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OZET

Kobalamin eksikligine bagli megaloblastik aneminin degisken klinik belirti ve laboratuvar bulgularinin olmasi tanida zorluklara neden
olmaktadir. Serum holotranskobalamin II (holoTC II) diizeyinin azalmasinin kobalamin eksikliginin tanisinda erken bir markir oldugu
belirtilmekle birlikte, klinik kullanima uygun bir metot gelistirilmemistir. Bu ¢aligmada, kobalamin eksikligini belirlemede yeni bir ticari
test olan holoTC II RIA (Radyoimmiino assay)’nin etkinligi ve diger laboratuvar bulgulart ile karsilastirilmast amaglandi. Bagvuru aninda,
20 hastanin 14“inde (%70) anemi ve makrositoz, dokuzunda (%45) trombositopeni, yedisinde (%35) nétropeni, 10’unda (%50) serum
kobalamin diizeyleri (<100 pg/mL) ve 19’unda (%95) holoTC II diizeyi diisiik (<37 pmol/L) bulundu. On giin 1 mg/giin siyanokobalamin
tedavisi sonrasi hemoglobin, hematokrit, trombosit, serum kobalamin ve serum holoTC II degerlerinde tedavi dncesi ile mukayese edildi-
ginde istatistiksel olarak anlamli derecede artis oldu (P<0.05). MCV, LDH ve indirekt biliriibin degerlerinde ise azalma oldu (P<0.05).
Plazma holoTC II diizeyinin 6l¢iimiiniin kobalamin eksikligini belirlemede daha yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Vitamin B, eksikligi. Holotranskobalamin II. Radiyoimmunoassay.

Value of Holotranscobalamin II Measured by RIA in the Diagnosis of Megaloblastic Anemia in
Comparison with other Diagnostic Parameters

ABSTRACT

The presence of variations in the clinical signs and laboratory findings of megaloblastic anemia due to cobalamin deficiency causes diffi-
culty in the diagnosis. While decreased serum levels of holo-transcobalamin II (holoTC 1I) is thought to be an early marker in the diagno-
sis of cobalamin deficiency, no suitable method for clinical use has been developed. In this study, determination of the value of a new
commercial test, holoTC II RIA in the diagnosis of cobalamin deficiency, and the comparison of this test with other laboratory markers
were aimed. At the admission, anemia and macrocytosis, thrombocytopenia, neutropenia, cobalamin levels <100 pg/mL, and holo tc II
levels less than normal (<37 pmol/L) were found in 14 (70%), 9 (45%), 7 (35%), 10 (50%), and 19 (95%) of the 20 patients, respectively.
After a 10-day course of 1 mg/day cobalamin treatment, a significant increase occurred in the value of hemoglobin, hematocrite, thrombo-
cyte, and serum cobalamin and holoTC II when compared to their respective values before the therapy (P<0.05). But, a decrease in the
values of MCV, LDH, and unconjugated bilirubin occurred (P<0.05). It was found that the measuring of the plasma levels of holo TC II
has a higher sensitivity and specificity in the determination of cobalamin deficiency.
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Gelis Tarihi: 23.01.2006 Vitamin B, (kobalamin) eksikligi ozellikle yaslilari
Kabul Tarihi: 30.05.2006 etkileyen sik goriilen bir halk saghgi problemidir'.
Yagshlardaki prevelans: %5-15 olarak tespit edilmis-
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tir. Yiyeceklerle aliminin azalmasi veya bagirsaklar-
dan emiliminin bozulmasi sonucunda vitamin B,
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ve anamnez ile konulmaktadir’. Kobalamin eksikli-
ginin gelisimi yavag oldugundan dolay1 baslangicta
hastalar asemptomatik olabilir. Ayrica, vitamin B,
eksikliginde goriilen klinik semptom ve bulgular ve
anemi, retikiilositopeni, makrositoz, nétropeni,
trombositopeni, notrofillerde hipersegmentasyon,
serum laktat dehidrogenaz ve indirek biliiribinlerde
artigt iceren laboratuvar bulgulart cesitlilik goster-
mektedir®. Nérolojik ve psikiyatrik semptom ve bul-
gular megaloblastik aneminin laboratuvar bulgulart
olmaksizin gériilebilir’. Klinik ve laboratuvar bulgu-
larindaki bu degiskenlik tanida gecikmeye ve buna
bagli olarak morbiditede artisa yol acgabilmektedir.
Hematolojik bozukluklar tedaviden sonra diizelirken
nérolojik bozukluklar geri doniisiimsiiz olabilir’. Bu
nedenle vitamin B, eksikliginin erken tanisi 6nemli-
dir.

Serum kobalamin diizeylerinin Sl¢iimii  giivenilir
degildir ve tanida zorluga neden olabilmektedir.
Plasma total homosistein ve metilmalonik asit
(MMA) gibi fonksiyonel kobalamin durumunu goste-
ren testler tanida kullanilabilir fakat bu metabolit
Olgtimlerinin kullanimini simirlayan baglica faktor
maliyetinin yiiksek olmasidir’.

Holotranskobalamin II (holoTC II) vitamin Bi, ve
transkobalaminin (TC) olusturdugu bir komplekstir.
Total serum kobalamininin % 25’inden daha az1
holoTC II ile tasinmaktadir. Bununla birlikte, holoTC
vitamin B, nin fizyolojik olarak aktif metabolitidir
ve sadece bu formu spesifik reseptorler aracilig ile
hiicrelere alinmaktadir. Serum vitamin B}, nin geriye
kalan kismi haptocorrin (HC) adi verilen bir diger
tastyici proteine bagl olup, bu kompleksin fonksiyo-
nu tam olarak bilinmemektedir'.

HoloTC II'nin serum yarilanma &mrii sadece 0.75
giin olup, holoTC II diizeyindeki azalmanin vitamin
B, eksikliginin en erken bulgusu oldugu belirtilmek-
tedir’. Bununla birlikte holoTC II diizeyini 6lgmede
standart bir yontem bulunmamaktadir. Bu amagla
yeni bir ticari test olan holoTC RIA gelistirilmistir'®.
Bu calismada, vitamin Bj, eksikliginin tanisinda
rutinde kullanilmakta olan laboratuvar bulgulari ile
holoTC RIA testinin duyarlilik ve 0Ozgiilliigliniin
karsilastirilmast amaglandi.

S. Serefhanoglu, ark.

loblu  olmasi), kemik iligi aspirasyonunda
megaloblastik  degisiklikler, retikiilosit sayisinda
diisme ile serum laktat dehidrogenaz seviyesinde ve
indirek biliiribin diizeylerinde artig ile konuldu. Has-
talara mide endoskopisi ve biyopsisi yapildi.

Calismaya yeni tani konulan megaloblastik anemili
hastalar alindi. Folik asit eksikligine bagli olan
megaloblastik anemiler ve demir eksikligininde eslik
ettigi dimorfik anemiler ¢aligmaya alinmadi. Daha
Once tani konulan ve tedavi alan veya herhangi bir
nedenden dolayr siyanokobalamin tedavisi goren
hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Hastalardan tiim
veriler siyanokobalamin tedavisinden once ve tedavi-
nin 10. giiniinde alindi. Biitiin hastalara tedavi ama-
ciyla siyanokobalamin (Dodex 1000 pg ampul) 10
giin siiresince intramuskiiler olarak uygulandi.

Hastalardan 5 -10 ml kan alinip cam tiiplere konuldu,
daha sonra 30-60 dakika oda sicakliginda pihtilas-
maya birakildi. 10 dakika kadar santrifiij edildi ve
serumu ayrigtirtlarak kuru plastik tliplere konuldu,
agz1 kapatilip derin dondurucuda saklandi.

Serum holoTC direk olarak yeni bir ticari RIA
(HoloTC RIA; Axis Shield ASA) testi ile ¢alisildi'.
Kisaca, 400 pL serum 400 pL 0.1 mol/l fosfat-
tamponlu serum fizyolojik ile seyreltildi ve anti-TC
antikorlari ile kapli magnetik partikiiller ilave edildi.
Ornekler oda sicakliginda bir saat siireyle karigtirict
{izerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda parti-
kiillere bagli holoTC bir magnetik yiizeyde ¢okeltildi,
iistte kalan kisim atildi ve ¢okelti fosfat-tamponlu
serum fizyolojik ile yikandi. HoloTC konsantrasyonu
rekombinan insan holoTC ile standardize edilmis
RIA ile belirlendi. Burada, baglayici olarak intrinsik
faktor ve tracer olarak 57Co—isaretli vitamin B, kul-
lanildi. Kalibrasyon i¢in holoTC kalibratorleri kulla-
nildi. Tiim o6rnekler iki defa galisildi. HoloTC igin
normal referans araligi 37-171 pmol/L olarak kulla-
nild1.

Tam kan sayimlar1 Coulter STKS (Beckman-Coulter,
England) hematoloji analizorii ile calisildi. Serum
total kobalamini bir kompetitif protein baglayici
yontem (DPC, Immulite 2000) ile g¢alisildi. Serum
kobalamin i¢in 100-900 pg/mL arast degerler normal
kabul edildi>'"""%.

Gereg ve Yontem

Caligma 2004 yilinda, 7 aylik dénemde Inonii Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi, Turgut Ozal Tip Merkezi,
Hematoloji bilim dalinda vitamin By, eksikligine
bagli megaloblastik anemi tanisi konulan 20 hastada
prospektif olarak yapildi.

Hastalarin tanisi; anamnez, fizik muayene, periferik
yaymada makro-ovalositoz ~ve hipersegmente
notrofillerin varligr (altt ya da daha fazla loblu bir
nétrofil veya nétrofillerin %5’inden daha fazlasinin 5
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istatistik Analiz

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
10.0 For Windows” paket programlari kullanilmistir.
Hastalarin verileri normal dagilim gostermedigi igin
Wilcoxon Isaret Sira testi kullamlarak SPSS
(Statistical Program for Social Science version 10.0
Chicago USA) programi ile degerlendirildi. Degerler
ortalamalar (en diigiikk deger- en yiiksek deger) olarak
verildi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Bulgular ve Sonuglar

Yedi aylik periyotta toplam 20 hastaya megaloblastik
anemi tanisi konuldu. Hastalarin tedavi Oncesi 6zel-
likleri Tablo I'de gdsterilmistir. Hastalarin 14’iinde
(%70) anemi, dokuzunda (%45) trombositopeni ve
yedisinde (%35) ndtropeni tespit edildi. MCV deger-
leri hastalarin 14’iinde (%70) yiiksek, dordiinde
(%20) normal ve ikisinde (%10) diisiik olarak tespit
edildi. Hastalarin 10’unda (%50) serum kobalamin
diizeyleri <100 pg/mL ve geriye kalan 10 hastada
(%50) ise >100 pg/mL olarak tespit edildi (Tablo I).
Tedavi  Oncesinde  hastalarn  16’sina  iist
gastrointestinal sistem endoskopi ve endoskopik
biyopsi yapildi; sekiz hastada (%40) antral gastrit,
bes hastada (%25) normal iist gastrointestinal sistem
bulgular1 ve iki hastada (%10) atrofik gastrit ve bir
hastada (%5) opere mide (subtotal gastrektomi) tespit
edildi. Tedavi Oncesi yapilan kemik iligi
aspirasyonunda hastalarin tiimiinde eritroblastlarda
megaloblastik degisiklikler tespit edildi. Kobalamin
tedavisinin yedinci giiniinde hastalarin tiimiinde te-
daviye cevap olarak retikiilosit krizi goriildii.

Hastalarin tedavi sonrasi hb, htc, trombosit sayisi,
serum kobalamin ve holoTC II degerlerinde tedavi
oncesi ile mukayese edildiginde istatistiksel olarak
anlamli derecede artig oldu (Tablo II). MCV, LDH ve
indirekt biliriibin degerlerinde tedavi oncesi ile mu-
kayese edildiginde tedaviden sonra anlamli derecede
azalma oldu. Tedavi Oncesi ile karsilastirildiginda
tedavi sonrasinda beyaz kiire sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olmadi (p=0.148). Te-
davi oOncesinde normalin altinda serum kobalamin
degerleri hastalarin sadece %50’sinde saptandi. Sa-
dece bir hastada (%5) tedavi dncesi serum holo TC II
degeri 43.75 pmol/L olarak tespit edildi, diger 19
hastada (%95) <37 pmol/L olarak tespit edildi (Tablo
10).

Tablo I. Hastalarin tedavi oncesi Ozellikleri

Yas (yil) Ortalama 50.85 + 15 (27-85)
Cinsiyet

Kadin 10 (%50)
Erkek 10 (%50)
Laboratuvar Ozellikleri

Anemi 14 (%70)
Trombositopeni 9 (%45)
Notropeni 7 (%35)
Hipersegmentasyon 16(%80)
LDH artigi 20 (%100)
indirekt bilirlibin atii 3 (%15)
Vitamin B12 (<100 pg/mL) 10 (%50)
HoloTC Il RIA (<37 pmol/L) 19 (%95)

Tablo II. On giinliik siyanokobalamin tedavisi dncesi
ve sonrasinda hastalarin tan1 parametreleri

Tedavi dncesi Tedavi sonrasi P degeri
Hemoglobin 9.06 10.1 0.020
(g/dL) (4.9-16.2) (5.8-15.4) *
Hematokrit (%) 27.26 30.8 0.031
(134-50.7) (17.3-46.2) *
103.18 987
MCV (fL) (70-136.20) (69-132) 0,005
o 5665 5965
Lokosit (/mm?) (1100-18100)  (2500-11000) 148
167100 207765
3
Platelet Imm?) - 24000-418000)  (89000-665000) 0%
#115 1534
LOH (UL) (202-14470) (2506177) %003
indirekt biliriibin 1 06
(mgldL) (0.1-256) (04-147) 0026
Serum kobalamin 135 1069 <0.001
(pg/mL) (<100-315) (349-1200) *
Serum HoloTC Il 11.87 2435.75 0.003
(pmollL) (036-4375)  (0.01-1076109)
Tartisma

Kobalamin eksikliginin klinik ve laboratuvar 6zellik-
leri degisken ve nonspesifiktir. Klinik ve laboratuvar
bulgularindaki bu degiskenlik morbidite de artiga yol
acabilecek derecede tanida gecikmeye neden olabilir.
Kobalamin eksikliginin neden oldugu hematolojik
bozukluklar tedavi ile diizelebilirken nérolojik bo-
zukluklar geri doniisiimsiiz olabilir'*'°,

Ayrica hematolojik ve noropsikiyatrik bozukluklara
ilaveten  vitamin By,  eksikliginin  indirekt
kardiyovaskiiler etkileri de bulunmaktadir. Folik asit
eksikligine benzer sekilde vitamin By, eksikligi de
aterosklerotik hastaligin bagimsiz bir risk faktori
olup hiperhomosisteinemiye yol agmaktadir'”.

Kobalamin eksikliginin tanisinda rutinde kullanilan
laboratuvar bulgulari, serum kobalamin diizeyinde
azalma, anemi, retikiilositopeni, = makrositoz,
nétropeni, trombositopeni, hipersegmente notrofiller
ve serum LDH ve indirekt biliriibin artisinin olmasi-
dir®.

Makrositoz (MCV >96 fl), kobalamin eksikliginin
6nemli bir bulgusudur. MCV hemoglobin degerlerin-
de belirgin bir azalma meydana gelmeden 6nce yiik-
selme egilimindedir'®. Bununla beraber, ozellikle
demir eksikligi ve talaseminin eslik ettigi durumlarda
normal ve hatta diisiik bulunabilir'®?%. Buna ek ola-
rak, makrositozun kobalamin eksikliginin tanisindaki
Ozgiilligii de disliktiir. Yapilan bir c¢aligmada,
MCV’si 115 fI’den biiyiik olan hastalarin
%350’sinden daha azinda kobalamin degerleri
subnormal degerlerde bulunmus ve sadece MCV’si
130 fI’den biiyiik olan bir hastada serum kobalamin
degeri diisiik olarak bulunmustur®. Bizim calisma-
mizda da, hastalarrmizin sadece % 70’inde

11



makrositoz (MCV >100 f1) tespit ettik. Geriye kalan
alt1 hastanin dordiinde normal ve ikisinde diisiik
degerler saptandi.

Periferik yaymada nétrofillerde hipersegmentas-
yonun varlig1 kobalamin eksikliginin bir diger bulgu-
sudur, fakat bunun da 6zgiilliigii ve duyarlilig: diisiik-
tir. Metz ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
kobalamin diizeyi diisiik olan hastalarin 2/3’{inde ve
normal kontrol grubunun da %4’ tinde
hipersegmentasyon gosterilmistir’. Calismamizda,
hastalarmmzin ~ %80’inde'®*”  hipersegmentasyon
saptandi.

Serum kobalamin diizeyinin 6l¢iimii kobalamin ek-
sikliginin tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, serum kobalamin Sl¢iimiiniin tani
degeri  disiiktiir. Bunun nedeni, serumdaki
kobalaminin biiyiikk bir kisminin haptocorrine bagh
olmasidir. Haptocorrine bagli kobalamin ise hiicrele-
rin i¢ine alim igin uygun degildir’. Ayrica, serum
kobalamin degerleri baglayici proteinlerin diizeyine
bagh olarak degismektedir**. Miyeloproliferatif has-
taliklar yalanci yiiksek degerlere neden olabilirken,
folat eksikligi, gebelik ve transkobalamin eksikligin-
de yalanci diisiik degerler goriilebilir. Sindirim siste-
minde asir1 bakteriyel ¢cogalma bakteriler tarafindan
biyolojik olarak inaktif kobalamin analoglarinin
tiretimine neden olarak yalanci normal serum
kobalamin ol¢iimiine yol agabilir’. Serumdaki
kobalaminin normal diizeyi 200-900 pg/mL olup,
<100 pg/mL degerler klinik olarak belirgin eksikligi
gosterir.  Calismamizda  hastalarimizin  sadece
10’unda (%50) serum kobalamin degerini <100
pg/mL olarak bulduk.

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda, holoTC II 6l¢iimiiniin
total plazma kobalamin 6l¢imiinden daha etkili ol-
dugu gosterilmistir. Lindemans ve ark. holoTC II’nin
hiicreler tarafindan alinabilen biyolojik olarak aktif
kobalamini ihtiva ettigini gostermislerdir®. Bu ¢a-
lismada, holo TC II 6l¢iimiiniin ayn1 zamanda olduk-
ca basit ve kolay oldugu da belirtilmistir. Herzlich ve
Herbert tarafindan yapilan bir ¢alismada, tedavi e-
dilmemis vitamin Bj, eksikligi olan hastalarda
holoTC 1I deki azalmanin vitamin By, eksikliginin
oldukga erken bulgularindan biri oldugu gosterilmis-
tir’®. Lindgren ve ark. tarafindan yapilan bagka bir
calismada, ¢alismaya alinan kobalamin malabsorbsi-
yonu ile iligkili gastrointestinal bozuklugu tespit
edilen 48 hastanin hepsinde plazma holoTC II diizeyi
35 pmol/L’nin altinda (referans araligi 35-160
pmol/L) tespit edilmis ve bu testin olasi
malabsorpsiyonu serum kobalamin 6lgiimiinden daha
iyi bir sekilde yansitabilecegi gosterilmistir’’. Herbert
ve ark. tarafindan 95 yetiskin AIDS’li hastada yapi-
lan bir ¢calismada, holoTC II degerlerinin 6l¢iimii ile
hastalarin biiyiik bir kisminda negatif vitamin By,
dengesi saptanmistir. Bu hastalarin biiyiik bir kis-
minda ise serum kobalamin diizeyleri normal deger-
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lerde bulunmustur®®. Nexo ve ark. yaptiklari ¢aligma-
da, holoTC II'yi 137 saglikli kisinin %95’inde nor-
mal degerlerde saptarken, vitamin By, eksikligi olan
hastalarin tamaminda referans araligin oldukga altin-
da degerlerde tespit etmislerdir®. Bor MV ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada, 31 saglikli kiside
oral yoldan uygulanan vitamin Bj, absorbsiyonunu
holoTC 1II ve TC saturasyonu, serum vitamin By,
diizeyinden daha iyi yansittigi gosterilmistir’. Ca-
lismamizda da benzer sekilde, tedavi oncesi holoTC
IT degerini ortalama 11,87 + 13,95 pmol/L (referans
aralik 37-171 pmol/L) olarak tespit ettik. Hastalarin
19’unda (%95) holoTC II degerleri 37 pmol/L’nin
altinda tespit edildi ve sadece bir hastada normal

degerde bulundu. Hastalara 10 giin siiresince
parenteral  olarak  uygulanan 1000  pg/giin
siyanokobalamin tedavisinden sonra ortalama

holoTC degeri 2435,75 (0.01-10761.09) pmol/L
olarak bulundu ve bu artig tedavi dncesine gore ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi (p=0,003).

Bu sonuglara gore, holoTC II klinik veya subklinik
vitamin B, eksikliginin tanisinda erken tani bulgusu
olarak kullanilabilir ve rutinde kullanilmakta olan
laboratuvar testlerine kiyasla oldukga yiiksek 6zgiil-
liik ve duyarliliga sahiptir. Bu sayede riskli kisilerde
norolojik bozukluklar gelismeden once erken tani
konularak geri doniisiimsiiz olaylar engellenebilir.
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