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1. GIRIS

Vitamin B12 (kobalamin), normal hiicre aktivitesi, proliferasyonu ve
metabolizmasi igin gerekli olan bir vitamindir (1). Vitamin B12 insan viicudunda
sentez edilemez. Basta hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi igin gerekli olan DNA
yapiminda olmak iizere pek cok onemli molekiil ve hormonun islev gormesinde,
hematopoezde, noropsikiatrik metabolizmada koenzim olarak gérev alir. Vitamin
B12 esansiyel olan 6nemli bir vitamindir ve yaklasik olarak giinde 6 mikrogram

alinmalidir (2).

Vitamin B12 eksikligi, ilk 1849 yilinda tanimlanmigtir. Eksikliginin 6liimciil
Sonuglara yol actigi bildirilmistir. Vitamin B12 yoniinden zengin oldugu bilinen
karaciger diyeti 1926 yilina kadar hastalik siirecini yavaslatmak i¢in kullanilmistir
(3).

Gilinlimiizde Vitamin B12 eksikligi bir halk sagligi problemi olarak
goriilmektedir (4). Ayrica vitamin B12 eksikliginin halk sagligi problemi olmasinin
ve ciddiyetle takip edilmesi gerekliligindeki esas neden klinik bulgular ortaya
¢ikmadan subklinik kobalamin eksikligi adi verilen durumun toplumda siklikla
goriilmesidir. Toplumda B12 vitamini eksikligi klinik olarak megaloblastik anemi
ve noro biligsel islev bozuklugu ile karakterizedir. Yash niifusta vitamin B12
eksikliginin klinik bulgulart %1-2 oranin gériilmesine ragmen subklinik kobalamin
eksikligi %10-20 oraninda goriilmektedir (5). Yine eriskin donemde Vitamin B12
eksikligi olan hastalarin %25’inden daha fazlasinda, hematolojik bulgu olmadan

norolojik bulgular ortaya ¢ikabilir (6).

Klasik Vitamin B12 ve subklinik Vitamin B12 eksikliginin tanisinda
biyokimyasal belirtecler ¢ok 6nemli yer tutmaktadir. Ancak tek basma Vitamin B12
diizeyini gercek anlamda gosteren ve klinik Vitamin B12 eksikligi ile subklinik
kobalamin eksikligini yeterli derecede ayirabilecek kesin bir belirteg

bulunamamastir.



Kobalamin eksikligi tanisinin konulmasinda; fonksiyonel belirte¢ler olarak
ifade edilen Homosistein veya Metil Malonik Asit (MMA) ten birisinin -tercihen
MMA- ile beraberinde dolasimsal biyomarker olarak adlandirilan Vitamin B12 veya
Holotranscobalaminden birinin  kullanilarak kesin Vitamin B12 durumunun

gosterilebilecegi ifade edilmektedir (4).

Ancak MMA nin 6lgiim teknigindeki zorluk, Homosisteinin &zellikle
Folattan, Vitamin B6 dan ve bobrek yetmezligi gibi faktorlerden etkilenmesi vitamin
B12 eksikliginin tesbitinde kullanilacak olan yontem belirlemede problem olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica oOlgiilen Vitamin B12 nin 6l¢iim tekniklerindeki
farklar ~ nedeniyle giivenilirliginin ~ kisithiligt ~ Vitamin  B12  diizeylerinin
degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle aktif Vitamin B12 olarak da
adlandirilan ve aslinda Vitamin B12 nin hiicre igerisine girerek etkili olmasinda

oneme sahip yeni bir belirteg olan holotranskobalamin son yillarda 6nem kazanmistir
(7).
Holotranskobalaminin giivenilir bir belirteg oldugunu kanitlamaya yonelik

yapilan ¢alismalar hala devam etmektedir ancak yeterli degildir (7).

Vitamin B12 tanisinda kullanilan belirteglerin referans araliklarinin
giivenilirligi vitamin B12 ile ortaya ¢ikan hastaliklarin ve durumlarin tanilarinin

konmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ancak tilkemizde bu alanda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Vitamin B12
ve diger belirteclerin degerlendirilmesinde bu belirteclerin 6l¢iimiinde kullanilan
reaktifleri iireten firmalarin 6nerdigi ve baska iilkelerde calisilmis referans araliklari

kullanilmaktadir

Ayrica vitamin B12 eksikliginde yeni bir belirte¢ olarak kullanilmaya
baslanan dolagimsal biyomarkerlardan Holotranskobalaminin referans araligi

hakkinda ¢aligsmalar devam etmektedir.

Yasanan cografik bolge, beslenme aliskanlifi, sosyo ekonomik durum

nedeniyle irklar arasinda bu vitaminin seviyesinde farklilik gostermektedir (8).



Bu durumda, saglikli degerlendirme amaciyla bulunulan toplum igin gegerli
olacak degerlerin tespiti gereklidir. Yabanci toplumlardan elde edilen referans

degerleri kullanmak yaniltic1 sonuglara yol agabilir.

En Onemlisi rutinde kullandigimiz Vitamin B12 analizi i¢in her merkezde
farkli tiirden analiz yontemleri kullanilmakta ve her merkezde ayr1 bir referans aralig

uygulanmaktadir.

Diger bir gereklilik vitamin B12 nin rutin analizi i¢in farkli merkezlerde ¢ok
farkli teknikler kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda radyoaktif tekniklerle
kemiliiminesan teknikler arasinda ¢ok ciddi farkliliklarin oldugu bildirilmektedir. Bu
durum genellikle RIA(Radyoimmunoassay) teknigiyle cok daha diisiik sonuglarin
alinmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir (4).

Calismamiz Vitamin B12 ve Vitamin B12 metabolizmasiyla iligkili olan
Holotranskobalamin, Homosistein ve Metil Malonik Asit’in referans aralik
calismasint yaparak, Vitamin B12 ile iligkili tim belirte¢lerin referans aralik
caligmasini  gergeklestirmek ve NHANES 2010 da belirtilen tiim belirteglerin

metabolizmalarini bir arada gérmeyi hedeflemektedir.

Boylece elde ettigimiz veriler lilkemizde ve diinyada yapilacak Vitamin B12

caligmalarinda daha dogru karar vermemizi saglayacaktir



2. GENEL BILGILER

2.1. VITAMIN B12°IN TANIMI

Vitamin B12, molekil agirligi 1,3 Kd olan ve viicutta dnemli tepkimelerde
gorev alan, kobalt atomunun merkezinde bulundugu, korrin halkasindan olusan
kirmizi renkli bir vitamindir (9). En son bulunan B vitamini Vitamin B12 dir. 1948

yilinda Dr. E. Lester Smith karacigerden izole etmistir (10).

2.1.1. Vitamin B12’nin Molekiil Yapisi1 ve Genel Ozellikleri

Merkezinde kobalt atomu bulunan bir korrin halkasina sahip olan vitamin
B12, kobalta bagli R grubuna gore isimlendirilir. Koenzim formlar1 Metilkobalamin

(MeCbl) ve 5-deoksiadenozilkobalamin (AdoCbl)’dir (11).

Siyanokobalamin ilk bulunan vitamin B12 tiirlidiir ve yapisindaki —CN grubu
sayesinde en stabil olan vitamin B12 tiiriidiir. Siyanokobalamin, yapisindaki siyanid
ayrilmadan aktif bir vitamin degildir. Viicutta koenzim olarak kullanilan sekilleri MeCbl
ve AdoCbl dir. Her ikisi de 151k temasiyla bozulur fakat in vitro olarak daha stabil
kobalamin sekillerine doniisebilmektedir. Viicutta en fazla bulunan vitamin B12 tiirii
Hidroksikobalamin (OHCbI) dir ve aktif koenzim tiirlerinin onciiliidiir (12). Serumda

cogunlukla metilkobalamin, sitozolde ise deoksiadenozilkobalamin bulunur (13).

HO

Sekil 1. Vitamin B12 Molekiil Sekli



2.1.2. Vitamin B12’nin Emilimi ve Metabolizmasi

Vitamin B12 bakteriler tarafindan iiretilmesine ragmen bitki ve hayvanlar
tarafindan sentezlenemez. Vitamin B12’nin diyetteki ana kaynaklar1 deniz iiriinleri,

et, yumurta, siit iiriinleri, balik ve kiimes hayvani etleridir (14).

Gidalarla aldigimiz Vitamin B12’nin emilime hazir hale getirilmesi igin
oncelikle midede hidroklorik asit ve pepsin etkisiyle serbest hale getirilmesi gerekir.
Midenin asit ortaminda tiikriik kaynakli, glikoprotein yapisindaki R-proteinleri
Vitamin B12 ile baglanir (15). Midenin asit ortaminda kompleks yaptig1 glikoprotein
yapidaki R-proteinin adi haptokorrindir ve ince bagirsaga haptokorrin (HC) ile
kompleks yapmig halde transfer olur (16).

Haptokorrin midedeki asit ortamda, vitamin B12’ye intrensek faktorden daha
fazla afinite gosterir. Bu nedenle vitamin B12 midede intrensek faktore baglanamaz
(17, 18).

Duodenum ve jejunumun alkalen pH’sinda, pankreatik enzimlerle Vitamin
B12 haptokorrinden ayrilir. Midenin paryetal hiicrelerinden salgilanan intrensek
faktor ile birlesir. Intrensek faktdr midedeki hidroklorik asit miktar: ile dogru
orantili olarak salinir. Vitamin B12-intrensek faktér kompleksi proteolitik sindirime
direnglidir (19,15).

Baz1 gastrektomili hastalarda gastrektomi sonrasinda goriildiigii gibi veya
pernisiydz anemili hastalardaki gibi eger IF yeterince yoksa, sindirimdeki Vitamin
B12’ nin sadece %1 kadar1 pasif diflizyonla emilir (20). Eger IF yeteri kadar varsa,
0,5 pg’dan daha az alinan fizyolojik dozun yaklasik %75°1 emilir, 1.0 pg alian
dozun ise %50’si emilir. Boylece vitamin B12’nin oral alim1 artsa da toplam vitamin

B12 emilimi daha fazla artmaz (20).

fleuma taginan Vitamin B12-1F kompleksi, kalsiyum iyonlarimin varhginda
ve uygun pH’da mukoza hiicrelerinin yilizeyindeki reseptorlere baglanir. Reseptore
baglanan Vitamin B12-IF kompleksinde, vitamin B12 intrensek faktorden ayrilirak,

endositoz yoluyla enterosit igine alinir (18,14).

Vitamin B12, enterosit hiicresi i¢cinde TC-II’ye (Transkobalamin) baglanir

(15, 16). Vitamin B12-TC-1l kompleksi dolasima geger sonrasinda viicutta hiicreler



tarafindan alinir (16,17). Dolasimda Vitamin B12 iki proteine bagli halde bulunur:
Transkobalamin (TC-II) ve Haptocorrin (TC-1). TCII- Vitamin B12 kompleksi hiicre
icine tasinir. Holotranskobalamin (HoloTC) olarak bilinen bu kompleks, B12
Vitaminini viicudun tiim hiicrelerine tasir ve Vitamin B12 bu hiicrelerde bulunan
transkobalamin membran reseptorleri tarafindan hiicre i¢ine alinir (21,20). Burada

TC pargalandiktan sonra Vitamin B12 serbestlenir (21).

Haptokorrin fonksiyonu bilinmeyen neredeyse tamamen doymus Vitamin B-
12 baglayici bir glikoproteindir. Haptokorrin dolasimdaki Vitamin B-12 nin inaktif
formu olarak adlandirilan biiyiik bir kismini tasir. Haptokorrin proteinin Vitamin B12
kompleksi ile turn overi ¢ok yavastir ve giinliik 0,1 nmol olarak hesaplanmistir
(22,23).

mide

%_dj TCl=Chbl _->:(3I:3bl

limen epitel

terminal ileumn kan doku hiicresi

Sekil 2. Vitamin B12’nin Emilimi

Diger bir tasiyici protein de TC-II'ye benzeyen TC-III’tiir. Plazmadaki fazla
Vitamin B12, TC-IIl tarafindan baglanir. TC-11l, Vitamin B12’nin enterohepatik
dolasimini gergeklestirir. Karaciger tarafindan Vitamin B12-TC-11l kompleksi alinir
ve safraya sekrete edilir. Kompleks duodenuma gelince TC-IIlI proteazlar ile
parcalanir ve kobalamin serbest hale geger intrensek faktor ile birlesir, ileumdan
%751 tekrar emilir. Absorbe edilmeyen %25’lik boliimiin biiylik bir miktar: gaita

ile ve ¢ok az bir kismi da idrar ile atilir (24).



2.1.3. Vitamin B12 Kaynaklar:

Vitamin B12’nin diyetsel kaynagi yumurta, et, siit gibi baglica hayvansal
besinlerdir (11). Bu yiizden vejeteryan beslenenlerde eksiklik gelismesi olasidir.
Hayvanlar Vitamin B12’lerinin bir kismimi barsakta mikroorganizmalar yoluyla
sentez ederek elde edebilirler (11,25). Tablo 1° de Vitamin B12 kaynaklari
gosterilmistir (26).

Tablo 1. Baz1 Besin Ogelerinde Bulunan Porsiyon Basina Vitamin B12 Diizeyleri

Besin Ogeleri Porsiyon Basina
Vitamin B12 (ugr)
Yumusakgalar, istiridye, karigik tiirler (pisirilmis). 84.1
Karaciger, sigir eti (pisirilmis). 47.9
Alabalik 54
Somon 4.9
Ton balig1 (konserve edilmis) 1.0
Mezgit (pisirilmis) 1.2
Istiridye (kizartilmis) 1.1
Sigrr eti, fileto (yagsiz kaynatilmis) 2.4
Hamburger 1.9
Takviye edilmis kahvaltilik tahillar 15
Yogurt (sade, kaymaksiz) 1.4
Siit (1 su bardagi) 0.9
Yumurta (kaynatilmis) 0.6
Tavuk gogsii (kizartilmis, %2 gogiis) 0.3

2.1.4. Vitamin B12’in Serum Referans Arahg:

Kullanilan metoda ve laboratuvara bagl olarak serum Vitamin B12 diizeyi
degisebilir. Vitamin B12’nin seviyesi irklar arasinda farklilik gostermekle birlikte
genellikle ortalama serum referans araligi 200-900 pg/ml’dir. 80-100 pg/ml altindaki
serum diizeylerinde hemen daima Vitamin B12 eksikligini goriiliir. Megaloblastik
anemi gibi klinik bulgularin ortaya ¢iktig1 diizey genellikle 100 pg/ml‘den diisiiktiir.
Vtamin B12 diizeyi 100 pg/ml‘den daha diisiik olan bu hastalarin da ancak %?20-
30°da kemik iligi incelemelerinde megaloblastik degisiklikler bulunmustur. Klinik

olarak megaloblastik anemi saptamis olan hastalarda serum Folat diizeyinin normal




veya artmis bulunmasi kobalamin yetersizliginin giicli indirekt bir kanitidir
(27,28,29).

2.1.5. Vitamin B12 Eksikligi

Vitamin B12 eksikligi igin gesitli nedenler sayilabilir (30,31,32) (Tablo 2).
Baslica goriilen 6nemli problemler emilimin bozulmasi, Vitamin B12 ihtiyacinin
artmasi1 ve diyette Vitamin B12 alimindaki yetersizliklerdir (33). Yaslilarda kronik
atrofik gastrit nedeniyle mide salgilar1 azalmistir; bu durum Vitamin B12 eksikliginin
en biiyiik sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (34,35,36,37). Yapilan caligsmalar,
yaslilarda, Vitamin B12 eksikligi nedenlerinin %20-50’sini kronik atrofik gastrit
kaynakli oldugunu géstermektedir (38).

Tablo 2. Vitamin B12 eksikliginin nedenleri

Diyetsel eksiklik

Siki vejeteryan diyet Yetersiz beslenme Diigiik alim

Malabsorbsiyon

Pernisiyoz anemi (Tip A kronik atrofik gastrit) Gastrektomi

Tip B kronik atrofik gastrit

Zollinger—Ellison Sendromu

Ozellikle ileumu tutan bagirsak hastaliklar1 (Célyak hastaligi, Crohn hastalig)

Pleumun rezeksiyonu

Pankreatik yetersizlik

Parazit hastaliklar1 (Difilobotrium latum solucani) Bakteriyel asir1 ¢ogalma

Antiepileptik ilaglar (karbamazepin, fenitoin, primidon) Proton pompasi inhibitdrleri (omeprazol)

Histamin H2 reseptor antagonistleri

Antidiyabetik ila¢ metformin Antibiyotikler (kloramfenikol, neomisin) Kolestiramin

Gereksinim artigi

Metilen tetrahidrofolat reditktaz (MTHFR) mutasyonu

Hipertiroidizim

Diyabet

Bobrek yetmezligi Sigara kullanimi Diizenli alkol alimi

Kronik atrofik gastritte baslica problem, HCI ve pepsinojen gibi mide
salgilariin ayrica intrinsek faktor saliniminin azalmasidir (36,38). Kronik atrofik
gastritte ortaya c¢ikan bu degisiklikler diyetsel Vitamin B12’nin bagirsakta

serbestlesmesini  Onlemektedir. Diyetsel Vitamin B12 nin atrofik gastritteki




biyoyararlaniminin bu sekilde diisiisii Doscherholmen ve Swaim (39) ile Bradford ve
Taylor (40) tarafindan da gosterilmistir. Yine azalmig asit salinimi ince bagirsakta
pH’1 yiikselterek mikroorganizmalara karsi koruyucu olan bariyeri zayiflatir ve ince
bagirsak gegirgenliginin artmasina neden olur. Kolonda bulunan bakterilerin kolondan
ince barsaga gecmesi sonucunda ince bagirsakta, siklikla Camfilobakter, Yersinia ve
Clostridium gibi bakteriler asir1 ¢ogalir. Bu durum Vitamin B12 alimi igin bir yarisa

neden olur, boylece Vitamin B12 yetersizliginde artis kaginilmaz hale gelir (41).

Yaslanmayla iliskisi olmayan gastrik atrofinin diger bir sebebi ise kronik
Helikobakter pylori enfeksiyonudur (34, 37). Yapilan bir g¢alismada Amerikan
halkinda 30 yasin lstiindekilerin %10’u, yashlarin (60 yas iistii) ise %60’1 enfekte
bulunmustur (42). Diisiik sosyoekonomik bolgelerde Helikobakter pylori enfeksiyonu
daha yiiksek prevalans gosterir (43).

1992 yilinda Tiirkiye’de yapilmis bir calismada 18-24 yaslari arasindaki
asemptomatik bireylerde Helikobakter Pylori goriilme sikligi %76,8 bulunmustur
(44).

Yine 2003 yilinda kan donorlerinde yapilan bir ¢aligmada ise bu oran 20-29
yas grubunda %85,9, 60—69 yas grubunda ise %88,6 olarak bulunmustur (45).

Yener ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Tirk ve Hollanda koékenli
depresyon hastas1 vakalarda Vitamin B12 degerleri karsilastirilmig, sonugta Tiirk
kokenlilerde Vitamin B12 diizeyi Hollanda kokenlilere gore daha diisiik bulunmus ve
bunun en 6nemli nedenlerinden biri olarak ta Helikobakter Pylori enfeksiyonu

gosterilmistir (46).

Vitamin B12 eksikligine neden olan pernisiyéz aneminin nedenlerinden olan
Tip A atrofik gastrit yashlarda siklikla tan1 konulan bir hastaliktir. Pernisiy6z anemi
genellikle seyrek goriinmektedir ancak tipik hastalik belirtileri, makrositik anemi,
glossit ve vibrasyon duyusu ve propriyosepsiyon duyusu bozuklugundan dolayi
anormal yiiriiylis ve paresteziler gibi norolojik durumlardir (47,48). Bu bulgular
sayesinde hastalar kolayca tanimir. Eger zamaninda taninir ve tedavi baglanirsa tam

olarak tedavi edilebilirler.

Hayvansal gidalar1 diyetinden ¢ikaran vejeteryanlarda ve veganlarda Vitamin

B12’ yi de igeren bazi gerekli besinlerin alimi azalir. Ciinkii Vitamin B12 sadece



hayvansal gidalarda bulunur. Hayvansal gidalarin alinmamas: ile iligkili kati
vejeteryan diyet, Vitamin B12 eksikliginin esas nedeni olabilmektedir (49, 50).

Vitamin B12’nin uzamis eksikligi bir hastalik durumudur. Bu durum

genellikle norolojik bozukluklar, mide bagirsak bozukluklar1 ve anemi ile kendini

gosterir (51, 52).

Vitamin B12 durumunu saptamada duyarli ve spesifik deneylere hala ihtiyag
vardir. Vitamin B12 eksikligi yiiksek prevalansa sahiptir ve ciddi komplikasyonlara
yol acar. Ancak bu kadar 6nemli ve sik goriilen durum genellikle klinisyenler
tarafindan fark edilemez ve tipik olarak Vitamin B12 eksikligi sadece megaloblastik
aneminin hematolojik gostergeleri goriildiigiinde farkedilir. Klinik belirtilerse sadece

siddetli Vitamin B12 diisiisti olan bireylerde ortaya ¢ikar (53).

Vitamin B12 eksikligi i¢in klinik tarama testi olarak halen gecerli standart
toplam plazma Vitamin B12 konsantrasyonu ol¢iimiidiir. Toplam plazma Vitamin
B12 konsantrasyonunun <200 pg/ml (<148 pmol /L) olmasi eksiklik olarak kabul
edilir. Bu deger, Vitamin B12 eksikligi durumlarmin ¢ogu i¢in tanisal olarak
kullaniglidir. Bununla beraber, Vitamin B12 eksikligi oldugu diistiniilen bireylerin bir
cogunda klinik veya biyokimyasal eksikligi gosteren baska hicbir delil yoktur (54).
Diger yandan 6lgiilen Vitamin B12 konsantrasyonlar1 referans araliklari igindeyken
bile noropsikiyatrik bulgular (48) ve metabolik anomaliler (48, 52) goriilebilir. Bu
durumda Ozellikle genc niifusta subklinik kobalamin eksikligi denen siklikla
rastlanmaktadir. Subklinik kobalamin eksikligi goriilen bireylerde Vitamin B12
eksikliginden kaynakli hematolojik bulgular ortaya ¢ikmadigi halde, ndrokognitif
fonksiyon bozuklugu vardir (7).

Vitamin  B12  eksikliginde metil malonik asit ve Homosistein
konsantrasyonlari artar. Bunlarm Vitamin B12 degerlendirilmesinde toplam plazma
Vitamin B12 diizeylerinden daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir (48, 52). Fakat
MMA nin 6l¢iim teknigindeki zorluk, Homosisteinin 6zellikle Folattan, Vitamin B6
dan ve bobrek yetmezligi gibi faktorlerden etkilenmesi nedeniyle daha giivenilir,

daha duyarl1 ve daha 6zgiil tarama testlerine ihtiya¢ vardir.
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2.1.6. Vitamin B12 Eksikliginde Gériilen Klinik Bulgular

Vitamin B12 Suda ¢6ziinen bir Vitamin olmasma ragmen karacigerde
depolanir. Karaciger depolanmis olmasi Vitamin B12 eksikliginde klinik

bulgularinin ortaya ¢ikmasini 5-10 yi1l kadar geciktirir (55).

Vitamin B12 eksikliginin klinik bulgulari nadir goriilmesine ragmen eksiklik
gelistiginde  hematolojik, noropsikiyatrik, gastrointestinal, neoplastik ve

kardiyovaskiiler belirtilerle seyredebilir (56-60).

Goriilen belirtiler hafif sensoriyel noropati ve makrositozdan spinal kordun
kombine dejenerasyonu, pansitopeni, demans, depresyon gibi ciddi tablolara kadar
gidebilen genis bir yelpazededir (61, 11).

Vitamin B12 eksikliginin klinik belirtileri Tablo 3’de 6zetlenmistir (62).

Tablo 3. Vitamin B12 Eksikliginde Goriilen Major Klinik Belirtiler

Vitamin B12 eksikliginin major klinik belirtileri

Sistem Bulgular

Makrositoz, ndtrofil hipersegmentasyonu, Megalobastik anemi, mediiller
Hematolojik megaloblastozis Izole trombositopeni, nétropeni, pansitopeni Hemolitik
anemi, trombotik mikroanjiyopati

Spinal kordun kombine dejenerasyonu

Polindropati, ataksi, Babinski fenomeni

Kranial sinirleri etkileyen serebellar sendromlar;
Noropsikiatrik Optik norit, optik atrofi, {iriner veya fekal inkontinans

Demans, inme ve ateroskleroz gibi ileri foksiyonlardaki degisiklikler
(hiperhomosisteinemi)

Parkinson sendromlari, depresyon

Hunter glossiti, sarilik, laktat dehidrogenaz ve indirekt bilurubin
yiksekligi
Sindirim sistemi Direngli veya rekiirren mukokutanoz tilserler

Karm agrisi, dispepsi, bulanti, kusma, diyare ve barsak
fonksiyonlarinda degisikler

Kardiyovaskiiler | Anjina, vendz tromboembolizm

] N Vaginal mukoza atrofisi, vaginal ve iriner infeksiyonlar.
Jinekolojik

Hipofertilite ve tekrarlayan diigiikler vb.

11



2.2. FOLIK ASIT
2.2.1. Folik Asitin Genel Ozellikleri

Suda eriyen bir vitamin olan Folik asit (pteril monoglutamat), pteorik asit
(para-aminobenzoik asit ve pteridinden olusur) ve L-glutamik asidin birlesmesi ile
olusur. Pteril monoglutamatin dihidrofolat rediiktaz enzimi tarafindan indirgenmesi
ile folik asidin aktif formu olusur ve tetrahidrofolik asit ismini alir (25). Goérev
yaptig1 onemli metabolik reaksiyonlar: piirin, timidilat, metiyonin sentezi, serin-glisin
doniisimii ve histidin yikimidir. Bu reaksiyonlarda tek karbon birimlerini tasir
(18,63). Memeliler vitaminin biitiin bilesenlerini sentezleyebilir. Ancak memeliler
pterin ile para-aminobenzoik asit arasindaki bagi olusturamazlar (63).

2.2.2. Folik Asitin Emilimi ve Metabolizmasi

Besinle alinan ve folatin bir formu olan poliglutamat emilmeden once
pterilpoliglutamat hidrolaz (glutamat karboksipeptidaz) tarafindan monoglutamata
gevrilir.  Pterilpoliglutamat  hidrolaz  (glutamat  karboksipeptidaz), jejunum
mukozasinda firgamsi kenarlarda membrana bagl olarak aktivite gosterir (24, 63).
Cinko bagimli ektopeptidaz olan glutamat karboksipeptidaz enzimleri pankreatik
sivida ve safra sivisinda da bulunur. Glutamat karboksipeptidaz aktivitesi ¢inko
yetersizliginde bozulur, Folatin sindirim ve emilimi azalir (24). Yemekle glutamat
karboksipeptidaz inhibotorii (bakliyat, mercimek, lahana, portakal) alimi ve kronik
alkol alimr ile glutamat karboksipeptidaz aktivitesini azaltir ve Folat emilimi bozulur
(24, 63).

Folat baglayan protein ya da Folat reseptorii intestinal firgamsi kenarlara
baglidir. Emilim en ¢ok jejunumda olmak iizere ince bagirsakta gergeklesir. Folat
baglayiC1 proteine yiiksek affinite gosteren siitteki Folat daha ¢ok ileumdan emilir.
Folik asit, farmakolojik dozda verildiginde emilimi difiizyonla olur. Yemeklerdeki
Folatin %50’si emilir ve mide bosken tahil {iriinii alinirsa emilim daha yiiksek

degerlere ulasabilir (63).

Esas olarak bir monoglutamat olan N°-metiltetrahidrofolat plazmada bulunan

Folat formudur. Hiicre igerisine N°-metiltetrahidrofolat, vitaminin tetrahidro
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formlarina spesifik bir tasiyici ile alimir. Folat hiicre iginde N°-metil grubu
kobalamin gerektiren reaksiyonla ayrilir (Sekil 3) (15) ve tekrar poliglutamat
formuna c¢evrilir. Diyete poliglutamatin eklenmesinin Folatin hiicre iginde
tutulmasinda rol aldig: diisiniilmektedir (19, 15).

N*¥.netenil THF

1 da
N>-formil THF

N*_ metilen THF

(rlisin
dUMP /’
tiracilat sentaz
K Piitin
dTMP S

l

| DHF » THF =
dTTP ditudrofolat
teditktaz .
retomn
|
MTX Q
homosistein
et THF

Sekil 3. Folat metabolizmasi

Intestinal hiicrelerin icinde Folat ve dihidrofolat, tetrahidrofolata (THF)
dontigiir. NADPH bagiml: dihidrofolat rediiktaz (DHFR) tarafindan bu doniisiim
yapilir. THF, N°-metiltetrahidrofolat’a, 5. pozisyonuna (N5); metil, formil ve
formimino gruplarinin eklenmesiyle doniisiir. 10. pozisyona (N10); formil ve
hidroksimetil eklenirse THF, N°-formiltetrahidrofolat‘a déniisiir (24,63). Portal
dolasimda Folat, 5 metil THF, dihidrofolat ve 10 formil THF seklinde bulunur. Folat
karacigere, karacigerde bulunan Folat reseptorii tarafindan alimir. Dihidrofolat
KC’de, tetrahidrofolata doniistiiriiliir ve glutamat ile konjuge edilir. Depolanir ya da
5 metil tetrahidrofolata dontstiiriiliir. Folatin %33’ KC’de THF, %37’si 5 metil
THF, %23°i 10 formil THF ve %7’si 5 formil THF olarak bulunur. Total viicut
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Folat miktar1 11 ile 28 mg arasindadir ve bunun yaris1 KC’de depolanmistir. Folatin
esas olarak depolanan form THF ve 5 metil THF tir. intraseliiler Folat baglayict

protein Folatin depolanmasini saglar (63).

Kanda Folat, 1/3’i serbest halde ve 2/3’ti plazma proteinlerine bagh
monoglutamat olarak bulunur. Kandaki Folati, Folat baglayici protein yiiksek
affinite ile baglar. Albiimin ve alfa-2 makroglobiilin ise Folata diisiik affinite ile
baglanir. Folat kanda en sik THF seklinde olup ayrica 5 metil THF, 10 formil
THF seklinde de bulunur (19, 63). KC, renal tiibiil ve hemotopoetik hiicreler gibi

birgok hiicrede Folat, Folat reseptorii tarafindan hiicre igine alinir.

Tek karbon birimlerinin tasiyicis1 olarak gorev yapan Folat, hiicrenin sitozol
ve mitokondrisinde bulunur. Folat 6zellikle hizli boliinen dokular icin kritik 6neme
sahiptir. Folat dengesi bu dokular i¢in 6nemlidir. Hiicre i¢indeki konsantrasyonu
poliglutamat sentez hizina bagl olarak degisir. Metabolik aktivitesi diisiik olan
dokularda Folat, monoglutamat formunda KC’e geri doner. KC’den de prolifere olan
Folat hiicrelere tekrar dagitilir. Fakat Folat dolasiminin nasil yonetildigi tam
bilinmemektedir (63).

Folat, bobrekten degismeden idrar yoluyla, KC’den de metabolize olarak
feges ile atilir. Para-aminobenzoil poliglutamat Folatin oksidatif yikimi sonucu
meydana gelir, glutamat rezidiileri (birisi hari¢) hidrolize edilir ve N-asetil
paraaminobenzoil glutamat formuna donistiiriilerek ana driner atiim formuna
donusturulir. KC tarafindan Folat safra sivisina sekrete edilir ve sekrete edilen
Folatin biiyiikk kismi enterohepatik dolasim ile tekrar geri emilir. Folatin diskiyla
kayb1 minimaldir (63)

2.2.3. Folik Asit Kaynaklar

Ispanak, lahana, brokoli, yer fistig1 ve salgam gibi yesil sebzelerle ayrica
baklagiller, turunggil (¢ilek ve portakal) ve karaciger Folat igerir (24,63). Gidalar
pisirirken asir1 1sitma, kaynatirken fazla su kullanma; Folat kaybina neden olur
(11). Insanlarmm giinliik 320 pg (diyetsel Folat esdegeri) Folata ihtiyaci vardir. Bu
miktar Folatin alinabilmesi i¢in 400 pg (diyetsel Folat esdegeri) Folat igeren diyet
alinmalidir. Gebelikte ve laktasyonda ihtiya¢ artar. Gebelikte 600 pg, laktasyon
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doneminde 500 pg/giin Folat onerilir. Bir diyetsel Folatin esdegeri, 1 pg yemek

Folatina esittir. Bu ise Folat destekli yiyeceklerde 0.6 ug Folata, ilag olaraksa 0.5ug

Folata esittir (64)

Besinlerdeki Folik asit igerigi Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Baz1 Besin Ogelerinde Bulunan Porsiyon Basina Folik Asit Diizeyleri

SEBZELER FOLIK ASIT MEYVELER FOLIK ASIT (ug)
(haglanmisg) (ug)

Briiksel lahanasi 110 Portakal 30
Ispanak 90 Greyfurt 25
Brokoli 65 Portakal suyu 20
Yesil fasiilye 55 Muz 15
Marul (¢ig) 55 TAHILLAR
Karnabahar 50 Beyaz ekmek 30
Bezelye 45 Kepekli ekmek 40
Taze misir 35 Spagetti (haslanmis) 4
Lahana 30 Piring (haslanmig) 4
Patates eski 25 DIGER BESINLER
Patates taze 20 Karaciger yagda pismis 240
Domates (¢ig) 15 Ceviz 77
Havug 15
Salatalik (¢ig) 9

2.2.4. Folik Asit Eksikliginin Nedenleri

Folik asit eksikliginde fizyolojik durumlar, niitrisyonel eksiklik, emilim

bozukluklar: (¢oliak, tropikal spure, ilseratif kolit vb.), hemolitik anemi, sigara-

alkol ve ilaglar gibi bir¢ok faktor etkilidir (66). Hemolitik anemi, demir eksikligi

anemisi, kemik iligini infiltre eden neoplaziler, ihtiyacin artmasi nedeniyle Folat

eksikligi agisindan risk olusturur.

Hizli biiylimenin oldugu yeni dogan ve adelosan déneminde Folat ihtiyaci

artmaktadir. Plasentanin hizli biiylimesi nedeniyle hamilelikte ve siitteki yiiksek

affiniteli Folat baglayicilar nedeniyle laktasyon doneminde Folik asit gereksinimini
artar (11). Yaslilarda diyetsel eksiklik Folat eksikligine neden olmaktadir (67).
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Folat eksikligi yapan baslica ajanlar; oral Kontraseptifler, nitrdz oksit, Folik asit
antimetabolitleri, antikonkonviilzanlardir. Metotreksat 10-methyl-tetrahydrofolate
analogudur, dihidrofolat reduktaz enzimini kompetitif olarak inhibe eder. Bunun
sonucunda DNA sentezi durur. DNA sentezinin durmasi sonucu piirin sentezi azalir ve
dolayisiyla hiicre boliinmesi engellenir. Bu mekanizma, ilag- enzim etkilesmesi Folat

diizeylerinin azalmasina ve idrarla atiliminin artmasina neden olur (11, 25, 66).

Dihidrofolat reduktaz enzimleri bazi bakteri ve parazitlerde insandakinden
farklidir. Bu enzimlerin inhibitorleri antibakteriyel (Trimetoprim) ve antimalaryal
(Primetamin) olarak kullanilabilir. Bu ilaglar Folik asit eksikligi yaptiklarindan
gebelerde teratojenik etki gosterir (25).

Fenitoin, fenobarbital ve karbamezapin gibi antikonkonviilzan ilaglar Folatin
absorbsiyonunu azaltirlar. Folatin KC’de metabolizmasin1 arttirarak  Folat

eksikligine neden olabilirler (11, 66).

2.2.5. Folik asit Serum Diizeyi Ol¢iimii ve Referans Aralig

Serum Folat referans aralign Kemiliiminesan Mikropartikiil Immuno Assay
yontemiyle 3-20 ng/mL olarak kabul edilmistir. Serum Folat seviyesi < 3 ng/ml ise
Folat eksikligi mevcuttur. Eritrosit i¢i Folat konsantrasyonu doku Folatinin
durumunu daha iyi yansitir, eritrositin sentez edildigi donemdeki Folat seviyesini
gosterir. Eritrosit Folat konsantrasyonu < 140 ng/ml ise Folat eksikligi diistiniiliir
(65).

2.3. HOMOSISTEIN
2.3.1. Homosisteinin Genel Ozellikleri

Homosistein, proteinlerin yapisina katilmayan ve siilfiir iceren bir
aminoasittir. Homosistein diyetle alinmayip, metiyonin metabolizmasinda ara {iriin
olarak olusur. Plazmada %70-80’1 albumine baglidir. Serbest kisimi stabil olmayip,
hemen homosistin ve homosistein disiilfite doniismektedir. Hem bagli hem de serbest

olan kismi total Homosistein diizeyini yansitmaktadir (68).
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2.3.2. Homosistein Metabolizmasi

Memeli diyetlerindeki siilfiir igeren tek aminoasit metiyonindir. Hayvansal
kokenli proteinde bulunan ve diyetle alinan metiyonin, metionin adenozil transferaz
enzimi araciligi ile demetile olarak metil vericisi olan S-adenozilmetiyonine (SAM),
S-adenozilmetiyonin ise yapisinda bulunan metil grubunu, glisin gibi metil alicilarina
vererek transferaz enzimleriyle S- adenozil homosisteine (SAH) doniismektedir.
Hidrolaz enzimi ile Kkatabolize olan SAH, Homosistein (hcy) ve adenozin
olusturmaktadir. Remetilasyon ve transsiilfiirasyon, Homosistein metabolizmasinda
baslica iki yoldur (69) (Sekil 4).

Homosistein, transsiilfiirasyon yolunda sistatyonin beta sentaz (CBS) enzimi
vasitasi ile serin aminoasidi ile birleserek sistatyonini olusturur. Sistatyonin, gama
sistatyonaz enzimi tarafindan daha sonra sisteine doniismektedir. Sistein idrarla
atilmadan Once siilfata doniisiir. Bu metabolik yolun regiilator enzimi CBS’dir.
Enzimin kofaktéric Vitamin B6’nin aktif formu olan pridoksal 5 fosfattir.
Remetilasyonla, Homosistein metiyonine doniisiir. Betain-homosistein  metil
transferaz (BHMT) enzimi ve metiyonin sentaz (MS) (5-metiltetrahidrofolat-
homosistein metiltransferaz) enzimi bu reaksiyonda gorevli olan enzimlerdir. BHMT
enzimi temel olarak karacigerde bulunur. Az miktarda olmak iizere bobrekte de
bulur. Enzim ¢inko igerir ve metil vericisi olarak betaini kullanir. Hayvan
dokularinda yaygin olarak bulunan MS enzimi ise, 5-metiltetrahidrofolati metil
vericisi, Vitamin B12’yi ise kofaktor olarak kullanmaktadir. Metilen tetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) enzimi araciligiyla 5-10 metilen tetrahidrofolat, 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) dontsiir. MTHFR folik asiti kofaktdr olarak
kullanmaktadir. Vitamin B12 bagimli enzim olan MS, 5-metil THF nin bir metil
grubunu Homosisteine aktararak metiyonini olustururken, diger tarafta da THF

meydana gelir. Sonra THF, tekrar 5-10 metilen THF’ye doniisiir (70).

2.3.3. Homosistein Serum Diizeyi Ol¢iimii ve Referans Arahg

Homosisteinin kan degeri genellikle 5-15 umol/L diizeyindedir. Normalde
Homosistein diizeyi idrarda 6l¢iilemeyecek kadar azdir. Tandem Mass Spektrometri,

ELISA, MEIA ve benzeri yontemlerle dlgiim yapilabilir. Ancak Homosistein’in
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kanda ol¢limii i¢in en gegerli ve “gold standart” kabul edilen 6l¢iim yontemi ‘‘high
performance liquid chromotography’’(HPLC) yontemidir. Homosistein diizeylerinde
postprandial yiikselmeler olabilmesi nedeniyle en az 12 saat agliktan sonra test
yapilmast Onerilmektedir. Oda sicakliginda bekleme Homosistein diizeylerini
artirabilir. Alinan numune tiiplerine spesifik S-adenozil Homosistein hidrolaz
inhibitorleri veya florid eklenmesi glikolize bagli sorunlari engelleyebilir. Kan

ornekleri zaman kaybetmeden santrifiijlenmelidir (71).

Son yillarda HPLC yodnteminin pahali ve uzun bir prosediir olmas1 nedeniyle

Immiinokemiliiminesan yontemle ¢alisan kitler kullanilmaya baslanmistr.

2.3.4. Homosisteinemi ve Homosistiniiri

Vitamin eksiklikleri hiperhomosisteinemi etyolojisinde rastlanilan en sik
etkendir. Homosistein metabolizmasinda kofaktér olan folik asit, B12 ve B6
vitaminlerinin diyetteki eksiklikleri, Homosisteinin plazma diizeylerinde artisa yol
a¢cmaktadir (72).

Ateroskleroz ve tromboz gibi vaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz risk faktorii
olarak hiperhomosistinemi gosterilmistir (73). Homosisteinin direkt olarak kan
damarlart duvarin1 ve oOzellikle de endotel hiicrelerini etkileyerek fonksiyonel

degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (74).

Yapilan ¢aligmalarda hiperhomosisteineminin vaskiiler endotel hasar1 sonucu
endotelde disfonksiyon yaparak, endotel bagimli vazodilatasyon kaybina yol agtigi
ve endotel bagimli antitrombotik oOzellikleri engelledigi ve vaskiiler diiz kas

hiicrelerinin proliferasyonuna neden oldugu gosterilmistir (75-83).

Homosisteinin direkt proagregator etkisine veya endotel bagimli trombosit
inhibisyonunun bozulmasi goriilen belirgin trombosit kiimelenmesinin sekonder
nedeni olabilir (81). Calismalarda, endotelin normal antitrombotik 6zellik gosterirken
hiperhomosisteinemi nedeniyle protrombotik fenotipe doniistiigii ve faktor V, faktor
Vlla ve faktor XII aktivitesinin arttig1, antitrombinin ve protein C nin inhibe oldugu,
trombomodiilin ekspresyonunun azaldigi, doku faktér ekspresyonunun arttig,

heparin siilfat ekspresyonunun azaldigi ortaya konmustur (82, 83).
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Sekil 4. Homosistein Metabolizmasi

2.4. HOLOTRANSKOBALAMIN
2.4.1. Holotranskobalaminin Genel Ozellikleri

Vitamin B12 plazmada 2 proteine baglanir, transkobalamin ve haptokorrin.
(Sekil 3) Transkobalamin dolasimdaki Vitamin B12 nin ¢ok az bir boliimiinii
yaklagik %10 luk bir kismin1 baglayabilir (84).

Transkobalamin—Vitamin B12 kompleksine Holotranskobalamin (Holo-TC)
denir. Transkobalamin Vitamin B12’yi tiim hiicrelere tasir. Tasmnan Vitamin B12

yaklagik olarak giinliik 4 nmol diir (85).

Diger tasiyict protein olan haptokorrin ise dolasimdaki Vitamin B12 nin
biiyiik bir kismini baglar. Haptokorrinin fonsiyonu bilinmemektedir ve haptokorrine
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baglanan Vitamin B12 inaktif form olarak kabul edilmektedir. Haptokorrinin turn-

over1 giinliik 0.1 nmol gibi ¢ok diisiik bir diizeydedir (22, 23).

E=———] ApoHC

AnaHC

B12HC

Total B12
HoloTC

ApoTC

Sekil 5. Plazma Vitamin B12 (kobalamin) ve Baglayici Proteinler

Insan plazmasinda bulunan Vitamin B12 (kobalamin) ve baglama proteinlerini gostermektedir. Sekil
plazmada Vitamin B12 baglayici proteinlerin toplam konsantrasyonu ve Vitamin B-12 dagilimini,
protein analoglar arasindaki iliskiyi gostermektedir (7).

Kullanilan konsantrasyonlar ortalama degerlerdir transkobalamin: 1000 pmol / L' [holotranskobalamin
(HoloTC): 100 pmol / L; apotranskobalamin (ApoTC): 900 pmol / L]; Toplam haptokorrin: 450 pmol
/ L [B-12 Vitamini (B12HC) haptokorrin bagli: 200 pmol / L; haptokorrin bagl B-12 analoglan
(AnaHC): 200 pmol / L; apohaptokorrin (ApoHC): 50 mmol / L];toplam B-12 Vitamini: 300 pmol / L.

Transkobalamin in yar1 Oomrii ~18 saattir ve Vitamin B12 alimindaki
degisikliklere duyarhidir (85). Vitamin B12 alimindan 3 saat sonra HoloTC kanda
tespit edilebilir ve maksimum plazma konsantrasyonuna 8-12 saatte ulasir. HoloTC

dolagima gegtikten dakikalar sonra hiicrelere alinir (85).

Haptokorrin—Vitamin B12 kompleksi (HoloHC) ile HoloTC’nin, dolagimdaki
yar1 Oomril karsilastirildiginda HoloTC’nin yar1 émrii daha kisadir. HoloTC 6l¢limiinde

saptanan azalma kobalamin eksikliginin erken bir belirteci olabilir (86, 87).

Vitamin  B12  eksikliginin  belirlenmesinde  holotranscobalamin  ve
haptocorrinin 6l¢iim metodlar1 gelistirilmistir ve tan1 koymada kulanilabilmektedir

(88, 89, 90).

Giintimiizde Vitamin B-12 eksikliginin teshisinde HoloTC’nin total Vitamin

B-12 6l¢limiinden ¢ok daha uygun goriindiigii sonucuna ulagilmistir. Buna karsin,
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giiniimiize degin, HoloTC genis bir klinik kabul gérmemistir. Bunun temel sebebi

olarak testin maliyeti ve testin sinirli kullanimi gosterilmistir (7).

Buna ragmen yapilan c¢alismalar HoloTC’nin Vitamin B12 seviyesini
gozlemlemek i¢in milkemmel bir marker olacagin1 géstermekle birlikte bu 6ngoriiyti

dogrulayacak ¢alismalara halen ihtiyag oldugunu géstermektedir (7).

Haptocorrin in genetik yoklugu ciddi bir durum degildir ve nadir
goriilmektedir (91). Diger taraftan transcobalamin’in genetik yoklugu veya
anomalileri Vitamin B12 eksikligindeki tipik hematolojik, noérolojik ve metabolik

patolojiler ile kendini gosterir (92, 93, 94).

2.4.2. Holotranskobalamin Serum Diizeyi Olciimii ve Referans Arahg

HoloTC dolasimdaki toplam transkobalamin’in %5-20’sini teskil etmektedir
(95). Vitamin B 12 yetersizligi olan hastalarda toplam transkobalamin degismedigi
gozlemlenmistir. (7). Ancak transkobalaminin genotipi, yas ve cinsiyet gibi faktorler
g6z oniine alindiginda HoloTC nin referans intervalinde kiigiik farkliliklar meydana

gelebildigi gosterilmistir (90, 96, 95, 97, 98).

Bu faktorler nedeniyle olusan varyasyonlara iliskin raporlar nispeten az
sayidadir ve yas, cinsiyet ve 1rka dayali ayarlanmis referans intervallerinin
belirlenmesi ihtiyaci dogmadan once bu konuya odaklanan yeni ¢alismalarin

yapilmasinin geregi ¢esitli yaymlarda vurgulanmistir (7).

HoloTC referans intervali ile ilgili mevcut konsensus 40-200 pmol/L
oraninda bir referans intervalinin uygun oldugu yoniindedir Ebba Nexo ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda Klinisyenlerin ve arastirmacilarin, holoTC’yi
giinliik klinik pratiklere dahil etmeden 6nce HoloTC referans intervalinin laboratuvar

caligmalariyla lokal olarak onaylamalar1 gerektigini vurgulamistir (7).
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2.5. METIiL MALONIK ASIT
2.5.1. Metil Malonik Asit Genel Ozellikleri

Metilmalonik asit normal kosullarda metabolize edilebilen ve bu nedenle

itrah1 ¢ok az olan bir organik asittir (99).

Vitamin B12, viicutta iki tepkimeye koenzim olarak katilir: bir metil
grubunun metiyonin yapmak {izere NS5—-metil tetrahidrofolat’dan Homosisteine
tasinmasi (metiyonin sentaz reaksiyonu) ve L-metil malonil KoA’nin metil grubunun
siiksinil KoA yapmak {izere yeniden diizenlenmesi (metil malonil KoA mutaz

reaksiyonu) (14).

Metiimalonil Cof mutcz

|Mc;~11'_r:1<:_':.:u_' CoA | -

Vitamin B12 (koenzm)

Homosistein : Metionin

Metionin sentce=

Vitemmin B12 (koenzm)

Sekil 6. Vitamin B12’nin Koenzim Olarak Gorev Aldigi Reaksiyonlar

Metiyoninin salvaj yolunda, tetrahidrofolat (THF) tarafindan, serin amino
asidi veya diger kaynaklardan alman metil grubu, metilkobalamin yapmak {izere
Vitamin B12 ’ye aktarilir. Metil kobalamin metil grubunu metiyonin sentaz enzimi
aracilig1 ile Homosisteine aktarir ve metiyonin sentezlenir. Metiyonin daha sonra,
metil grubunu diger bilesiklere aktarmak tizere S—Adenozil Metiyonin (SAM) haline
cevrilir (14). Bu tepkimenin metabolik yararlari, metyonin depolarinin siirdiiriilmesi
ve plrin, pirimidin ve niikleik asit sentezine katilacak tetrahidrofolat formlarinin

saglanmasidir (100).
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Sekil 7. Vitamin B12—Folik Asit Metabolizmalarinin liskisi

L-metil malonil KoA’nin siiksinil KoA’ya izomerizasyonu reaksiyonunda
Vitamin B12’nin etkin koenzim bi¢imi 5’—deoksiadenozilkobalamindir. Bu tepkime,
valin, 1zol6sin, treonin, timin ve teksayida karbon igeren yag asitlerinin son ii¢
karbonundan gelen propiyonil KoA’y1 Tri—Karboksilik Asit donglistiniin ara tiriinii
olan siiksinil KoA’ya ¢eviren metabolik yolun bir boliimiinii olusturur. Kobalaminin
metilmalonil KoA’nin siiksinil KoA’ya doniisiimiinde koenzim rolii oynamasi,
propiyonatin bir sitrik asit dongiisii liyesine ¢evrimi yolunda kilit bir tepkimedir ve

dolayisi ile glukoneogenez olayinda da 6nem tasir.

Vitamin B12 eksikliginde bu enzim sistemi iyi ¢alismamakta ve bu nedenle
kanda metilmalonik asit birikimi olmaktadir. Serumda artan metilmalonik asit

bobrekten itrahi artacagi i¢in idrarda da dlgtilebilir degerlere cikar.

Metilmalonik Asit diizeyi hiicre i¢i Vitamin B12 eksikliginin en iyi
gostergesi olarak kabul edilir. Ayrica metilmalonik asit Homositein gibi Folattan
etkilenmedigi ig¢in Vitamin B12 eksikliginin en iyi gostergesi olarak kabul edilir.
Ancak yontemin kisithligi ve test maliyetinin fazla olmasi testin calisilmasinin

ontindeki en biiyiik engeldir.

2.5.2. Metilmalonik Asit Plazma Diizeyi Ol¢iimii ve Referans Arahg

Metilmalonik Asit’in gaz kromatografik ol¢lim ydntemi 1950’lerin

sonlarindan itibaren bilinmektedir. 1979’da ¢ok daha duyarli bir gaz
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kromatografi/kiitle spektrometri metodu gelistirilmistir. Pek ¢ok modifikasyona sahip
duyarh kilcal gaz kromatografi/kiitle spektrometri Olglim yontemleri serumdaki
kiiciik konsantrasyonlarin dogru ve kesin bi¢cimde oOl¢limiinii miimkiin kilmustir.
Otomasyon sistemleri gelistikce, serum MMA belirleme yontemleri daha genis

kullanima kavusmustur.

Plazma ve idrar MMA degerleri ferkli olsa da LC-MS/MS yontemi ile
Olctilen plazma MMA referans aralig1 0-0,4 umol/L olarak kabul edilmektedir.

2.6. REFERANS ARALIGI
2.6.1. Referans Araligr Tanim

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization; WHO), saglikli olmayz,
fiziksel, mental, sosyal refah durumlarmi da g6z Oniinde bulundurarak

tanimlamaktadir (101).

Bireyin saglikli veya sagliksiz oldugu kararina referans verilere bagvurularak
karar verilmektedir. Referanslar anamnezlerden, muayenelerden ve laboratuvar
sonuglarindan elde edilebilir (101,102). Biyokimyasal testler, taninin konmasinda,

tedavi takibinde, prognoz seyrinde, taramada yer almaktadir (103).

Biyokimyasal testlerin biyokimya laboratuvarlarinda yorumlanmasi sirasinda

referans araliklarina bagvurulmaktadir (104).

Referans degeri bir referans bireyinde belirli bir fenotipin gozlemlenmesi ya
da 6l¢iilmesi ile elde edilen degere denir. Referans kitlesi 6rnek bir popiilasyondan
secilen referans bireylerin olusturdugu topluluga denir. Referans kitlesinden elde
edilen sonuglar bir dagilim olusturacak ve bu dagilima istatistiksel analizler
uygulandigr zaman da dagilimin belli bir boliimiinii icine alan alt ve iist degerler
bulunacaktir. Boylece dagilimin belli bir yilizdesini alt ve {ist degerlerin i¢ine alindigi
kesim ifade edecektir. Glinimiizde bu kavramlar kullanilirken normal deger ya da
normal aralik sozctikleri kullanilmamaktadir. Ciinkii normal terimi kisiden kisiye
gore degisebilecek bir kavramdir. Bireyden bireye degisebilen bu degerlerin

hangisinin normal olarak tanimlanacagini belirlemek ¢ok zordur (105).
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Normal degerler terimi farkli anlamlar igerebilmesi nedeniyle, referans
degerler teriminin kullanilmasimin daha dogru olacagi ifade edilmistir. Normali

aciklamak i¢in bazi1 tanimlamalar yapilmistir (103, 106, 107, 108).
Bu tanimlamalar:
1) Bireyin normal degeri: Saglikli donemde bireyden elde edilmis deger

2) Optimum saglik durumundaki bireylerden elde edilen verilere dayali

degerler

3) Kohort (es gruplari) normalleri: Hasta grubunu temsil eden saglikli

toplumdan elde edilen degerler

4) Genel toplum normalleri: Hastanin secildigi toplumun tiim fertlerini temsil

eden gruptan elde edilen normal degerler

5) Istatistiksel olarak: Gaussian dagilim gosteren veriler grubu (biyolojik
veriler cogunlukla normal dagilim gdsteren ¢an egrisi grafigine

uymamaktadir)

6) Epidemiyolojik olarak: Toplum taramalar1 sirasinda ¢ok goriilen degerler

normal kabul edilmektedir

7) Klinik olarak: Normal s6zciigii belirli bir hastaligin veya hastalik gelisme

riskinin yoklugunu gostermektedir
seklinde ifade edilmektedir.

Bir testin bir birey i¢in normal degerinin tespit edilmesi, ancak o test bireye
uygulandig1 zaman anlasilabilir. Bu degerin 6nceden bilinmesi tercih sebebidir. En
zor karar bireyin hangi saglik durumunun normal olarak kabul edilecegi asamadir.
Bu belirledikten sonra da, bir kisiden elde edilen degerlerin bir baska kisiyle
benzeme olasilig1 diisiiktiir. Bu nedenle, kisinin kendisine ait eski sonuclari ile
degerlendirme yapilmasi sayesinde en ideal referans degere ulagsmak miimkiindiir.
Fakat herkes icin bu kosullarin saglanmasi zor ve masraflidir. Bu bile yapilsa
bireylerin hayatlarmin farkli dénemlerinde farkli saglik durumlar1 olabilecegi goz

oniinde bulundurulmalidir (109).
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Bulgu veren bir patolojiye sahip olmayan bireyler, normal olarak kabul
edilecek olursa, bu bireylerden elde edilen referans degerlerini, hasta olan kisilerin
test sonuclarin1 degerlendirmek i¢in kullanmak, yanlis referans araligi kullanmak
olacaktir. Bundan dolayi, "normal" terimi kullanilmasindan uzaklasilmis ve
karsilastirmada temel alindigi igin, "referans" teriminin kullanilmasinin daha uygun

olacag distiniilmiistiir (106, 107).

Her bireyin yasadigi topluma gore degerlendirilmesi Onemlidir, her
laboratuvar kendi toplumuna ait referans degerlerini bulmasi ve uygulamasi
gerekmektedir. Ancak her laboratuvarin bu isi yapmasi ve uygulamasi oldukca
zaman kaybma ve masrafa neden olmaktadir. Bu nedenle, belirli kriterlere gore
secilmis bolgelerden elde edilecek Homojen referans gruplari olusturularak, referans
araliklar hesaplanabilir. Laboratuvarlar arasinda kullanilan analiz yontemlerine ve
cihazlara gore birbirlerine ¢evrilebilirler. Onemli olan husus, (103) referans

araliklarin, kullanildiklar1 toplumu temsil edebilme 6zelliginin ne oldugudur (106).

2.6.2. Referans Bireylerin Se¢imi
2.6.2.1. Referans Bireyler ve Dislama Kriterleri

Referans aralifinin saptanmasinda ki en 6nemli asamalardan biri referans
bireylerinin se¢imi asamasidir. Bunun ig¢in referans birey tanimi, saglik veya

ilgilenilen hastalik ile ilgili kriterlerin ne oldugu iyi bilinmelidir (101).

Referans bireyler muayene edilen adaylar arasindan daha oOnceden
tanimlanmis kriterlere uyan bireylerin se¢ilmesi ile saptanir. Referans popiilasyon,
bir caligmada olmasi istenen, hedeflenen bir grubu temsil eder. Bu popiilasyon
kisinin kendisi olabilecegi gibi, saglikli kabul edilen popiilasyon ya da hastane
popiilasyonu da olabilir (104, 110).

Ormek referans Kkitlesi referans populasyonundan belli kriterler dikkate
alinarak elde edilecek bireylerin olusturdugu topluluga denir. Ornek referans kitlesini
olusturacak bireylerin se¢imi sirasinda dogrudan ve dolayli 6rneklendirme ydntemi

ad1 verilen iki yontem kullanilabilir (103).
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Dogrudan orneklendirme: Dogrudan oOrneklendirme IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry; Uluslararas1 Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi
Federasyonu) tarafindan Onerilen ve bazi kriterler kullanilarak hasta se¢iminin

yapilmasidir. Bu kriterlere dislama kriterleri denilmektedir (103).

Referans bireyler se¢iminde dikkate alinmasi gereken dislama Kriterleri
arasinda; alkol alimi, yakin zamanda kan vermek veya almak, hipotansiyon veya
hipertansiyon, receteli veya recetesiz ilag kullanimi, ilag bagimliligi, yakin zamanda
hastalik hikayesi, gebelik, emzirme, obezite, sigara, vitamin kullanimi, yogun
egzersiz, yakin zamanda ameliyat olmak, kronik hastaliklar, oral kontraseptif

kullanimi yer almaktadir (111).

Bu kriterler IFCC tarafindan Onerilen ve ayrica NCCLS’ nin (National
Commitee for Clinical Laboratory Standards; Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal
Komitesi) ilgili dokumanlarinda da bulunan diglama kriterleridir. Bireyler segilirken
bu faktorlerin etkisi altinda olup olmadigina dikkat edilmelidir. Bu kriterler se¢im
esnasinda gore iki sekilde kullanilabilir: Test 6ncesi 6rnekleme (Apriori) yonteminde
dislanma kriterleri bireyler secim asamasinda kullanilir. Test sonrasi ornekleme
(Aposteriori) yonteminde ise elde bir veri kitlesi vardir ve bu kriterler test sonrasi
kullanilir (111, 103). Apriori yonteminde ileriye doniik, aposteriori yonteminde ise

geriye doniik bir dislanma mevcuttur (101).

Aposteriori yontemine gore diglanmanin yapilabilmesi icin elimizde ¢ok iyi

sekilde diizenlenmis bir veritabani1 olmasi gereklidir (103).

IFCC ve NCCLS klavuzlar referans bireylerin dogrudan orneklendirme
yontemiyle secilmelerini  6nermektedir. Ancak dogrudan  Orneklendirme
yontemindeki uygulama zorluklar1 ve masrafli olmasi sebebiyle ¢ok fazla

kullanilmamaktadir (103).

Dolayli Orneklendirme: Bir baska yontem ise dolayli orneklendirmedir.
Bir¢ok laboratuvar verilerini direk 6rneklendirme kriterlerine gore diizenleyemedigi
icin dolayli yontem daha fazla kullanilmaktadir. Bu yontemde elimizde bir veri
kitlesi vardir ve bu veri grubu dislama kriterlerine gore bir ayiklama yapilmadan

oldugu gibi alinir (103).
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Dolayli 6rneklendirme yonteminde laboratuvarlarda elde sonuglarin biiyiik bir
kism1 Gaussian bir dagilim gostermeseler bile normale yakin bir dagilim
goriilmektedir. Cok miktarda asir1 u¢ deger ya da gruplasma olmamak sart1 ile bu
dagilimda bulunan Gaussian tipe uyan boliimler alinabilir. Dolayli 6érneklendirme
yontemi ile elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi i¢in ¢esitli istatistiksel analiz

yontemleri gelistirilmistir (103).

Bu yontemler bazi dezavantajlar barindirmaktadir. Kullanilabilecek birden
fazla yontem olmasi1 ve elde edilen alt ve iist referans degerlerin kullanilan
yontemdeki matematiksel metodlara bagli olmasi en biiyiik dezavantajlardir. Bir
baska dezavantaj ise; elde edilen referans araliklari o hastanenin belli bir zaman
dilimini gostermesidir. Bulunan bu degerler hastaneden hastaneye farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu sekilde elde edilen referans degerlerin daha genis bir

popiilasyona uygulanmasinin sakincalar dogurabilecegi diistiniilmektedir (103).

Referans aralifi hesaplanirken dolayli orneklendirme yolu kullaniimasi

diisiiniiliiyorsa veri toplanmasi asamasinda uyulmas: gerekenler sOyle siralanabilir

(103);

1) Kullanilacak 6rnek dagilimin, referans popiilasyonunun bir pargasi olmasi
gerekmektedir. Hastane popiilasyonu digsindakiler degerlendirilmeye dahil

edilmemelidir.

2) Ornek referans dagilimi iinimodal olmali, homojeniteyi bozacak

gruplagmalar olmamalidir.

3) Verilerin yogunlastigi bolge, dagilim moduna uygunluk gostermelidir

(112).

Dolayli 6rneklendirme, dogrudan 6rneklendirme yontemine gore daha kolay
bir yontemdir. Ancak dagilimda birden fazla modun oldugu (bimodal) bir gériinim
varsa, hasta tanis1 ve demografi kullanilarak muhtemel gruplasmalar ortadan

kaldirilmalidir (103).

Sonugta drneklendirme her iki yolla da yapilabilmekte ve bu yontemlere gore
secilen referans bireyler, farkli istatistiksel metotlarla degerlendirilmektedir. Dogru

bir veri secimi yapilirsa dagilimlarda u¢ degerlere ve gruplagsmaya rastlanma olasiligi
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azalacaktir. Kullanilan bir diger kriter de hastanin taburcu oldugunda kayitlara gecen
tanisidir. Bu tani yardimiyla hastanin tim test sonuglar1 yerine sadece bazi test
sonuglart diglanmakta ve tanida belirtilen patolojinin etkilemedigi test sonuglari

ornek referans kitlesine dahil edilebilmektedir (113).

2.6.2.2. Referans Kitlesinin Gruplandirilmasi

Referans araligi hesaplanirken verileri gruplara ayirmanin gerekli olup
olmadig1 fikrine karar vermek onemlidir Elde edilen verilerin Gaussian dagilima
uymasi istenir. Ancak biyolojik veriler genellikle Gaussian bir dagilim olusturmazlar.
Bunun nedeni, dagilim i¢cinde modiilasyona yol acabilecek faktorlerin olabilecegi

distiniilmektedir (103).

Bireyler arasindaki olabilecek varyasyonlarin en aza indirilmesi gruplara
ayirma da ki en dnemli nedendir. Sinif i¢i varyasyon ne kadar az olursa daha dogru
referans araligi hesaplanabilir. Siniflar arasinda istatiksel ac¢idan farklilik izlenirse
elde edilen referans degerleri alt gruplara ayrilarak dagilimin homojenitesi

saglanmalidir (101).

Dagilimlardaki gruplasmaya veya alt gruplara ayrilmaya neden olan faktorler
arasinda; en fazla yas ve cinsiyet vardir. Ayrica irk, cografi yerlesim, gebelik, kan
grubu, aclik ve tokluk, sigara ve alkol, beslenme aliskanligi, eksersiz, 6rnek alim
saati, postlir, menstruel siklus dagilimlardaki gruplagsmaya veya alt gruplara

ayrilmaya neden olan faktorlerdir (103).

Bu dikkat edilmesi gereken bir durumdur. Gruplara veya alt gruplara ayirma
kriterlerinden bazilarinin aynm1 zamanda gruptan diglama kriterleri olarak da
kullanilabilmektedir (101, 114, 115).

2.6.3. Referans Arahk Tayininde Veri Sayisimin Onemi ve Kullanilan

Istatiksel Yontemler

Referans araliklarin belirlendigi ¢alismalarda kullanilmas1 gereken veri
sayisinin ne kadar olmasi gerektigi de dnemli bir agsamadir. Veri sayisinin ¢ok olmasi

referans aralik degerlerinin daha dogru ve gilivenilir olmasini saglayacaktir. Referans
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araliginin saptanmasinda kullanilan istatistiksel yontemler parametrik ve parametrik
olmayan yontemler olarak ikiye ayrilir. Her iki yontemden hangisinin kullanilmasi
gerektigi, dagilim tipine ve veri sayisina bakilarak karar verilir. Bu nedenle 6nce
dagilim tipinin ne oldugunun saptanmasi gerekir. Bunun i¢in dagilima etki
edebilecek u¢ degerler ve veri sayisi gibi faktorler dikkate alinmalidir. Olas: etkileri
en aza indirmek ve metodun gilivenilir olmasin1 saglamak i¢in kullanilmas1 gereken

veri sayisinin ka¢ oldugu saptanmalidir (103).

[statistikte verilerin analiz edilmeleri igin gerekli veri sayis1 hesaplama
yontemleri  belirlenmistir  (116). Yapilan c¢alismalarda, referans araligin

hesaplanabilmesi i¢in 120 verinin yeterli oldugu saptanmistir (111).

Bu veri sayisinda dagilimin %2,5 - %97,5’inci noktalarina denk gelen yerler
saptanacaktir. Normal olmayan dagilimda, merkezi %95 alan igindeki verilerin, hem
referans aralik sinirlari hem de referans aralik sinirlarinin %90 giiven araliklarinin

hesaplanmasi i¢in yeterli oldugu kabul edilmektedir (103).

NCCLS C28-A3 (117) klavuzu, parametrik olmayan yontemlerde, 120

verinin %90 giiven aralig1 i¢in yeterli olacagini ileri siirmektedir (103).

Ozellikle orijinal yontemlerin diisiik veri sayilarinda da uygulanabilir hale
getirmek icin modifiye yontemler gelistirilmistir. 120 veri kullanildiginda yontemler
arasinda fark cok az iken veri sayist diistiigii zaman 6zellikle parametrik olmayan
yontemlerin etkisi azalmaktadir. 120 verinin altindaki veri (118) sayilarinda modifiye
parametrik olmayan yontemler ile i1yi sonuglar alinmistir. Parametrik yontemlerle, en
az 30 veri ile de calisma yapilabileceginin miimkiin oldugunu ileri stiriilmektedir

(111).

Sonug olarak, eger dagilimimiz gaussian dagilima doniistiiriilemiyorsa 120
altinda ki veri sayisiyla calisma yapmak zordur. Bu gibi durumlarda ya modifiye
parametrik olmayan yol kullanilmali yada 120 veri sayisina ulasip modifiye

edilmemis parametrik olmayan yontemler kullanilmalidir (119).

Bir dagilimda ug¢ degerlere rastlanilabilir. Dagilimdaki u¢ degerlerin
cikartilmasinda bazi metodlar kullanilir. Bunlar Dixon metodu, Blok prosediirt,
Standart Sapmanin kullanilmasi, Grubbs T istatistigi, Boxplot Cizimlerinde Cut-Off
Bulma Yaklagimi gibi bazi istatiksel metodlarlardir (111).
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2.6.4. Referans Dagilimin Incelenmesi

Verilerin gorsel olarak kolayca incelenebilmesi igin veriler histogram haline
getirilmelidir. Histogramin incelenmesi istatiksel tekniklerin yanlis kullanimim
engelleyebilir. Dagilim histogrami incelenirken dikkat edilmesi gereken hususlar

mevcuttur (101);
1) Asiri ug verilerin bulunup bulunmamasina bakilmalidir

2) Birden fazla tepe noktasi olan (bimodal veya polimodal) dagilimlar birden

fazla alt grubun bulundugunu gosterir

Bu gibi durumlarda referans bireylerinin se¢iminde kullanilan kriterler
yeniden gozden gecirilerek yas, cinsiyet ve diger faktorlere gore gruplara ayirma

islemleri tekrar degerlendirilmelidir.

2.6.5. Referans Aralig Tayininde istatiksel Yontemler

Referans araligi tayininde kullanilan parametrik ve parametrik olmayan
yontemlerin kendi igerisinde bir¢ok modifiye yontemleri vardir. Bu modifiye
yontemler, yontemin giiciiniin artirilmasi ve diisiik veri sayilarinda daha dogru ve
giivenilir sonuglar vermesi i¢in yapilir. Bu modifikasyon yontemleri gaussian
dagilima doniisemeyen dagilimlar i¢in kullanilir, ¢iinkii normal bir dagilim
oldugunda Gaussian yontemler (parametrik yontemler) (120) kullanilir. Bu
yontemler diisiik veri sayilarinda da dogru sonuglar verebilir. Ancak biyolojik
verilerde Gaussian olmayan dagilimlarin daha sik olmasi nedeniyle g¢ogunlukla
parametrik olmayan yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin dezavantaji daha
yiiksek veri sayilarinin olmasina ihtiya¢ duymasidir. Bu problemler modifikasyon

yontemleri ile agilmaya ¢alisilmigtir (111, 121).

2.6.5.1. Parametrik Yontemler

Gaussian karakter gostern dagilimlar; ortalama deger, standart sapma,
medyan gibi dagilimin seklini belirten parametreler tarafindan tanimlanirlar.

Gaussian karakterdeki dagilimlarda parametrik yontemler kullanilir. Bu yontem
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parametrik olmayan yonteme gore zor bir yontemdir. Fakat elde edilen giiven

araliklar1 daha dar ¢gikmaktadir. Parametrik yontemler iki grupta incelenir (103, 101):
1- Parametrik ylizde tahmini yontemi
2- Parametrik tolerans araligi yontemi

Parametrik yiizde tahmin yonteminde, %2,5-%97,5’lik bir bolgenin sinirlarini

olusturan alt ve {ist degerler aranir. Bu aralik dagilimin %95’ini yansitir (111).

Parametrik tolerans aralifi yonteminde, dagilimin %95°1 belli bir olasilik
igerisinde tanimlanir. %90’1n altinda olasiliklarda parametrik tolerans araligi yontemi
ile ¢ok genis referans araliklarinin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir. Bunu ancak ¢ok
yiikksek veri sayilari (n> 1000) kullanildig1 takdirde engellenebilir. Elde edilen
%95°1ik alan dagilim sonuglarinda farkli yerlerde lokalize olabilir (122).

Referans araliginin ¢ok genis tutulmasi testin tanisal giiciiniin azalmasina
neden olur. Tam tersine %95 olasilikta ise ¢ok dar bir aralik ortaya cikar. Bu
nedenlerden dolayr bu yontem, parametrik yiizde tahmini yontemine gore daha az

tercih edilir.

2.6.5.2. Parametrik Olmayan Yontemler

Parametrik olmayan yontemleri 3 grupta incelenir (111, 103, 107):
1) Parametrik olmayan ylizde tahmini yontemi

2) Parametrik olmayan tolerans aralig1 yontemi

3) Modifiye parametrik olmayan yontemler

Bu yontemlerin en biiyilkk avantaji gaussian olmayan dagilimlarda
kullanilabilmesidir. Bu sayede referans bireylerinin se¢imi kolaylasir. Referans
bireyler se¢imi, bu yontemle ile hicbir kritere bagli olmadan alinir. Parametrik
olmayan yontemler i¢in veri sayismnin 120 olmasi Onerilmistir. Diisiik denek
sayllarinda ise parametrik olmayan yontemler yetersiz kalmaktadir. Modifiye

yontemler bu gibi problemlerin agilmasi igin gelistirilmistir (103).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. CALISMA TASARIMI VE KATILIMCI OZELLIKLERI

Calismamizda serum Vitamin B12 ile iligkili parametreler olan Vitamin B12,

Folik Asit, plazma Homosistein, Holotranskobalamin ve MMA in iilkemizde

arastirilmamis olan referans araliginin bulunmasi hedeflenmistir.

Calismamiza Ekim 2014-Mayis 2015 tarihleri arasinda Ufuk Universitesi Tip

Fakiiltesi kan bankasina ve polikliniklerine bagvuran 18-65 yas arasi saglikli

goniilliiler dahil edildi. Goniilliilere kan bankasi ve polikliniklerle is birligi yapilarak

ilgili birimlerin yonlendirmesi ile ulasildi. Calismaya alinacak goniilliilere ¢aligmanin

iceriginin anlatildigi form okutulup imzalatilarak onamlar1 alindi.

Calismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri asagida gosterilmistir:

Dahil Edilme Kriterleri:

1.

2.

18-65 yas araliginda bulunan,

Herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan,
Bitkisel kaynakli dahil hig¢bir ilag kullanmayan,
Vitamin preperati kullanmayan,

Daha 6nce Vitamin B12 tedavisi almamis olan,

Gondilli olmay1 kabul etmis saglikli bireyler.

Dislanma Kriterleri:

1.

Son 1 haftadir Vitamin B12 metabolizmasim etkileyen herhangi ilag

kullanmis olmak (buna agizdan alinan multi vitamin tabletleri kullananlar

dahildir).

Oral kontraseptif kullanan bayan hastalar
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3. Son 3 ay i¢inde 1000 pg veya son 1 ay i¢inde 100 pg intramuskuler

Vitamin B12 tedavisi almis olanlar,
4. Son bir hafta i¢inde akut enfeksiyon ge¢irmis olanlar,

5. Kronik bir hastaligi olanlar (sistemik inflamatuar hastaliklar, KC ve

bobrek hastaliklari),
6. Gebe olanlar,
7. Son 3 ay i¢inde dogum yapmus olanlar,
8. Tam kan say1s1 diisiik olup anemi kriterlerine uyan,
9. Hepatit belirtegleri pozitif olan kisiler,

10. Cerrahi girisim sonucu midesi veya ince bagirsaklarinin bir kismi kismen

alimmus olanlar.

Calismamiz i¢in 703 birey ile goriisiildi. 31 birey calismaya katilmay:
reddetti. 19 goniilliiniin kronik hastaligi oldugu goriildii. 12 goniillii son {i¢ ay
icerisinde ilag kullandig1 i¢in ¢aligmaya dahil edilmedi. 1 goniilli lenfoma tedavisi
goérmiis olmasi nedeniyle ¢alismaya dahil edilmedi. 18 goniillide hipokrom
mikrositer anemi 2 goniilliide makrositer anemi tespit edilmesi, 23 goniilliiniin
incelenen degerlerinde CRP yiiksekligi tesbit edilmesi nedeniyle ¢alismamiza dahil
edilmedi. 4 gonilli karaciger fonksiyonlarinin, 13 goniillii bobrek fonksiyonlarinin
yiiksek olmasi nedeniyle c¢alismamiza dahil edilmedi. 39 goniilliiniin alinan

numunelerinde hemoliz tespit edilmesi nedeniyle ¢alismamiza dahil edilmedi.

Plazma MMA referans aralik ¢alismasi igin toplam 450 goniilliiniin numunesi
calisildi. Calisma sonuglar1 incelendiginde 6 numune ornek yetersizligi nedeniyle
calisma dis1 birakildi. 40 numunede galisilan plazma MMA degerleri igerisinde ¢ok
asirt u¢ degerler oldugu tespit edilmis ve bu degerler calismamizin ortalamasinda

ileri derecede sapmaya yol agmasi nedeniyle, ¢aligsma dis1 birakildi.

Goniilliilillerden bir kirmiz1 kapakli biyokimya tiipii ve bir adet mor kapakli
tiip alindi. Alinan numunelerden kirmiz1 kapakli biyokimya tiipii 6ncelikle 4000 rpm
de 5 dk santrifiij edildikten sonra ayrilan serum 500 pL lik ii¢ tiipe ayrildi. Ayrilan
numunelerden birinden biyokimya parametreleri (BUN, Kreatin, CRP, AST, ALT, T.
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Biliriibin, D. Biliiribin, Na, K, Cl, Ca) ¢alisildi. Diger tiipe ayrilmis olan serumdan
hormon parametreleri (T3, T4, TSH, Feritin, Vitamin B12, Folat) calisildi. Ugiincii

tiipe ayrilan serum -80°C de Holotranskobalamin ¢alisilmak iizere saklandi.

Mor kapakla alinmis olan EDTA I kan 6rneginden 6nce tam kan sayimi
calisildi. daha sonra 4000 rpm de 5 dak santrifiij edilerek plazma kismi ayrildi. 500
uL iki tlipe ayrildi. Birinci tiipteki plazmadan plazma Homosistein diizeyi
bekletilmeden c¢alisildi. Diger plazma MMA c¢alisilmak tizere -80° Clik dolaba
ayrildu.

Serum Vitamin B12, Folat ve Homosistein diizeyleri numuneler
bekletilmeden ayni giin ¢aligildi. Plazma MMA analizi numuneler alindikan sonra 60
ar giinliik peryotla anlagmali dis laboratuvarda 3 grup halinde ¢alisildi. Bu siirecte -
80 ° C lik dolapta numuneler saklandi. Holotranskobalamin analizi i¢in toplanan

numuneler 4 er aylik iki peryotta ¢alisildi. Numuneler -80°C de saklandi.

Calismamizda Vitamin B12 (n=541 ort. yas: 31,1), Folat (n=541 ort. yas:
31,1), Homosistein (n=416 ort. yas: 32,8), holotranskobalamin (n=416 ort. yas: 32,3)
ve metil malonik asit (n=404 ort. yas: 32,8) olmak iizere Vitamin B12 ile ilgili

belirtecler caligildi.

Her bir calisma grubu, kendi icerisinde cinsiyet ve yas gruplari géz Oniine

alinarak ayrildi.

Cinsiyetlere gore goniilliler ayrildiginda Vitamin B12 ve Folat i¢in 195 erkek
(ort yas: 35,8) 346 kadin (ort yas:28,4), Homosistein igin 164 erkek (ort. yas: 37,3)
252 kadn (ort. yas:29,8), Holotranskobalamin i¢in 156 erkek (ort yas: 37,05) 260
kadin (ort. yas: 29,5), metilmalonik asit i¢in 156 erkek (ort. yas: 37,1) 248 kadin (ort.
yas: 30) calismamiza dahil edildi.

Yas gruplar1 18-25, 26-35, 36-45, 46-55, 56-65 olarak ayrildi.

Vitamin B12 referans araligi ig¢in 18-25 yas araliginda 318, 26-35 yas
araliginda 75, 36-45 yas araliginda 42, 46-55 yas araliginda 43 ve 56-65 yas

araliginda 63 goniillii numunesi ¢aligildi.

35



Folat referans araligi i¢in 18-25 yas araliginda 318, 26-35 yas araliginda 75,
36-45 yas araliginda 42, 46-55 yas aralifinda 43 ve 56-65 yas aralifinda 63 goniillii

numunesi ¢alisildi.

Plazma Homosistein referans araligi i¢in 18-25 yas araliginda 216, 26-35 yas
araliginda 66, 36-45 yas aralifinda 38, 46-55 yas araliginda 40 ve 56-65 yas

araliginda 56 goniillii numunesi ¢alisildi.

Plazma MMA referans araligi igin 18-25 yas araliginda 211, 26-35 yas
araliginda 59, 36-45 yas araliginda 37, 46-55 yas araliginda 39 ve 56-65 yas

araliginda 58 gonillii numunesi ¢alisildi.

Gontilliiller anemi yoniinden degerlendirildi ve c¢aligmaya katilan tiim
goniilliilerin Hemoglobin, MCV, MCHC, Hematokrit gibi parametrelerinin normal

sinirlar arasinda olmasina dikkat edildi.

3.2. CALISMADA KULLANILAN TESTLER
3.2.1. Vitamin B12, Folat, Homosistein, Holotranscobalamin ve MMA

Vitamin B12, Folat ve Homosistein i¢in alinan serum o6rnekleri ayn giin
icinde c¢alisilmigtir.  Holotranskobalamin 4 er aylik peryotlarla numuneler
biriktirilerek ¢alisildi. Numuneler goniilliillerden alindiktan sonra -80°C de saklandi.
MMA anlasmali dis laboratuvarin kuryesi tarafindan 60 giinliikk peryotlarla
laboratuvarimizdan alindi ve 60 ar giinliik li¢ periyotta calisildi. Numuneler

goniilliilerden alindiktan sonra -80°C de saklandi.

Vitamin B12: Abbott Architect i2000 (2015 Abbott Laboratories.
Abbott Park, Illinois, U.S.A.) cihazinda insan serumu ve plazmasinda bulunan
Vitamin B12’in belirlenmesi i¢in Kemiliiminesan Mikropartikiil immiinolojik Test
(CMIA) teknolojisi ile chemifleks olarak adlandirilan esnek tetkik protokoller
kullanan otomatik 6rnek on hazirlikli olan iki adimli bir tetkiktir. Ornek ve pre-
treatment reaktif 1, pre-treatment reaktif 2 ve pre-treatment reaktif 3 birlestirilir. On
hazirlanmis 6rnegin bir aliquotu aspire edilir ve ikinci bir (Reaksiyon kabina) RV’ye
transfer edilir. Ardindan, 6n hazirlanmis 6rnek tetkik diliienti ve intrinsik faktor

kapli paramanyetik mikropartikiillerle birlestirilir. Ornekte mevcut Vitamin B12,
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intrinsik faktdr kapli mikropartikiillere tutunur. Yikamadan sonra, Vitamin B12-
akridinium etiketli konjugat ikinci adimda ilave edilir. Pre-trigger ve trigger
soliisyonlar1 reaksiyon karisimina ilave edilir, Elde edilen kemiliiminesan reaksiyon
relatif 151k iiniteleri (RLU’lar) olarak &lgiiliir. Ornekteki Vitamin B12 miktar1 ve
ARCHITECT i optik sistemi ile tesbit edilen RLU’lar arasinda ters oranti

bulunmaktadir.

Uretici firma tarafindan Vitamin B12 tetkiki diisiik, orta ve yiiksek kontrol
araligindaki konsantrasyonlar i¢in < %11 toplam %CV (Coefficient of Variation) lik
keskinlige sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Uretici firma tarafindan rapor edilen
kalite kontrol verilerine gore Vitamin B12 testi i¢in tekrarlanabilirlik Tablo 5’te

Ozetlenmistir.

Tablo 5. Abbott ARCHITECT Vitamin B12 testine ait tekrarlanabilirlik sonuglar

Intraassay Interassay

%CV %CV
Serum Panel 4.8 6.2
Diisiik kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 5.6 6.2
Orta kontrol araliginda olan konsantrasyonlar igin 34 6.8
Yiiksek kontrol araliginda olan konsantrasyonlar igin 4.0 4.9

Kitin referans araligi olarak 187-883 pg/mL verilmistir.

Folik asit: Abbott Architect i 2000 cihazinda insan serumu, plazmasi ve kan
hiicrelerinde bulunan Folatin kantitatif belirlenmesi igin CMIA teknolojisi ile
chemifleks olarak adlandirilan esnek tetkik protokoller kullanan iki adimli bir

tetkiktir.

Folatin endojenik Folat baglayic1 proteinden salinmasi igin iki 6n hazirhik
adimi aracilik yapmaktadir. On hazirlik adimi 1 de 6rnek ve 6n hazirlik reaktif 2
Dithiothreitol (DTT)aspire edilip bir RV ye pipetlenir. On hazirlik adimi 2 de
ornek\6n hazirlik reaktif 2 karigiminin bir aliquotu aspire edilir ve ikinci bir RV’ye
dispense edilir. Ardindan, 6n hazirlik reaktif 1 potasyum hidroksit (KOH) eklenir.
On hazirhga tabi tutulmus &rnegin bir aliquotu igiincii bir RV ye transfer edilir ve

ardindan Folat Baglayici protein (FBP) kapli paramanyetik mikropartikiiller ve
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tetkik spesifik diliient eklenir. Ornekte mevcut Folat, FBT kapli mikropartikiillere
tutunur. Yikamadan sonra pteroik asit- akridinium etiketli konjugat eklenir ve FBT-
kapli mikropartikiillerde bos boliimlere tutunur. Pre-trigger ve trigger solusyonlari
reaksiyon karigimina ilave edilir, Elde edilen kemiliiminesan reaksiyon RLU’lar
olarak dlgiiliir. Ornekteki Folat miktar1 ve ARCHITECT i optik sistemi ile tesbit

edilen RLU’lar arasinda ters orant1 bulunmaktadir.

Uretici firma tarafindan Folat tetkiki diisiik, orta ve yiiksek kontrol
araligindaki konsantrasyonlar i¢in < %12 toplam %CV lik keskinlige sahip olacak
sekilde tasarlanmistir. Uretici firma tarafindan rapor edilen kalite kontrol verilerine

gore Folat testi i¢in tekrarlanabilirlik Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6. Abbott ARCHITECT Folat testine ait tekrarlanabilirlik sonuglari

1ntraassay 1nterassay

%CV %CV
Diisiik kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 3.5 3.9
Orta kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 1.7 3.8
Yiiksek kontrol araliginda olan konsantrasyonlar igin 1.6 3.1

Kitin referans aralig1 3,1-20,5 ng/mL olarak verilmistir.

Holotranscobalamin: Abbott Architect 12000 cihazinda insan serumunda,
bulunan Aktif B12 (Holotranscobalamin)’in kantitatif belirlenmesi i¢in CMIA
teknolojisi ile chemifleks olarak adlandirilan esnek tetkik protokoller kullanan iki
adimli bir tetkiktlr. Birinci adimda numuneye anti-holotrascobalamin kapl
paramanyetik mikropatikiiller konulur. Numunenin i¢indeki holotranscobalamin ile
anti-holotranscobalamin kapli mikropartikiiller baglanir ve yikama yapilir. Ikinci
adimda anti-transcobalamin acridinium bagli konjugat reaksiyona eklenir.
Yikamadan sonra pre-trigger ve trigger solusyonlari reaksiyon karigimina ilave
edilir, Elde edilen kemiliiminesan reaksiyon relatif 1s1k {initeleri (RLU’lar) olarak
olgiiliir. Ornekteki holotranscobalamin miktar1 ve ARCHITECT i optik sistemi ile

tesbit edilen RLU’lar arasinda direkt orant1 bulunmaktadir.

Uretici firma tarafindan HoloTC tetkiki diisiik, yiiksek kontrol araligindaki
konsantrasyonlar i¢in < %8 toplam %CV lik keskinlige sahip olacak sekilde
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tasarlanmustir. Uretici firma tarafindan rapor edilen kalite kontrol verilerine gore

HoloTC testi i¢in tekrarlanabilirlik Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7. Abbott ARCHITECT HoloTC testine ait tekrarlanabilirlik sonuglar

Intraassay Interassay

%CV %CV
Diisiik kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 4.2 4.9
Yiiksek kontrol araliginda olan konsantrasyonlar igin 3.0 5.3

Kitin referans aralig1 25,1-165 pmol/L olarak verilmistir.

Plazma Homosistein: Abbott Architect i2000 cihazinda insan plazmasinda
bulunan total L-Homosisteinin kantitatif belirlenmesi i¢in CMIA teknolojisi ile
chemifleks olarak adlandirilan esnek tetkik protokoller kullanan tek adimli bir
tetkiktir.

Bagli veya dimerize Homosistein yapist DTT ile serbest Homosisteine
doniistiiriiliir, Rekombinant enzim olan s-adenozil homosistein hidrolaz (rSAHHase)
asirt adenozin varliginda S-Adenozil Homosisteine (SAH) olusturur. SAH,
monoklonal antikorlara baglanmak i¢in acridinium bagli S- Adenozil Sistein ile
yarisir. Yikamadan sonra duragan ve mayetik ayrigtirma sonrasinda pre-trigger ve
trigger solusyonlar1 eklenerek reaksiyon karigimma ilave edilir. Elde edilen
kemiliiminesan reaksiyon relatif 151k iiniteleri (RLU’lar) olarak &lgiiliir. Ornekteki
Homositein miktart ve ARCHITECT i optik sistemi ile tesbit edilen RLU’lar

arasinda ters orant1 bulunmaktadir.

Uretici firma tarafindan Homosistein tetkiki diisiik, orta ve yiiksek kontrol
araligindaki konsantrasyonlar i¢in < %10 toplam %CV’lik keskinlige sahip olacak
sekilde tasarlanmistir. Uretici firma tarafindan rapor edilen kalite kontrol verilerine

gore Homosistein testi i¢in tekrarlanabilirlik Tablo 8’de 6zetlenmistir.
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Tablo 8. Abbott ARCHITECT Homosistein testinde tekrarlanabilirlik sonuglari

Intraassay Interassay

%CV %CV
Diisiik kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 35 5.9
Orta kontrol araliginda olan konsantrasyonlar igin 2.0 4.8
Yiiksek kontrol araliginda olan konsantrasyonlar i¢in 2.3 4.1

Kitin referans aralig1 5,08-15,39 umol/L olarak verilmistir.

Plazma Metil Malonik Asit: LC-MS/MS fizikokimyasal 6zelliklerine gore
ayrilan 6rnek molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Ayirma islemi igin
Shimadzu Prominence LC iinitesi (Shimadzu, Tokyo, Japan) kullanilmistir.
Molekiiller normalde yiikli partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometreleri
iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiikli iyonize molekiiller haline

doniistiiriiler.

Elektrosprey iyonizasyonda, ornek igerigi iyonize edilir ve daha sonra gaz
faza transfer edilir. Iyonize olan molekiiller gaz faz ile iki kuadropolden olusan ve
kollizyon hiicresi ile bagli olan LS/MS’e gecer. Bu analitik yontemde analitin
LC/MS blgiimii Coklu Reaksiyon izleme modunda (Multiple Reaction Monitoring
Mode, MRM) gerceklestirilir. Bu modda, kiitle/yiik oranlar1 (m/z) tanimlanmis olan,
secilmis iyonlar (6ncii iyon olarak bilinen) birinci quadropolde izole edilir ve daha
sonra kollizyon hiicresine transfer edildi. Iyonlar burada, segilen uygun voltaj
ayarinda, inert gaz etkisiyle (argon) frangmante edilir. Olusan fragmanlar arasinda
(lirtin 1yonlar olarak bilinen), sadece m/z oranlar1 tanimlanmis olanlar sonraki tespit
icin son quadropol tarafindan izole edilirler. Boylece, MRM modda 6l¢lim, yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliikte analitin kuantifikasyonunu saglarken, ilgili bilesik i¢in kiitle
transizyon Ozelliklerine dayanan analit tanimlamasmin da gergeklestirilmesini

saglar.

Uretici firma tarafindan rapor edilen kalite kontrol verilerine gore plazma
MMA testi i¢in tekrarlanabilirlik <%10 toplam %CV’lik keskinlige sahip olacak

sekilde tasarlanmustir.

Kitin referans aralig1 0,1-0,4pumol/L olarak verilmistir.
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizin istatistiksel analizi Ufuk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

[statistik Anabilim Dal1 tarafindan yapildi.

Istatistiksel analizler i¢in IBM Statistical Package for Social Sciences (SPSS
software v. 21, Chicago, IL, USA) ve referans aralik analizinde Reference Value
Advisor v2.0 (117, 123, 124, 125) istatistik paket programlari kullanildi. Sayisal
verilerin normal dagilim analizi histogram egrileri, mod, ortanca, ortalama degerleri

ve Kolmogorov Smirnov testleri dikkate alinarak yapildi.

Referans deger saptamaya g¢alistigimiz 5 parametrenin de; serum Vitamin
B12, Folat, HoloTC, plazma Homosistein ve plazma MMA diizeylerinin normal
dagilim gostermedigi gorildi. Parametrelerin ikili grup karsilagtirmast Mann
Whitney U testi ve ¢oklu grup karsilagtirmasi Kruskal-Wallis yontemi ile incelendi.
Gruplararasi ikili karsilastirmasi i¢in Conover-Inmann testi kullanildi. P<0.05 degeri

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Vitamin B12 (n=541 ort. yas: 30,8+13,9), Folik asit (n=541
ort. yas: 30,8+13,9), homosistein (n=416 ort. yas: 32,6+14,7), holotranskobalamin
(n=416 ort. yas: 32,3+14,5) ve metil malonik asit (n=404 ort. yas: 32,6+14,8) olmak
tizere Vitamin B12 ile ilgili belirtegler ¢alisildi.

Calismamizda, tiim goniilliilerde 6l¢iilen Vitamin B12 ile iligkili belirteglerin
referans araliklar1 sirasiyla; Vitamin B12 139-583,7 pg/mL (300,5+117,2), Folat 3-
13,6 (6,5+2,8)ng/mL, plazma Homositein 5,6-17,6 (10,9 +3,4) umol/L, serum
holotranskobalamin 10,3-101,1 (46,6+25,9) pmol/L, plazma MMA 0-0,8 (0,2+0,2)
umol/L olarak bulundu.

Calismamiza ait bulunan referans degerler, ortalamalar, standart sapma,

minimum ve maksimum degerler Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9. Vitamin B 12 ile iliskili Belirteclerin Referans Araliklart

n Yas Min Max Medyan Mean | Standart Sapma | Referans arahig:

B12 541 30,8+13,9 105 722 280 300,5 117,2 139-583,7 pg/ml
Folat 541 | 30,8+13,9 1,6 20 59 6,5 28 3-13,6 ng/ml

Homosistein 416 32,6+14,7 4,2 24,8 10,4 10,9 34 5,6-17,6 pmol/L

HoloTC 416 | 32,3%+14,5 8,1 119,2 45,3 46,6 25,9 10,3-101,1 pmol/L
MMA 404 32,6+14,8 0 11 0,1 0,2 0,2 0-0,8 pmol/L

Calismamiza katilan tiim goniillillerde calisilan parametreler incelendiginde,
Homosistein ile MMA hari¢ diger parametrelerin arasinda anlamli farklilik

saptanmigtir (p<0,05).

Calismamizda parametreler arasinda ki korelasyon incelendiginde yalnizca
Homosistein ile plazma MMA arasinda korelasyon bulunmamistir (r= - 0,03). Diger
parametrelerin birbirleriyle anlamli Korelasyonu oldugu tesbit edilmistir (r > 0,05).

Ozellikle Vitamin B12 ile HoloTC arasinda kuvvetli bir korelasyon bulunmustur.
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Ayrica Yas ile tim parametreler arasinda korelasyon bulunmaktadir. Yas ile plazma

MMA arasinda negatif korelasyon (r=-0,256) diger parametreler arasinda pozitif

korelasyon belirlenmistir.

Testler arasindaki p degerleri ve korelasyonlar Tablo 10°da 6zetlenmistir.

Tablo 10. Parametreler Arasi Korelasyon ve p Degerleri

Spearman's rho Yas VitB12 Folat Homosistein | HoloTC | MMA
r 1,000 0,092" 0,198 | 0,103" 0,126" -0,256™
Yas p 0,032 0,000 0,036 0,010 0,000
N 541 541 541 416 416 404
r 0,092" | 1,000 0,362 | -0,478™ 0,780 | -0,263™
VitB12 p 0,032 0,000 0,000 0,000 0,000
N 541 541 541 416 416 404
r 0,198™ | 0,362 | 1,000 -0,206™ 0,336™ | -0,184™
Folat p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Spearman’s N 541 541 541 416 416 404
rho r 0,103" | -0,478™ | -0,206™ | 1,000 -0,372™* | -0,003
Homosistein | p 0,036 0,000 0,000 0,000 0,952
N 416 416 416 416 394 372
r 0,126" 0,780™ 0,336™ -0,372" 1,000 -0,198™
HoloTC p 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
N 416 416 416 394 416 382
r -0,256™ | -0,263™ | -0,184™ | -0,003 -0,198™ | 1,000
MMA p 0,000 0,000 0,000 0,952 0,000
N 404 404 404 372 382 404

r = Korelasyon Katsayisi

*, =Korelasyon 0.05 diizeyinde anlaml (2-tailed).
**, = Korelasyon 0.01 diizeyinde anlaml (2-tailed).

Calismamizda, Vitamin B12 ve Folat referans aralik galismasina katilan 541

gontlliiniin - %36,04 1 erkek %63,96 s1 kadin, Homosistein referans aralik

calismasina katilan 416 goniilliiniin %39,42 i erkek %60,58 i kadin, holoTC referans

aralik caligmasina katilan 416 goniilliiniin %37,5 i erkek, %62,5 i kadin ve plazma

MMA referans aralik caligmasina katilan 404 goniilliiniin %38,61 1 erkek, %61,38i

kadin di.
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Calisilan parametrelerin cinsiyetler arasi farkliliklart Mann-Whitney U testi
ile incelendiginde Vitamin B12 (p=0,899), Folat (p=0,624), Homosistein (p=0,911),
HoloTC (p=0,534) ve MMA (p=0,070) in cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmadig goriildii.

Calismamiza katilan goniilliilerin ¢aligilan parametrelere gore yas-cinsiyet

dagilimi ve goniillii sayilart Tablo 11°de verilmistir

Tablo 11. Testlere Gore Goniilliilerin Yas Ortalamasi ve Sayisi

Erkek Goniillii Kadin Goniillii Toplam Goniillii
Parametreler Yas (Mean+SD) n Yas (Mean+SD) n Yas (Mean+SD) n
Vitamin B12 35,32+15,67 195 28,3+12,2 346 30,8+13,9 541
Folat 35,32+15,67 195 28,3+12,2 346 30,8+13,9 541
Homosistein 36,75+15,8 164 29,9+13,3 252 32,6+14,7 416
Holo TC 36,8+15,8 156 29,6+13,1 260 32,3+14,5 416
Plazma MMA 36,9+16,09 156 29,9+13,3 248 32,6+14,8 404

Calismamiza katilan goniilliilerin cinsiyetlerine gore ¢alisilan parametrelerin
referans araliklari incelendiginde; erkeklerde Vitamin B12 referans araligi 123,8-
669,2 pg/mL, Folat 2,7-14,9 ng/mL, Homosistein 5,8-23,2 umol/L, holoTC 9,4-96,6
pmol/l, plazma MMA 0-0,8 pmol/L olarak, kadinlarda; Vitamin B12 143-577,6
pg/mL, Folat 3,2-13,6 ng/mL, homosistein 5,4-17,4 pmol/L, holoTC 10,3-101,5
pmol/l, plazma MMA 0-0,8 umol/L bulundu.

Calisilan parametrelerin cinsiyetlere gore referans araliklari ve g¢alismaya

katilan goniillii sayilari (n) Tablo 12°de 6zetlenmistir

Tablo 12. Cinsiyetlere Gore Calisilan Parametrelerin  Referans Araliklart ve
Gondiilli Sayilar
Vitamin B12 Folat Homosistein HoloTC MMA
(pg/mL) n (ng/mL) n (umol/L) n (pmol/L) n (umol/L) n
123,8-669,5 2,7-14,9 5,8-23,2 9,4-96,6 0-0,8
Erkek 195 195 164 156 156
(301,8+125.8) (6,5+2.8) (11,7+3,6) (47,5+24) (0,20,2)
143-577,6 3,2-136 54-17,4 10,3-101,5 0-0,8
Kadin 346 346 252 260 248
(299,8+112,2) (6,5+2,7) (10,43,2) (46x27) (0,2:0,2)
139-583,7 3-136 5,6-17,6 10,3-101,1 0-0,8
Toplam 541 541 416 416 404
(300,5+117,2) (6,5+2.,8) (10,9+3,4) (46,6+25,9) (0,2:0,2)
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Calismamizda ayrica yas araliklarina gore de referans aralik ¢alismasi yapildi.
Bu nedenle geng-orta yas gonilliiler belirli yas gruplarina gére ayrildi. 18-25 yas
araligina Grup I, 26-35 yas araligina Grup 11, 36-45 yas araligina Grup III, 46-55 yas
arast Grup IV ve 56-65 yas arasinda olan goniilliiller Grup V olarak adlandirild.

Vitamin B12 nin yas gruplarina gore referans araligi incelendiginde; 18-25
yas araliginda (Grup 1) 130,9-581,2 pg/mL, 26-35 yas araliginda (Grup 1l) 146,2-
599,3 pg/mL, 36-45 yas araliginda (Grup Ill) 125,7-705,4 pg/mL, 46-55 yas
araliginda (Grup IV) 146,5-543,8 pg/mL, 56-65 yas araligindaki (Grup V) 159,6-
649,6 pg/mL olarak saptand1 (Sekil 8).

S00-

G00=

Vitamin B12

400

200

T T T T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Yas

Sekil 8. Yas gruplari - Vitamin B12 diizeyi
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Folat in yas gruplarina gore referans araligi Grup I de 2,7-11,3 ng/mL, Grup
Il de 2,9-16,9 ng/mL, Grup Il te 3,1-19,7 ng/mL, grup IV te 3,2-16 ng/mL ve grup V

te 3,3-17,9 ng/mL olarak saptand1 (Sekil 9).

207

107

Folat

T T I
Grup 3 Grup 4 Grup 5

Yag

T I
Grup 1 Grup 2

Sekil 9. Yas gruplari-Folat Diizeyi

46



Homositein in yas gruplarina gore referans araligi Grup I 5,4-22,3 umol/L,
Grup Il 5,6-17,5 pumol/L, Grup II 5,4-19,9 umol/L, Grup IV 4,9-16,1 pmol/L ve
Grup V te 6,7-20,6 pmol/L olarak saptand: (Sekil 10).

25

207

Homosistein

T T T | T
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Yas

Sekil 10. Yas gruplar1 — Homosistein diizeyleri
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Holo TC nin yas gruplarina gore referans araligi; Grup | de 10,4-100,7
pmol/L, Grup Il de 8,9-87,7 pmol/L, Grup 11l 8,6-103,3 pmol/L, Grup IV 10,2-108,5
pmol/L ve Grup V 8,4-107,9 pmol/L olarak saptandi (Sekil 11).
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Sekil 11. Yas gruplari- HoloTC degerleri
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Plazma MMA in yas gruplarma gore referans araligi Grup I 0-0,8 umol/L,
Grup 11 0-0,6 pmol/L, Grup III 0-0,8 pmol/L, Grup IV 0-0,6 umol/L ve Grup V in 0-
0,8 umol/L olarak saptand1 (Sekil 12).
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Sekil 12. Yas gruplari- Plazma MMA degerleri
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B12 ile iliskili belirteclerin bu yas gruplarindaki referans araliklar1 Tablo

13°de 6zetlenmistir.

Tablo 13. Yas gruplarma Gére B12 ile iliskili Belirteclerin Referans Araliklar

Yas Gruplari
Testler Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Toplam
(18-25) (26-35) (36-45) (46-55) (56-65) (18-65)
*RI 130,9-581,2 | 14625093 | 1257-7054 | 14655438 | 159,6-6496 | 139-583,7
Eg'gtfrm')” B12 | MeantsD | 287.7:1148 | 31602116 | 300021129 | 30962113 | 340621317 | 300521172
n 318 75 42 43 63 541
RI 27-11,3 2,9-16,9 3,1-19,7 3,2-16 3,3-17,9 3-13,6
Folat
Mean=SD | 5,842,1 6,843 7,624,1 7,542,6 7,843,5 6,542.8
(ng/ml)
n 318 75 42 43 63 541
RI 5,4-22,3 5,6-17,5 5,4-19,9 4,9-16,1 6,7-20,6 5,6-17,6
Homosistein
Mean+SD | 10,837 10,8+3,1 1143,6 11,2427 11,2432 10,9+3,4
(umol/L)
n 214 66 38 38 60 416
RI 10,4-100,7 8,9-87,7 8,6-103,3 10,2-108,5 8,4-107,9 10,3-101,1
Holo TC
Mean+SD 4326 47421 4 49,8424 51,1428,9 54,1427.8 46,6+25.9
(pmol/L)
n 216 66 38 40 56 416
Plazma RI 0-0,8 0-0,6 00,8 0-0,6 0-0,8 0-0,8
MMA Mean+SD | 0,2+02 0,240,1 0,120, 0,10,1 0,1£0,2 0,240,2
(umol/L) n 211 59 37 39 58 404

*RI= Referans Interval

Calismamizda yas gruplar1 arasindaki Vitamin B12 ile iliskili belirteclerin
farklarma bakildi.

Calismamizda buldugumuz Vitamin B12 degerlerinin yas gruplar1 arasindaki

farkliligina baktigimizda, yas gruplarinda 6lgiilen Vitamin B12 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p=0,03).

Grup 1(18-25 yas) ile Grup V (56-65 yas) arasinda (p=0,03) ve Grup | (18-25
yas) ile Grup Il (26-35 yas) arasinda da (p=0,024) istatistiksel anlaml1 fark saptandi.

Diger gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi.
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Vitamin B12 igin gruplar arasi fark Tablo 14’te 6zetlenmistir.

Tablo 14. Yas Gruplaria Gore Vitamin B12 nin Gruplararas: Farki

Vitamin B12 Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V
Grup | 1 0,024 0,391 0,150 0,003
Grup 1l 0,024 1 0,439 0,769 0,455
Grup I 0,391 0,439 1 0,668 0,165
Grup IV 0,150 0,769 0,668 1 0,353
Grup V 0,003 0,455 0,165 0,353 1

p<0,05 anlaml1 kabul edilmistir.

Calismamizda buldugumuz Folat degerlerinin yas gruplart arasindaki
farkliligina baktigimizda, yas gruplarinda 6lgiilen Vitamin B12 diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (p<0,001).

Folat degeri yas gruplarina gore incelendiginde Grup 1(18-25 yas) ile Grup 1l
(26-35yas) p=0,05; Grup | ile Grup 111(36-45 yas) p= 0,010; Grup I ile Grup 1V (46-
55 yas) p<0,00; Grup | ile Grup V(56-65 yas) p<0,001 arasinda istatistiksel anlamli
fark bulundu. Ancak diger yas gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi
(p>0,05).

Folat i¢in gruplar arasi fark Tablo 15°te 6zetlenmistir.

Tablo 15. Yas Gruplarina Gore Folat in Gruplararasi Farki

Folat Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V
Grup | 1 0,005 0,010 <0,0001 | <0,0001
Grup Il 0,005 1 0,725 0,104 0,120
Grup 1l 0,010 0,725 1 0,262 0,319
Grup IV <0,0001 0,104 0,262 1 0,821
Grup V <0,0001 0,120 0,319 0,821 1

p<0,05 anlaml kabul edilmistir

Calismamizda buldugumuz Homosistein degerlerinin yas gruplar1 arasindaki
farkliligina baktigimizda, yas gruplarinda Slglilen Homosistein diizeyleri arasinda

istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0,543).
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Calismamizda Homosistein diizeylerinin, yas gruplar agisindan istatistiksel

anlamli farklilik olmadig1 Tablo 16’da 6zetlenmistir.

Tablo 16. Yas Gruplarina Gore Homosistein in Gruplararas1 Farki

Homosistein Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V
Grup | 1 0,764 0,571 0,152 0,225
Grup Il 0,764 1 0,778 0,302 0,450
Grup 111 0,571 0,778 1 0,505 0,709
Grup IV 0,152 0,302 0,505 1 0,716
Grup V 0,225 0,450 0,709 0,716 1

p<0,05 anlamli kabul edilmistir

Calismamizda buldugumuz holoTC degerlerinin yas gruplar1 arasindaki

farkliligina baktifimizda, yas gruplarinda olgiillen holoTC diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p=0,036).

HoloTC degerleri agisindan 6zellikle en geng yas grubu olan Grup | ile en

yagli yas grubu olan Grup V arasinda istatistiksel anlamli farklilik oldugu

saptanmistir (p=0,006).

HoloTC nin yas gruplart arasindaki istatististiksel fark Tablo 17°de

Ozetlenmistir.

Tablo 17. Yas Gruplarma Gore Holo TC nin Gruplararasi Farki

HoloTC Grup | Grup 1l Grup Il Grup IV Grup V
Grup | 1 0,111 0,106 0,107 0,006
Grup Il 0,111 1 0,768 0,792 0,299
Grup 11 0,106 0,768 1 0,975 0,540
Grup IV 0,107 0,792 0,975 1 0,512
Grup V 0,006 0,299 0,540 0,512 1
p<0,05 anlamli1 kabul edilmistir.
Calismamizda buldugumuz plazma MMA degerlerinin yas gruplari

arasindaki farkliligina baktigimizda, yas gruplarinda olgiilen plazma MMA diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,001).
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Plazma MMA agisindan Grup I ile Grup III (p=0,001), Grup I ile Grup IV
(p=0,003), Grup I ile Grup V (p<0,001) Grup Il ile Grup 1l (p=0,037) ve Grup Il ile
Grup V (p=0,001) arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmuistir.

Plazma MMA in yas gruplar1 arasindaki istatistiksel fark Tablo 18’de

Ozetlenmistir.

Tablo 18. Yas Gruplarina Gore plazma MMA in Gruplararasi Farki

Plazma MMA Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V
Grup | 1 0,276 0,001 0,003 <0,0001
Grup Il 0,276 1 0,037 0,087 0,001
Grup 1 0,001 0,037 1 0,712 0,412
Grup IV 0,003 0,087 0,712 1 0,215
Grup V < 0,0001 0,001 0,412 0,215 1

P<0,05 anlamli kabul edilmistir
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5. TARTISMA

Vitamin B12 eksikligi tiim diinyada goriilen ciddi bir problem olmasina
ragmen tek basina Vitamin B12 eksikligini ger¢ek anlamda gosteren ve yeterli

derecede ayirdedebilecek kesin bir belirteg bulunamamaistir (126).

Vitamin B12 eksikligi tanisinda tek bagina serum Vitamin B12 degeri yeterli
olmamakta Homosistein, Metil Malonik Asit gibi fonksiyonel belirteglerin de
kullanilmas: onerilmektedir (7). Ancak bu testlerin maliyetleri ve standardizasyon
problemleri nedeniyle Vitamin B12 eksikligi tanisinda gozler yeni bir belirteg olan
Holotranskobalamine (HoloTC) ¢evrilmistir (7).

Vitamin B12 ve iliskili belirte¢ler olan Homosistein, plazma MMA, Folat ve
HoloTC &lgiim yontemleri siirekli gelisme gostermektedir. Ozellikle daha 6nceki
yillarda RIA ve IRMA gibi radyoaktif ve izotopik yontemler kullanilmis olmasina
ragmen giiniimiizde non radyoaktif immiinokimyasal yontemler daha ¢ok tercih
edilmektedir. Ayrica elde edilen veriler 1s18inda RIA ve daha az kullanilan IRMA
yontemleriyle 6lgiilen Vitamin B12 diizeyleri non radyoaktif yontemlere gore daha
diisiik sonuglar vermektedir (126). Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda son 5 yilin

literatiir calismalar1 g6z 6niinde bulundurulmustur.

Ulkemizde son yillarda smirl sayida arastirma yayinlanns olmakla birlikte
Vitamin B12 ile ilgili yeterli derecede referans aralik galismasi bulunmamaktadir.
Yaptigimiz literatiir aragtirmasina goére ozellikle Vitamin B12 ile iliskili belirtegler
olan Folat, Homosistein, HoloTC ve plazma MMA nin tiimiinii igeren referans aralik

caligmasina rastlanmamustir.

Calismamiz Tirkiye’de 18-65 yas arasi bireylerde Vitamin B12 ile iliskili
olan Vitamin B12, Folat, Homosistein, HoloTC ve MMA nin timiinii kapsayan
referans aralik c¢alismasi Ozelligine sahip ilk c¢alismadir. Yine bu c¢alisma ile
Tirkiye’de 18-65 yas araligindaki bireylerde HoloTC referans araligi ilk kez
belirlenmigtir. LC-MS/MS yontemi ile plazma MMA ¢alisilarak (127) tilkemizde ilk

kez 18-65 yas aras1 plazma MMA referans araligi belirlenmistir.
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Sunulan arastirma sonuglarina gore; Vitamin B12 referans araligi olarak 139-
583,7 pg/mL (mean+SD 300,5+117,2) olarak bulunmustur. Buldugumuz referans
deger araligi iretici firma referans araligi olan 187-883 pg/mL nin ¢ok altinda
kalmistir. Ustelik kullandigimiz popiilasyondaki bireylerin hig biri Abbott Architect i
2000 otoanalizori CMIA Vitamin B12 kitinde {ist sinir olarak verilen 883 pg/mL
degerine yaklasmamistir (min-max: 105-722 pg/ml).

NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)’in 2011 de
Vitamin B12 nin alt siir1 olarak 200 pg/mL (148 pmol/L) degerini belirledigi g6z
Oniine alindiginda toplumumuzda Vitamin B12 degerlerinin ne kadar diisiik oldugu
ve firmalar tarafindan verilen calisma kitlerinin referans degerlerinin toplumumuzu

yeterince yansitmadigi goriilmektedir.

Dokuz farkli Avrupa iilkesine ait on farkli sehrin dahil edildigi, 12,5-17,9 yas
arast 1051 kisinin katildig1, Vitamin B12 diizeyleri Siemens DPC Immulite 2000
otoanalizorii ile kemiliiminesan yontem kullanilarak calisilan HELENA Study
verilerine gore, Vitamin BI12 referans araligi 199,5- 977,5 pg/mL (147,3-721,4
pmol/L) olarak bulunmustur (128). Ancak bu ¢alisma verileri bizim yas grubumuza
uyumluluk gostermemekte sadece adodlesan yas grubu verilerini icermektedir. Bu
calisma 1518inda yas grubumuz disinda cocukluk ve ileri yas gruplarn icin farkh

referans aralik ¢alismalar1 planlanabilir.

Yine Fayet-Moore F. ve arkadagslar1 Australya Sidneyde 18-35 yas arasi 302
saglikli kiz Giniversite 6grencisi tizerinde, Beckman Coulter UniCel DXI 800 Access
otoanalizorii ile kemiliiminesan metodu kullanilarak yaptigi aragtirmada Vitamin
B12 referans araligin1 162,6-813 pg/mL (120-600 pmol/L) olarak bulmuslardir. Bu
calisgma da sadece kadin cinsiyetinin ¢alismaya dahil edilmis olmasi ¢alismanin
kisitlayic1 faktorii olarak goriilmektedir. Ancak bizim g¢alismamizda kadin-erkek

arasinda fark bulunmamis olmasi ¢alisma verilerimizi uyumlu kilmaktadir.

Tiirkiye’de yapilmis olan c¢alismalar incelendiginde Bati Karadeniz
bolgesinde 18-79 yas arasi 1251 referans birey, Siemens DPC Immulite 2000
otoanalizorii ile kemiliiminesan yontem kullanilarak incelenmis ve Vitamin B12

referans araligi 158-563 pg/mL olarak bulunmustur. (129). Bati1 Karadeniz ¢alismasi
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g6z Oniine alindiginda ¢aligmamizda buldugumuz Vitamin B12 referans aralig: alt

siirmin diisiik oldugu ancak {ist sinirinin daha yiiksek oldugu goriildi.

Kartal bolgesinde 0-60 yas iizerinde 300 saglikli birey iizerinde, Siemens
Advia Centaur XP otoanalizorii ile kemiliiminesan yontem kullanilarak yapilan
Vitamin B12 referans aralik galismasinda, Vitamin B12 referans araligi 155-639

pg/mL olarak bulunmustur (130).

Her iki c¢alismanin yas gruplarna uyan ortalama (mean) degerleri
karsilastirildiginda, ¢alismamizda buldugumuz ortalama (mean) degerlerin (18-25
yas: 287,7+114,8; 26-35 yas: 316,1+11,6; 36-45 yas: 300,1+112,9; 46-55 yas:
309,6+113; 56-65 yas: 340,6+131,7) Kartal ¢aligmasina gore (20-29 yas: 300+107;
30-39 yas: 296+84; 40-49 yas: 306+£97; 50-59 yas: 286+71 ve 60 yas listii: 286+128)
en geng¢ yas grubumuz olan 18-25 yas arasi harig, diger yas grupllarinda degerlerin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak bulunan referans araliklarina baktigimizda
Kartal ¢aligmasina ait referans araliginin bizim referans araligimizdan daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi Kartal calismasinda bizim ¢alismamizdan farklh

olarak ¢ocuk ve addlesan popiilasyonunun da bulunmasi olabilir.

Konya’da 0-24 yas grubunda 1010 (erkek n=509, kadin n=501) birey
tizerinde Beckman Coulter UniCel DXI 800 Access otoanalizorii ile kemiliiminesan
metod kullanilarak, yapilmis olan ¢alismanin alt grubu olan 18-24 yas arasi 140
erkek ve 140 kadinda, Vitamin B12 referans araligi erkeklerde 126-473 pg/mL,
kadinlarda 127-449 pg/ml olarak bulunmustur (131).

Ayn1 yas grubuna uyan bizim c¢alismamizin grup 1 (18-25 yas)
populasyonunda Vitamin B12 referans degeri 130,9-581,2 pg/mL olarak bulundu. Bu
durum Konya’da yapilan c¢alismadaki yas grup araliginin Vitamin B12 degerine

uyumluluk géstermektedir.

Folat diizeylerine baktigimizda bizim ¢alismamizda Folat referans araligi 3-
13,6 ng/mL olarak saptanmustir. Uretici firmanm kitinde verilen referans araliginin
3,1-20,5 ng/mL oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda ¢alismamizda saptanan Folat
referans araligmin alt sinir1 ile uyumlu ancak iist sinirinin daha diisiik oldugu

goriildil.
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Kartal ¢alismasina baktigimizda, Siemens Advia Centaur XP otoanalizdrii ile
kemiliminesan yontem kullanilarak Olciilen Folat degerlerinin alt sinirinin 2,87
ng/mL st sinirinin ise 19,49 ng/mL oldugu goriilmistiir. Yine bu ¢alismaya goére
arastirmamizin alt siirmin daha yiiksek fakat iist sinirmmin daha diisiik oldugu

goriilmiistiir (130).

Bat1 Karadeniz calismasma baktigimizda, Siemens DPC Immulite 2000
otoanalizori ile kemiliiminesan yontem kullanilarak ¢alisilan Folat degerlerinin 3-17
ng/mL oldugu, referans aralik alt degerinin ¢calismamizla uyumluluk gosterdigi ancak
iist degerinin bizim ¢alismamizda daha diisiik oldugu goriilmustiir. (129) Bilindigi
gibi Folat diizeyi beslenme aligkanliklari ve cografi kosullardan etkilenmektedir. Bati
Karadeniz bolgesinde daha fazla yesil yaprakli sebze tiiketilmesi bu calismada
bulunan Folat diizeylerinin ¢alismamizdan daha yiiksek olmasinin sebebi olabilir

diisiincesindeyiz.

Fayet-Moore F. ve arkadaslarinin yaptigi, Beckman Coulter UniCel DXI 800
Access otoanalizorii ile kemiliiminesan yontem kullanilarak yapilan ¢alismada, Folat
degerleri 3-11 ng/mL (7-25 nmol/L) olarak bildirilmistir. Bu sonuglar bizim

caligmamizda buldugumuz referans degerlere benzerlik gostermektedir (132).

Mersin Universitesi'nde Roche E-170 otoanalizorii ile kemiliiminesan
yontem kullanilarak yapilan bir tez ¢calismasinda, Folat referans arali§i ¢alismamiz
ile karsilastirildiginda yas gruplarina gore referans degerlerinin birbirleriyle uyum

gosterdigi goriildii (133).

Homosistein ~ dlgiim  sonuglari  degerlendirildiginde  ¢alismamizda
Homosistein  diizeyi 5,6-17,6 (10,9+3,4) pmol/L olarak bulundu. Bizim
kullandigimiz Abbott Architect i2000 cihazina ait reaktifin referans araligi 5,08-
15,39 umol/L olarak verilmistir. Bu test i¢in de kullandigimiz reaktifin alt referans
degeri ile uyumlu oldugu ancak iist referans degerinin reaktife gore yiiksek oldugu

saptanmistir.

Fayet-Moore F. ve arkadaslar1 307 kadin {izerinde yaptigi c¢aligmada
Homosistein diizeyini HPLC metoduyla 5-18 pmol/L olarak bulmuslardir ve bu

sonuglar bizim ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir (132).
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Hindistan’da 1288 saglikli birey iizerinde yapilan bir ¢alismada Homosistein
enzimatik metodla Ol¢iilmiis olup referans araligit 6,5-16,38 pmol/L olarak
bulunmustur. Bu arastirma sonuglari Homosistein verilerimizle uyumluluk

gostermektedir (134).

Yas grubu bakimindan ¢alismamiza uymamakla birlikte 12,5-17,5 yasinda
498 saglikli adolesanin  arastirildigt HELENA  ¢alismasinda Homosistein
kemiliiminesan metodla Ol¢iilmiis olup referans araligi 3,7-22,2 umol/L olarak
bulunmustur ve buldugumuz referans araligiyla oldukca farklilik gostermektedir.
Ancak HELENA c¢alismas1 yalnizca addlesan ¢agdaki ¢ocuklarda yapilmistir ve bu

caligmada bizim aragtirmamizla uyan yas grubu bulunmamaktadir (128).

Ulkemizde yapilan ¢alismalara baktigimizda Mersin bolgesinde 2446 erkek,
1957 kadin {lizerinde yapilmis olan Homosistein referans aralik ¢aligsmasinda, HPLC
yontemi kullanilmistir. Yine bu ¢alismada yas ve cinsiyete gore farklilik oldugu
gozlendiginden 0-46 yas arasi erkeklerde 6,51-56,85 pmol/L, 47 yas ve iizeri
erkeklerde ise 9,12+(0.20 x yas), 0-40 yas aras1 kadinlarda 5-32 pmol/L, 41 yas ve
lizeri bireylerde ise 3,32+(0,23 x yas) olarak yas ve cinsiyete gore ayr1 ayri referans
araliklar belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda Homosistein diizeyleri agisindan kadin-
erkek arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. Mersin bolgesinde yapilmis olan bu
calisma ile referans araliklarimiz karsilastirildiginda alt smirlarda  farklilik
olmamakla birlikte referans deger iist smirinda ¢ok biiyiik bir farklilik
gbozlemlenmektedir. Calismanin 0-96 yas aralifinda oldugu diisiiniiliirse ¢ocukluk
yas grubu, gen¢ -—orta yas grubu ve yashh grubunun tiimiiniin birlikte

degerlendirilmesinin bu kadar yiiksek sonuglara neden oldugu diisiiniilebilir (135).

Anabilim Dalimizda yapilmis olan Onceki tez calismasinda, simdiki
calismamizdan farkli olarak Homositein diizeylerine HPLC yontemi kullanilmigtir.
Bahsi gegen cgalismadaki Homosistein diizeyi 10,02+4,75 umol/L ortalama degeri
gozlenmistir ve bu deger c¢alismamizdaki Homosistein ortalama degeriyle
uyumluluk gostermektedir (10,9+£3,4 umol/L) (136).

Plazma MMA degerlerinin referans aralifi incelendiginde calismamizda
Plazma MMA diizeyinin 0-0,8 pumol/L oldugu bulundu. Uretici firmanin LC-
MS/MS yontemine ait plazma MMA ya iligkin verdigi referans araliginin 0-0,4
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umol/L oldugu diisiiniiliirse, bizim belirledigimiz referans araliginin daha yiiksek

oldugu gozlemlenmistir.

Clinica Chimica Acta da yayinlanan 0-71 yas iizeri 4944 kisinin katildig1 ve
yontem olarak LC-MS/MS kullanilan bir plazma MMA referans aralik ¢calismasinda
referans deger olarak 0,05-0,45 umol/L olarak bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizin

plazma MMA referans araliginin bu ¢alismadan yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yine Magera MJ ve arkadaslarinin yapmis oldugu plazma MMA ve idrar
MMA diizeylerinin iki farkli yontem olan stabil izotop diliisyon ve Tandem Mass
Spektrofotometri yontemleriyle karsilastirilmasinin yapildigi bir ¢alismada plazma

MMA referans araligi 0-0,4 pmol/L bulunmustur (137).

Obeid R ve arkadaglarinin plazma MMA Olgiimiinde iki metodu
karsilastirdigi 138 kiside yapilmis olan g¢alismada LC-MS/MS yontemiyle plazma
MMA degerleri 0,15-0,782 pmol/L olarak bulunmustur. Bu g¢aligmadaki veriler

calismamiza uyum gostermektedir (138).

Literatiir incelendiginde tilkemizde yapilmis herhangi bir plazma MMA
referans aralik arastirmasi bulunamamistir. Bu da gostermektedir ki toplumumuz
icin plazma MMA degeri heniiz bilinmemektedir. Bizim arastirmamiz plazma

MMA referans araliginin belirlenmesi agisindan tilkemizde yapilmis ilk ¢alismadir.

Holotranskobalamin degerine bakildiginda HoloTC referans araligi 10,3-
101,1 pmol/L olarak bulundu. HoloTC ye ait Abbott Architect i2000 cihazinda
kullandigimiz kit i¢in rapor edilen referans araligi ise 25,1-165 pmol/L olarak

belirlenmistir. Buldugumuz referans aralig1 ise bu araligin ¢ok altinda kalmigtir

Valente E. ve arkadaglarmin yaptigi 119 saglikli bireyin katildigi, Abbott
AXSYM otoanalizorii ile mikropatikiil enzim immiinassay yontemi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada HoloTC referans araligi 24,1-124,7 pmol/L olarak
bulunmustur (139). Yine bu ¢alismada bulunan referans araliga gore bizim
calismamizin referans araliginin daha diisiik oldugu gorildi. Calismanin
mikropartikiil enzim immiinassay yontemiyle yapilmis olmasi referans araliklar

arasindaki farkin sebebi olabilir.
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Lewerin C ve arkadaslarinin yaptigi yas ortalamasi 79,5 olan 790 saglikli
bireyin katildigi, Abbott AXSYM otoanalizdrii ile mikropatikiil enzim immiinassay
yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada HoloTC referans araligit 19.6-

132.3 pmol/L olarak bulunmustur (140).

Bizim ¢aligmamizda bulunan referans aralik degeri bu ¢alismadaki referans
degerden daha diisiik bulunmustur. Lewerin C. ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin
yasli (mean yas: 79,5) popiilasyonunda yapilmis olmast ve bu ¢alismada
mikropartikiil enzim immiinassay yontemi Kullanilmis olmasi sonuglar arasindaki

farkliligin sebebi olabilir.

Literatiir tarandiginda iilkemizde HoloTC referans araligiyla ilgili ¢alisma
bulunamamaistir. Bu durum da bizi tipki1 plazma MMA da oldugu gibi iiretici firma
veya yabanci yaymlarda kabul edilen ve bizlere verilen referans araliklari
kullanmaya mahkum etmektedir. Son yillarda o&zellikle HoloTC c¢alisma
yontemlerinde degisiklik goze c¢arpmaktadir. Yaklagik 10 yil 6nce HoloTC
calisilmasindaki tek yontem RIA iken radyo-izotop ¢alismalardan uzaklagilmasi
nedeniyle 6nce Abbott AXSYM sistemleri ile mikropartikiil enzim immiinassay
yontemiyle ¢aligilmistir. Ancak son yillarda Abbott Architect analizdrlerinde
HoloTC Kemiliiminesan Mikropartikiil Immiinoassay yontemiyle calisiimaya
baglanmistir. HoloTC CMIA yontemiyle ilgili elimizde yeterli referans aralik
calismasi bulunmamaktadir. Literatiir incelenirse HoloTC i¢in iilkemizde yapilmis

olan ilk referans aralik ¢alismasinin bizim arastirmamiz oldugu goriilmektedir.

Referans aralik degerimizin diisiik olmasi ¢alismanin digerlerinden farkli
olarak CMIA yontemiyle genc-orta yas popiilasyonda yapilmis olmasindan
kaynaklanabilir diisiincesindeyiz. Ayrica, lilkemizde bu yontemle bir referans aralik
calismasi yapilmamis olmasi caligmamizin diger arastirmalarla karsilastiriimasini
giiclestirmektedir. Ancak buldugumuz HoloTC referans araligi, yine buldugumuz
Vitamin BI12 referans araligi ile giiglii bir pozitif korelasyon gostermis (r=0,780)
olmas1 toplumumuzda HoloTC referans aralifinin diisiik olabilecegi diisiincesini akla

getirmekedir.
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6. SONUC

Vitamin B12 eksikligi diinyada ve iilkemizde ¢ok sik rastlanilan ve
genellikle yaslilarda degisik semptomlarla ortaya ¢ikan (makrositer anemi,
norodejeneratif degisiklikler vb.) ve yaslilik hastaligi olarak bilinen bir durumdur.
Ancak, gozlemlerimiz bu durumun geng-orta yastan itibaren bir problem olarak
ortaya ¢iktigini, basar1 beklentilerinin en yiiksek, akademik siirecin en yogun oldugu
dénem olan geng-orta yas doneminde Vitamin B12 eksikliginin semptom vermeye

basladig1 yoniindedir (138).

Bu nedenle Tiirkiye’de ilk defa Vitamin B12 ile iliskili belirteglerin tiimiiniin
bulundugu bir referans aralik ¢aligmas1 yapilmasi gerekliligini gérerek bu ¢aligmayi
yaptik. Calismamiz ayrica Vitamin B12 ile iliskili belirtegler olan plazma MMA ve

HoloTC ye yonelik iilkemizdeki ilk referans aralik ¢alismasidir.

Yaptigimiz caligmada Vitamin B12 nin toplumumuzdaki referans araligi
139-583,7 pg/mL olarak bulunmustur. Bu referans araliginin uluslararasi bir¢ok
calismaya gore diisiik olmasina ragmen, ililkemizdeki calismalarin bir kismi ile
uyumluluk géstermektedir. Ozellikle yas gruplar1 géz oniine alindiginda en diisiik

degerlerin geng-orta yas grubunda oldugu goriilmektedir.

Yine Folat referans araliginin ¢alismamizda 3-13,6 ng/ml olarak bulunmasi
degerlendirildiginde bu degerin uluslararasi yayinlarda elde edilen verilere gore
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Folatin da ozellikle en geng grup olan 18-25 yas
grubunda diisiik olmasi yine bu vitaminin Ozellikle bu yas gruplarinda

desteklenmesi gerektigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Vitamin B12 disiikliiglinlin  kesin tanis1 koymakta kullanilan diger
parametreler olan plazma Homosistein diizeyi ile Vitamin B12 arasinda negatif bir
korelasyon bulunmustur (r=-0,478). Yine Folat ile Homosistein arasinda da negatif
korelasyon bulunmustur (= -0,206). Bu korelasyonlarin bulunmasi metabolik
acidan anlamlidir. Homosistein referans araliginin uluslararas1 yaymlardan daha
yiikksek bulunmasimin Vitamin B12 ve Folat referans araliklarinin ¢alismamizda
diisiik bulunmasi nedeniyle ortaya ¢ikan bir sonug¢ oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica

Homosistein diizeyinin lgiilmesinde farkli 6l¢iim yontemlerinin kullaniliyor olmasi
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referans aralik diizeylerinin belirlenmesinde karsimiza ¢ikan en biiyiik problem

olarak goriilmektedir.

Calismamizda geng-orta yas grubu olan bireylerde, oOzellikle 18-35 yas
arasinda Vitamin B12 ve Folat degerlerinin referans araliginda bulunmasi nedeniyle
Homosistein diizeyinin bu yas grubunda anlamli olarak yilikselmedigi goriilmiistiir.
Bu yas grubunda Homosistein diizeyinin Vitamin B12 eksikligini gostermede total
Vitamin  B12 ile birlikte kullamilmasinin, Vitamin BI12  diizeyinin
degerlendirilmesine katki saglamayacagimi diisiinmekteyiz. Ulkemizde Vitamin B12
belirteglerinin referans aralik ¢aligmalarinin kisitli oldugu goz 6niine alindiginda,
bizim c¢aligmamizda referans araliginin alt sinirina yakin bulunan geng-orta yas
bireylerde Vitamin B12 ve Folat diisiik bulunmustur. Homosisteinin pahali ve teknik
yonden standardizasyon problemlerinin bulunmasi nedeniyle, Vitamin B12 eksikligi
tanisinda bu testlere eklenmesinin gerekli olmadigi ¢alismamizdan gikarilabilecek

sonuclardan biridir.

Arastirmamiz ayrica lilkemizde LC-MS/MS yontemiyle Ol¢lilmiis olan
Plazma MMA in ilk referans aralik ¢aligmasidir. Plazma MMA diizeyinin Vitamin
B12 eksikliginde tani degeri tartismaya yer vermeyecek sekilde kanitlanmig bir
bilimsel gergektir. Ancak Plazma MMA referans araligi olarak buldugumuz 0-0,8
umol/L uluslaras1 yayinlarda verilen ve kullandigimiz kitin {iretici firmasi tarafindan

onerilen 0-0,4 mmol/l degerinin ¢ok tizerindedir.

Caligmamizda Plazma MMA diizeyi ile Vitamin B12 diizeyi arasinda negatif
korelasyon vardir (r= -0,263). Plazma MMA referans araligimin kitin iretici
firmasinin verdigi referans degerden daha yiiksek bulunmasi, Vitamin B12 nin
referans araliginin, kullandigimiz kitin dretici firmasinin  Onerdigi referans
araligindan daha diisik bulunmasi nedeniyle ortaya ¢ikan bir sonu¢ oldugunu

diisiinmekteyiz.

Yine ¢alismamiz esnasinda -80° C lik derin dondurucu sartlarinda bulunan
orneklerimiz testin teknik sartlar1 nedeniyle 3 parti olarak caligilmistir. Farkli
donemlerde ¢alisilan plazma MMA degerleri icerisinde ¢ok asir1 ug¢ degerler oldugu
tespit edilmis ve bu degerler ¢alismamizin ortalamasinda ileri derecede sapmaya yol

acmis, u¢ ve uyumsuz degerler calisma dis1 birakilmistir. Bu sebeple MMA
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analizleri yapilmasi esnasinda kullanilacak teknik, preanalitik hata kaynaklari,
teknigin analitik hata kaynaklar1 olasilii nedeniyle plazma MMA 6l¢iim
tekniklerinin degerlendirilerek ideal metod ile standardize edilmesi gerektigi

diistinmekteyiz.

Ayrica Plazma MMA 6l¢iimiinde, LC-MS/MS ve GC-MS/MS yontemlerinin
zorlugu ve pahalilig1 plazma MMA kullaniminin 6niindeki en biiyiik problem olarak
goriinmektedir. Yine calismamizda plazma MMA diizeylerinin referans araliklari
incelendiginde yas gruplarina gore Vitamin B12 referans araligi degiskenlik
gosterirken, plazma MMA degerlerinin bu yas gruplarinda 6nemli bir degisiklik
gostermemesi, bu kadar zor ve pahali bir yontemle Slgiilen bu testin Vitamin B12

tanisindaki kullanimini bizce zorlastirmaktadir.

HoloTC Vitamin B12 eksikliginin tanisinda kullanilan en yeni parametre
olarak o6ne stiriilmektedir. Bizim ¢alismamizda HoloTC referans araligi 10,6-101,6
pmol/L olarak bulunmustur. Bu deger ayn1 Vitamin B12 de oldugu gibi kit dretici
firmanin verdigi referans araligindan daha diisiik bir degerdir. Ayrica Vitamin B12
ile iliskisi incelendiginde HoloTC ile gok giiglii pozitif korelasyonu gériinmektedir.
(r=0,780). Bu durum HoloTC’nin Vitamin B12 ile birlikte kullanilmasiin Vitamin
B12 diizeyinin ve eksikiginin belirlenmesinde kulanilabilecek en iyi iki test
olabilecegini gostermektedir. Yas gruplar incelendiginde HoloTC degerlerinin tipki

Vitamin B12 gibi yas ile arttigi goriilmektedir.

HoloTC ile ilgili ¢alismalar hala devam etmektedir. Bizim calismamiz
Vitamin B12 degerinin gosterilmesinde HoloTC nin kiymetli bir belirte¢ oldugunu

kanitlamaktadir.

Tim diinyada Vitamin B12 eksikliginin yaslilik donemine ait bir problem
oldugu one siiriilmektedir. Oysa bizim ¢alismamiz geng yas grubunda Vitamin B12,
Folat ve HoloTC diizeylerinin diisiik oldugunu, Homosistein ve MMA diizeylerinde
onemli bir degisiklik olmadigin1 ve geng-orta yas bireylerde 6zellikle 36 yasindan
sonra Vitamin B12 diizeylerinde biiyik bir degisiklik olmadigini gostermistir.
Ozellikle gen¢ yas grubunu etkileyen Subklinik Kobalamin Eksikligi anemi

bulgulart olmaksizin norokognitif fonksiyon bozukluklar1 ile ortaya c¢ikan bir
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hastaliktir. Subklinik kobalamin eksikliginin norolojik ve hematolojik bulgu
vermeksizin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. (126).

Yaslhilarin bir problemi olarak goriilen Vitamin B12 eksikliginin, 6zellikle
geng yas grubunu etkileyen ve ciddiye alinmasi gereken bir durum oldugu bir ¢ok
yazar tarafindan ifade edilmistir (5,7,126). Calismamizda, 6zellikle 18-25 ve 26-35
yas gruplarinda Vitamin B12 degerlerinin ¢ok diisitk bulunmus olmas1 bu diisiinceyi
kanitlar niteliktedir. Subklinik kobalamin eksikligi ile ilgili caligmalarin lilkemizde
yetersiz olmasi nedeniyle, en kisa zamanda bu yonde bir ¢alisma yapilmas1 geregi

calismamizla ortaya ¢ikan diger bir sonugtur.

Referans araligina ait en diisilk degerlerin 18-25 yas arasinda bulunmasi
bizlere 18 yas altt Vitamin B12 ve belirte¢lerinin durumunun ne oldugu sorusunu
sormaya yoOneltmektedir. Vitamin B12 ve belirteglerinin uluslaras1 referans
degerlerden daha diisiik saptanmis olmasi en kisa zamanda bebeklik, ¢ocukluk ve
adolesan donemlerdeki Vitamin B12 diizeylerinin ayr1 ayr1 belirlenmesi gerektigini
gostermektedir. Benzer sekilde Vitamin BI12 nin 6zellikle yasla pozitif bir
korelasyon gostermis olmasi (Tablo 10) ve 18-25 yasimi kapsayan c¢alisma
grubumuzda en diigiik degerlerin goriilmesi (Mean£SD: 287,7+114,8) iilkemizde 18
yas altt popiilasyonda mutlaka Vitamin B12 iliskili parametrelerin tamamini

kapsayan bir referans aralik ¢alismasinin gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.
Yaptigimiz calismanin sonuglarint maddeler halinde 6zetlersek;

1. Arastirmamiz iilkemizdeki Vitamin B12 ile ilskili belirtegler olan
Vitamin B12, HoloTC, Homosistein, Folat ve plazma MMA y1 igeren ilk

referans aralik ¢alismasi olma 6zelligine sahiptir.

2. Calismamiz Abbott i 2000 cihazinda Kemiliiminesan Mikropartikiil
Immun Assay (CMIA) ydntemiyle 6lgiilen HoloTC testinin iilkemizdeki

ilk referans aralik ¢alismasidir.

3. Calismamiz LC-MS/MS yontemiyle oOlglilmis olan plazma MMA

testinin iilkemizdeki ilk referans aralik ¢calismasidir.

4. Yaptigimiz arastirmada Vitamin B12 referans araligi 139-583,7
(300,5£117,2) pg/mL olarak, Folat referans araligi 3-13,6 (6,5+2,8)
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10.

11.

ng/mL olarak, Homosistein referans araligi 5,6-17,6 (10,94£3,4) umol/L
olarak, HoloTC referans araligi 10,3-101,1 (46,6+25,9) pmol/L ve
plazma MMA referans araligi 0-0,8 (0,2+0,2) pmol/L olarak

bulunmustur.

Buldugumuz Vitamin B12, Folat ve HoloTC referans aralik degerleri
tiretici firmanin rapor ettigi referans aralik degerlerine gore ¢ok daha

diisiik bulunmustur.

Calismamizda Homosistein referans araligi lretici firma referans

araligiyla uyumlu olarak bulunmustur.

Plazma MMA referans araligi iiretici firma referans araligindan yiiksek

olarak bulunmustur.

Referans araliklari yas gruplarina gére incelendiginde Vitamin B12 ve
Folat degerleri en diisiik 18-25 yas arasi en geng niifusta oldugu ve yaslh
poplilasyonla gen¢ popiilasyon arasinda anlamli fark oldugu

gOriilmiistiir.

Homosistein degerlerinin HPLC metodundan farkli olarak nispeten yeni
bir yontem olan CMIA yontemiyle calisilmis olmast calismamizdaki

diger bir 6zelliktir.

Yas gruplar1 goz oniine alinarak incelendiginde Homosistein diizeyleri
arasinda anlamli fark saptanmamigtir. Vitamin B12 ve Folat’in anlamli
farklilik gosterdigi yas gruplarinda Homosisteinin anlamli farklilik
gostermemesi Vitamin B12 eksikligi disiiniilen bireylerde tanisal
testlere Homosistein  testinin  eklenmesinin ~ gerekli  olmadigini

diistindiirmektedir.

Diinyada ve iilkemizde Vitamin B12 eksikligi yasliligin getirdigi bir
problem olarak diisiiniilmektedir. Oysa calismamizda, ozellikle
akademik performans ve dogurganligin en yiiksek oldugu 18-25 yas
araliginda Vitamin B12 diizeyleri diisiik olarak bulunmustur. Vitamin

B12 diizeylerinin gen¢ bireylerde bu kadar diisik bulunmus olmasi
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13.

14.

toplum sagligi agisindan, ozellikle subklinik kobalamin eksikliginin

ciddiye alinmasi gereken bir durum oldugunu gostermektedir.

Tiim testler incelendiginde Vitamin B12 ile metabolik olarak en uyumlu

testin HoloTC oldugu goriilmiistiir.

Yukarida bahsedilen nedenlerle, geng—orta yas bireylerde (18-65 yas)
yapilmis olan bu c¢aligma, iilkemizde bir ilk olma 6zelligine sahiptir.
Ancak ¢ocukluk cagina ait veriler literatiirde son derece yetersizdir. Bu
nedenle iilkemizde, 18 yas alt1 grupta mutlaka Vitamin B12 ve onunla
iligkili belirteglerin tamamini iceren genis kapsamli bir referans aralik

calismasina ihtiya¢ oldugu bu ¢alisma ile ortaya konmustur.
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7. OZET

Amag: Bu c¢alismada Vitamin B12 iliskili belirteglerin geng orta yas saglikli

donorlerde normal referans araliklarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Materyal Metod: IFCC-NCCLS C28-A3 formlarina uygun olarak belirlenen
541 saglikli goniilliiden Vitamin B12 ve Folik asit, 416 goniilliden Homosistein ve
HoloTC Abbott Architect i2000 cihazi Kemiliiminesan Mikropartikiil Immuno Assay
(CMIA) yontemiyle ayrica 404 goniilliden plazma MMA diizeyi LC-MS/MS
yontemi kullamlarak calisildi. Istatistiksel analizler SPSS 21 ile Referans araliklar

Reference Value Advisor v2.0 kullanilarak hesaplandi.

Bulgular: Yaptigimiz ¢alisgma sonunda Vitamin B12 ve iliskili belirtegler
diisiiniildiiginde kadin-erkek referans araliklar1 arasinda anlamli farklilik bulunmada.
Serum Vitamin B12 139-583,7 pg/ml, serum Folat diizeyi 3-13,6 ng/ml, plazma
Homosistein diizeyi 5,6-17,6 umol/L serum HoloTC diizeyi 10,3-101,1 pmol/L ve
plazma MMA diizeyi 0-0,8 pmol/L olarak bulundu. Referans aralik caligsmasina
katilan goniilliillerin yaslar1 ile tiim parametreler aras1 korelasyon oldugu
gorildiiglinden, gonilliiler yas gruplarina ayrildi. Yas gruplart incelendiginde en
bliyiik farklarin genc¢ yas grubumuz olan 18-25 yas ile en yash yas grubumuz olan
56-65 yas arasinda oldugu goriildii.

Sonu¢: Yaptigimiz ¢alisma sonucu Homosistein ve plazma MMA harig¢ tiim
referans araliklarin iiretici firmalarin 6nerdigi referans araliklarindan farkli olarak
diisiik bulunulmustur. Ayrica plazma Homosistein referans araliginin iiretici firma
referans araligina ¢ok yakin fakat plazma MMA referans araliginin iretici firmanin
verdigi referans araliindan cok yiliksek oldugu bulunmustur. Tim belirtegler
icerisinde HoloTC nin Vitamin B12 eksikligini gostermede total Vitamin B12 ile

birlikte kullanilabilecek en iyi test oldugu ¢calismamizda bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Vitamin B12, Folat, HoloTC, plazma MMA Plazma

Homosistein, refrans aralik,genc- orta yas
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8. SUMMARY

Objective: This study in young middle age of B12-related markers in healthy

donors aimed to determine the normal reference range

Material Method: IFCC-NCCLS C28-A3 form determined in accordance
with 541 healthy volunteers from Vitamin B12 and Folic acid, 416 volunteers
Homocysteine and holotc than Abbott Architect immune chemiluminescence using
the 12000 device assay (CMIA) procedure with further. 404 volunteers from plasma
MMA levels It was studied using the method LC-MS / MS. Reference intervals were

calculated using the Reference Value Advisor v2.0.

Results: At the end of our study, Vitamin B12 and related markers were no
significant differences between men and women considered the reference range.
Serum Vitamin B12 from 139 to 583.7 pg / mL, serum Folate levels of 3 to 13.6 ng /
mL, plasma Homocysteine levels 5.6 to 17.6 mmol / L serum holotc level of 10.3 to
101.1 pmol / L and plasma MMA levels from 0 to 0.8 mmol / L, respectively. With
the age of the volunteers who participated in the reference range studies that have
found that the correlation between all parameters, volunteers were divided into age
groups. When the age groups studied, our young age group that most of us the
biggest difference is between 18-25 years old age group and 56-65 age was seen.

Conclusion: The results of our research plasma Homocysteine and plasma
MMA was made lower than the reference range as different manufacturers' suggested
by excluding all reference range. In addition, plasma Homocysteine reference range
from very close to the reference range of manufacturers, but manufacturers of plasma
MMA reference range given by the reference range was found to be too high. In all
markers to show the HoloTC the Vitamin B12 deficiency that can be used with total

Vitamin B12 was found in our study is the best test.

Key words: Vitamin B12, Folate, HoloTC plasma MMA, plasma

Homocysteine, reference range, young-middle aged people
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10. EK

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adi:Vitamin B12 Iliskili Belirteclerin Geng Orta Yas Saglikli

Donorlerde Referans Araliklarinin Belirlenmesi
Arastirmamin Sorumlusu:
Prof.Dr.Selda Demirtas

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

“Vitamin B12 Iliskili Belirteclerin Geng¢ Orta Yas Saghikli Dondrlerde

Referans Araliklarinin Belirlenmesi” isimli bir ¢alisma yapilmaktadir.

Bu c¢alismaya hastanemiz kan bankasina ve polikliniklerine basvurmus
Goniilliiler alinacaktir. Calismaya herhangi bir saglik problemi olmayan, bitkisel
icerikli olsa dahi son ii¢ ay igerisinde ilag kullanmamis, gebeligi olmayan kadin-
erkek yaklasik olarak 550 goniilli katilacaktir. Bu c¢alismada yer alip almamak
tamamen size baglhidir. Eger katilmaya karar verirseniz bu “Bilgilendirilmis Goniillii

Olur Formunu” imzalamaniz gerekmektedir.

Calismaya katilmakla herhangi bir parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size
de bir 6deme yapilmayacaktir. Ayrica sizden ¢alismamiz igin fazladan kan

alinmayacaktir. Tetkikleriniz i¢in vermis oldugunuz numunelerden calisilacaktir.

Calisma doktorunuz size ait kisisel bilgilerinizi, arastirmay1 ve istatistiksel
analizleri yliriitmek icin kullanacak ancak kimlik bilgileriniz c¢alisma boyunca
hekiminiz tarafindan gizli tutulacaktir. Calismanin sonunda bu bilgiler hakkinda bilgi
istemeye hakkiniz vardir. Calisma sonuglar1 calisma bitiminde tibbi literatiirde

yayinlanabilecektir ancak yine kimliginiz gizli tutulacaktir.

Calisma ile ilgili ek bilgiye ihtiyaciniz oldugunda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime geginiz.
Ad1: Dr. Sedat OZDEMIR Gorevi: Asistan Doktor

Telefon: 05059437265
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Katimcr/Hastanin Beyani:

Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda Dr. Sedat
OZDEMIR tarafindan tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek, bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve yukaridaki metni okudum. Bu bilgilerden sonra

bu arastirmaya "katilime1" olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis
degilim. Eger katilmay1 red edersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiritiilmesi
sirasinda herhangi bir neden gdstermeksizin arastirmadan c¢ekilebilirim.(Ancak
arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in ¢ekilecegimi 6nceden bildirmemin

uygun olacaginin bilincindeyim.)

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum ve bana da herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.
Bana yapilan agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.

Bu kosullarda s6z konusu ¢alismaya kendi rizamla hi¢ bir zorlama olmaksizin

goniilliiliik i¢cinde katilmayi1 kabul ediyorum.
Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katilimc1
Ad1 Soyadz:
Tel:
Imza:
Tarih:

Katilimci ile goriisen hekim: Dr. Sedat OZDEMIR
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