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OZET

Subklinik B12 vitamin eksikligi saptanan hastalarda nétrofil segment ve lob
sayilar1. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastahklar1 Anabilim Dah,
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018.

Giris ve Amag¢: Vitamin B12 insan viicudunda yapilamadigindan diyetle disaridan
alinmasi gereken ve suda ¢oziinen bir vitamindir. Temel fonksiyonu folik asit ile
birlikte DNA sentezinde koenzim ve kofaktdr olarak gorev yapmaktir. Ozellikle
normal hematopoezin siirdiiriilmesi ve sinir sisteminin devamlilif1 i¢in gereklidir.
Eksikliginde hematolojik, gastrointestinal ve ndrolojik birtakim rahatsizliklar
goriilmektedir. Bu ¢alismada giliniimiizde ¢ok sik rastladigimiz subklinik ve asikar
vitamin B12 eksikliginde noétrofil ¢ekirdeginde goriilen segmentasyon ve lobasyon
sayilarinin saptanmasi ve giiniimiizde B12 vitamin eksikligi tanisina katkisi agisindan
incelenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontemler: Bu calisma Hacettepe Universitesi Hematoloji polikliniginde
Nisan 2018 ve Eyliil 2018 arasinda yapilan tanimlayici prospektif bir caligmadir.
Calismaya alinan B12 vitamin eksikligi saptanan 45 hasta ve 50 saglikli goniillii
bireyin periferik yayma Ornegi incelendi. Hastalarin demografik bilgileri hastane
elektronik siteminden alindi. Calismaya alinan hastalarin her bir periferik
yaymasinda 20 adet nétrofilde lob ve segment sayildi. Segment her iki lobun ince bir
kromatin ag ile ayrildiginda sayildi. Loblar ise en az 2/3 oraninda bogumlanmis
kromatin ile ayrilmis ¢ekirdek bolgeleri olarak tanimlanda.

Bulgular: Hastalarin % 52’si kadin, %481 erkek; kontrol grubunun ise % 68’1 kadin,
%32’si erkek idi. Asikar B12 eksikligi olan hastalarin en fazla lobasyon oranina
sahip oldugu goriildi (ortalama =+ standart sapma=3,44+0,8). Ortalama lob sayisi
asikar B12 eksikligi, subklinik eksiklik, kontrol grubu sirasina gore azaliyordu.
Ancak segment sayisi icin boyle bir egilim izlenmedi. 4 lob esik deger kabul
edildiginde, bunu istiinde lob sayis1 varligimin B12 eksikligi saptamada en uygun
duyarlilik (%75) ve oOzgillige (%94) haiz oldugu belirlendi. Segment sayisi
kullanilmas: diistik duyarlilik (%20) diizeyi gosteriyordu.

Sonuclar: Giiniimiizde B12 vitamin diizeyinin sik taranmasi ve laboratuar
tetkiklerinin kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle eksiklik saptanan hastalarda
hipersegmentasyon olmadan periferik yaymada lobiilasyon artisinin da B12 eksikligi
tanisin1 saptamada degerli oldugu gorilmistiir. Klinisyene, vitamin B12 degeri
diisiik olan hastada heniiz homosistein yiiksek olmadan yahut anemi ve makrositoz
olmadan da nétrofil hiicre ¢ekirdegindeki lobasyon artisinin yardimei olabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: B12 vitamin eksikligi, nétrofil, lob, segment



ABSTRACT

Neutrophil segment and lobe count in patients with subclinical vitamin B12
deficiency. Hacettepe University Faculty of Medicine Department of internal
Medicine, Specialization Thesis, Ankara, 2018.

Introduction and Purpose: Vitamin B12 is a water-soluble vitamin and it can not
be made in human body. Its main function is to act as a coenzyme and cofactor in
DNA synthesis together with folic acid. It is especially necessary for the maintenance
of normal hematopoiesis and continuity of the nervous system. Some hematological,
gastrointestinal and neurological disorders occur in case of vitamin B12 deficiency.
The aim of this study was to determine the number of segmentation and lobation
numbers in neutrophil nuclei and to evaluate the contribution of these parameters to
the diagnosis of vitamin B12 deficiency.

Patients and Methods: This is a descriptive prospective study conducted at the
Hacettepe University Hematology Outpatient Clinic between April 2018 and
September 2018. Forty-five patients with vitamin B12 deficiency and 50 healthy
volunteers were evaluated. The demographic data of the patients were obtained from
the hospital electronic system. The lobes and segments were counted in 20
neutrophils in each peripheral smear. A segment was considered when both lobes
were separated by a fine chromatin network. Lobes were defined as core regions
separated by at least 2/3 knotted chromatin.

Results: 52% of the patients were female and 48% were male; 68% of the control
group were female and 32% were male. Patients with apparent B12 deficiency had
the highest lobation rate (mean + standard deviation = 3,44 + 0,8). Mean lobation
rate was decreasing in the order of manifest B12 deficiency, subclinical deficiency
and control group. However such a trend was not present for segment count. A lobe
count higher than 4 had the most appropriate sensitivity (75%) and specificity (94%)
in detecting B12 deficiency. Using higher than 4 segments as a treshold showed low
sensitivity (%20).

Nowadays, in patients with deficiency due to frequent screening of vitamin B12
levels and easy access of laboratory tests, increased lobulation increase in peripheral
smear without hypersegmentation was found to be valuable in detecting B12
deficiency.lt is thought that in patients with low vitamin B12 levels, the increase in
lobulation in the neutrophil cell nucleus without homocysteine or without anemia and
macrocytosis is thought to be helpful.

Keywords: B12 vitamin deficiency, neutrophil, lobe, segment
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1. GIRIS VE AMAC

Vitamin B12 insan viicudunda yapilamadigindan diyetle disaridan alinmasi
gereken ve suda ¢oziinen bir vitamindir (1). Vitamin B12‘nin temel fonksiyonu folik
asit ile birlikte DNA sentezinde koenzim ve kofaktdr olarak goérev yapmaktir,
Ozellikle normal hematopoezin siirdiiriilmesi ve sinir sisteminin devamliligi igin
gereklidir (2, 3).

Vitamin B12 eksikligine yol agan nedenler genel olarak vejetaryan diyet,
intrensek faktor yapim azligi, pernisiydz anemi, proton pompa inhibitérii veya H2
reseptor inhibitér kullanimi1 dolayisiyla gastrik asit saliniminda azalma, H.pylori
enfeksiyonu, gastrik bypass, bakteriyel ¢ogalma, B12 vitamininin ileal emiliminin
azalmasi (ince barsak rezeksiyonu veya Crohn hastaligi), transkobalamin eksikligi
(nadir) olarak sayilabilir (4).

Vitamin B12 eksikligi hematolojik, noropsikiyatrik, gastrointestinal,
aterosklerotik olmak tizere birtakim hastaliklar ile iliskilidir (5). Vitamin B12
eksikliginde hematolojik olarak makrositer anemi, nétropeni, trombositopeni ve ciddi
eksiklik halinde hemolitik anemi ve pansitopeni de izlenebilmektedir (6). Denge
kusuru, parestezi, periferik noropati, optik noropati, fekal iiriner inkontinans, hafiza
ile ilgili problemler, depresyon veya duygudurum bozuklugu, sinirlilik, uykusuzluk,
biligsel yavaglama, unutkanlik, demans, noropsikiyatrik problemler arasinda
sayilabilir (7-9). Vitamin B12 eksikliginin gastrointestinal sistem iizerine etkileri
arasinda bulanti-kusma, istahsizlik, dispeptik yakinmalar, karin agrisi, aftoz ilserler,
atrofik glossit (Hunter dili), sarilik, ishal yer alir (10). Hiperhomosisteinemi ve
aterosklerotik siirecin baslamasinda vitamin B12 eksikliginin rolii giiniimiizde
anlasilabilmistir (5).

Calismamizda giintimiizde subklinik ve asikar vitamin B12 eksikligi olan
hastalarda notrofil lob ve segmentasyon sayiminin yapilarak eksikligin erken
doneminde hiicresel diizeyde goriilen degisikliklerin saptanmasi, tantya katkisinin
bulunmasi ve elde edinilen sonuglar araciligiyla literatiire katki saglanmasi

amaglanmustir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Vitamin B12’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Vitamin B12 niikleotid benzeri kisimda 5,6 dimetil benzimidazol, a glikozid
bagi ile D-riboza baglanmistir. Merkezi “Korin” zincir sistemi porfirinlere benzer.
Korin halkasinin i¢ kisimdaki azot atomu ile koordineli olup merkezde kobalt (Co)
atomu icerir. Bu nedenle B12 kobalamin olarak da anilmaktadir (11). Baslica 4
kobalamin tlirevi ayirt edilir ve bunlar kobalamine bagli olan ek grubun adiyla
belirlenirler: Siyanokobalamin, hidroksikobalamin, deoksiadenozilkobalamin ve
metilkobalamin (12). Siyanokobalamin ve hidroksikobalamin stabil bilesiklerdir.
Deoksiadenozilkobalamin ve metilkobalamin ise B12 vitamininin dokulardaki aktif
bilesikleridir. Hidroksikobalaminin viicutta transkobalamin ile yaptigi komplekse
kars1 antikor olugmasi nedeniyle ilag olarak genellikle kullanilmaz ve ilag¢ olarak
daha c¢ok siyanokobalamin kullanilir (12, 13). Plazmada en fazla metilkobalamin
bulunurken (%60-80) dokularda ise en yogun 5’deoksiadenozilkobalamin
bulunmaktadir (14) .

2.1.2. Vitamin B12 ’nin Emilimi ve Metabolizmasi

Vitamin B12 dogadaki diger B grubu vitaminlerden farkli olarak bitkisel
kaynakli degildir. Bakteri ve bazi kiif mantarlar tarafindan dretilir (15). Ancak bazi
bitkisel kaynakli besinlerin B12 vitaminini igerdigi gosterilmistir (16). Ornegin deniz
yosunu ve mantarlar, insanlarda inaktif olan vitamin B12 analoglar1 igerir ve bazi
tiirlerde Japon deniz yosununun (nori) veganlarda B12 vitamini eksikligini onledigi
oOne siiriilmektedir (16).

Vitamin B12 genel olarak toprak ve kontamine suda bulunur. Kolon
bakterileri tarafindan sentez edilirse de burada iiretilen B12 vitamini emilim alaninin
distalinde kalir, bu nedenle gida ile alinmasi zorunludur (17). B12 vitamininden
zengin gidalar ozellikle karaciger, bobrek, kas, yumurta, peynir, siit ve deniz iiriinleri
gibi  hayvansal besinlerdir. Diyetteki kobalaminler adenosilkobalamin ve
hidroksikobalamin seklindedir (2, 17).

Kobalamin giinliik alim {ist sinir1 erkekler ve gebe olmayan kadinlar i¢in 2.4

pg, hamile olan kadimnlar i¢in 2.8 pg, 9-18 yas arasi cocuklar iginse 1.5-2 ng
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arasindadir (18). Etten, siit ve siit {iriinlerinden, yumurtadan zengin ortalama bir bati
diyetinde 5-7 pg/giin kobalamin bulunur ve bu diizey normal kobalamin dengesi igin
yeterlidir (18). Giinde 0.5 ug’den daha az kobalamin igeren vejeteryan diyetler ile
yeterli olgiide kobalamin dengesi saglanamaz ve desteklenmelidir. B12 vitamini
toplam viicut depolar1 2 ile 5 mg arasindadir ve bunlarin yaklasik yarisi karacigerde
depolanir. B12 vitamini alim1 kesilirse, eksiklik genellikle en az bir ile iki y1l, bazen
daha uzun siire gelismez (19).

B12 vitamini kimyasal olarak karmasik bir molekiildiir. Bir dizi mekanizma
kararliligin1 ve emilimini saglar (20). Kobalamin gidalarda genellikle proteinlere
baglanan koenzim formunda (deoksiadenosiyolkobalamin ve metilkobalamin)
bulunur. Kobalaminin besindeki proteinden ayrilmasi i¢in midedeki diisik pH
degerlerinde gerceklesen sindirim gereklidir (20, 21). Kobalamin proteoliz ile agiga
cikar ve Oncelikle kobalamin baglayan bir protein olan R proteinine yiiksek afinite ile
baglanir. R proteini tikrik ile gastrik sivida bulunur. Kobalamin-R protein
kompleksleri duodenum 2. kisima gelir ve burada pankreatik proteazlar ile
kobalamin ve R proteini birbirinden ayrilir. Gastrik parietal hiicrelerden iiretilen
intrinksik faktor, R proteininden ayrilan kobalamin ile baglanir. Kararli durumdaki
intrinksik faktor kobalamin kompleksi jejenuma sonrada ileuma gelir ve burada ileal
mukozal hiicrelerin mikroviluslarindaki membran iligkili intinsik faktor-kobalamin
reseptOrlerine baglanir. Kobalamin enterositler i¢inde transkobalamin 2’ye baglanir
ve dolagima geger. Hiicre ylizeylerinde bulunan transkobalamin 2 reseptorleri
sayesinde kobalamin kolayca taninir. Serumdaki kobalaminin %75’ine baglanan
transkobalamin 1 tagimada rol oynamaz iken daha c¢ok kobalaminin kandaki
deposunu teskil eder. Ugiincii ve sayica daha az miktarda bulunan bir protein olan

transkobalamin 3 karacigerden safra yolu ile atilmasini saglar (20, 21).
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Sekil 1. B12 vitamin emilimi

Vitamin B12 emilim basamaklarz;

1. B12 vitaminin gidadan ayrilmasi,

2. Haptokorrine (R faktor) baglanma,

3. Ust sindirim sisteminde haptokorrinin pankreas enzimlerince sindirilmesi
ve intrinsik faktdre (IF) baglanma,

4. B12-IF birlesiginin ince bagirsakta villuslara baglanmasi ve B12-IF
birlesiginin endositoz ile hiicre i¢ine alinmasi,

5. Transkobalamin II’ye bagli vitamin B12’ nin portal dolasimla ana depo

bolgesi olan karacigere taginmasi.

2.1.3 Vitamin B12’nin Fizyolojik rolii

Hiicre i¢i kobalaminin %95°ten fazlas1 metil-malonil-koenzimA (KoA) mutaz
ve metionin sentetaz adli iki hiicresel enzime baglidir. Mitokondride deoksiadenozil-
kobalamin, metilmalonil-KoA igin bir kofaktérdiir. Bu enzim ile propiyonat

metabolizmasinin iiriinii olan metil-malonil-KoA, siiksinil-KoA’ya doniistiiriiliir ve
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bu form daha kolay metabolize edilir. 5-metil tetrahidrofolattaki metil grubu
metilkobalaminin yenilenmesi i¢in kullanilir ve boylece tek karbon metabolizmasini
koruyan THF’nin olusumu gergeklesir. Olusan metionin adenillenerek S-
adenozilmetionin olusur. S-adenozilmetionin 80’den fazla protein, fosfolipid,
norotransmitterler, RNA ve DNA ile ilgili hayati biyolojik tepkimelerde énemli bir
metil grubu tasiyicisidir (22).

Vitamin B12 ve folat, DNA ve RNA sentezinde kritik bir rol oynar. Bu
vitamin eksikliklerinde DNA sentezini bozulabilir. Sonugta hiicre dongiisiiniin DNA
sentez fazinda durmasina neden olabilir. DNA replikasyonundaki hatalar nedeniyle
de hiicre apopitozisi ger¢eklesebilir (20).

B12 vitamini eksikligi, folatin 5-metil-THF formunda sikigsmasina neden
olabilir (metil-THF tuzag: hipotezi) (23). Ek olarak, B12 vitamini eksikligi, tek
karbonlu bir verici olarak kullanilan S-adenozilmetionin (SAM) yapmak igin
kullanilan metioninin eksikligine yol agabilir (formate aglik hipotezi) (23). Tek
karbon metabolizmasi, DNA'nin yapr taslarimi yapmak icin gereken cesitli
reaksiyonlarda kullanilir. 10-formil THF, pirin sentezi ic¢in iki metil grubunu
bagislar (piirin halkasina dahil edilir) ve 5,10-metilen THF ise deoksiiiridin
monofosfati, deoksitimidin monofosfata doniistirmek i¢in bir metil grubu bagislar.
Deoksiiiridin trifosfat, yanliglikla deoksitimidin trifosfat yerine DNA'ya dahil
edilebilir ve normal eksizyon onarim iglemleri, mevcut deoksitimidin trifosfat
eksikliginden dolay1 hatayr diizeltebilir (23). Arizali DNA onarimimin tekrarlanan
dongiileri, DNA iplik¢iginin kirilmasina ve pargalanmasina neden olabilir. Normal
sitoplazmik olgunlagma diizenindeki sentez fazi gecikmesi, niikleer sitoplazmik
dissenkron olarak adlandirilir ve bu kemik iliginde megaloblastik degisikliklerin
temelini olusturur. Apoptotik hiicre 6liimii, etkisiz eritropoezin temelini olusturur
(23, 24).

Hematopoetik oncii hiicreler viicuttaki en hizli boliinen hiicreler arasindadir
ve dolayistyla B12 vitamini ve folat eksikliklerinin neden oldugu anormal DNA
sentezine en duyarli olan hiicre tiplerinden biridir (25). Vitamin B12’nin
hematopoezis tizerine iki major etkisi vardir;

1-Megaloblastik degisiklikler: megaloblastik degisiklikler, sitoplazmik

olgunlagma dongiisiine gore niikleer boliinme dongiisiiniin  yavaglamasindan
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kaynaklanir. Kemik iliginde bulunan ¢ekirdekli prekiirsor hiicrelerin herhangi birinde
cesitli megaloblastik degisiklikler goriilebilir. Dev metamyelositlere ve artmis
mitotik figiirlere goére olgunlasmamis veya morfolojik olarak anormal cekirdege
sahip olan prekiirsor hiicreler bunlara 6rnektir (24). Bu degisiklikler genellikle hafif
olan izole anemiye ve/veya diger sitopenilere neden olabilir. Makrositik eritrositler
ve hipersegmente notrofiller periferik kan yaymalarindaki klasik bulgulardir.
Hipersegmente notrofiller siklikla makrositozdan 6nce gelir ve makrositoz da siklikla
anemiden Once gelir (24).

2-Inefektif eritropoezis: Kemik iliginde gelisen eritropoetik oncii hiicrelerin
erken Olimi (6rn. fagositoz veya apoptoz) oldugunda etkisiz eritropoez
(intramediiller hemoliz olarak da adlandirilir) ortaya ¢ikar. Kemik iligi
hiperselliilaritesi, yiiksek serum demiri, indirekt bilirubin, laktat dehidrogenaz (LDH)
ve diislik haptoglobin de dahil olmak iizere hemoliz laboratuvar bulgular1 olabilir
ancak retikiilosit sayisi diisiiktiir (3, 26).

Noronal mekanizmalarda B12’nin biiyiik rol aldigi disiiniilmektedir (27).
Noronal lipidlerin ve miyelin basic proteini gibi néronal proteinlerin azaltilmig
metilasyonunun, bazi norolojik defisitlerde rol oynadigi varsayilmigtir. Miyelin basic
proteini, miyelinin yaklasik ticte birini olusturur ve B12 vitamini eksikligindeki
demiyelinizasyon, norolojik bulgularin ¢ogunu agiklayabilir (25).

Homosisteinin metiyonine doniisiimiiniin bozulmasi, kobalamin eksikliginde
goriilen norolojik komplikasyonlardan kismi olarak sorumludur. Bu reaksiyon
sonucu olusan metiyonin, miyelin sentezi i¢in gerekli olan kolin ve kolin igeren
fosfolipidlerin {iretimi i¢in gereklidir (27, 28). Kobalamin eksikligi folat
metabolizmasindan bagimsiz olarak da demiyelizasyona bagli sinir sistemi hasar1 ve
norolojik bulgulara neden olabilmektedir. Noronal metabolizmada SAM’1n da biiyiik
onem tasidigr disliniilmektedir. Metiyonin eksikliginin sonucu olarak S-
adenozilmetiyonin acig1i meydana gelir. SAM ayni zamanda bir metilen-THF
rediiktaz inhibitoriidiir. THF rediiktaz inhibe edilemediginden metil-THF yapimi bu
yolla da artmaktadir. SAM, miyelin ig¢inde gerekli olabilen bazi transmetilasyon
reaksiyonlarinda da yer alir. Bu durum B12 vitamini eksikliginde olusan ndropatileri

aciklamada ileri siiriilen hipotezlerden birini agiklamaktadir (27, 28).
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Kobalaminin kofaktor olarak rol aldigi bir diger reaksiyon ise metilmalonil-
KoA’nin siiksinil-KoA’ya donlisimii olup bu reaksiyonda adenozilkobalamin
kullanilir. Bakteri ve memeli sistemlerinde adenozilkobalamine bagimli tek enzim
metilmalonil-KoA mutazdir. Adenozilkobalamin bagimli metilmalonil-KoA Mutaz
mitokondriyal matrikste bulunur (29). Bu kofaktoriin yoklugunda metilmalonil-KoA

ve prekiirsorii olan propiyonil-KoA nin dokudaki diizeyleri belirgin olarak artar.

2.1.4. Vitamin B12 Eksikliginin Nedenleri

Vitamin B12 emilimi goreceli olarak karmasik bir stirectir. Emilim
basamaklarinda bozulan herhangi bir mekanizma sonucu B12 vitamini eksikligi
gelisir. Eksikligin nedenlerine bakilacak olursa bunlardan en yaygin olani, pernisiydz
anemi, otoimmiin bir durumdur. Vitamin B12 emilimine (6rnegin, bariatrik cerrahi)
miidahale eden mide veya ince bagirsagin immiin olmayan bozukluklar1 da
goriilebilmektedir. Asagidaki tabloda vitamin B12 eksikligine neden olan faktorler

Ozetlenmistir.



Tablo 1. Vitamin B12 eksikligi nedenleri
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Gastrik nedenler

Intrinsik ~ faktér (IF) eksikligi (Konjenital IF mutasyonu,

poliendokrinopatilere eslik eden pernisiy6z anemi)

pernisiy6z

anemi,

otoimmiin

Gastrektomi/bariyatrik cerrahi

H.pylori gastriti /Kronik gastrit

Atrofik gastrit

Ince Barsak hastahiklar:

Malabsorpsiyon sendromu

lleal rezeksiyon / bypass

Inflamatuar barsak hastaliklar1 ( Crohn hastalig)

Colyak hastalig disease

Bakteriyel asir1 gogalma

Kor loop sendromu

Diphyllobothrium latum

Pankreatit

Pankreatik yetmezlik

Diyet

Vejeterjan diyet, kotii sosyoekonomik kosullar, malniitrisyon

Koti kontrol edilen fenilketoniiri

Gebelik doneminde kobalamin eksikligi veya pernisiyoz anemi

ilaglar

Neomisin

Biguanidler(metformin)

Proton pompa inhibitorleri(omeprazol)

Histamin 2 receptor antagonistleri (simetidin)

Nitroz oksid (N20)

Kalitsal transkobalamin 2 eksikligi

2.1.5. Vitamin B12 Eksikliginde Goriilen Klinik ve Laboratuar Bulgular

B12 vitamini eksikligi olan bir¢cok birey, bir veya daha fazla vitamin

yetmezligine yatkinligi olan iligkili bir duruma sahiptir. Baz1 durumlarda bu kosullar

bilinebilir ancak digerlerinde ise B12 vitamini eksikligi tanis1 konulduktan sonra

geriye doniik olarak degerlendirilebilir (7). Vitamin B12 eksikligi makrositik




18

aneminin yaygin bir nedenidir ve noropsikiyatrik bozukluklarin bir spektrumunda rol
oynar. Hiperhomosisteinemi ve aterosklerozun baslamasinda vitamin B12
eksikliginin rolii ancak glintimiizde anlasilabilmistir (5). Diyet eksikliginin daha az
endise duydugu {ilkelerde, asagidakilerden bir veya daha fazlasina sahip bir hastada
vitamin B12 ve / veya folat eksikligi siiphelenebilir (30).

Agiklanamayan anemi, makrositoz (MCV>100 fL), pansitopeni veya
hipersegmente notrofiller. Agiklanamayan norolojik veya psikiyatrik belirtiler.
Uygun takviye olmadan bariatrik cerrahi, yetersiz beslenme veya kat1 vegan diyet
gibi absorpsiyonu etkileyebilecek iliskili durumlar. B12 vitamini eksikligi i¢in risk
altinda olabilecek ve test i¢in daha diisiik bir esikten faydalanabilecek diger gruplar
arasinda tiroidit veya vitiligo gibi otoimmiin rahatsizliklari olan veya kronik
metformin tedavisi alan kisiler bulunur. Vitamin B12 eksikligi bogaz agrisi,
anoreksiya veya diyare gibi mide-bagirsak belirtileri olan kisilerde diisiiniilebilir
(30).

Vitamin B12 eksikliginin hematolojik etkileri folat eksikligindekilere benzer
ve DNA sentezindeki bozulma neticesinde gelisir. Vitamin B12 eksikligine bagl
hematolojik bulgulari, folat eksikligine bagli hematolojik bulgulardan ayirmak
oldukca giictiir. Hastalarin en en sik bagvuru nedeni anemi ile ilgili semptomlardir.
Anemiye atfedilebilecek semptomlarin varligi, B12 vitamin eksikligin oranina,
eksikligin siddetine, hemoglobin diizeyine ve kisinin genel sagligina baglidir (20).
B12 vitamini veya folat eksikligi olan bir¢ok bireyde anemiye (en azindan kismen)
bagli olabilecek belirsiz veya spesifik olmayan semptomlar (6rn, yorgunluk,
sinirlilik, bilissel gerileme) vardir. Bu durum, kemik iliginde kirmizi kan hiicresi
onciillerinin hizli1 bir sekilde boéliinmesinden ve dolayisiyla bu vitaminler yetersiz
oldugunda ortaya ¢ikan niikleik asitlerin yokluguna baglidir. Anemi agir ise yahut
bireyin iskemik kalp hastalig1 altinda olmast durumunda doku hipoksisine ve organ
iskemisine (6rn. gogiis agrisi, nefes darligi) ikincil semptomlar goriilebilir. Bununla
birlikte, anemi tipik olarak B12 vitamini eksikliginde yavas yavas gelisir ve telafi
edici mekanizmalar, c¢arpinti, sersemlik ve nefes darligi gibi doku hipoksisine baglh
semptomlar1 hafifletebilir (20). Daha siddetli anemisi olan bireyler de deride
solgunluk olabilir ve hemoliz nedeniyle hafif sarilik ile kombine edildiginde, bu

durum cildin "tuhaf bir limon-sar1 rengi" olmasina neden olabilir (20).
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Tam kan sayimi yapildiginda anemiye eslik eden makrositoz var ise B12
vitamini eksikliginden siiphelenilir. Ancak, tam kan sayimi tek basina tanisal bir
tetkik olarak kabul edilmez. Eslik eden demir eksikligi anemisi, talasemi tagiyicilig
veya inflamatuvar hastaliklarin bulunmasi halinde normositer ve hatta mikrositer
degerler goriilebilir (31). Megaloblastik anemi vitamin B12 eksikliginin klasik
bulgusudur fakat yapilan ¢aligmalarda vitamin B12 eksikligi olan kisilerde, anemi ve
makrositoz bulgusunun ¢ogu kez olmadig bildirilmistir (32). Ozellikle agir
eksikliklerde, 16kosit ve trombosit sayis1 da azalmis olarak bulunabilir. Periferik kan
yaymast da tam kan saymmini destekler sekilde, makrositer oval eritrositler,
anizositoz, poikilositoz, sistositler ve gen¢ miyeloid Onciiller, ndtrofillerde
hipersegmentasyon (100 graniilositte, 1 tane 6 loblu veya > 5 tane 5 loblu nétrofil
goriilmesi) goriliir (31). Retikiilosit sayisi genellikle azalir. Laktik asit dehidrogenaz
ve indirekt bilirubin diizeylerinde artma, haptoglobinde diisme goriiliir (31). Vitamin
B12 eksikligine bagli hematolojik komplikasyonlar, vitamin verilmesi ile genellikle
tamamen diizelir (32).

Vitamin B12 eksikligi olan hastalarda gastrointestinal sistem bulgularina sik
rastlanir. GIS epiteli siirekli yenilenme potansiyeline sahiptir. Artmis DNA sentezi
nedeniyle vitamin B12 eksikligine son derece duyarlidir (27). Vitamin B12 eksikligi
glossite neden olabilir ve buna bagh dilde agn, sislik, kizariklik, tat almama, Hunter
dili (kirmizi-papillar atrofik dil) goriilebilir (21). Malabsorbsiyona neden olan
hastaliklar genellikle vitamin B12 eksikligine de yol agar. Vitamin B12 eksikliginin
norolojik komplikasyonlar1 GIS’de otonomik disfonksiyona neden olabilir ve
sonugta  motilite  bozukluklari, anoreksi, kabizlik, diyare, istahsizlik
goriilebilmektedir (27).

Noropsikiyatrik belirtiler hem vitamin B12 hem de folat eksikliginde mevcut
olabilir. Bu bulgular en sik B12 vitamini eksikligine atfedilse de, ndrobiligsel ve
diger degisiklikler folat eksikligi ile de bildirilmistir (8). Kesin mekanizma tam
olarak bilinmese de B12 vitamini eksikligindeki bu degisikliklerin sebebinin, B12
vitamininin  ndronal  miyelinasyonda  6nemli  olmasindan  kaynaklandigi
distiniilmektedir (7). Noropati tipik olarak simetriktir ve siklikla bacaklar1 kollardan
daha fazla etkiler. B12 vitamini eksikliginde klasik nérolojik bulgu,

demiyelinizasyona bagli omurilikte dorsal (posterior) ve lateral kolonlarin subakut
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kombine dejenerasyonudur (7). Norolojik belirtiler aneminin siiresi veya derinligi ile
iligkisizdir ve anemi olmadan da ortaya ¢ikabilir. Ayica ilerlemis olgularda tedaviden
etkilenmeme riski de tasimaktadir. Arka kordon tutulumu vibrasyon his kusuruna yol
acar. Yan kordon tutulumuna bagli olarak da spastisite, reflekslerde hiperaktivite ve
ekstansor plantar yanitlar goriilebilir.
Diger bulgular agsagidakilerden bir veya daha fazlasini icerebilir (7, 9).

e Depresyon veya duygudurum bozuklugu

e Sinirlilik

e Uykusuzluk

e Biligsel yavaglama

e Unutkanlik

e Demans

® Psikoz

e Optik atrofi ile iligkili olabilecek gorsel bozukluklar

e Periferik duyusal defisitler

e Siddet varsa, parapleji ve inkontinans ilerleyebilir zayiflik

e Dengesizlik

e Bozulmus titresim hissi

e Lhermitte isareti

e Ataksi veya pozitif Romberg testi

e Anormal derin tendon refleksleri

e Ekstrapiramidal isaretler (6rnegin distoni, dizartri, sertlik)

e Huzursuz bacak sendromu.

Retrospektif caligmalar, B12 vitamini seviyeleri ile zaman i¢inde biligsel
islevlerin azalmasi arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymustur, ancak nedensel bir
iliski gosterilmemistir (33). Vitamin B12 eksikligi olan hastalarda genellikle
norogoriintiileme yapilmaz, ancak diger sartlar i¢in degerlendirmenin bir parcasi
olarak yapilirsa, B12 vitamini eksikligi olan bir bireyde omuriligin manyetik
rezonans gorlintiilemesi servikal ve torakal omurilikte "ters V paterni " olarak
tanimlanan klasik degisiklikleri gosterebilir (34).

Vitamin B12 eksikligi ile birlikte nadirde olsa ciltte hiperpigmentasyon

saptanan olgular bildirilmistir (35). Pernisydz anemiyle birlikte gastrik kanser riski
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artig1 yapilan calismalarda gosterilmistir (36). Diger nadir bulgular arasinda diyare,

konstipasyon, meteorismus, bulanti, karin agrisi1 ve splenomegali sayilabilir (37).

2.1.6. Vitamin B12 Eksikliginin Tanis1

Vitamin B12 <200 pg/mL olan degerler vitamin B12 eksikligi olarak
degerlendirilir (7). Bununla birlikte klinik bulgularin goriilebildigi durumlarda
vitamin B12 degerleri normal veya alt sinirlarda bulunabilir. B12 vitamini testinin
dogruluguna iliskin endiselerden dolayi, cogu siipheli eksiklik durumunda, siklikla
ara uriin olan metilmalonik asit ve homosistein ayrica vitamin B12 aktif formu olan
holotranskobalamini 6l¢iimii kullanilabilir (38, 39).

MMA, vitamin B12 eksikligi tanisi i¢in sensitif ve spesifik bir markerdir.
MMA, BI12 vitamini eksikliginde artmistir ancak folat eksikliginde bu artis
goriilmez. Bunun nedeni, B12 vitamininin metilmalonil-KoA'nin siiksinil-KoA'ya
doniismesinde, mitokondride meydana gelen ve metilmalonil-KoA mutaz ile katalize
edilen bir kofaktor olmasidir (40). MMA ve homosistein i¢in normal araliklar
laboratuar bagimlidir; laboratuvara 6zgii ve analize 6zgii esikler kullanilmalidir.
MMA ve homosistein normal olarak goriildiiglinde B12 vitamini veya folat eksikligi
olabilir. MMA ve homosistein yiiksek saptandiginda B12 vitamini eksikligi olabilir
(folat eksikligi olasiligini ortadan kaldirmaz). MMA normal, homosistein yiiksek ise
B12 vitamini eksikligi yoktur ve folat eksikligi ile uyumludur (38, 39). Hem MMA
hem de homosistein seviyeleri serum kreatinin konsantrasyonu ile iligkili oldugu i¢in
bobrek yetmezliginde de yiiksek tespit edilebilmektedir (41).

Homosistein ve MMA ile birlikte holotranskobalamin diizeyi bakilarak da
erken donemde vitamin B12 eksikligi tespit edilebilir. Serum holotranskobalaminin,
insanlarda kobalaminin biyolojik olarak aktif fraksiyonunu temsil ettiginden ve ilk
olarak subklinik kobalamin eksikliginden tiiketilebildiginden, serum kobalamine
gore B12 eksikligi durumlarinin daha iyi bir gostergesi olabilecegi uzun siiredir
onerilmistir (42). Bununla birlikte, fizyolojik ve patolojik holotranskobalamin
varyasyonlarinin non-kobalamine bagli belirleyicilerinin heniiz tam olarak acikliga
kavusturulmamast endigesi tagimaktadir. Transkobalamin diizeylerinin karaciger
hastaligi, makrofaj aktivasyonu ve transkobalamin otoantikor jenerasyonundan

etkilendigini gosteren bazi sinirli veriler bulunmaktadir (43).
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Vitamin B12 eksikliginin etiyolojik nedenine yonelik yapilan eski bir testte
Schilling testidir. Birka¢ asamada yapilan, uygulamasi zor olan bir testtir.
Giliniimiizde tanisal amacla kullanimi1 terkedilmistir. Vitamin B12 eksikligine tanisal

yaklasim asagidaki algoritmada 6zetlenmistir.

VITAMIN B12 EKSIKLIGI

Hematolojik nérolojk ve psikiyatrik
bozukluklar
Mide veya barsak cerrahisi
Uzun sireli H2RA veya PPI
kullanmm
Kronik gastrointestinal semptomlar
65 yastan biiyik olma

|
serum B12 ve Folik asit lg « — B12 ve Folik asit degerini tekrarla
Folik Asit normal FAduisitk —  tedaviver

l

Serum B12 degeri

l l l

<100 pg/ml 100-400 pg/ml >401 pgml
- - Serum Homosistein s
VitB12 eksikligi Metilmalonik asit B12 cksikligi yok
dle
|
ikiside yiiksek ikiside normal
VitB12 eksikligi VitB12 eksikligi yok

Sekil 2. Vitamin B12 eksikligi siiphesi Olan hastalarda yaklasim (44).
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2.1.7. B12 Vitamini Eksikliginin Tedavisi

Vitamin B12 eksikligi saptanan tiim bireyler tedavi edilmelidir (21). B12
vitamini eksikligi olan Dbireylerin ¢ogu semptomlarin yavas gelismesi ile
asemptomatik olarak, tesadiifi bir laboratuvar bulgusu ile saptanir. Baz1 durumlarda
erken miidahale etmek yararlidir. Semptomatik anemisi olan veya ndrolojik,
noropsikiyatrik bulgular1 olan hastalar, gelismekte olan fetiisiin etkilenebileceginden
dolay1 gebe hastalar, gelisimleri etkilenebilecek yenidogan ve bebekler oncelikli
olarak tedavi edilmelidir (45).

B12 vitamini, siyanokobalamin formunda agirlikli olarak Amerika Birlegik
Devletleri'nde kullaniimaktadir ve hidroksokobalamin ise agirlikli olarak Avrupa'da
kullanilmaktadir; her ikisi de vitamin B12 eksikliginin tedavisinde etkilidir (46).
Farmakokinetikleri farklilik gosterir ve sonug¢ olarak, siyanokobalaminin idame
dozlar1 aylik olarak uygulanir; hidroksokobalamin ise daha az siklikta uygulanir (46).
B12 vitamini ¢esitli formiilasyonlarda mevcuttur ve kas i¢i, derin deri alt1, oral veya
dil alt1 dahil olmak itizere ¢esitli yollarla uygulanabilir (46)

Parenteral tedavi genellikle oral replasmani tolere edemeyen hastalar icin
kullanilmaktadir (6rn. pernisydz anemi, malabsorbsiyon). Yetiskinler icin tedaviye
1000 pg/giin/hafta olarak baslanir sonra bir ay 1000 pg/hafta dozunda tedaviye
devam edilir. Idame tedavisi olarak da 1000 pg/ay seklinde eksiklik nedeni
diizeltilinceye kadar veya pernisiydz anemi, total gastrektomi veya ileal rezeksiyon
gibi sebeplerde ise hayat boyu devam edilir (31). Oral replasman vitamin B12
eksikligi diisiik diyet alimina bagli olan ve oral takviyeleri alma kapasitesine sahip
olanlar i¢in yeterlidir (46). Oral tedavi 250-1000 pg/giin 1 hafta siireyle her giin,
takiben haftada 2 giin 2 hafta siireyle, sonra haftada 1 defa 1-2 hafta siireyle, en son
aylik tedavi verilir. Oral tedavi yolu segilecekse, hastanin yeterli dozu aldigindan
emin olmak ig¢in, periyodik B12 vitamini diizeylerinin 6l¢iimii yapilir. Hafif-orta
diizeyde BI12 vitamini eksikligi olan yaghlarda onerilir. Cocuklarda kullanim
kolaylig1 nedeniyle tercih edilebilir. Yiiksek dozlarda verildiginde pasif difiizyon
nedeni ile pernisiydz anemi, Imerslund-Grasbeck Sendromu gibi emilim
bozukluklarinda bile etkindir (31).
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2.2. Notrofil ile ilgili genel bilgiler

Notrofiller, dogal immiin yanitin en onemli efektdr hiicrelerinden biridir.
Insanda, nétrofiller, en fazla bulunan dogal bagisiklik hiicresidir. Periferal kanda tiim
l6kositlerin yaklasik % 60-70'ini olusturur. Hiicreler, dolasim sisteminin disindaki
enfeksiydz veya hasarli bolgelerden gelen enflamatuar isaretlere hizla yanit verir
(47). Geleneksel olarak kisa Omiirlii bir homojen popiilasyon olarak goriiliirler.
Hiicreler esas olarak fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme ile mikroorganizmalara karsi
savunmaya karsi gorevlidirler (47). Hiicreler, bu fonksiyona yardimci olan ve bir
membrana bagli NADPH oksidaz tarafindan sitotoksik proteinlere ve sitoplazmada
bulunan farkli graniillerde yer alan peptitlere kadar reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesinden olusan genis bir armamentarium igerirler (48). Son zamanlarda,
homojen bir hiicre popiilasyonuna ait olan nétrofillerin goriisiine itiraz edilmistir ve
doku onarimi, tiimér Sldiirme ve bagisiklik regiilasyonuna dahil olma gibi 6zel
fonksiyonlar sergileyen ¢esitli nétrofil fenotipleri tarif edilmistir (47). Bu hiicrelerin,
kemik iliginden kaynaklanan ayr1 paralel soylara ait olup olmadiklar1 ya da uzak
dokularda nétrofillerin  bilgilendirildigi ve boylece fenotiplerinin degistirilip
degistirilmedigi agik degildir. Ayrica, notrofil fenotipinin fenotipik olarak homojen
bir popiilasyonunda fonksiyonel heterojenite, notrofil fenotipinin karmasikligina
katkida bulunur (49).

Notrofillerde hipersegmentasyon ilk olarak 1904 ‘te Arneth tarafindan
tanimlanmistir (50). Arneth'e gore, notrofillerin segmentasyonu, hiicre olgunlagmasi
sirasinda artar. Bu nedenle, segmentlerin sayisi, hiicrenin bir yas indeksi olarak
hizmet edebilir. 100 graniilositte, 1 tane 6 loblu veya > 5 tane 5 loblu nétrofil

goriilmesi hipersegmente notrofiller olarak tanimlanmistir (51, 52).
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3. MATERYAL ve METOD

Cahsmanin Tasarimi

Prospektif calisma olarak tasarlanan bu calismanin protokolii Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastrmalar Etik Kurulu’na sunularak
10.04.2018 tarihinde (Karar numarasi: GO 18/363-13) onay alindi.

Arastirmaya Hacettepe Universitesi Hastanesi’ne Nisan 2018—Eyliil 2018
tarihleri arasinda bagvuran, B12 vitamin eksikligi saptanan erigkin hastalar ve saglikli
kontrol bireyleri dahil edildi.

Vakalarin cinsiyet, yas, vitamin B12, folik asit, homosistein, LDH,
hemoglobin, hematokrit, MCV, 16kosit, trombosit, ferritin, demir, demir baglama,
transferrin saturasyonu, antipariyetal antikor pozitifligi degerlendirildi. Periferik

yaymalarinda nétrofil lob ve segment sayimi1 yapildi.

Katilimcilar

Calismaya dahil edilme ve dislama Kriterleri asagida tanimlandigi sekildedir.

Hasta grubu icin ¢calismaya dahil edilme kriterleri

-Vitamin B12 diizeyinin Hastanemiz Biyokimya Laboratuvarinin referans
araligindan (126-400 pg/ml) diisiik (< 126 pg/ml) olmasi.
-Tan1 aninda 18 yas ve ilizerinde olmak

-Tan1 aninda vitamin B12 replasmani almiyor olmak

Hasta grubu i¢in ¢calismadan dislama Kriterleri

-Tan1 aninda 18 yasin altinda olmak

-Anti-neoplastik ilag kullaniyor olmak

-Tan1 aninda vitamin B12 replasmani aliyor olmak

-Tan1 aninda folik asit eksikligi (< 3 ng/ml) olmasi

-Tan1 aninda enfeksiyonu olmak

-Bobrek yetmezligi olmak veya > 1 gr/giin proteiniiri olmak

-Kronik karaciger hastaligi olmak
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Kontrol grubu i¢in ¢calismaya dahil edilme Kkriterleri

- Vitamin B12 diizeyi > 250 pg/ml olmak
-Tan1 aninda 18 yasin {istiinde olmak

-Anti-neoplastik ila¢ kullanmiyor olmak

Kontrol grubu i¢in cahsmadan dislanma Kkriterleri

- Vitamin B12 diizeyi <250 pg/ml olmak

-Tan1 aninda 18 yasin altinda olmak

-Anti-neoplastik ilag kullaniyor olmak

Kontrol vakalart ¢cogunlugu saglikli hastane personeli olmak tizere, poliklinik
bagvurusunda klinik endikasyonla vitamin diizeylerine bakilmis ancak eksiklik
saptanmayan saglikli géniillerden olusmaktadir.

Vitamin B12 eksikligi tespit edilen hastalarin ve kontrol grubunun yas ve
cinsiyet bilgileri, tam kan saymmi degerleri, serum demir, serum demir baglama
kapasitesi, ferritin, homosistein degerleri, antipariyetal antikor varligi hastane
elektronik kayit sisteminden ve hasta dosyalarindan elde edildi. Demir eksikligi
inflamasyon gibi bagka bir nedene baglanamayan transferrin saturasyon diisiikligii
ile tanimlandi. Hastalarin noétrofil lob sayimlari, Wright boyasi ile boyanmis periferik
kan hiicreleri iizerinde gergeklestirildi. Tez asistan1 (HO) ve danisman (YB)
tarafindan ayni anda ¢ift gozlii mikroskop kullanilarak goriintiilendi. Her bir periferik
yayma Orneginde 20 adet notrofilde lob ve segment sayilari sayildi. Ayr1 bir segment
loblar arasinda ince flament var ise sayildi. Loblar ise en az 2/3 oraninda
bogumlanmis kromatin ile ayrilmis ¢ekirdek bolgeleri olarak tanimlandi. Herhangi
bir sliphe varsa, ayr1 bir lob mevcut olarak kabul edilmedi. Niikleer boliimlerin

sayisinin belirsiz oldugu katlanmig niikleuslu hiicreler diglanda.
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] @
Sekil 3. Notrofil lob ve segment goriiniimleri. Soldaki resim 2 segment, 3 loblu

notrofil; sagdaki resim 6 segment, 6 loblu nétrofil

B12 eksikligi gruplarimin tanimlanmasi

Grup 1 (asikar B12 vitamin eksikligi olanlar): Bu gruptaki hastalar vitamin
B12 eksikligi saptanmis ve anemisi olan hastalardir. Homosistein diizeyi normal
veya yiiksek olabilir. APA pozitif veya negatif olabilir.

Grup 2 (subklinik B12 eksikligi olup, sadece homosistein yiiksek
olanlar): Bu gruptaki hastalar vitamin B12 diizeyi disiik (< 126 pg/ml), anemileri
olmayan ve homosistein diizeyi yiiksek olan hastalardir.

Grup 3 (subklinik B12 eksikligi olup sadece APA (+) olanlar): Bu
gruptaki hastalar vitamin B12 diizeyi < 126 pg/ml olan, anemileri olmayan ve sadece
anti-pariyetal antikor pozitifligi mevcut olan hastalardir.

Grup 4 (subklinik B12 eksikligi olup homosistein yiiksek ve APA (+)
olanlar): Bu gruptaki hastalar vitamin B12 diizeyi < 126 pg/ml olan, anemileri
olmayan, homosistein diizeyleri yiiksek ve anti-pariyetal antikor pozitifligi mevcut
olan hastalardir.

Grup 5 (diger): Bu gruptaki hastalar B12 diizeyi <126 pg/ml olup,
hemoglobin ve homosistein diizeyi normal ve anti-pariyetal antikor negatif olan
hastalardir.

Kontrol grubu: Vitamin B12 diizeyi > 250 pg/ml olan saglikli goniilliilerdir.
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4. ISTATIKSEL ANALIZ

Kategorik tamimlayici veriler oran olarak sunuldu ve ki-kare testi ile
karsilastirildi. Sayisal veriler ortanca veya ortalama (+standart sapma) olarak ifade
edildi ve ANOVA testi veya Student t testi ile kiyaslandi. Post-hoc analiz ile gruplar
aras1 kiyaslamalar yapildi. Maksimum lob ve segment sayilariin degisik vitamin
B12 eksiklik gruplarini belirlemedeki duyarliik ve o6zgiilliikleri ki-kare testi ile
incelendi. Vitamin B12 eksikligini belirlemek icin en uygun lob ve segment esik
degerleri ROC analizi ile belirlendi.

Tim istatistiksel analizler i¢in, Statistical Packages for the Social Sciences
versiyon 24.0 programi kullanild. Istatistiksel anlamli diizeyi p < 0.01 olarak kabul
edildi.
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Calismaya toplam 45 hasta ve 50 saglikli gonilli alindi. Degisik hasta

gruplarinin ve kontrol vakalarinin baslica demografik ve laboratuar sonuglari tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Degisik hasta gruplarinin ve kontrol vakalarin baslica demografik ve

laboratuar sonuglari

Kadin/ (e
Say1 Erkek Yas B12 Hcs + Hb BK Tr Folat
(n)
63 99 22 10 7 270 6
Grupl | 13 91/4 9
(34-81) | (59-125) | (7-196) (6-12) (9,8-10) | (159-561) | (3,6-22)
44 109 18.8 13.9 6.6 244 6
Grup2 | 12 91/3 -
(19-74) | (65-122) | (15-44) (125-16) | (5.4-8.1) | (163-362) | (3,9-9)
Grup 3 1 1/- 37 88 10 1 14 10 226 11
51 76 22 13.6 7,1 218 8
Grup 4 3 - /3 3
(49-68) | (65-88) | (17-25) (13-16) (5.8-84) | (99-299) (7-12)
46 108 11 12.5 5.8 280 7.6
Grup5 | 16 10/6 -
(19-68) | (72-121) | (3-13) (12,5-15.7) | (4,258) | (193-521) | (5-15)
13. 7. 237 7.1
Kontrol | 50 | 34/16 38,5 305 - - 36 8 3
(20-73) | (255-670) (13-16) (4,3-8,8) (150-400) (4-16)
Toplam | 95 | 63/32 - - - 13 - - - -

Numerik degerler ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir. Hcs: Homosistein, Hb: Hemoglobin, BK: Beyaz kiire,
Tr: Trombosit. Grup 1: Asikar B12 eksikligi, Grup 2: Subklinik eksiklik, sadece homosistein yiiksek, Grup 3: Subklinik
eksiklik, sadece APA pozitif, Subklinik eksiklik, homosistein yiiksek ve APA pozitif, Grup 4: Subklinik eksiklik, homosistein

yiiksek ve APA pozitif, Grup 5: Subklinik eksikligi, homosistein ve APA normal.
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Grup 1, 2, 3, 4, 5 ve kontrol grubunda sirasiyla 13, 12, 1, 3, 16 ve 50 birey

vardi. Hasta ve kontrollerin cinsiyet dagilimlar1 benzerdi. Kontrol vakalar1 daha geng

bireylerden olusmustu (hasta ortalama 49.4+16.9 yil ve kontrol ortalama 39.3 + 13

yil, p=0.05). B12 eksikligi 1, 2 ve 5. gruplarinda eslik eden demir eksikligi sirasiyla

9, 3, 7 vakada vardi. Grup 3 ve grup 4’te eslik eden demir eksiligi yoktu. Hastalarda

ve kontrol grubunda folik asit eksikligi saptanmadi. Tim gruplarda beyaz kiire

sayilar1 ve trombosit sayilarinin normal aralikta oldugu goriildii. Degisik hasta

gruplar1 ve kontrol grubuna dahil bireylerin nétrofil lob ve segment ozellikleri ise

tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Gruplara gére Notrofil lob ve segment dagilimlart

Notrofil lob Notrofil lob Notrofil Notrofil segment
Ortanca Ortalamazstandart segment Ortalamazstandart
Grup (min — maks) sapma Ortanca sapma
(min — maks)
Grup 1
nétrofiller 3,0 (2-6) 3,44 (+0,8) 2,0 (0-5) 2,18 (+1,1)
(n=260)
Grup 2
nétrofiller 3,0 (2-6) 3,3 (£0,9) 2,0 (0-5) 2,04 (+1,2)
(n=240)
Grup 3
nétrofiller 3,0 (2-5) 3,2 (£0.8) 3,0 (0-5) 2,95 (+1,1)
(n=20)
Grup 4
nétrofiller 3.0 (2-8) 33 ®1) 2,0 (0-4) 2,0(=1)
(n=60)
Grup 5
nétrofiller 3,0 (2-6) 32 (+0,8) 2,0 (0-5) 2,4 (=0,9)
(n=320)
Kontrol
notrofiller 3,0 (0-5) 28 (=0,7) 2,0 (0-5) 2,4 (=0,8)
(n=1000)

Lob ve segment degerleri ortanca (minimum-maksimum) ve ortalama (+standart sapma) olarak ifade edilmistir.
Grup 1: Asikar B12 eksikligi, Grup 2: Subklinik eksiklik, sadece homosistein yiiksek, Grup 3: Subklinik
eksiklik, sadece APA pozitif, Grup 4: Subklinik eksiklik, homosistein yiiksek ve APA pozitif, Grup 5:

Subklinik eksikligi, homosistein ve APA normal.
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Ortalama lob sayilar1 asikar B12 eksikligi (3,44 + 0,8), subklinik eksiklik
(3,3 0,9), kontrol grubu (2,8+ 0,7) sirasina gore azalirken, segment sayilari ortalama
veya ortanca degerleri boyle bir egilim gostermiyordu.

Asikar B12 eksikligi saptanan hastalarin (grup 1) toplam 260 nétrofili
degerlendirildiginde bunlarda en sik 3 loblu ve 3 segmentli nétrofil oldugu goriildii.
%10’unda 5 ve 6 loblu nétrofil saptandi yine bu ndtrofillerin segment sayisina
bakildiginda yalnizca %1,2 oraninda 5 segmentli nétrofil oldugu izlendi.

Subklinik B12 eksikligi olup sadece homosistein diizeyi yiiksek saptanan
hasta grubunun (grup 2) toplam 240 nétrofili degerlendirildiginde bunlarda en sik 3
loblu ve en sik 2 segmentli nétrofil oldugu izlendi.% 10 unda lob sayis1 5 veya 6
olarak bulundu (ortalama: 3,3 + 0,9). Segment sayisina bakildiginda %0,9 oraninda 5
segmentli notrofil oldugu izlendi.

Subklinik B12 eksikligi olup sadece anti-parietal antikor pozitifligi saptanan
hastanin (grup 3) toplam 20 nétrofili degerlendirildiginde bunlarin %10 unda lob
sayis1 5 ve %10 oraninda segment sayis1 5 oldugu goriildi.

Subklinik B12 eksikligi olup homosistein yliksek ve antipariyetal antikor
pozitif saptanan hasta grubunda (grup 4) toplam 60 nétrofil degerlendirildi. Bunlarda
en sik 3 loblu ve en sik 2 segmentli notrofil gorildi. Notrofillerin  %10°unda lob
sayist 5 ve lstli olarak belirlendi. Bu hasta grubunda 5 ve {izeri segment sayisinda
notrofil izlenmedi.

B12 degeri <126pg/ml, hemoglobin ve homosistein normal ve APA negatif
olan hasta grubunda (grup 5) toplam 320 nétrofil degerlendirildi. Bunlarda en sik 3
loblu ve 2 segmentli notrofil saptandi. Nétrofillerin %7’sinde lob sayisi 5 veya iisti
olarak sayildi. Bu hasta grubunda %0,9 oraninda 5 segment sayili nétrofil oldugu
gorildi.

Kontrol grubunda ise toplam 1000 nétrofil degerlendirildi. Bunlarda en sik 3
loblu ve 2 segmentli nétrofil sayild1 (ortalama: 2,8 + 0.7).Sadece 3 adet noétrofilde

lob sayis1 5 ve 1 adet notrofilde segment sayisi 5 olarak sayildi.
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Sum of Ortalama .
df F sig
Squares Square

Lob_sayisi Gruplar arast 128,895 5 25,779 38,940 ,000

Gruplar i¢inde 1253,852 | 1894 ,662

Total 1382,747 | 1899
Tablo 5. Lob sayilar1 agisindan gruplarin kiyaslandigt ANOVA testinin post-hoc

analizi
Asikar B12 Subklinik Subklinik Subklinik B12
z;(s’kl"' B12 eksikligi B12 eksikligi Hcs Diger Kontrol
(‘p) 8! | Hes Yiiksek | eksikligi yiiksek APA ) ®)
() APA + (p) +(p)

Asikar B12 : 0,71 0,79 0,87 002 | 0,00
eksikligi (p)
Subklinik
B12 eksikligi 0,71 : 0,98 1,00 0,62 | 0,00
Hes Yiiksek
(p)
Subklinik
B12 eksikligi 0,79 0,98 - 0,99 1,00 0,29
APA + (p)
Subklinik
Bkl 0,87 1,00 0,99 : 093 | 000
Hes yiiksek
LAPA+ (p)
Diger (p) 0,02 0,65 1,00 0,93 - 0,00
Kontrol (p) 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 -

Grupl:Asikar B12 eksikligi Grup2:Subklinik B12 eksikligi Hcs Yiiksek Grup3:Subklinik B12 eksikligi APA+
Grup4:Subklinik B12 eksikligi Hes yiiksek APA+ Grup5:Diger Grup6:Kontrol

Gruplar lob sayisi agisindan karsilagtirildiginda asikar B12 eksikligi ile

kontrol grubu arasinda (p: 0,00) istatiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii.

Subklinik B12 eksikligi saptanip sadece homosistein yiiksekligi saptanan grubun

yine sadece kontrol grubuyla arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p:0,00).
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Subklinik B12 eksikligi saptanip sadece APA(+) saptanan grupta (Grup 3) ise diger

gruplar arasinda istatiksel anlamli fark bulunmadi. Grup 3’iin kontrol grubuyla

arasinda anlamli fark olmamasinin nedeni sadece bir hasta (20 noétrofil) igermesi

olabilir. Grup 4 ve grup 5’e bakildiginda ise yine sadece kontrol grubuyla aralarinda

istatiksel anlaml1 fark oldugu goriildii (p:0,00).

Hasta ve kontrol arasinda segment farkliliklarina bakildiginda vitamin B12

eksikligini saptamada segment sayisinin > 4 olmasi en iyi sensitivite (%20) ve

ozgiilliik (%97) sahip olarak tespit edildi (p:0,005)

Tablo 6. Hasta — kontrol segment sayis1 >4

Segment > 4
Hayir Evet Total
Hasta 36 9 45
Kontrol 49 1 50
Total 85 10 95

Hasta ve kontrol arasinda lob farkliliklarima bakildiginda ise vitamin B12

eksikligini saptamada yine lob sayisinin > 4 olmasi en iyi sensitivite (%75) ve

spesifiteye (%94) sahip oldugu goriildii (p:0,00) .

Tablo 7. Hasta — kontrol lob sayis1 >4

Lob >4
Hayir Evet Total
Hasta 11 34 45
Kontrol 47 3 50
Total 58 37 95
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Sekil 4. Notrofil loblarinin B12 eksikligi saptamada 6zgiilliikk ve duyarlilig
En dogru lob esik degerini bulmak i¢cin ROC analizi yapildiginda > 4 esik
degeri en uygun duyarhilik (% 77,8) ve 1-6zgiillik (% 6) degerine sahip oldugu

goriildil.
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6. TARTISMA

Notrofiller, dogal immiin yanitin en 6nemli efektor hiicrelerinden biridir.
Insanda, nétrofiller periferal kanda tiim 18kositlerin yaklasik% 60-70'ini olusturur.
Hiicre biiyiikliigii 10-15 mikron arasinda degisir. Cekirdek/sitoplazma orani ¢ekirdek
lehinedir. Cekirdekler birbirine ince kromatin iplik¢ikleri ile baglanan 24
segmentten meydana gelir (48). Litaratiirde notrofil lob ve segment ayni anlamda
kullanilmaktadir ancak c¢alismamizda yeni bir tanimlama yapildi. Segment her iki
lobun ince bir kromatin ag ile ayrildiginda sayildi, loblar ise en az 2/3 oraninda
bogumlanmig kromatin ile ayrilmig ¢ekirdek bolgeleri olarak tanimlandi.

Periferik  kandaki nétrofillerin  hipersegmentasyonu uzun zamandir
(Arreth,1907) megaloblastik aneminin karakteristik bir ozelligi olarak kabul
edilmistir ve insanlarda deneysel olarak diyet folat eksikligi indiiklendiginde,
aneminin gelismesinden oOnce genellikle ortaya ¢ikmustir (53). Notrofil
hipersegmentasyonu, 100 graniilositte, 1 tane 6 loblu veya > 5 tane 5 loblu nétrofil
goriilmesi olarak tanimlanmistir. Notrofil hipersegmentasyonu bozulmus DNA
senteziyle ilgilidir (22). Notrofilde hipersegmentasyonun goriilebildigi baslica
durumlar; vitamin B12 eksikligi, folat eksikligi, hidroksiiire, metotreksat vb. hiicre
dongiisiinii etkileyen kemotoropatik ila¢ kullanimidir.

Vitamin B12, folik asit ile birlikte DNA sentezinde onemli bir koenzim ve
kofaktor olarak gorev yapar ve normal hematopoezin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir.
Vitamin B12 diizeyi <200 pg/ml eksiklik olarak tanimlanir (7). Bununla birlikte
klinik bulgularin goriilebildigi durumlarda vitamin B12 degerleri normal veya alt
siirlarda bulunabilir. B12 vitamini testinin dogruluguna iliskin endiselerden dolayz,
cogu siipheli eksiklik durumunda, siklikla ara iiriin olan metilmalonik asit ve
homosistein ayrica vitamin B12 aktif formu olan holotranskobalamin &lgiimii
kullanilabilir (38). Her ne kadar giinlimiizde ¢ogu klinisyen laboratuar dlglimlerini
kullansa da vitamin B12 eksikliginin saptanmasinda periferik yayma uzun yillardir
kullanilmaktadir. Laboratuar ve klinik veriler B12 eksikligi diisiindiirmediginde dahi
periferik yaymadaki hiicresel degisikler B12 eksikligine tan1 konulmasinda yardimei

olabilmektedir.



36

Hipersegmentasyonun asikar B12 eksikligi tanisindaki 6nemi tarihsel olarak
teyit edilmistir. Ancak giinimiizde B12 eksikligi ile ilgili senaryo belirgin olarak
degismistir. Artik hastalarin ¢ogu anemi ve/veya norolojik bozukluk gelismeden,
subklinik eksiklik asamasinda belirlenebilmektedir. Bu sekilde subklinik eksiklik
olan hastalarda notrofil hipersegmentasyonu ve lobasyonunun tanisal degeri
literatlirde yeterince iistiinde durulmus konular degildir. Biz bu calismada subklinik
eksiklik olan hastalarda segment sayisinin yeterince duyarli ve ayirt ettirici
olmadigimi belirledik. Buna karsilik lob sayis1 asikar eksiklik, subklinik eksiklik,
kontrol grubu sirasina dogru gittik¢e azaliyordu. 4’lin istiinde lob varliginin B12
eksikligi i¢in en uygun duyarlilik ve 6zgiilliik tagidigini saptadik.

Yapilan bir c¢alismada hipersegmentasyonun degismez bir bulgu olup
olmadigini belirlemek igin, megaloblastik anemisi olan 357 hastanin vaka kayitlarini
kemik iligi ve periferik kan yaymalari incelenmistir (53). 357 hastanin 351'inde (%
98.3), periferik yaymada, 100 hiicre basina alt1 veya daha fazla segmentte en az bir
PMN oldugu bulunmustur. Anemi siddeti ile hipersegmentasyon varligi arasinda
iliski bulunamamis ve hipersegmentasyon anemisi olmayan 15 hastanin hepsinde
saptanmistir  (53). Bizim c¢aligmamizda asikar B12 eksikligi vakalarinda
hipersegmentasyonun duyarl bir bulgu olarak saptamayisimizin nedeni bu hastalarin
cogunda eslik eden ve belki de aneminin temel nedeni olan demir eksikligi
bulunmasi olabilir.

Yasli popiilasyonunda B12 eksikliginde goriilen klinik ve laboratuar bulgular
arastiran bir ¢alismada serum vitamin B12 diizeyleri, erkek ve kadinlarda medyan
yast 77 olan, 56-84 yas araliginda 378 hastada taranmistir (54). Hastalarin toplam
26’sinda diisik B12 serum seviyeleri saptanmistir. Hastalarin diyeti gdzden
gecirilmis alim eksikligine rastlanmamistir. Calismaya katilan diisilk B12 diizeyi
olan yash hastalarda megaloblastik anemi saptanmamis, hematokrit ve MCV'sinin
normal smirlar i¢cinde oldugu goriilmiistiir. Periferik yaymalar1 incelenmis ve notrofil
segment sayimi1 yapilmistir. Hipersegmente néotrofil goriilmemis ve ortalama segment
sayimi normal sinirlarda saptanmistir (54). Bu ¢alismada hastalar bizim
calismamizdaki grup 5’te tanimlanan subklinik B12 eksikligi olup homosistein ve
APA (-) saptanan hastalara benzer 6zelliktedir. Dolayisiyla segment sayist agisindan

sonuglar bizim ¢alismamizla uyumludur. Bu ¢aligmada lob sayimiyla segment sayimi1
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es anlamli kullanilmistir. Biz lob sayisi artisini subklinik B12 eksikliginde de
belirledik.

Periferik yaymada hipersegmentasyon izlenen fakat makrositoz bulgulari
olmayan, B12 vitamini ve folat eksikligi olmayan 150 hastanin incelendigi bir
calismada hipersegmente notrofil varligi demir eksikligi anemisinde ve ayni zamanda
normositik normokromik anemide de goriilmiistiir (55). Megaloblastozda goriilen ve
notrofilin hipersegmentasyonu ile sonuglanan morfolojik degisiklikler i¢in kabul
edilen mekanizma, kobalamin veya folat eksikligiyle iliskili bozulmus DNA
senteziyle iliskilidir. Bu ¢alismada ise notrofil hipersegmentasyonunun B12 vitamini
folat eksikligi anemilerine 6zgii olmadigimi ve siklikla demir eksikliginde de
gozlendigini  gostermektedir  (55). Demir eksiligi anemisi ile  nétrofil
hipersegmentasyonunu arasindaki iligkiyi arastiran bir diger calismada ise demir
eksikligi anemisi olan 102 hasta ve 21 saglikli kontrol grubu alinmistir (56). Demir
eksikligi anemisi i¢in tlim rutin testler yapilmis, serum folat ve kobalamin diizeyleri
normal olarak Ol¢lilmiis. Hipersegmentasyon anemik hastalarin% 30.4'linde ve
kontrollerin  %9.5'inde  saptanmis (p <0.05)(56). Bu sonuglar nétrofil
hipersegmentasyonunun demir eksikligi anemisi olan hastalarda da goriilebildigini
ongormektedir. Agir demir eksikligi folat veya vitamin B12'nin hiicresel diizeyde
kullanimini bozabilir(57). Demirin notrofil DNA sentezini etkileyip etkilemedigi
kesin olarak bilinmemektedir

Giintimiizde baz1 literatiir verilerine bakildiginda her ne kadar mekanizmasi
tam olarak anlagilamasa da demir eksikliginin de hipersegmentasyona yol agabilecegi
bilinmektedir. Caligmamizda asikar B12 eksikligi olan grupta, B12 vitamin
eksikligine eslik eden es zamanli demir eksikligi de mevcuttu. Hastalarin anemisinin
B12 eksikliginden veya demir eksikliginden o&tiirii olabilecegi durumu ¢alismamizda
kisitlilik olusturdu. Bu durum hastalarin asikar B12 eksikligi degerlendirmesini de
olumsuz etkilemis olabilir. Calismamizda bazi gruplarda hasta sayisinin az olmasi
(grup 3’te 1 hasta) yine Ozellikle segment degerlendirilmesi agisindan kisitlilik

olusturmustur.
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7. SONUC VE ONERILER

Calismamizda toplam 45 hasta ve 50 saglikli goniilliiniin periferik yaymalari
incelendi. Asikar B12 cksikligi olan hastalarin en fazla lobasyon oranina sahip
oldugu goriildii ve bu oran subklinik B12 eksikligi, kontrol grubuna dogru gittikce
azaliyordu. Segmente bakildiginda ise en fazla segment oranina subklinik B12
eksikligi saptanan homosistein yiiksek APA + olan grupta saptandi. Segment
sayiminda lobasyon da oldugu gibi asikar B12 eksikliginden baslayarak subklinik
B12 eksik gruplar ve kontrol grubu sirasiyla eslik eden benzer korelasyon izlenmedi.
Ustelik segment sayis1 kullanilmas1 B12 eksikligi tanis1 icin diisiik duyarlilik (%20)
diizeyi gosteriyordu. 4 lob esik deger kabul edildiginde, bunun iistiinde lob sayisi
varliginin B12 eksikligi saptamada en uygun duyarlilik (%75) ve ozgiilliige (%94)
haiz oldugu belirlendi.

Vitamin B12 eksikligi arastirilirken hastanin klinik degerlendirilmesi ve
laboratuar testleri ile birlikte periferik yayma incelemesinin de yapilmasi klinisyene
fayda saglayacaktir. Gliniimiizde subklinik dénemde vitamin B12 eksikliginin ¢ok
stk teshis edilmesi nedeniyle hipersegmentasyon ve hiperlobasyona yeni tanim
getirilmesi gerekmektedir. Literatiir incelendiginde vitamin B12 eksikliginde nétrofil
lobasyon ve segmentasyondaki degisimlerin giincel olarak iizerinde durulmadigi
goriildii. Subklinik donemdeki hastalarda notrofil segment ve lob degisimlerinin

izlenmesi agisindan prospektif daha genis ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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