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OZET

Amac: B12 vitamini, viicutta 6nemli fonksiyonlar tistlenmektedir. Eksikliginde pek cok hematolojik ve
ndrolojik bozukluklar ile kendini gosterebilmektedir. Erken dénemde tedaviye baslanmadidinda ise bu
norolojik bozukluklar kalici olabilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda eksiklik basladiktan sonra bile
total B12 vitamini diizeyinin referans araliklarda seyrettigi goriilmustiir. Bununla birlikte literatiirde, B12
vitamininin aktif formu olan holotranskobalaminin daha erken dénemde eksiklik tanisi konulmasinda
faydal olabilecegdine dair yaynlar bildirilmektedir. Biz de calismamizda total B12 vitamini diizeyleri 100-
300 ng/L aralidinda olan hastalarda holotranskobalamin diizeylerini belirleyerek aralarindaki iliskiyi
ortaya koymay1 amacladik.

Materyal ve Metot: Hastalar (n: 449) B12 vitamini diizeylerine goére iki gruba ayrildi: grup 1 (<189
ng/L); grup 2 (>189ng/L). Vitamin eksikligini belirlemede total B12 vitamini icin 189 ng/L diizeyi,
holotranskobalamin icin ise 25,1 pmol/L diizeyi kesim degderi olarak kabul edildi. Her iki test
Kemiliiminesan Mikropartikiil immiinassay (CMIA) ydntemi ile cahsildi. Vitamin diizeyleri arasindaki iliski
Pearson korelasyon analizi yontemi kullanilarak degerlendirildi.

Sonuclar: Gruplarimizda B12 vitamini ile holotranskobalamin arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulundu (sirasiyla r=0,491, p<0.001 ve r=0,271, p<0.001). Ancak total B12 vitamini
diizeyleri yiikseldikge iliskinin giictiiniin azaldidi, ozellikle vitamin diizeylerinin referans aralikta oldugu
ikinci grupta % 31,4 oraninda holotranskobalamin diistikliigii saptandi.

Tartisma: B12 vitamini eksiklidi tanisinda total B12 vitamini Slciimiiniin tek basina yeterli olmadidi
bircok calismada gosterilmistir, Ozellikle 100-300 ng/L arasindaki total B12 vitamini diizeylerinde
holotranskobalamin 6l¢iimii ile desteklenmesinin erken donemde tani koyma giiciinii arttirabilecegi ve
erken tedavi ile klinik bulgularin 6niine gecilebilecegi diistuiniilmektedir.
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ABSTRACT

Objective: Vitamin B12 has important functions in the body. Its deficiency results in hematological and
neurological impairments. Unless the deficiency status treated on early stage this neurological
degenerations become permanent. Some studies have shown that the vitamin B12 levels persist
between reference ranges, even the deficiency occurs. In addition holotranscobalamin that is the active
form of vitamin B12 has been shown that can lead to early diagnosis. We aimed to reveal the relation
between them within the 100-300ng/L of total vitamin B12 levels by evaluating the holotranscobalamin.

Material and Method: Patients (n:449) were divided into two groups according to their levels of
vitamin B12 levels: group 1 (<189 ng/L); group 2 (>189ng/L). We used cut-off values 189 ng/mL for
vitamin B12 and 25,1 pmol/L for holotranscobalamin as deficiency indicators. Both analytes were
measured by Chemiluminesans Microparticule Immunassay (CMIA) method. The relation between two
vitamins was evaluated by Pearson corelation analysis method.

Results: There was a positive statistically significant correlation between vitamin B12 and
holotranscobalamin in our groups. (r=0,491, p<0.001 and r=0,271, p<0.001, respectively). By the way
it seems the relation power decreased while total vitamin B12 levels increased, especially in second
group that in reference ranges Holotranscobalamin levels were below cut-off value in 31,4% patients.

Discussion: Its shown that total vitamin B12 measurement isn't enough to diagnose deficiency,
esspecially in 100-300ng/L levels holotranscobalamin can assist for early diagnosis and lead to early
treatment that protect clinical impairments.

Key words: Vitamin B12, holotranscobalamin, neurological disorder
GIRIS Dolasim sisteminde HTC, ilgili reseptorlere

sahip hiicreler tarafindan pinositozla hiicre

Siyanokobalamin olarak da bilinen B12
icine alinir.

vitamini suda c¢oOzinen ve vicutta 6nemli

fonksiyonlar tistlenmis bir vitamindir. Viicutta
temel olarak iki 6nemli reaksiyonda gorev
almaktadir: metilmalonilkoA mutaz reaksi-
yonu ile bazi aminoasitlerin katabolizmasi ile
tek karbonlu yag asitlerinin oksidasyonunda
rol alirken, homosistein metil transferaz
reaksiyonu ile de N>-metil tetrahidrofolattaki
metil grubunu kendi iizerine alip homosis-
teine aktararak metiyonine doénusimiinii
saglar (1).

Gidalardaki B12 vitamini mide asidinin etKki-
siyle midede serbestlesir ve adizdan salgila-
nan bir tiikriik proteini olan R proteinine
baglanir. Duodenuma gecen B12 vitamini-R
proteini kompleksi pankreatik enzimlerin
etkisiyle ayrilir, serbestlesen B12 vitamini
midedeki paryetal hiicrelerden sentezlenen
intrinsik Faktore (IF) bagdlanir. B12 vitamini-
IF kompleksi, ileum son boliim mukozasin-
daki reseptorlere baglanarak endositozla
hiicre icine alinir. Mukozal hiicrelerde B12
vitamini, IF'den ayrilarak Transkobalaminll
(Tcll) denilen tasiyict proteine baglanir.
Olusan bu komplekse Holotranskobalamin
(HTC) adi verilir. HTC, dnce plazmaya ardin-
dan da portal sistemle karacigere gecer (2).
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Barsaklardan emiliminin bozulmasi, IF ek-
sikligi ya da inaktif IF sentezi, otoimmin
hastaliklar, yenidoganlardaki metabolik has-
taliklar ve oOzellikle vejeteryanlarda olmak
uzere diyetteki yetersiz alim B12 vitamini
eksikligine neden olmaktadir (2). Bu vitamin
eksikligi, eritrosit sentezinde DNA/RNA ora-
nint bozarak megaloblastik anemiye yol
acmasi yaninda bircok olgunlasmamis hiic-
renin kemik iliginde apopitozise ugramasi
sonucu ineffektif eritropoez gelisimine de
neden olur. Ayrica aminoasit katabolizmasi
ve yag asidi oksidasyonundaki bozulmaya
badh olarak noérolojik bozukluklar ortaya
citkmaktadir (subakut kombine spinal kord
dejenerasyonu). Norolojik bozukluKlar, erken
tedaviye baslanilmadiqi taktirde kalici hale
gelebilmektedir. Bu nedenle B12 vitamini
eksikliginin erken dénemde tespiti norolojik
sekellerin Onlenmesinde hayati O6nem arz
etmektedir (1).

Dolasim sisteminde B12 vitamininin, %80'i
haptokorrin, %?20’si ise transkobalamine
bagdli olarak tasinir. Ancak haptokorrine bagh
olanlar1 taniyacak reseptdrler sadece akci-
derde oldugundan asil B12 vitamininin hitic-
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relere aktarilmasini saglayan tiim dokularda
reseptorleri bulunan HTCdir (3-5). HTC ve
total B12 vitamin diizeyleri hiicreler i¢cin mev-
cut B12 vitamini miktarint gdstermekle
beraber, B12 vitamini eksikliginde kan metil-
malonikasit (MMA) ile homosistein diizeyleri
de Kkullanilmaktadir. Kan B12 vitamini veya
HTC diizeyleri duistigiinde, MMA ve homo-
sistein diizeyleri yiikselmektedir. Homosis-
tein diizeyi, folat eksikliginde de yiiksele-
bildigi icin B12 vitamini eksiklidinde MMA
altin standart olarak onerilmektedir (6).

Yapilan bircok calisma, B12 vitamin eksikligi
tanisimi koymada total B12 vitamini Olcu-
miiniin yetersiz oldugunu ortaya koymustur
(7). B12 vitamini eksikligi durumunda kan-
daki seviyenin dengede tutulabilmesinden
dolayi, total B12 vitamini duzeyleri referans
araliklarda oOlciilebilmektedir. Bu araliktaki
Kisilerde HTC diizeyleri, eksikligin gosteril-
mesinde yol gosterici olabilmektedir (8-10).
Bu nedenle, eksikligin erken donemde belir-
lenebilmesi icin HTC dlgumu 6nerilmektedir.

Snow’un yaptidi calismada, total B12 vitamini
icin 100 ng/L altindaki degerlerin klinik bul-
gularla iliskili oldugu, 300 ng/L ustiundeki
degerlerin ise Klinik bulgularla iliskisi olma-
dig1 ve 100-300 ng/L arasindaki degderlerde
ise ileri arastirma gerektigi ifade edilmistir
(11). B12 vitamini eksiklidi tanisinda 6nerilen
homosistein ve MMA'nin bobrek yetmezli-
dinde de yiikselebilmesi, ayrica homosiste-
inin folat eksikliginde artmasi ve MMA'nin ise
daha pahali olmasi nedeniyle HTC Kulla-
nilabilir bir belirte¢ olarak karsimiza cik-
maktadir (12).

Biz de bu amacla, calismamizda total B12
vitamini dizeyleri 100-300 ng/L arasinda
olan hastalarda HTC duzeylerinin total B12
vitamini ile iliskisini ortaya koymayr amac-
ladik.

GEREC VE YONTEMLER

Bu calismaya 1 EKim-31 Aralik 2015 tarihleri
arasinda Rize Recep Tayyip Erdogan Univer-
sitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokim-
ya Laboratuvari'na total B12 vitamini analizi
icin gonderilen Orneklerden 100-300 ng/L

arasinda total B12 vitamini diizeylerine sahip
30-50 yas arahdinda 449 oOrnek alindi.
1500xg de 10 dakika satrifiij edilmis olan
ornekler ayrilarak HTC calisincaya kadar -20
C”de saklandi. Hemoliz, lipemi ve ikter
indeksi pozitif olan 6rnekler calismaya dahil
edilmedi.

Total B12 vitamini olciimii Architect i2000 SR
otoanalizoriinde (Abbott, Almanya) Kemi-
liminesan Mikropartikiil immijnassay (CMIA)
yontemi ile calisildi. Performans degerlen-
dirmelerinde 195 ile 751 ng/L degerleri icin
calisma ici %CV'leri sirasiyla 3,7-8,6 ve total
%CV’leri 5,3-9,5 idi.

HTC oOlcimii Architect i2000 SR otoana-
lizoriinde (Abbott, Almanya) CMIA yontemi ile
calisildi. Performans degerlendirmelerinde
15,4 ile 113,7 pmol/L degerleri icin calisma
ici %CV'leri 1,6-4,4 ve total %CV’leri 3,3-5,8
arasinda degismekteydi. Olciim s (LOQ)
5 pmol/L, saptama smir1 (LOD) 1,90 pmol/L
olarak belirtilmekteydi.

Sonucglar SPSS 16.0 ve MedCalc 13.1.0
programlart  kullanilarak  degerlendirildi.
Verilerin dagilimlan gorsel grafikler ve uygun
istatistiksel yontemler kullanilarak (Kolmo-
gorovSmirnov) degerlendirildi. Vitamin B12
eksikliginin belirlenmesinde kit ureticisi
tarafindan belirtilen total B12 vitamini icin
189 ng/L, HTC icin ise 25,1 pmol/L kesim
degerleri kabul edildi. Total B12 vitamini
dizeylerine gore Ornekler iki ayr1 grupta
kategorize edilerek HTC ile iligkileri ince-
lendi: Grup 1 <189 ng/LL (n: 113), grup 2
>189 ng/L (n:336).

Gruplar normal dagdildidi icin Pearson kore-
lasyon analizi yapilarak aralarinda istatistik-
sel olarak anlaml bir iliskinin olup olma-
didina, varsa iliskinin giiciiniin hangi diizey-
de olduguna bakildi. Tim istatistiksel
analizlerde anlamlilik diizeyi olarak p< 0,05
kabul edildi.

SONUCLAR

Calismamiza 230'u kadin, 219'u erkek olmak
uzere toplam 449 Kisi alindi. Ortalama yaslari
42,8+6,4 (E=43,4%+6,1; K=42,3+6,6) olup
cinsiyet ve yas acisindan gruplar arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=0.,499; p=0,303 sirasiyla).

Birinci grupta (n=113) 61 kadin ve 52 erkek
vardi. Ortalama yaslari1 42,2+6,7 (E=44,1*6;
K=40,7%£6,9) idi. Total B12 vitamini orta-
lama=SS degerleri birinci grupta 15824
ng/L iken HTC ortalama+SS degerleri
23,3+13 pmol/L idi. ikinci grupta ise
(n=336) 169 kadin ve 167 erkek vardi.
Ortalama yaslan 43+6,2 (E= 43,1+6,1;
K=42,8+6,4) idi. Total B12 vitamini ortala-
ma=SS degerleri ikinci grupta 245+*32,2
ng/L ve HTC ortalama=SS degerleri diizeyleri
32,9+13,8 pmol/L idi.

Vitamin B12 ve HTC arasindaki iligkinin
diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Pearson
korelasyon analizinde birinci ve ikinci grupta
B12 vitamini ve HTC arasinda istatistiksel
olarak anlamh (p<0.001), pozitif yoOnde
korelasyon saptandi (sirasiyyla r=0,491;
r=0,277) (Sekil 1,2).

HTC (pmol/L)

T T T T T T T
a0.0 100.0 1z0.0 140.0 180.0 180.0 200.0

B12 vitamini (ng/TL)

SekKil 1. Birinci Grup HTC-tB12 vitamini Korelasyonu

100.0
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Sekil 2. ikinci Grupta HTC-tB12 vitamini Korelasyonu
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ilk grupta 68 ornekte (% 60,2), ikincisinde
ise 105 Ornekte (%31,4) HTC diizeylerinin
kesim degderinin (<25,1 pmol/L) altinda
oldugu goriildii.

TARTISMA

B12 vitamini korin halka sistemine sahip,
yapisinda Kobalt iyonu bulunan tek vitamin-
dir. Eksikliginde halsizlik, ndrolojik dejene-
rasyona bagh elde ayakta uyusmalar, pares-
tezi, vibrasyon, pozisyon duyularinn kaybi ve
hematolojik  bozukluklar  gorulmektedir.
Erken donemde eksiklik tedavi edilmedi-
dinde, norolojik bulgular kalict olabilmekte-
dir. Bu nedenle de eksikligin erken donemde
tespiti 6nemli bir yer tutmaktadir. Biz de
total B12 vitamini duzeyleri 100-300 ng/L
arasinda olan Orneklerde, HTC duzeylerini
Olcerek tespit edilemeyen eksiklik oranini
ortaya koymayi amacladik.

iki grup arasinda total B12 vitamini diizeyleri
ile HTC duzeyleri arasinda en iyi uyumun
birinci grupta oldugu gorildii. Bununla
beraber total B12 vitamini diizeyi arttikca
aradaki iliskinin zayiflamaya basladigi tespit
edildi. Bu sonuclar, B12 vitamini eksikliginin
derinlesmeye basladiqi birinci grupta total
B12 vitamini ile HTCnin eksiklik tanisini
koymada daha uyumlu sonuclar ortaya koy-
dugunu (% 60,2) ancak ikinci grup Ornek-
lerde HTC duzeylerine gore % 31,4 gibi
yuksek bir oranda eksiklik olmasina ragmen
total B12 vitamini duzeylerinin referans
araliklar iginde oldugunu gosterdi. Tim
hasta grubu g6z 6ntine alindiginda ise B12
vitamini dizeyine gore 113 Ornek eksiklik
tanis1 almasina ragmen bu say1, HTC icin 175
olarak gézlendi (Sekil 3). Orneklerin alinma-
s1, ayrilmasi ve saklanmasi gibi basamaklarin
iki grupta da standart sekilde uygulanmis
olmasi sonuclarin preanalitik hatalardan
etkilenmemesini sagladi. Ayrica her iki analit
ayni yontemle ayni cihazda calisilarak olasi
negatif etkiler en aza indirilmeye calisildi.

Hvas ve arkadasinin HTC kesim degeri 50
pmol/L olarak kabul edilerek 143 hastada
yapmis olduklar1 ¢calismada, total B12 vita-
mini diizeylerinin referans aralikk ve altinda
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oldugu degerlerde, HTCnin daha yuksek
ozqiillik ve duyarlilida sahip oldugunu ortaya
Koymuslardir (13). Yine Miller ve arkadas-
larmin yaptiklan calismada,B12 vitamini ile
HTC'nin benzer tani koyma performansina
sahip olduklari bildirilmistir (14). Schwarz ve
arkadaslarinin HTC kesim degeri 35 pmol/L
olarak kabul edilerek bir ofiste calisan 77 Kisi
uzerinde yaptiklart calismada ise CLIA'nin
belirledigi total B12 vitamini kesim degderinin
(211 ng/L) yeterli olmadigi, 300 ng/L'nin
uzerinde olmasi gerektigi sonucuna varmis-
lardir (15). Bizim elde ettigimiz sonuclar, bu
ve daha baska calismalardan elde edilen
sonuglari destekler niteliktedir (13;14;16-20).
Yapilan calismalarda kabul edilen kesim
degerleri degiskenlik gostermektedir. Bu
Konuda Aparicio-Ugarriza ve arkadaslarinin
kaleme aldidi ve 69 makaleyi dederlendirdik-
leri calismada, kesim degeri belirleme nok-
tasinda olusmus bir fikir birliginin olmadigi
ve secilen kesim degerlerine gore de B12
vitamini eksiklidi oraninin degisebildigdi ifade
edilmistir (21).

Calismamizda HTC kesim degeri 25,1 pmol/L
ve total B12 vitamini kesim degeri 189 ng/L
kabul edilmisti. Ozellikle total B12 vitamini
diizeylerinin referans aralikta yer aldidi ikinci
grup oOrneklerin% 31,4’linde HTC'nin diisiik
olmasi, total B12 vitamininin eksiklik basla-
diktan sonra kandaki seviyelerinin hemen
diismeyebildigini ve eksiklik tan1 ve tedavisi-
nin gecikmesine neden olabilecegini diisiin-
dirmustur. HTC'nin ise aktif vitamin diizeyini
gosterdigi g6z Oniine alinirsa, erken dénem
B12 vitamini eksikligi tanisini koymada bu
araliktaki hastalarda daha degerli olabilecegdi
disuntilmektedir.

Calismamizin en biyiik kisithlidi, gruplari
dederlendirirken altin standart tani belirtec-
lerinin  kullanilamayisiydi. Ancak yeteri
buliyuklukte bir 6rneklemde, Ozellikle sorun
yasanan bu araliktaki hastalarda, yaptigimiz
calismanin ileride yapilacak calismalara 1sik
tutacadi kanisindayiz. Ayrica, bunlarla bera-
ber MMA ve homosistein diizeylerinin de
Olcuilecegi ileri calismalara ihtiyac duyul-
maktadir.

Sonug olarak B12 vitamini eksikligi tanisinda
total B12 vitamini Ol¢limiinin tek basina
yeterli olmadi@i daha Onceki calismalarda
gosterilmistir, 6zellikle 100-300 ng/L arasin-
daki total B12 vitamini diizeylerinde holot-
ranskobalamin o6lciimii ile desteklenmesinin
erken donemde tani koyma guiciinu arttira-
bilecedi ve erken tedavi ile Klinik bulgularin
oniine gecilebilecegi diisuntilmektedir.
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