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OZET

Amac: Total vitamin B12 eksikligi olan hastalarda; holotranskobalamin (holoTC) diizeylerini analiz
ederek total vitamin B12 ve holoTC dl¢iim sonuglari arasindaki uyumu degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: Serum total vitamin B12 diizeyi diisuk ¢ikan hasta numunelerinden (n=98) rastgele
secilen serum oOrneklerinde holoTC diizeyi, Architect 2000i analizoriinde kemilliminesan mikropartikuil
immiinoassay yontemiyle analiz edildi. HoloTC eksiklidi icin <47 pg/mL (<35 pmol/L) cut-off deger
olarak tanimlandi. HoloTC diizeyi bu degerin altinda olanlar total vitamin B12 diizeyiyle uyumlu, bu
degerin lstiinde olanlar ise uyumsuz olarak degerlendirildi.

Bulgular: Serum total vitamin B12 ve holoTC icin ortalama * standart sapma sirasiyla 147 * 29 ve
39.29 = 18.60 pg/mL olarak tespit edildi. HoloTC ve total vitamin B12 dizeyleri arasinda anlaml zayif
bir korelasyon goézlendi (r =0.249, p=0.013). Regresyon denklemi; holoTC = 15.91 + 0.158 total
vitamin B12 seklinde belirlendi. Total vitamin B12 diizeyi diisiik olan 98 hastanin %26'sinin holoTC
diizeyi yeterliydi.

Sonuc: HoloTC'nin, hastanin Klinidi dogrultusunda total B12 yerine kullanimi veya refleks test olarak
rutine dahil edilmesi hastalarin tani ve takibinde yararl olabilir.

Anahtar sozciikler: Holotranskobalamin; vitamin B12; vitamin B12 eksikligi

ABSTRACT

Objective: To evaluate the consistency between total vitamin B12 and holotranscobalamin (holoTC)
measurement results by analyzing holoTC levels in patients with total vitamin B12 deficiency.

Didem Barlak Keti : https://orcid.org/0000-0002-1405-6297 Yazisma adresi: Didem Barlak Keti
Sabahattin Muhtaroglu : https:/ /orcid.org/0000-0002-5644-2620 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi

Biyokimya, Kayseri, Tiirkiye
E-mail: dbarlakketi@erciyes.edu.tr

Turk Klinik Biyokimya Derg 2021; 19(3) 193




Keti Barlak D. veMuhtaroglu S.

Material and Methods: HoloTC level was analyzed by chemiluminescent microparticle immunoassay
method in randomly selected serum samples from patient samples (n=98) whose serum total vitamin
B12 level was low. <47 pg/mL (<35 pmol/L) was defined as the cut-off value for active B12 deficiency.
Those with holoTC levels below this value were considered consistent with the total B12 levels, and
those above this value were considered as inconsistent.

Results: The mean = standard deviation for serum total vitamin B12 and a holoTC was 147 * 29 and
39.29 * 18.60 pg/mL, respectively. A weak and significant correlation was observed between holoTC
and total vitamin B12 levels (r =0.249, p=0.013). The regression equation was determined as holoTC =
15.91 + 0.158 total vitamin B12. HoloTC level was sufficient in 26% of 98 patients with low total vitamin
B12 levels.

Conclusion: The use of holoTC instead of total vitamin B12 according to the patient's clinic data or the
inclusion of holoTC as a reflex test in the routine may be useful in the diagnosis and follow-up of

patients.
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GIRIS

Vitamin B12, metabolizmada metiyonin
sentaz ve metil malonil-koenzim A mutazin
kofaktorudur (1). Emilim sonrasi dolasima
katilan vitamin B12'nin yaklasik %80'i
haptokorrine, %10-30'u da transkobalamine
bagdlanir. Yalnizca transkobalamine bagh
form holotranskobalamin (holoTC), aktif B12)
biyolojik olarak aktiftir. Total vitamin B12
diizeyi, hem aktif hem de aktif olmayan
(holohaptokorrin) formun toplamimi yansitir
(2). Total vitamin B12 analizinde en 6nemli
sinirlamalardan biri, Olculen Kkobalaminin
cogunu, haptokorrine bagh formun olustur-
masidir. Dolayisiyla total vitamin B12 seviye-
lerindeki dustikliik her zaman gercek vitamin
B12 eksikligini yansitmayabilir ve klinik ile
uyumsuz vakalarla karsilasilabilir. Ozellikle
haptokorrin konsantrasyonunu artiran veya
azaltan durumlar (gebelik, postmenopozal
hormon replasman tedavisi, malignite,
karaciger hastaliklari) total vitamin B12
diizeylerinde dedisiklige neden olabilir (3).

Holohaptokorrin ile karsilastirildiginda
holoTC, daha kisa yarilanma omriine sahip-
tir, dolayisiyla holoTC'nin, kobalamin yeter-
sizliginin en erken gostergelerinden biri
oldugu belirtilmektedir (4). HoloTC'yi 6lgmek
icin guvenilir yontemler kullanima sunulmus
olup (5), 6zellikle total vitamin B12 duzeyi gri
zonda 200-350 pg/mL (148-258 pmol/L)
olan hastalarda kullanimi 6n plana ciknustir
(6). Ancak, Klinikle uyumsuz dusuk total B12
degeri olan hastalarla da karsilasiimaktadir.

Bu hastalarda holoTC ol¢iimu Klinikle uyum-
suz sonuclarin yorumlanmasina katki sagdla-
yabilir. Dolayisiyla, bu calismanin amaci,
total vitamin B12 eksikligi olan hastalarda;
holoTC diizeylerini Olcerek, total vitamin B12
ve holoTC diizeyleri arasindaki uyumu
degerlendirmek ve tutarsizliga neden olabile-
cek olasi faktorleri gbzden gecirmektir.

GEREC VE YONTEM

Kesitsel olarak planlanan bu calisma, Mart
2017'de Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi'ne basvuran ve total vitamin B12
diizeyi dusuk cikan hastalardan rastgele
secilen 19-80 yas arast (51 kadin ve 47
erkek) toplam 98 hastay1 kapsadi.

Yaklasik bir aylik siire boyunca total vitamin
B12 istemi yapilan ve total vitamin B12
eksikligi icin belirlenen cut-off degerin
altinda olan 98 hastanin serum Ornegi
ayrilarak holoTC olcumu icin -20° Cde
yaklasik 1 ay muhafaza edildi.

Karaciger yetmezligi olan, glomeriiler filtras-
yon hizi (GFR)<30 mlL/giin ve 18 yasindan
Kiiciik hastalar calismaya dahil edilmedi.
Hastalarin yas, cinsiyet, ila¢ kullanimi, otoim-
miin hastalik, malignite, folik asit eksikligi,
vitamin B12 Kkullanimi, Kkronik bobrek
yetmezlidi ve gebelik durumu gibi Kklinik
bilgilerine hastane kayitlarindan ulasildi.

Total vitamin B12 eksikligi icin cut-off deger
200 pg/mL (148 pmol/L) (7), holoTC eksikligi
icin <47 pg/mL (<35 pmol/L) olarak tanim-
land1 (8,9).
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Buna gore, vitamin B12 statusiti, her iki
oOlcumle dusuk cikanlar uyumlu ve holoTC
dizeyi yeterli olup (=35 pmol/L) total
vitamin B12 eksikligi olanlar uyumsuz olarak
degerlendirildi ve % orani hesaplandi.

Total vitamin B12 icin inter-assay %CV
degerleri, iki seviye i¢c kalite Kkontrol
materyalinin birbirini takip eden gunlerde
(n=20) analiz edilen degerleri Kkullanilarak
hesaplandi. 1.seviye ve 2. seviye icin sirasiyla
%6.8 ve %4.6 olarak belirlendi. HoloTC igin
inter-assay %CV dederleri %7.8 ve %6.3 idi.

Serum total vitamin B12 duzeyi, Cobas 8000
immunoassay analizoriinde (Roche,
Mannheim, Almanya) elektrokemiliiminesans
yontemle (ECLIA), holoTC seviyesi Architect

2000i analizoriinde (Abbott, ABD)
kemiluminesans mikropartikiil enzim
immunoassay yontemiyle olciildu.
istatistiksel analiz

Siirekli verilerin normallik analizleri igin

Shapiro-Wilk testi kullanildi. Tanimlayic ista-
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tistiksel veriler; ortalama = standart sapma,
kategorik degiskenler, n (%) seklinde goste-
rildi. Kategorik degdiskenlerin analizinde Kki-
kare testi kullamildi. iki &lciim  sonucu
arasindaki iliski Pearson korelasyon analiziyle
degerlendirildi. Istatistikler icin IBM SPSS
Statistics 22’den yararlanildi. Dogrusal
regresyon denklemi MedCalc programi ile
hesaplandi. P degeri <0.05 degderi istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin yas, cinsiyet Ozellikleri ile total
vitamin B12 ve holoTC duizeyleri Tablo 1'de
gosterildi. Total vitamin B12 dizeyleri ile
holoTC arasinda istatistiksel olarak anlamli,
zaylf bir korelasyon gozlendi (r 0.250,
p=0.013). Dogrusal regresyon denklemi:
holoTC = 15.91 + 0.158 total vitamin B12
seklinde tespit edildi (Sekil 1-A). Kadinlarda
istatistiksel olarak zayif bir korelasyon goz-
lenmesine ragmen, erkeklerde Kkorelasyon
tespit edilmedi (Sekil 1-B ve 1-C).
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Sekil 1. Serum total vitamin B12 and holoTC arasinda korelasyon
A-Tiim hastalar B- Bayan hastalar, p=0.024, r=0.316; C- Erkek hastalar, p=0.219, r=0.183),

Figure 1. Correlation between serum total vitamin B12 and holoTC
A-All of patients; B- Female patients p=0.024, r=0.316; C- Male patients p=0.219, r=0.183

Turk Klinik Biyokimya Derg 2021; 19(3)

195




Keti Barlak D. veMuhtaroglu S.

iki o6lgiimiin uyumsuz oldugu hastalarin
%40 m1 (n=10) erkekler, %6011 (n=15)
Kkadinlar olustururken, uyumlu sonuglar1 olan
hastalarin %49'unun erkek (n=36), %51’inin
kadin (n=37) oldugu tespit edildi. Total
vitamin B12 ve holoTC 6l¢iim sonuclari uyumlu
ve uyumsuz olan hastalar arasinda cinsiyet
acisindan farkhlik goriilmedi (p=0.270).

Diisiik serum total vitamin B12 diizeyine
sahip olan 98 hastanin, % 74'Uiniin holoTC
diizeyi de dusuktii. 25 hastanin (%26) total
B12 degeri dusiik olmasina ragmen holoTC
sonucu yeterli duzeydeydi (Tablo 2).

Hem total vitamin B12 hem de holotransko-
balamin diizeyleri diisik olan hastalarin
tamaminin GFR degeri>60 mL/glin, hicbiri
antikonviilzan ve vitamin B12 kullanmiyordu,
sadece bir hastanin gebelik durumu vardi ve
7 hastanin folik asit diizeyleri disiik olarak
tespit edildi.

Total vitamin B12 dizeyi disik ancak
holoTC degeri yeterli olan hastalarin
demografik ve Klinik ozellikleri Tablo 3'de
gosterildi. 13 hastada uyumsuzlugu aciklaya-
bilecek bir neden belirlenemedi.

Tablo 1. Hastalarin demografik verileri, total ve aktif vitamin B12 duzeyleri
Table 1. Demographic data of patients and total and active vitamin B12 levels

Degiskenler Ortalama=*standart sapma (n=98)
Yas (yil) 44.97+17.45

Cinsiyet E/K n (%) 46 (47) / 52 (53)

Total vitamin B12 (pg/mL) 147+29

Aktif B12 (pg/mL) 39.29+18.60

Tablo 2. Total B12 eksikligi olan hastalarda holoTC diizeyleri eksik (uyumlu) ve yeterli olan (uyumsuz) hastalarin orani
Table 2. Proportion of patients with deficient (consistent) and sufficient (inconsistent) holoTC levels in patients with

total B12 deficiency

Total vitamin B12 holoTC <47 pg/mL (<35 holoTC =47 pg/mL Toplam
pg/mL pmol/L) (=35 pmol/L) P
n=73 (%74 n=25 (%26
< 200 (%e7) (%26) n=98
36 Erkek, 37 Kadin 10 erkek, 15 kadin

Tablo 3. Total vitamin B12 ve holoTC 6l¢iim sonucuna gore uyumsuzluk tespit edilen hastalarin demografik ve klinik

oOzellikleri

Table 3. Demographic and clinical characteristics of patients who were found to be inconsistent according to total
vitamin B12 and holoTC measurement results

.. Total s er o .
n Yas Cinsiyet vitamin B12 holoTC Klinik 6zellik
25 K 128 63.6 .
31 K 167 53.8 Gebelik
3 A4 K 148 52.9
46 K 181 57.5 Vitamin B12 kullanimi
50 E 172 56.1
38 E 152 53.1 Folat eksikligi (Folat: 3.9)
4 76 E 155 118 (Folat: 1.6) ve GFR 56 mL/giin
34 E 153 47 (Folat:3.38) ve GFR 52 mL/giin
21 E 180 55 (Folat:3.14)
1 22 K 126 50.1 Epilepsi —Antikonviilzan kullanimi
Kronik bobrek yetmezlIigi
1 39 K 188 84.3 Glomeriiler filtrasyon hizi 58 mL/giin
1 31 K 186 55.8 Otoimmun tiroidit
13 47'95 13. g R 161417 58.6+9.5 Ozellik yok

GFR: Glomertiler filtrasyon hizi veriler ortalama=+standart sapma seklinde gosterildi
GFR: Glomerular filtration rate, data were presented as mean=standard deviation.
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TARTISMA

Vitamin B12 eksikligini belirlemek icin
rutinde total B12 oOlcumu kullaniimaktadir.
Metil malonik asit (MMA) ve homosistein
tanida yararlanilan diger testlerdir. Ancak tek
basina hicbir testin yeterli olmadid
belirtiimektedir (3,10).

Aktif B12 olarak da adlandirilan holoTC
olcimuniin, fonksiyonel B12 durumunu
degerlendirmede daha uygun oldugu ifade
edilmektedir (3). Ayrica holoTC'nin, subklinik
B12 eksikligini tespit etmede total vitamin
B12’den daha yiiksek tanisal dogdruluga
sahip oldugu gosterilmistir (11). Metabolik
vitamin B12 eksikligini belirlemede total
yerine holoTC olgiildiigiinde sensitivitenin
%10-20 arttidi bulunmustur (12).

Bamonti ve ark (13) total vitamin B12 ile
holoTC arasinda zayif bir Kkorelasyon
oldugunu gostermislerdir. Ancak vitamin
B12'nin bu iki formu arasinda gugclii
korelasyon oldugunu bildiren c¢alismalar
(14,15) da bulunmaktadir. Chowdhary ve ark
(16)'nin yaptidi bir calismada, total vitamin
B12 diizeyi diisuk olan 19 (%29.2) hastanin
holoTC degerinin yeterli oldugu tespit
edilmis, baska bir arastirmada total B12
eksiklidi olan hastalarin %15.7'sinde holoTC
diizeyi yeterli bulunmustur (6).

Bu calismada; total vitamin B12 ve holoTC
arasindaki korelasyonun guicu ve iki dlgum
arasindaki uyum; calismaya dahil edilen
popiilasyonun 6zelliklerine, dislama kriterlerine
(gebelik, vitamin B12 Kkullanimi, demir
eksikligi anemisi, kronik bobrek yetmezligi)
ve holoTC eksikligi icin kullanilan cut-off
dederine bagh olarak degiskenlik
gosterebilir. Nitekim Bamonti ve ark (12)
holoTC igin cut-off degeri 40 pmol/L olarak
aldiklarinda iki Olcim arasindaki uyumun
%65 oldugu gozlenmistir.

Bazi faktorlerin Olgiim sonugclarini etkiledigdi
bilinmektedir. Total B12 konsantrasyonlari,
haptokorrin ekspresyon degisikliklerinden
(gebelik, postmenopozal hormon replasman
tedavisi, malignite, karaciger hastaliklari) ve
otoantikorlarin neden oldugu analitik

Turk Klinik Biyokimya Derg 2021; 19(3)

Holotranskobalamin ve Vitamin B12 Uyumu
Concordance Holotranscobalamin and Vitamin B12

interferanstan; holoTC olciimu transkobala-
min II genindeki polimorfizm (Holotransko-
balamin konsantrasyonunda  artis) ve
otoantikorlardan etkilenmektedir (2,3).

Yanlhs dusiik total B12 dizeyine neden olan
faktorler arasinda, oral kontraseptif kullanimi,
antikonviilzanlar, multiple myeloma, gebelik
ve folat eksikligi sayilabilir. Yanls yiiksek
total B12 dizeyleri; myeloproliferatif hastalik-
lar, renal hastalik ve Kkaraciger hastaliqinda
gorulebilir (2).

Vitamin B12 takviyesi, total B12'den ziyade
holoTC diizeylerinde artisa yol acar (17,18).
HoloTCnin, dolasimdaki yar1 Omrinun
holohaptokorrinden daha kisa oldugu goz
oniine alindidinda, yiiksek fizyolojik vitamin
B12 dozlarinin tekrarlanan alimlar 24 saat
icinde holoTC konsantrasyonunu (daha az
oranda total vitamin B12'yi) yuikseltir (19).

Gebelik gibi haptokorrin ekspresyonunu
azaltan durumlar, yeterli holoTC diizeyine
ragdmen diisuk total B12 seviyelerine yol aca-
bilir (20,21). Gebelerde toplam B12 vitamini
dogum sonrasina kiyasla termde %50'ye
diser. Buna Kkarsilik, holoTC konsantrasyon-
lar1 degismeden kalir (19).

Transkobalamin, molekuler kiitlesi 40 kDa
olan ve bobrekten suziilen kuciik bir prote-
indir. HoloTC konsantrasyonlari bdbrek
fonksiyonu azaldikca ytikselir. Haptokorrinin
molekiler Kutlesi daha buyuktur, dolayisiyla
total vitamin B12 diizeyleri bobrek yetmezli-
dinden daha az etkilenir (19,22).

Bu calismada total B12 eksiklidi olup,
holoTC duzeyi yeterli olarak oOlc¢iilen hasta-
larin, retrospektif olarak elde edilen Klinik
verilerinden hareketle numunelerin bir kismi-
ninda iki 6l¢lim sonucu arasindaki uyumsuz-
lugun olasi nedenleri arasinda gebelik, B12
takviyesi, folik asit eksikligi, renal yetmezlik,
antikonviilzan kullanimi sayilabilir. Tim has-
talarin GFR degerleri incelendiginde iki
olciim arasinda uyumsuzluk olan hastalardan
3'tintin GFR’si 30-60 mL/giin olmasina rag-
men, iki Olcim arasinda uyumun oldugu
grupta tim hastalarin GFR degeri >60
mL/giindii. Uyumsuzluk belirlenen hastalarin
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13'tinde tutarsizlidi aciklayabilecek bir 6zellik
belirlenememesine ragmen dider nedenler
(gen polimorfizmi; 776GG veya 776CC
genotip) de akla gelmelidir.

Bu calismada; kadinlarda, total vitamin B12
ile holoTC arasinda belirlenen korelasyonun
anlamli da olsa zayif olmasi, her iki dlcimiin
uyumlu ve uyumsuz oldugu hastalar arasinda
cinsiyet acisindan farkliik olmamasi, cinsi-
yetin sonuglarin uyumsuzlugunu aciklamada
yetersiz kaldigini gostermektedir. Kadinlarin
aksine, erkeklerde total vitamin B12 diizey-
leri ve holoTC arasinda korelasyon tespit
edilememesinin nedeni yapilacak daha
bliyuk capl calismalarla netlik kazanabilir.

Calismanin sinirlamalart  arasinda; Kkuguk
ornek sayisi, metil malonik asit 6lcimuniin
yapillamamis olmasi ve sadece total B12
diizeyi diisiik olan hastalarin calismaya alin-
masi saylilabilir.
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