12 vitamini S-adenozilmetiyonin sentezinde rol
alarak sinir sitemi myelinizasyonunda 6nemli rol oynar. S-adenozil metiyonin azalmasi
ile esas olarak spinal kord ve serebral korteksi tutan, demiyelinizasyon ve artmis ndron
yikiminin eslik ettigi bir ndrolojik bozukluk olan subakut kombine dejenerasyon gelisir.
Ikinci reaksiyon metil malonil KoA mutaz enzimi ile metilmalonil KoA dan suksinil
KoA olusumudur. Metil malonik asit baz1 aminoasitlerin (valin, treonin, izolosin vb.)
propiyonik asit ile birlesmesi sonucu olusur. B12 vitamini eksikliginde metilmalonik

asit viicutta birikir ve bobrekle atilimi arttigindan metilmalonik asidiiri gelisir (Hall

1990, Carmel 1999).
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2.6. B12 VITAMINININ ONEMIi VE FONKSiYONU

B12 vitamininin en énemli fonksiyonu, hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli
olan DNA yapimmini saglamaktir. B12 vitamin eksikligine en duyarli olan sistemler
¢ogalma hizinin en yiiksek oldugu hematopoetik ve gastrointestinal sistemlerdir. B12
vitamini hematopoetik hiicrelerin ve bagirsak epitelyum hiicrelerinin normal sekilde
¢ogalmasi, gelismesi ve boliinmesi i¢in gereklidir. B12 vitamini tetrahidrofolat (THF)
liretimi i¢in de gereklidir. THF ve tiirevleri ise DNA sentezi i¢in gereklidir. ikinci
onemli etkisi santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemindeki bazi1 néronlarin normal
yapt ve fonksiyonlarmi siirdiirmelerini saglamasidir. Folik asitin etkin sekli olan
tetrahidrafolattan (THF) hiicre i¢inde sentez edilen THF tiirevleri DNA sentezi, piirin
ve pirimidin bazlar1 sentezi ic¢in gerekli olan tek karbon ekleme reaksiyonlarini
gerceklestirirler. Bu tiirevlerin sentezi B12 vitamininin aktif koenzim sekli olan MCbl
aracilig ile yapilir. Metiltetrahidrofolatin tek karbon donérii olan diger tiirevlere, diger
adiyla folat kofaktorlerine (5,10 —metilentetrahidrofolat ve benzeri gibi) doniisebilmesi
icin 6nce metil grubunu kaybederek tetrahidrofolat haline getirilmesi gerekir. Bu olay
homosisteininin metiyonine doniistiiriilmesi olayina kenetli olarak gerceklesir. Bu
reaksiyona metiyonin sentaz reaksiyonu adi verilir. Folat kofaktorleri belirli bir diizene
gore (folat kofaktorleri sikliisii) birbirlerine ve sonunda THF‘a doniisiirler. Bu sikliis
DNA yapimi i¢in gerekli timidilatin sentezi, DNA piirin ve pirimidin bazlarinin sentezi
ve serinden glisin olusumu reaksiyonlarina kenetlenmis bir sekilde siirdiiriiliir (Scott
and Weir 1981, Guyton and Hall 1996, Kayaalp 1998). B12 vitamin eksikliginde,
folatin etkin formu olan THF hiicre i¢inde azalirken, tetrahidrafolatin metilkobalamin
tarafindan metillenmesi ile olusan ve yasamsal Onemi olan, folat kofaktorlerine
doniismeyen metiltetrahidrofolat formu ise hiicre iginde birikir. Bu olaya metilfolat
tuzag1 adi verilir. DNA’nin aksine RNA sentezi i¢in timidilat sentezi gerekli degildir.
Bunun sonucu folat kofaktorleri sikliis ve ona kenetli DNA sentezine yonelik
reaksiyonlar yavaslar veya durur. Bu durum kemik iligindeki megaloblastik
degisikligin temelini teskil eder. Eritrosit prekiirsorii ana hiicrelerde ¢ekirdeklerin
boliinmesi yavaslasa da sitoplazmanin olgunlagsma hizi bozulmaz. Sonugta anormal
yapil1 biiyiik hiicreler olusur ve normoblastlarin yerini alir (megaloblastik eritropoez).
Bu arada bazi hiicreler pargalanir ve 6liir (inefektif eritropoez) (Kayaalp 1998, Murray,
Granner and Mayes 2003).



2.7. B12 VITAMINI ILE ILISKILI HASTALIKLAR

B12 vitamini eksikligi diyet alim yetersizligi, azalan emilim ve yetersiz kullanim olmak
lizere ii¢ ana baslik altinda degerlendirilmektedir. B12 vitamininin eksikligi genellikle
malabsorpsiyondan kaynaklanmaktadir. Diyetlerinde B12 vitamini yetersizligi olan
yaglilarda, ovo-lakto veganlarda ve vejeteryanlarda yaygin olarak goriilmektedir. B12
yetersizligi ile ilgili sebepler arasinda ayrica yetersiz intrinsik faktor {iretimi, atrofik
gastrit, B12 vitaminin ileal aliminda degisim, ilag-besin etkilesimleri ve genetik
bozukluklar bulunmaktadir. Vejetaryen veya vegan diyetle beslenen hamile ve/veya
emziren kadinlar, B12 vitaminine artan metabolik ihtiyaci nedeniyle ve B12 vitamini
eksikligi riski altindadir. Yaglilarda subklinik B12 vitamini eksikliginin en sik nedeni
proteine bagli malabsorpsiyon olup, atrofik gastrit ile iliskilendirilmektedir ( Food and
Nutrition Board 1998, O'Leary and Samman 2010).

Gastrit ve mide mukozasimin enflamasyonu yasla birlikte artmaktadir. Pernisiyoz
anemi, otoimmiin gastritin son asamasinda goriilmekte ve intrinsik faktor sentez kaybi
ile sonuglanmaktadi. B12 vitamini eksikligine neden olan intrinsik faktor kayb: tedavi
edilmezse megaloblastik anemi ve ndrolojik komplikasyonlara sebep olmaktadir. B12
vitamini eksikligi, intrinsik faktorlerin ve asidin salgilandi§i gastrik antrum
rezeksiyonundan sonra da gelismektedir. Ayrica, crohn hastaligi veya diger kronik
bagirsak enflamatuar durumlar B12 vitamininin emiliminin bozulmasina neden
olmaktadir (National Health and Medical Research Council 2005, O'Leary and
Samman 2010).

2.8. ILAC-BESIN ETKILESIMLERI

Bazi ilaglarin  B12 vitamininin emilimini veya metabolizmasini engelledigi
diisiiniilmektedir. Bunlara proton pompasi inhibitorii (PPI) ilaglari, metformin, azot
oksit anestezisi, bazi epileptik ilaglar1 ve kolsisin dahildir. PPI ilaglari, mide asidi ve
pepsinin salgilanmasint azaltarak, protein-bagli vitamin B12'nin emiliminde bir
azalmaya yol acarak etkinligini gostermektedir. Metformin, insiiline bagimli olmayan
diyabetlerin tedavisinde kullanilmakta ve bu ilag bazi hastalarda megaloblastik
aneminin gelisimine sebep olmaktadir (Bauman, Shaw, Jayatilleke, Spungen and
Herbert 2000, Den Elzen et al 2008).
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2.9. B12 VITAMINI VE NORAL TUP DEFEKTLERI (NTD)

Noral Tiip Defektleri (NTD), spina bifida, anensefali ve ensefaloseli’yi igermektedir.
Bu patolojiler noral tiipiin gebelik sirasinda kapanmamasi nedeniyle ortaya
ctkmaktadir. NTD'nin etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte risk faktorleri
arasinda folat eksikligi, genetik ve ¢evresel faktorler bulunmaktadir. B12 vitamini folat
dongiisiinde metiyonin sentaz igin bir kofaktor gorevi gordiigiinden dolayr B12
vitamini durumunun NTD i¢in potansiyel bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir

(Kirke et al 1993, Liu et al 2004).

2.10. BILISSEL GERILEME

B12 vitamini durumunun degerlendirilmesi, demans i¢in tarama siirecinin bir par¢asidir
ancak, subklinik evrede B12 vitamininin bilissel durum tizerindeki etkileri belirsizdir.
Artmig metilmalonik asit (MMA) konsantrasyonlari, biligsel gerileme ve Alzheimer
hastalig ile iligkilidir. Ayrica tHey ve Alzheimer hastaligi arasinda bir korelasyon
oldugu belirlenerek bilissel durumun B12 , B6 ve folat vitaminlerine bagli oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Bu ¢alismalar, B12 vitaminin biligsel fonksiyon kaybmin dnlenmesinde

rol oynadigii gostermektedir (Lewis et al 2005, Van Dam and Van Gool 2009).

2.11. B12 VITAMINI iLE iLGIiLi GEN POLIMORFiZMLERIi

Cesitli genetik varyantlar B12 vitaminin emilimini, hiicreye alimin1 ve hiicre i¢i
metabolizmasinda rol alan proteinleri etkileyerek B12 vitaminin dokulardaki durumunu
degistirmektedir. Monozigotik ve dizotik ikizlerin kullanildig1 c¢aligmada, B12
seviyelerinin kalittm derecesi % 59 olarak tahmin edilerek B12 vitamin diizeyleri
tizerindeki genetik etkinin biiyiikliiglinliin 6nemli oldugunu gosterilmistir (Nilsson et al
2009, Quadros 2010).

B12 vitamini durumunu inceleyen genetik ¢alismalar, ¢ok sayida gende bulunan tek-
niikleotid polimorfizm (SNP)'lerin B12 durumunun degismesine neden oldugunu ve bu
degisimin ¢evre kosullar1 ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. B12 vitamini
durumuna bagli SNP'lerin ¢ogu, bir aday gen yaklasgimi kullanilarak incelenmistir

(Haggarty 2007).
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2.12. B12 VITAMININ DURUMUYLA iLGIiLi GENLER

B12 vitamini statiisii ile iliskilendirilen genetik varyantlar (a) B12 vitamini taginmast
icin gerekli yardimci faktorler veya diizenleyiciler, (b) membran gegisini aktif olarak
kolaylastiran tasiyicilar, (c) bir karbon dongiisiindeki enzimatik reaksiyonlarin
katalizinde yer alan genler, (d) hiicre dongiisii diizenlemesine dahil olan genler, (e)
mitokondriyal proteinler ve (f) diger genler olarak gruplandirilmis olup Sekil 5 ve Sekil

6 ‘da semalandirilmistir.

Dietary B12
1
(FU-T-I 3 => H.Pylori l Hydrolysis
STOMACH et O s -\
Crute” ? 5 e
Fa |
\ ;
e \212 N
INTENSTINE )
\ J
Vil Ta | e
BLOOD
B12 (Cob(Il)alamin)
9 B12 - (TCHl (TCN2)) / (TCHl - Cob(l)alamin) )

Sekil 5:B12 vitamini durumuyla iliskili genleri temsil eden diyagram ( Surendran et al
2018).

Diyagram BI12 vitamini metabolizmasinda diyet alimindan dolasim sistemine
ulasincaya kadar olan proteinleri gostermektedir. B12 serum seviyelerini diizenleyen
varyantlar1 tespit etmek i¢in belirlenen genler kesikli cizgilerle ¢evrilidir . B12 vitamini
B12, CUBN cubilin (intrinsik faktor-kobalamin reseptorii), FUT2 fukosil-transferaz 2,
FUT6 fukosil-transferaz 6, HC haptocorrin (TCN1), H. pylori helikobakter pillori,
intrinsik faktorii, PON1 serum paraokozaz aril / RAPORI, reseptorle iligkili protein,
TCII transkobalamin 11 (TCNZ2), TCII-R transkobalamin II reseptorii (CD320)
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Sekil 6: B12 vitamini durumuyla iliskili genleri temsil eden diyagram (Surendran et all
2018).

ethylcobalamm

Diyagram, hiicre dis1 alandan hiicre i¢inde igsellesmeye kadar B12 vitamini
metabolizmasinda rol oynayan proteinleri gostermektedir. B12 serum seviyelerini
diizenleyen varyantlari tespit etmek icin belirlenen genler kesikli ¢izgilerle ¢evrilidir.
Ado-B12 adenosil-kobalamin; ABDC4 ATP baglayici kaset, alt aile D (ALD), iiye 4;
CD320 CD320 molekiili; CLYBL sitrat liyaz beta benzeri; DNMT2 DNA
metiltransferaz 2 geni; LMBD1 LMBR1 domeni 1; LMBRD1 LMBR1 domeni 1;
MMAA metilmalonik asitiiri (kobalamin eksikligi) CblA tipi; MMAB metilmalonik
(kobalamin eksikligi) CblB tipi; MMACHC metilmalonik asitiiri
cblC tipi; MMADHC metilmalonik asitiiri (kobalamin eksikligi)

asitiiri ve
homosistiniiri,
Homosistiniiri ile birlikte CbID tipi; MS4A3 membrani kapsayan 4 alan, alt familya A,
tiye 3 (hematopoetik hiicreye 6zgii); MTHFR 5-metil-tetrahidrafolat rediiktaz; MTR 5-
MTRR  5-metiltetrahidrofolat-

metiltetrahidrofolat-homosistein ~ metiltransferaz;

homosistein metiltransferaz rediiktaz; MUT metilmalonil CoA mutazi; 2 igeren

PRELID2 PRELI alami; THF tetrahidrofolat; 5,10-Metil THF 5,10-metil-

tetrahidrofolat.
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2.13. B12 VITAMINI TASIMASI iCIN GEREKLI YARDIMCI FAKTORLER
VEYA YARDIMCI FAKTORLERIN DUZENLEYICILERI

Metilmalonik asidiiri ve homosistiniiri, cblC tipi MMACHC)

Metilmalonik asidiiri ve homosistiniiri, cblC tipi (MMACHC) geni, 1p34.1 kromozom
bolgesinde bulunur. MMACHC geni, sitoplazmada B12 vitaminine baglanan bir
saperon proteini olan MMACHC'yi (cblC proteini) kodlamaktadir. Yaygin
varyasyonlar arasinda, SNP rs12272669, "A" alel tastyicilarinin, "G" alel tastyicilarina
kiyasla daha yiiksek B12 vitamini konsantrasyonlarina sahip oldugu bulunmustur.
Ayrica, SNP rs10789465, B12 vitamini konsantrasyonlar: ile iliskilendirilmistir. Bu
degiskenlerin MMACHC genin regiilasyonunu nasil etkiledigi bilinmemektedir
(Lerner-Ellis et al 2006, Kim , Gherasim and Banerjee 2008, Grarup et al 2013).

Transkobalamin 1 (TCN1)

Transkobalamin 1 (TCN1) geni, kromozom 11 {izerinde bulunur ve B12 vitamini
baglayici protein, transkobalamin I (TCI)’I kodlar. TCI, reseptor aracili endositoz
yoluyla BI12 vitamininin hiicrelere girmesini kolaylastirmada rol oynar. TCNI1
genindeki varyantlar ve dolasimdaki B12 vitamin konsantrasyonlar: arasindaki iliskileri
bildirmistir. Nongmaithem ve ark. TCN1 genindeki ¢esitli niikleotit varyasyonlar ve
B12 vitamin seviyeleri arasindaki iligskiyi arastirarak, Rs526934 varyantinin "G"
alelinin tasiyicilarinin, "A" alel tasiyicilarina kiyasla dolasimda daha diisiik B12
vitamin konsantrasyonuna sahip olduklarini bildirmislerdir (Nongmaithem et al 2017,
Surendran, Adaikalakoteswari, Saravanan, Shatwaan, Lovegrove and Vimaleswaran
2018).

Fukosiltransferaz 2 (FUT2)

Fukosiltransferaz 2 (FUT2) geni, 19 kromozomu iizerinde bulunur. FUT2 geni, H tipi 1
ve 2 antijenleri iireten fukosile edilmis oligosakaritleri iceren ve bir salgilayici enzim o
(1,2) fukosiltransferazi kodlar. FUT2 geni i¢in, rs281379, rs492602, rs516316,
rs601338, 15602662, rs838133 ve rs1047781 dahil yedi SNP'nin daha once BI12
vitamini diizeyleri ile iligkili oldugu bildirilmistir (Surendran et al 2018).
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Fukosiltransferaz 6 (FUT6)

Fukosiltransferaz 6 (FUT6) geni, kromozom 19 {izerinde bulunur. Bu gen bir E-selektin
ligand1 olan Sialyl-Lewis X'in olusumunda rol oynayan bir golgi membran proteinini
kodlar. Lewis ile iligkili bu antijenler, helicobakter pylori'nin gastrik ve duodenal
mukozaya yapismasi ile iliskilidir. Calismalarda helikobakter pilorinin asir1 ¢ogalmasi
,gastrik bakterilerin intrinsik faktor sekresyonu azalmasindan dolayr B12 vitamini
eksikligi ile iligkilendirilmistir. FUT6 genindeki degiskenler ile B12 vitamini durumu
arasindaki iligkiyi arastiran Lin ve ark. rs3760776 varyantinin "A" alelinin B12 vitamin
diizeyleri ile iliskili oldugunu goézlemledi. Ayrica FUT6 geninin ek varyantlarinin
(rs708686, rs78060698, rs3760775 ve rs7788053) daha yiiksek B12 vitamini statiisii ile
iligkili oldugu goriilmiistiir. SNP rs601338, plazma vitamin B12 seviyeleri ile 6nemli
olgiide 1iliskiliydi; alel "A", plazma vitamin B12 seviyeleri ile pozitif olarak
iligkilendirildi (Lee et al 2006, Lin et al 2010, Surendran et al 2018).

Transkobalamin 2 (TCN2)

Transkobalamin 2 olarak da bilinen TCN2 geni, Sekil 7°de gosterildigi {izere
kromozom 22'nin iizerinde bulunur. Bu gen, insan serumunda bulunan transkobalamin
I (TC) adli bir vitamin B12 baglayic1 protein olusturma fonksiyonuna sahiptir. TC,
B12 vitamini emilimini ve hiicreye tasinmasini saglar. TC'ye B12 vitamininin sadece%
10-20'si eklenir; kalanlar holohaptokorrin (transkobalamin 1)’e eklenir. En sik
bildirilen TCN2 polimorfizmi, SNP rs1801198'dir; burada niikleotid 776'da C ile G’nin
yer degisimi, 259 kodonunda bir amino asitte prolinin arginine degisimi meydana gelir.
Homozigot yabanil tip "CC" genotipine sahip kisiler, "GG" genotipine gore daha diistik
B12 vitamini seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir. 776 GG homozigot varyantinin,
yabanil tip "C" aleline kiyasla B12 vitaminine daha diisiik baglanma afinitesi olan bir
proteini kodladigi One siiriilmiistiir (Namour et al 2001, Castro et al 2010,

Stanislawska-Sachadyn et al 2010).
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Sekil 7: rs1801198 Sitogenetik yeri, 22912.2, kromozom 22'nin pozisyonunda uzun (q)
kolun 12.2 pozisyonundadir. (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/TCN2#location Erisim
Tarihi: 29.04.2019)

2.14. MEMBRAN GECIiSINIi AKTIF OLARAK KOLAYLASTIRAN
MEMBRAN TASIYICILARI KODLAYAN GENLER

Kubulin (CUBN)

Bagirsak intrinsik faktor reseptorii veya intrinsik faktorii-kobalamin (IF-B12) reseptorii
olarak da bilinen Kubulin (CUBN), kromozom 10 iizerinde bulunur. CUBN, bagirsak
ve bobrek epitel hiicrelerinde eksprese edilir ve intrinsik faktor-B12 vitamini
(vitaminB12-IF) kompleksinin aliminda rol oynar. B12 vitamini durumu ile CUBN
icindeki varyantlar arasindaki iliskinin ¢alismalari ¢eliskili sonuglar vermistir. Hazra ve
ark. rs1801222 (Ser253Phe) varyantinin ‘G’ aleli ve daha yiiksek B12 vitamini statiisii
arasinda bir iligki bildirilmistir (Hazra et al 2009, Tanaka et al 2009).

ATP baglayic1 kaset alt ailesi D iiyesi 4 (ABCD4)

ATP baglayic1 kaset alt ailesi D iiyesi 4 (ABCD4) geni, kromozom 14 iizerinde
bulunur. Bu gen, B12 vitamininin lizozomlardan taginmasinda rol oynayan bir
membran tastyict olan ABCD4 proteinini kodlar. ABCD4 geninin polimorfizmlerinin
ABCD4 proteininin isleyisini ve B12 vitamininin hiicre i¢i islenmesini etkiledigi
gosterilmistir. Rs3742801'in "T" aleli ve rs4619337 varyantlarinin "C" aleli, bu genin
B12 vitamini durumu iizerindeki etkisini gosteren yiiksek B12 vitamini diizeyleri ile

iligkili oldugu bildirilmistir (Coelho et al 2012, Fettelschoss et al 2017).
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CD320 molekiilii (CD320)

“CD320 molekiilii” geni olarak da bilinen CD320 geni, Sekil 8’de gosterildigi lizere
19.kromozom iizerinde bulunur. Iki SNP, rs2336573 ve rs8109720, B12 vitamini
diizeyleri ile iliskili oldugunu gostermistir. CD320 geninin en ¢ok c¢alisilan varyanti
rs2336573 varyantidir, 220 kodon pozisyonunda bir amino asitin glisinden arginin'e

degismesine neden olmaktadir (Surendran et al 2018).

pli
pll
gll

o3
—
o

pli.3

pli.2
pl3.13
pli.1z
pli.11
ql3.11
ql3.12
q13.13

q13.2
q13.31
q13.32
q13.33
ql3.41
ql3.42
ql3.43

19( = I. = J

Sekil 8: rs2336573 Sitogenik yeri, 19p13.2, kromozom 19'un kisa (p) kolunun, 13.2
pozisyonundadir (https://ghr.nIm.nih.gov/gene/CD320#location Erisim Tarihi:
29.04.2019)

Metilenetetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)

Metilenetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni, kromozom 1 iizerinde bulunur ve
homosistein remetilasyonunda rol oynayan kritik bir enzimi kodlar. En iyi bilinen iki
MTHFR gen polimorfizmi, C677T (rs1801133) ve A1298C (rs1801131) varyantlaridir.
Her iki varyant da azaltilmis enzim aktivitesi ve hiicre i¢i folatin degigmis bir dagilimi

ile iliskili bulunmustur (Faraci 2003, De Mattia and Toffoli 2009).

Metiyoninesentil rediiktaz (MTRR)

Ayni zamanda "metiyonin sentaz rediiktaz" geni olarak da bilinen MTRR geni,
kromozom 5 {izerinde bulunur. Bu gen, aktif durumda metionin sentaz enzimini
koruyan yeterli diizeyde aktiflestirilmis B12 vitamini (metilcob (III) alamin)
saglamaktan sorumludur. Giiniimiizde doért SNP, rs162036, rs162048, rs1532268 ve
rs3776455, saglikli bireylerde B12 vitamini seviyeleri ile iligki gostermistir (Andrew
et al 2013).
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2.15. HUCRE DONGUSU DUZENLEMESINE ILIiSKiLI GENLER

MS4A3 geni

MS4A3 geni, kromozom 11 iizerinde bulunur ve MS4A3 proteinini kodlar. Rs2298585
varyantinin ‘T’ alleli daha yiliksek serum B12 vitamini konsantrasyonlar: ile
iliskilendirilmistir. MS4A3 geninin polimorfizmlerinin, gastrointestinal kanaldaki
hiicre dongiisii diizenlemesini etkileyebilecegi, boylece B12 vitamin emilimine yol

acan intestinal ve gastrik epitel hiicrelerinin yenilenmesini etkiledigi 6ne siirtilmiistir.

(Li etal 2005),

2.16. MITOKONDRIYAL PROTEIN

Metilmalonik asidiiri (kobalamin eksikligi) cb1A tipi (MMAA)

MMAA geni 4qg31.1-2 kromozomunda bulunur. MMAA, B12 vitamininin
mitokondriye translokasyonunda rol oynayan bir MMAA proteinini kodlamaktadir.
MMAA geni varyantlar1 ve BI12 vitamini konsantrasyonlari arasindaki iliskileri
bildirmistir. SNP rs4835012, B12 vitamini konsantrasyonlari ile onemli Ol¢iide
iliskilendirilmektedir (Korotkova and Lidstrom 2004, Keyfi et al 2016).

Metilmalonil-CoA mutazi (MUT)

Metilmalonil-CoA mutazi olarak da bilinen MUT geni, kromozom 6 iizerinde bulunur.
MUT geni, mitokondriyal bir enzim olan metilmalonil-CoA mutazin (MUT) olusumu
ile ilgilidir. MUT geni homosistein metabolizmasinda rol oynar ve islevi icin B12
vitamini gereklidir. MUT geni SNP’leri (rs1141321, 1s9473555, rs6458690 ve
rs9381784) ve B12 vitamini durumu arasinda iliski oldugunu bildiren g¢aligmalar

bulunmaktadir (Hazra et al 2009, Lin et al 2012).

2.17. DiGER GENLER

Paraoksonaz / arilesteraz 1 (PONI, rs391757) sistatiyonin beta sentazi (CBS,
rs2124459), karbamoil-fosfat sentaz 1 (CPS1, rs1047891) ve DNA metiltransferaz geni
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/ tRNA aspartik asit metiltransferaz 1 (DNMT2 / TRDMT1, rs56077122 ve rs2295809)

genleri, B12 vitamini durumu ile iligskilendirilmistir (Surendran et al 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu (71522473/050.01.04/51) tarafindan
16.02.2018 tarih ve 56 sayili etik kurul onay1 alinarak tez galismamiz yapilmis olup
Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi Dahiliye Poliklinigine
basvuran, 20 ile 60 yas araliginda olan, herhangi bir kronik hastalifi olmayan, fizik
muayene ve rutin tetkikleri normal degerlerde olan, B12 vitamini degerine gore 180
ng/l izerinde olanlar ile bu degerin altinda olanlarin iki gruba ayrildig1 bireylerden B12
vitamini normal olanlar ile B12 vitamin degeri diisiik olan gruplar olusturularak
calisilmistir. Calismamizda yer alan gruplardaki bireylere ¢aligma hakkinda ayrintili
bilgilendirme yapilarak her bir bireyden onam formlari alinmistir. Bireylerin, serum
B12 vitamin diizeyleri disinda, herhangi bir klinik hastalik tanisi olmamasina dikkat
edilmistir. Calismamizda gruplarimiz B12 vitamini degerlerine gore iki gruba ayrildi.
Bunlar B12 vitamini normal sinirlar i¢inde olanlar (180-550 pg/mL) kontrol grubu ve
B12 vitamini eksikliligi olanlar ise (<180 pg/mL) hasta grubu olarak siiflandirildi
(kaynak:http://www.thd.org.tr/thdData/userfiles/file/VIT%20B.pdf).  (Erisim Tarihi:
29.04.2019)

3.1. CALISMA GRUPLARI

Calismada SAU Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi I¢ hastaliklar poliklinigine
bagvuran ve herhangi bir tespit edilmis klinik hastaligi olmayan bireyler dahil edildi.
Hikdye ve ge¢misinde herhangi bir akut veya kronik hastalifi olanlar, madde
bagimlilari, aile hikdyesinde inflamatuar barsak hastaligi olanlar, herhangi bir akut
kronik metabolik, endokrin, kardiovaskiiler, otoimmun, romatolojik hastalik belirti ve
semptomlar1 olanlar, pihtilasma bozuklugu, obezitesi ve gebeligi, gastrointestinal
hastaliklar1 olanlar; Crohn hastaligi, prior gastrik ya da ileal rezeksiyon, eszamanli
metformin kullanimi, vejeteryan diyet, serum kreatinin diizeylerinin kadinlarda >1,1

mg/dl erkeklerde >1,3 mg/dl olanlari olanlar bu ¢alismaya alinmadi.
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3.2. ORNEK TOPLAMA

SAU Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi I¢ hastaliklar1 poliklinigine basvuran
ve belirlenen dahil etme ve dislama kriterlerine gore se¢ilmis hastalardan bir gecelik

aclik sonrasi kan 6rnekleri 5 ml EDTA’l1 ve diiz biyokimya tiiplerine alindu.

3.3. KULLANILAN YONTEMLER

Katilan bireyler, vitamin B12 diizeylerine gore normal ve diisiik olanlar olarak iki
gruba ayrilip EDTA’li kan oOrneklerinden elde edilen DNA’lar1  kullanilarak
‘polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism’ (PCR-RFLP)
teknigi ile transkobalamin II gen varyanti (rs1801198) ile transkobalamin II reseptor
gen varyanti (rs2336573) “single-nucleotide polymorphism (SNPs)’leri ¢alisildi. Kan
ornekleri, gece boyunca ag birakilan bireylerden alindiktan sonra EDTA igeren tiiplerde
ve diiz biyokimya tiiplerinde toplandi. 4 °C'de 10 dakika boyunca santrifiij (3.000xg)
edildikten sonra, Eppendorf tiiplerine serum Ornekleri ayrildi ve analize kadar -80
°C'de derin dondurucuda saklandi. B12 vitamini diizeyleri Abbott Architech 12000
cthazinda olgiildi. DNA izolasyonu i¢in kan, EDTA igeren tiiplere toplandi ve DNA,
Jena Bioscience Blood-Animal-Plant DNA izolasyon kiti (Jena Bioscience GmbH,
Jena, Germany; Cat. No. #PP-213L) kullanilarak periferal kan 16kositlerinden elde
edildi. Elde edilen DNA’nin konsantrasyonu NanoDrop®  spektrofotometresi
kullanilarak olgiildii, DNA’larin saflik oranlar1 260/280 nm arasinda degerlendirildi.
Yeterince 1yi saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/0OD280 degeri yaklasik 1,8’dir.
DNA’nin igerisinde fenol ve protein var ise oran 1,8’den kiiciik olacaktir.
0D260/0D280 degeri 2’den biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir. izole
edilmis DNA 6rnekleri -80 ° C'de derin dondurucuda saklandi.

3.4. DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu islemimin deney asamalar1 agagidaki gibi uygulanmustir.

1- 250 pl kan 2 mI’lik ependorflara (Lp Italiana Spa) aktarildi.
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2- Uzerine 1 mL "Blood Lyzis Buffer” eklendi. 10-15 sn boyunca vorteklendi.
3- 10 dk buz inkiibasyonunda bekletildi ve ara ara vortekslendi.
4-10.000 g’de 10 dk santrifiij sonrasi slipernatant atildi, pelet ependorfta birakildi.

5- Ependorfun iizerine 300 ul "Lyzis Buffer" ve ortamdaki RNA’lar1 ortadan kaldirmak
icin 2 pul "RNAaz" eklenerek 30-60 sn vortekslendi.

6- Ortamdaki proteinleri parcalamak amaciyla iizerine 8§ pl "Proteinaz-K” eklenerek

vortekslendi. Enzimlerin aktivasyonu i¢in etiivde 60 °C’de 10 dk bekletildi.

7- Etlivden c¢ikarildiktan sonra kisa vorteks yapildi. Sicakligin gitmesi i¢in oda

sicakliginda 1 dk boyunca bekletildi.

8- DNA’nin kolona baglanmasi i¢in ependorfun iizerine 300 pl "Binding Buffer"
eklenerek kisa bir vorteks yapildi. 5 dk buzda bekletildi ve daha sonra 5 dk 10000 x
g’de santrifiij edildi.

9- Spin kolonlari, toplama tiiplerine gegirilerek kolonu aktive etmek icin aktivasyon

tampon solusyonu eklendi.

10- Aktive edilen spin kolonlara 8. basamakta santrifiijden sonra ependorfta olusan

stipernatant eklendi ve 10000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

11- DNA’lar1 kalan protein ve RNA’lardan temizlemek amaciyla iizerine 500 pl
"Washing Buffer” eklenerek 30 sn 10000 x g’de santrifiij edildi ve toplama tiipiine akan
s1v1 bosaltildi.

12- 2 mI’lik tiiplere kolon tiipler gegirilerek iizerine 40 ul "Eliisyon Buffer1” koyularak
10000 x g’de 2 dk santrifiij yapildi. Ust kolon atild1 ve ependorftaki DNA Nanodrop’ta
Olctildii. Daha sonra SNP ¢alismasina kadar -20 °C’de saklandi.

rs 1801198 ve rs 2336573 Gen Polimorfizm Analizleri

Calisma gruplarinin rs 1801198 ve rs 2336573 gen polimorfizmleri analizleri, alinan
EDTA’l1 kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan, Real-Time PCR ile Biorad CFX
Connect (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) cihazinda yapildu.
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3.5. REAL-TIME PCR ANALIZLERI

Real-time PCR yonteminde, 5' ve 3' u¢larindan florokrom (floresans veren) maddelerle
isaretli TagMan probu kullanildi. Transcobalamin 11 (rs1801198) ve transcobalamin 11
reseptor (rs2336573) genindeki polimorfizmlerini incelemek i¢in TagMan System
(Applied Biosystems, Life Technologies) Primer Prob Mix ve gPCR Probes Master
(Jena Bioscience, Germany, PCR-360) kullanildi. Real time PCR isleminde kullanilan
reaksiyon karigiminin igerigi Tablo 1°de belirtilmektedir. Reaksiyon Biorad CFX
cihazinda 95 °C' de, 2 dakika, 1 siklus, 95 °C' de, 15 saniye, 40 siklus, 60 °C' de 1
dakika, 40 siklus olarak ayarlandi ve analiz yapildi.

Tablo 1: Real-time PCR isleminde kullanilan reaksiyon karigiminin igerigi

Reaksiyon Karisiminin Igerigi Miktart (pl)
PCR Grade Su 7

Probe Master Mix 10

Primer Prob Mix (4 ul) 1

Ornek DNA (<500 ng/Assay den az olmal1) 2

Toplam 20 ul

rs DIZILERI:

SNP ID: rs1801198

Gene: TCN2

Gene Name: transcobalamin Il

Polymorphism: C/G, Transversion Substitution
Context Sequence [VIC/FAM]:

CAGTTCCTCATGACTTCCCCCATGC[C/G]TGGGGCAGAACTGGGAACAGCAT
GT
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SNP ID: rs2336573

Gene: CD320

Gene Name: transcobalamin |1 receptor
Polymorphism: C/T, Transition Substitution
Context Sequence [VIC/FAM]:

GCAGTTGGGCTTCCAGACTGGTCTC[C/T]IGGCAGAGGAGGATGTGGCATTCC
CG

Transcobalamin Il (rs1801198) ve transcobalamin Il reseptor (rs2336573) genindeki
polimorfizmlerinin ~ genotiplerinin  amplifikasyon  grafikleri  sekil  9-13’te

gosterilmektedir.

Amplification
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Sekil 9: rs1801198 Homozigot CC genotipi degisimlerine ait amplifikasyon grafigi
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Sekil 10: rs1801198 Homozigot GG degisimlerine ait amplifikasyon grafigi

Amplification
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Sekil 11: rs1801198 Heterozigot C/ G degisimlerine ait amplifikasyon grafigi
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Amplification
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Sekil 12: 152336573 Homozigot C/C degisimlerine ait amplifikasyon grafigi
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Sekil 13: 152336573 Heterozigot C/T degisimlerine ait amplifikasyon grafigi

Transcobalamin 2 (rs 1801198) genine ait polimorfizminin alelik ayrimi sekil 14’de

gosterilmektedir.

Y ekseni kenarindaki mavi renkli noktalar Homozigot C/C genotipini, X-ekseni
kenarindaki turuncu renkli noktalar Homozigot G/G genotipini, her iki eksenin
ortasinda kalan yesil renkli noktalar ise Heterozigot C/G genotipini ve eksende (0,0)

noktasina denk gelen nokta ise negatif kontrolii gostermektedir.
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Allelic Discrimination

:__ T I- T T T T T I:
2500 L [ h
1 ™ ]
_- .--
2000 I e A ]
[ ]
S & 2 |
D 1 My - ]
an T _
£ 1500 i"h“
= T i
= I A } ]
< qo00 L 3 ey ]
o | 1 ]
LL. 1
o [ Y .
s00 T & ]
0 - = : : : : : : f
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

RFU for Allele 1 - FAM

Sekil 14: Grafikte transcobalamin 2 (rs 1801198) genine ait polimorfizminin alelik ayrimi1

Transcobalamin 2 reseptor(rs 2336573) geninin polimorfizminin alelik ayrimi Sekil
15’te verilmistir. Y-ekseni kenarindaki mavi renkli noktalar Homozigot C/C genotipini,
her iki eksenin ortasindaki yesil renkli noktalar ise Heterozigot C/T genotipini ve
eksende (0,0) noktasina denk gelen nokta ise negatif kontrolii géstermektedir.

Allelic Discrimination
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Sekil 15: Grafikte transcobalamin 2 reseptor (rs 2336573) genine ait polimorfizminin alelik

ayrimi
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3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Hastalarin analizlerinde ve kontrol degerlerinde SPSS Statistic17.0 programi kullanildu.
Hardy-Weinberg dengesi Ki-kare analizi ile test edildi. Genotip ve allel frekanslar1 olgu
ve kontroller arasinda Ki-kare analizi ile karsilastirildi. Alel ve genotip dagilimi
arasindaki farkin etkilerini degerlendirmek ic¢in oran orani (OR) ve ilgili % 95 giiven
araligi (CI) bildirildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Serum B12
vitamin diizeylerine gore ayrilan iki grubun BI12 vitamin diizeyleri ile SNP’lerin
genotiplerine gére B12 vitamin degerinin analizinde Mann-Whitney U testi uygulandi.

Iki tarafli p degeri < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya katilan bireylerin serum B12 vitamini degerlerine gore iki gruba ayrildi. B12
vitamini 180 ng/l degerinin altindakiler B12 vitamini diisiik olan grup, B12 vitamini
180 ng/l degerinin iizerinde olanlardan B12 vitamini normal olan grup olarak incelendi.
B12 vitamini normal olan grubun yas ortalamasi 37,86 + 10,28 (ortalama + standart
sapma, yas araligi: 20-60), B12 vitamin degeri diisiik olan grubun yas ortalamasi
39,11£12,02 (ortalama + standart sapma, yas araligi: 20-60) olarak bulundu. B12
vitamini normal olan grubun % 34,6’1 erkek ve % 65,4’1 kadin bireylerden, B12
vitamini diisik olan grubun % 33,81 erkek ve % 66,2’si kadin bireylerden
olusmaktaydi. Her iki grubun yas ortalama degerleri ile cinsiyet dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (P>0,05). Sekil 16’da gosterildigi
tizere serum B12 vitamin diizeyleri iki grupta karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark saptand1 (p<0,001).

B12 Vitamini

ng/l
U
8

m B12 Vitamini Normal Olan
Grup

B B12 Vitamini Eksikligi Olan

150 Grup

B12

Sekil 16: B12 vitamini diisiik olan grup ile B12 vitamini normal olan grubun serum
B12 vitamini degerleri (Ortalama + standart sapma)

rs1801198’e ait genotip ve alel dagilimlar1 B12 vitamini eksikligi olan grupta : CC %
26,60, CG % 57,45, GG % 15,95; C aleli % 55,32 ve G aleli % 44,68; B12 vitamini
normal olan grupta : CC % 34,45, CG % 48,74, GG % 16,81; C aleli % 58,82 ve G aleli
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% 41,18 olarak bulundu. Bu genotip ve alel dagilimlan istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05) (Tablo 2).

Tablo 2: rs1801198 gen polimorfizminin alel frekansi ve genotiplerinin dagilimi

Gen B12 Vitamini B12 Vitamini P OR (CI 95%)
rs1801198 Eksikligi Olan Normal Olan

Grup Grup

n (%) n (%)

94 119
Genotip
CcC 25 (% 26.60) 41 (% 34.45) 1
CG 54 (% 57.45) 58 (% 48.74) 0.180 0.655 (0.352-1.218)
GG 15 (% 15.95) 20 (% 16.81) 0.785 0.813 (0.353-1.872)
Allel
C 104 (% 55.32) 140 (% 58.82) 1
G 84 (% 44.68) 98 (% 41.18) 0.491 0.867 (0.585-1.275)

rs2336573’e ait genotip ve alel dagilimlart B12 vitamini eksikligi olan grupta : CC %
92,62, CT % 5,32, TT % 1,06; C alleli % 96,28 ve T alleli % 3,72; B12 vitamini normal
olan grupta : CC % 94,12, CT % 5,04, TT % 0,84; C alleli % 96,64 ve T alleli % 3,36
olarak bulundu. Bu genotip ve alel dagilimlar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05) (Tablo 3).
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Tablo 3: rs2336573 gen polimorfizminin alel frekansi ve genotiplerinin dagilimi

Gen B12 Vitamini B12 Vitamini P OR (CI 95%)
rs2336573 Eksikligi Olan Normal Olan

Grup Grup

n (%) n (%)

94 119
Genotip
CcC 88 (% 93.62) 112 (% 94.12) 1
CT 5 (% 5.32) 6 (% 5.04) 0.925 0.943 (0.279-3.191)
TT 1(%1.06) 1(% 0.84) 0.990 0.786 (0.048-12.626)
Allel
C 181 (% 96.28) 230 (% 96.64) 1
T 7(%3.72) 8 (% 3.36) 0.990 0.899 (0.320-2.527)

rs1801198 ve rs2336573 gen polimorfizmlerine goére B12 vitamini diizeyleri B12

vitamini normal olan ile B12 vitamini diisiik olan gruplarda ayni genotiplerin serum

B12 vitamini degerleri karsilastirildiginda; serum BI12 vitamini diizeylerinin, B12

vitamini normal olan grupta rs1801198 gen polimorfizmin CC, CG ve GG genotipleri

ile ayn1 genotipi tasiyan B12 vitamini eksikligi olan gruba gore yiiksek oldugu

saptandi (p<0,001, sirastyla) (Tablo 4).

Benzer sekilde iki grup karsilastirildiginda, serum B12 vitamini degerlerinin B12

vitamini normal olan grupta rs2336573 gen polimorfizmin CC ve CT genotiplerinde
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ile aym1 genotipi tastyan BI12 vitamini eksikligi olan gruba gore yliksek oldugu
saptand1 (p<0,001, sirasiyla) (Tablo 4). Her iki grupta TT genotip tasiyanlarin sayi

birer kisiydi (Yetersiz 6rnek sayisindan dolayi istatistiksel analiz yapilamadi).

Tablo 4: B12 vitamini normal olan grubun ve B12 vitamini diisiik olan grubun
rs1801198 ve rs2336573 gen polimorfizmlerinin genotiplerine gére B12 vitamini
diizeyleri (Ortalama =+ standart sapma)

B12 Vitamin

(ng/)

B12 Vitamini B12 Vitamini P

Eksikligi Olan Grup Normal Olan Grup
rs1801198
CcC 158.24+25.02 313.55+97.21 0.001
CG 153.35+£19.91 320.50+98.79 0.001
GG 153.86+24.68 341.10£177.35 0.001
rs2336573
CcC 155.70+£21.16 319.50+116.95 0.001
CT 152.00+14.83 350.00+48.29 0.001
TT*

*Yetersiz 6rnek sayisindan dolay istatistiksel analiz yapilamada.
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5. TARTISMA

Son yillarda gesitli toplumlarda yapilan ¢alismalarda, B12 vitamini eksikliginin yaygin
oldugu goriilmektedir. B12 vitamini hiicresel siireglerde, baz1 enzimlerin aktivitesinde
koenzim olarak rol aldigindan hayati 6nem tasir; bu nedenle eksikligi gecici ve kalict
birgok saglik sorununa sebep olmaktadir. Bunlardan hematolojik belirtiler eksiklik
durumunun tedavisinden sonra diizelmesine ragmen norolojik belirtiler geri
dondiiriilemediginden toplum sagligi i¢in 6nemli bir durumdur. B12 vitamininin alim-
yararlanim azlig1 yani sira iliskili gen polimorfizmleri de eksiklik nedenleri arasindadir.
Diyetle alinan B12 vitamini ¢esitli proteinlere baglanarak viicut kompartmanlarina
taginmaktadir. Yapilan calismalarda B12 vitamini diizeyleri ile B12 vitamini tasiyict
proteinleri ve baz1 biyokimyasal parametrelerin diizeyleri arasindaki iligkiler
incelenmistir. Saglikli bireylerde yapilan bir calismada total transkobalamin II
diizeylerinin, transkobalamin 1 diizeylerinden 2-3 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Plazmadaki B12 vitamini % 80-90 oraninda transkobalamin I ve
haptokorrinlere, % 10-20 oraninda transkobalamin II’ye baglidir. Transkobalamin II,
dokulara yaklagik 4 nmol en fazla giinde 6 nmol B12 vitamini temin ederken,
transkobalamin | ise giinde 0,1 nmol B12 vitamini temin eder. Transkobalamin I'in
fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, B12 vitaminini karacigere
tasidig ileri siiriilmektedir( Nexo et al 2002). Transkobalamin II esas tasiyici protein
oldugu i¢in B12 vitaminin vuciitta aktif formunu yansitmaktadir. TC-11-B12 vitamini,
reseptor aracili endositozla hiicre icine alinarak islev gorecegi dokulara tasinir.
Transkobalamin 11 geni, bir plazma globiilini olan transkobalamin II' yi (TCN2)
kodlamaktadir. Cesitli TCN2 gen mutasyonlarinin, transkobalaminin tam veya kismi
eksiklige neden oldugu ileri siirlilmektedir. Otozomal resesif gegise bagli TCN2
patojenik varyantlar1 sonucunda transkobalamin II eksikligi, infantil baslangigch
megaloblastik anemi, biiyiime geriligi, norolojik hastalik ve immiinolojik hastaliklarin

ile karakterizedir (Kaikov et al 1991, Rosenblatt and Watkins 2014, Schiff et al 2010).

Transkobalamin reseptorii eksikliginde, TC-11-B12’nin hiicreye alinma siirecinde
bozukluk olup az sayida bireyde gorildigii klinik fenotipin iyi tanimlanmamis ve
asemptomatik oldugu bildirilmistir (Hannah-Shmouni et al 2018 ). Abuyaman ve
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arkadaglarinin yaptiklar ¢aligmalarda, ¢6ziiniir transkobalamin II reseptor diizeylerinde
(sCD320) Alzheimer, demans hastalar1 ile saglikli kontrol bireyleri arasinda farklilik
tespit edilmemistir. sCD320 ile bilissel islev puanlar1 arasinda lineer olmayan
korelasyonun varligi gortlmistiir (Abuyaman, Combrinck, Smith and Nexo 2017 ).
Diger bir arastirmada Abuyaman ve arkadaslari, preeklampsi riskinde, SCD320, holo
transkobalamin ve total transkobalamin diizeylerinin ilk trimesterda serum
konsantrasyonlarinda bir farklilik saptamamislardir (Abuyaman, Torring, Obeid and
Nexo 2016). Simonsen ve arkadaslarinin ¢alismasinda, B12 vitamini ve bu vitamin ile
iligkili proteinler total B12 vitamini, haptokorrin, transkobalamin, B12 vitamini ile
satiire olan transkobalamin ve holo transkobalaminin ¢oziiniir hiicre yiizeyi reseptorii,
hem fibrolamellar hepatoseliiler karsinomali hem de kronik karaciger hastalarinda
kontrollere gore arttig1r gézlenmistir. Bu durumun, birincil karaciger kanseri ile degil,
kronik karaciger hastaliklar1 ile iliski olabilecegi ileri stirtilmiistiir(Simonsen et al
2014). Kurnat-Thoma ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada SNP’lerden rs2336573 ile
ortalama serum kobalamin konsantrasyonunun , rs1801198’nin ise kirmizi kan hiicresi
ortalama korpiiskiiler hacim degisiklikleri ile ilgisi oldugu yoniinde bulgular tespit
edilmistir (Kurnat-Thoma et al 2015 ). Garrod ve arkadaslarin yaptiklar1 ¢alismada,
Kuzey Kaliforniya'da 554 yasayan yasli Latin bireylerde (yas araligi 60-93),
TCN2P259R (rs1801198) B12 vitamini ve homosistein konsantrasyonlar: ile TC 776
genotipinin iliskili oldugu saptanmustir (Garrod et al 2010). Iran toplumunda
tekrarlayan spontan diisiiklerde yapilan caligmada, transkobalamin II rs1801198 ve
transkobalamin II reseptorii rs2336573 gen polimorfizmlerinin bir risk olusturmadigi
bulunmustur (Hashemi et al 2017). Han Cin Popiilasyonunda B12 Vitamini ve Folat
Metabolizmasi ile ilgili transkobalamin 2 (TCN2) rs1801198, metiyonin sentaz (MTR)
rs1805087, metiyonin sentaz rediiktaz (MTRR) rs1801394 ve metilen tetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) rs1801133'nin gen polimorfizmlerin ¢ocukluk ¢agi otizm
spektrumu bozuklugunda bir risk faktorii olmadigi tespit edilmistir ( Zhang, Yu, Li and
Liu 2018). Zheng ve arkadaslar1 Cinli iilseratif koliti olan hastalarda yaptiklar1 bir
calismada, TCN2 (rs1801198, 1s9606756) varyasyonlarinin yani sira serum
homosistein, B12 vitamini ve folat diizeylerinin tilseratif kolit ile korelasyon gosterdigi
saptanmustir. (Zheng et al 2017 ). Zheng ve arkadaslarinin Crohn hastalig1 olan Cinli

hastalarinda transkobalamin II gen polimorfizmleri ve serum homosistein, folikasit ve
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B12 vitamini diizeyleri iliskisi incelendikleri ¢aligmada, TCN2 (rs1801198, rs9606756)
polimorfizmlerinin ile birlikte folat ve B12 vitamini eksikliginin Crohn hastalig1 ile

korelasyon gosterdigini belirtmislerdir (Zheng et al 2017).

Literatiirde B12 vitamini metabolizmasi ile iliskili olan rs2336573 ve rs1801198 tek
niikleotit polimorfizmleri ¢esitli hastaliklarda incelenmis ancak bu genlerin serum B12
vitamini diizeyleri ile incelendigi c¢aligmalar olduk¢a smirli sayidadir. Yapilan
caligmalarda, dolagimdaki B12 vitamini diizeylerinin, B12 vitamini tasiyici proteinler
ve bazi iligkili biyokimyasal parametreler ile dogrudan veya dolayli bir sekilde
etkilestigi goriilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda g¢eligkili bulgular olmasina
ragmen, 1s2336573 ve rs1801198 varyantlariin serum transkobalamin Il ve

transkobalamin II reseptor diizeylerine etkilerinin olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak ¢alismamizda, transkobalamin II gen (rs1801198) ile transkobalamin II
reseptor gen (rs2336573) varyant polimorfizimlerinin, bolgemizde yasayan bireylerde
B12 vitamini eksikliginde risk olusturup olusturmadigin1 belirlemeyi amagladik.
Caligmamizda hasta ve kontrol guplarinda rs2336573 ve rs1801198 tek niikleotid
polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin olmadig: tespit edildi. Ancak ayni genotiplerdeki bireylerin serum B12
vitamini degerlerinde anlamli bir farkliigin oldugu bulundu. Analizlerimizin
istatistiksel giiclinli etkilemis olabilecek kiiciik orneklem biiyiikliigii, ayn1 merkezden
hastalarin segilmesi ve haptokorrin, transkobalamin II, ¢oziiniir transkobalamin II
reseptdor ve holo transkobalamin diizeylerinin Olgiilememis olmast c¢alismamizi
sinirlayan faktorlerinden bazilaridir. B12 vitamini metabolizmasinda yer alan bu
genlerinin haptokorrin, transkobalamin II, ¢6ziiniir transkobalamin II reseptér ve holo
transkobalamin diizeyleri ile iliskisinin arastirillamamasi ¢alismamizin  eksik
yonlerinden biridir. Ancak bizim ¢alismamiz bu parametreler ile iliskili rs2336573 ve
rs1801198 tek niikleotid polimorfizmlerinde ki bu farki ortaya c¢ikarmak {izere

planlanmamustir.
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6. SONUC

Sonug olarak ¢alismamizin bulgularina gore, ¢alistigimiz popiilasyonda rs1801198°e
ait genotip ve allel dagilimlar1 B12 vitamini eksikligi olan grupta : CC % 26,60, CG %
57,45, GG % 15,95; C aleli % 55,32 ve G aleli % 44,68; B12 vitamini normal olan
grupta : CC % 34,45, CG % 48,74, GG % 16,81; C aleli % 58,82 ve G aleli % 41,18
olarak bulundu.Ayrica rs2336573’¢ ait genotip ve alel dagilimlart B12 vitamini
eksikligi olan grupta: CC % 92,62, CT % 5,32, TT % 1,06; C aleli % 96,28 ve T alleli
% 3,72; B12 vitamini normal olan grupta: CC % 94,12, CT % 5,04, TT % 0,84; C alleli
% 96,64 ve T alleli % 3,36 olarak bulundu. rs1801198 ve rs2336573 ait genotip ve allel
dagilimlan istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak gruplarin ayni1 genotipleri
karsilastirildiginda serum B12 diizeylerinin B12 vitamini eksikligi olan grupta anlamli
olarak azaldigi goriildii. Bu ¢alisma sonucunda, rs1801198 ve rs2336573 varyantlarinin
calismamizda yer alan bireylerde bir risk olusturmadigi ancak ayni genotiplerin B12
vitamini diizeylerindeki farkliligin olmasi ile B12 vitamini eksikliginde iliskili
olabilecegi tespit edildi. Daha ileri ¢aligmalar ve daha genis bireyleri kapsayan
gruplarda, bu genler ile birlikte haptokorrin, transkobalamin II, ¢6ziiniir transkobalamin
Il reseptor ve holo transkobalamin diizeylerini de kapsayan B12 vitamini
metabolizmasinda yer alan molekiiler mekanizmalarinin aragtirilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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