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ÖZET 

Kobalamin eksikliğine bağlı megaloblastik aneminin değişken klinik belirti ve laboratuvar bulgularının olması tanıda zorluklara neden 
olmaktadır. Serum holotranskobalamin II (holoTC II) düzeyinin azalmasının kobalamin eksikliğinin tanısında erken bir markır olduğu 
belirtilmekle birlikte, klinik kullanıma uygun bir metot geliştirilmemiştir. Bu çalışmada, kobalamin eksikliğini belirlemede yeni bir ticari 
test olan holoTC II RIA (Radyoimmüno assay)’nın etkinliği ve diğer laboratuvar bulguları ile karşılaştırılması amaçlandı. Başvuru anında, 
20 hastanın 14‘ünde (%70) anemi ve makrositoz, dokuzunda (%45) trombositopeni, yedisinde (%35) nötropeni, 10’unda (%50) serum 
kobalamin düzeyleri (<100 pg/mL) ve 19’unda (%95) holoTC II düzeyi düşük (<37 pmol/L) bulundu. On gün 1 mg/gün siyanokobalamin 
tedavisi sonrası hemoglobin, hematokrit, trombosit, serum kobalamin ve serum holoTC II değerlerinde tedavi öncesi ile mukayese edildi-
ğinde istatistiksel olarak anlamlı derecede artış oldu (P<0.05). MCV, LDH ve indirekt bilirübin değerlerinde ise azalma oldu (P<0.05). 
Plazma holoTC II düzeyinin ölçümünün kobalamin eksikliğini belirlemede daha yüksek özgüllük ve duyarlılığa sahip olduğu bulundu.  
Anahtar Kelimeler: Vitamin B12 eksikliği. 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 II) 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. 
Key Words: Vitamin B12 deficiency. Holotranscobalamin II. Radioimmünoassay.  
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Vitamin B12 (kobalamin) eksikliği özellikle yaşlıları 
etkileyen sık görülen bir halk sağlığı problemidir1. 
Yaşlılardaki prevelansı %5-15 olarak tespit edilmiş-
tir2. Yiyeceklerle alımının azalması veya bağırsaklar-
dan emiliminin bozulması sonucunda vitamin B12 
eksikliği meydana gelmektedir. Vitamin B12 eksikliği 
megaloblastik anemi, kardiovasküler hastalık, nöral 
tüp defekti ve santral ve periferik sinir sisteminde 
ilerleyici nörolojik hastalığa neden olmaktadır3–6.  
Kobalamin eksikliğinin tanısı rutin olarak azalmış 
serum kobalamin düzeyi ile birlikte megaloblastik 
aneminin klinik ve laboratuvar bulgularının olması 
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ve anamnez ile konulmaktadır7. Kobalamin eksikli-
ğinin gelişimi yavaş olduğundan dolayı başlangıçta 
hastalar asemptomatik olabilir. Ayrıca, vitamin B12 
eksikliğinde görülen klinik semptom ve bulgular ve 
anemi, retikülositopeni, makrositoz, nötropeni, 
trombositopeni, nötrofillerde hipersegmentasyon, 
serum laktat dehidrogenaz ve indirek bilüribinlerde 
artışı içeren laboratuvar bulguları çeşitlilik göster-
mektedir8. Nörolojik ve psikiyatrik semptom ve bul-
gular megaloblastik aneminin laboratuvar bulguları 
olmaksızın görülebilir7. Klinik ve laboratuvar bulgu-
larındaki bu değişkenlik tanıda gecikmeye ve buna 
bağlı olarak morbiditede artışa yol açabilmektedir. 
Hematolojik bozukluklar tedaviden sonra düzelirken 
nörolojik bozukluklar geri dönüşümsüz olabilir9. Bu 
nedenle vitamin B12 eksikliğinin erken tanısı önemli-
dir.  
Serum kobalamin düzeylerinin ölçümü güvenilir 
değildir ve tanıda zorluğa neden olabilmektedir. 
Plasma total homosistein ve metilmalonik asit 
(MMA) gibi fonksiyonel kobalamin durumunu göste-
ren testler tanıda kullanılabilir fakat bu metabolit 
ölçümlerinin kullanımını sınırlayan başlıca faktör 
maliyetinin yüksek olmasıdır7.  
Holotranskobalamin II (holoTC II) vitamin B12 ve 
transkobalaminin (TC) oluşturduğu bir komplekstir. 
Total serum kobalamininin % 25’inden daha azı 
holoTC II ile taşınmaktadır. Bununla birlikte, holoTC 
vitamin B12’nin fizyolojik olarak aktif metabolitidir 
ve sadece bu formu spesifik reseptörler aracılığı ile 
hücrelere alınmaktadır. Serum vitamin B12’nin geriye 
kalan kısmı haptocorrin (HC) adı verilen bir diğer 
taşıyıcı proteine bağlı olup, bu kompleksin fonksiyo-
nu tam olarak bilinmemektedir1.  
HoloTC II’nin serum yarılanma ömrü sadece 0.75 
gün olup, holoTC II düzeyindeki azalmanın vitamin 
B12 eksikliğinin en erken bulgusu olduğu belirtilmek-
tedir9. Bununla birlikte holoTC II düzeyini ölçmede 
standart bir yöntem bulunmamaktadır. Bu amaçla 
yeni bir ticari test olan holoTC RIA geliştirilmiştir10. 
Bu çalışmada, vitamin B12 eksikliğinin tanısında 
rutinde kullanılmakta olan laboratuvar bulguları ile 
holoTC RIA testinin duyarlılık ve özgüllüğünün 
karşılaştırılması amaçlandı.  
 

Gereç ve Yöntem 

Çalışma 2004 yılında, 7 aylık dönemde İnönü Üni-
versitesi Tıp Fakültesi, Turgut Özal Tıp Merkezi, 
Hematoloji bilim dalında vitamin B12 eksikliğine 
bağlı megaloblastik anemi tanısı konulan 20 hastada 
prospektif olarak yapıldı.  
Hastaların tanısı; anamnez, fizik muayene, periferik 
yaymada makro-ovalositoz ve hipersegmente 
nötrofillerin varlığı (altı ya da daha fazla loblu bir 
nötrofil veya nötrofillerin %5’inden daha fazlasının 5 

loblu olması), kemik iliği aspirasyonunda 
megaloblastik değişiklikler, retikülosit sayısında 
düşme ile serum laktat dehidrogenaz seviyesinde ve 
indirek bilüribin düzeylerinde artış ile konuldu. Has-
talara mide endoskopisi ve biyopsisi yapıldı. 
Çalışmaya yeni tanı konulan megaloblastik anemili 
hastalar alındı. Folik asit eksikliğine bağlı olan 
megaloblastik anemiler ve demir eksikliğininde eşlik 
ettiği dimorfik anemiler çalışmaya alınmadı. Daha 
önce tanı konulan ve tedavi alan veya herhangi bir 
nedenden dolayı siyanokobalamin tedavisi gören 
hastalar çalışmaya dahil edilmedi. Hastalardan tüm 
veriler siyanokobalamin tedavisinden önce ve tedavi-
nin 10. gününde alındı. Bütün hastalara tedavi ama-
cıyla siyanokobalamin (Dodex 1000 µg ampul) 10 
gün süresince intramusküler olarak uygulandı. 
Hastalardan 5 -10 ml kan alınıp cam tüplere konuldu, 
daha sonra 30–60 dakika oda sıcaklığında pıhtılaş-
maya bırakıldı. 10 dakika kadar santrifüj edildi ve 
serumu ayrıştırılarak kuru plastik tüplere konuldu, 
ağzı kapatılıp derin dondurucuda saklandı.  
Serum holoTC direk olarak yeni bir ticari RIA 
(HoloTC RIA; Axis Shield ASA) testi ile çalışıldı1. 
Kısaca, 400 µL serum 400 µL 0.1 mol/l fosfat-
tamponlu serum fizyolojik ile seyreltildi ve anti-TC 
antikorları ile kaplı mağnetik partiküller ilave edildi. 
Örnekler oda sıcaklığında bir saat süreyle karıştırıcı 
üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında parti-
küllere bağlı holoTC bir mağnetik yüzeyde çökeltildi, 
üstte kalan kısım atıldı ve çökelti fosfat-tamponlu 
serum fizyolojik ile yıkandı. HoloTC konsantrasyonu 
rekombinan insan holoTC ile standardize edilmiş 
RIA ile belirlendi. Burada, bağlayıcı olarak intrinsik 
faktör ve tracer olarak 57Co-işaretli vitamin B12 kul-
lanıldı. Kalibrasyon için holoTC kalibratörleri kulla-
nıldı. Tüm örnekler iki defa çalışıldı. HoloTC için 
normal referans aralığı 37–171 pmol/L olarak kulla-
nıldı. 
Tam kan sayımları Coulter STKS (Beckman-Coulter, 
England) hematoloji analizörü ile çalışıldı. Serum 
total kobalamini bir kompetitif protein bağlayıcı 
yöntem (DPC, Immulite 2000) ile çalışıldı. Serum 
kobalamin için 100–900 pg/mL arası değerler normal 
kabul edildi2,11-12.  
 

İstatistik Analiz 

Elde edilen verilerin değerlendirilmesinde “SPSS 
10.0 For Windows” paket programları kullanılmıştır. 
Hastaların verileri normal dağılım göstermediği için 
Wilcoxon İşaret Sıra testi kullanılarak SPSS 
(Statistical Program for Social Science version 10.0 
Chicago USA) programı ile değerlendirildi. Değerler 
ortalamalar (en düşük değer- en yüksek değer) olarak 
verildi. P<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı 
kabul edildi.  



Megaloblastik Anemide Holotraskobalamin II’nin RIA ile Ölçümü  

 11

 

Bulgular ve Sonuçlar 

Yedi aylık periyotta toplam 20 hastaya megaloblastik 
anemi tanısı konuldu. Hastaların tedavi öncesi özel-
likleri Tablo I'de gösterilmiştir. Hastaların 14’ünde 
(%70) anemi, dokuzunda (%45) trombositopeni ve 
yedisinde (%35) nötropeni tespit edildi. MCV değer-
leri hastaların 14’ünde (%70) yüksek, dördünde 
(%20) normal ve ikisinde (%10) düşük olarak tespit 
edildi. Hastaların 10’unda (%50) serum kobalamin 
düzeyleri <100 pg/mL ve geriye kalan 10 hastada 
(%50) ise >100 pg/mL olarak tespit edildi (Tablo I). 
Tedavi öncesinde hastaların 16’sına üst 
gastrointestinal sistem endoskopi ve endoskopik 
biyopsi yapıldı; sekiz hastada (%40) antral gastrit, 
beş hastada (%25) normal üst gastrointestinal sistem 
bulguları ve iki hastada (%10) atrofik gastrit ve bir 
hastada (%5) opere mide (subtotal gastrektomi) tespit 
edildi. Tedavi öncesi yapılan kemik iliği 
aspirasyonunda hastaların tümünde eritroblastlarda 
megaloblastik değişiklikler tespit edildi. Kobalamin 
tedavisinin yedinci gününde hastaların tümünde te-
daviye cevap olarak retikülosit krizi görüldü.  
Hastaların tedavi sonrası hb, htc, trombosit sayısı, 
serum kobalamin ve holoTC II değerlerinde tedavi 
öncesi ile mukayese edildiğinde istatistiksel olarak 
anlamlı derecede artış oldu (Tablo II). MCV, LDH ve 
indirekt bilirübin değerlerinde tedavi öncesi ile mu-
kayese edildiğinde tedaviden sonra anlamlı derecede 
azalma oldu. Tedavi öncesi ile karşılaştırıldığında 
tedavi sonrasında beyaz küre sayısında istatistiksel 
olarak anlamlı bir değişiklik olmadı (p=0.148). Te-
davi öncesinde normalin altında serum kobalamin 
değerleri hastaların sadece %50’sinde saptandı. Sa-
dece bir hastada (%5) tedavi öncesi serum holo TC II 
değeri 43.75 pmol/L olarak tespit edildi, diğer 19 
hastada (%95) <37 pmol/L olarak tespit edildi (Tablo 
II).  
 
Tablo I. Hastaların tedavi öncesi özellikleri  

Yaş (yıl)  Ortalama 50.85 ± 15 (27–85) 
Cinsiyet 
 Kadın  
 Erkek  

 
10 (%50) 
10 (%50) 

Laboratuvar Özellikleri  
 Anemi   14 (%70) 
 Trombositopeni  9 (%45) 
 Nötropeni  7 (%35) 
 Hipersegmentasyon 16(%80) 
 LDH artışı  20 (%100) 
 İndirekt bilirübin atışı  3 (%15) 
 Vitamin B12 (<100 pg/mL)  10 (%50) 
 HoloTC II RIA (<37 pmol/L)  19 (%95) 

Tablo II. On günlük siyanokobalamin tedavisi öncesi 
ve sonrasında hastaların tanı parametreleri  

  Tedavi öncesi Tedavi sonrası P değeri 

Hemoglobin 
(g/dL) 

9.06  
(4.9–16.2) 

10.1  
(5.8–15.4) 0,020 

Hematokrit (%) 27.26 
(13.4–50.7) 

30.8 
(17.3–46.2) 0,031 

MCV (fL) 103.18 
(70–136.20) 

98.7  
(69–132) 0,005 

Lökosit (/mm3) 5665 
(1100–18100) 

5965 
(2500–11000) 0,148 

Platelet (/mm3) 167100 
(24000–418000) 

297765 
(89000–665000) 0,003 

LDH (U/L) 4115  
(292–14470) 

1534 
(250–6177) 0,003 

İndirekt bilirübin 
(mg/dL)  

1  
(0.1–2.6) 

0.6 
(0.1–1.47) 0,026 

Serum kobalamin 
(pg/mL)  

135 
(<100–315) 

1069 
(349–1200) <0,001 

Serum HoloTC II 
(pmol/L)  

11.87  
(0.36–43.75) 

2435.75  
(0.01–10761.09) 0.003 

  

Tartışma  

Kobalamin eksikliğinin klinik ve laboratuvar özellik-
leri değişken ve nonspesifiktir. Klinik ve laboratuvar 
bulgularındaki bu değişkenlik morbidite de artışa yol 
açabilecek derecede tanıda gecikmeye neden olabilir. 
Kobalamin eksikliğinin neden olduğu hematolojik 
bozukluklar tedavi ile düzelebilirken nörolojik bo-
zukluklar geri dönüşümsüz olabilir13-16.  
Ayrıca hematolojik ve nöropsikiyatrik bozukluklara 
ilaveten vitamin B12 eksikliğinin indirekt 
kardiyovasküler etkileri de bulunmaktadır. Folik asit 
eksikliğine benzer şekilde vitamin B12 eksikliği de 
aterosklerotik hastalığın bağımsız bir risk faktörü 
olup hiperhomosisteinemiye yol açmaktadır17.  
Kobalamin eksikliğinin tanısında rutinde kullanılan 
laboratuvar bulguları, serum kobalamin düzeyinde 
azalma, anemi, retikülositopeni, makrositoz, 
nötropeni, trombositopeni, hipersegmente nötrofiller 
ve serum LDH ve indirekt bilirübin artışının olması-
dır8.  
Makrositoz (MCV >96 fl), kobalamin eksikliğinin 
önemli bir bulgusudur. MCV hemoglobin değerlerin-
de belirgin bir azalma meydana gelmeden önce yük-
selme eğilimindedir18. Bununla beraber, özellikle 
demir eksikliği ve talaseminin eşlik ettiği durumlarda 
normal ve hatta düşük bulunabilir19-22. Buna ek ola-
rak, makrositozun kobalamin eksikliğinin tanısındaki 
özgüllüğü de düşüktür. Yapılan bir çalışmada, 
MCV’si 115 fl’den büyük olan hastaların 
%50’sinden daha azında kobalamin değerleri 
subnormal değerlerde bulunmuş ve sadece MCV’si 
130 fl’den büyük olan bir hastada serum kobalamin 
değeri düşük olarak bulunmuştur23. Bizim çalışma-
mızda da, hastalarımızın sadece % 70’inde 
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makrositoz (MCV >100 fl) tespit ettik. Geriye kalan 
altı hastanın dördünde normal ve ikisinde düşük 
değerler saptandı.  
Periferik yaymada nötrofillerde hipersegmentas-
yonun varlığı kobalamin eksikliğinin bir diğer bulgu-
sudur, fakat bunun da özgüllüğü ve duyarlılığı düşük-
tür. Metz ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, 
kobalamin düzeyi düşük olan hastaların 2/3’ünde ve 
normal kontrol grubunun da %4’ünde 
hipersegmentasyon gösterilmiştir7. Çalışmamızda, 
hastalarımızın %80’inde16-20 hipersegmentasyon 
saptandı. 
Serum kobalamin düzeyinin ölçümü kobalamin ek-
sikliğinin tanısında yaygın olarak kullanılmaktadır. 
Bununla birlikte, serum kobalamin ölçümünün tanı 
değeri düşüktür. Bunun nedeni, serumdaki 
kobalaminin büyük bir kısmının haptocorrine bağlı 
olmasıdır. Haptocorrine bağlı kobalamin ise hücrele-
rin içine alım için uygun değildir7. Ayrıca, serum 
kobalamin değerleri bağlayıcı proteinlerin düzeyine 
bağlı olarak değişmektedir24. Miyeloproliferatif has-
talıklar yalancı yüksek değerlere neden olabilirken, 
folat eksikliği, gebelik ve transkobalamin eksikliğin-
de yalancı düşük değerler görülebilir. Sindirim siste-
minde aşırı bakteriyel çoğalma bakteriler tarafından 
biyolojik olarak inaktif kobalamin analoglarının 
üretimine neden olarak yalancı normal serum 
kobalamin ölçümüne yol açabilir7. Serumdaki 
kobalaminin normal düzeyi 200–900 pg/mL olup, 
<100 pg/mL değerler klinik olarak belirgin eksikliği 
gösterir. Çalışmamızda hastalarımızın sadece 
10’unda (%50) serum kobalamin değerini <100 
pg/mL olarak bulduk. 
Yapılan çeşitli çalışmalarda, holoTC II ölçümünün 
total plazma kobalamin ölçümünden daha etkili ol-
duğu gösterilmiştir. Lindemans ve ark. holoTC II’nin 
hücreler tarafından alınabilen biyolojik olarak aktif 
kobalamini ihtiva ettiğini göstermişlerdir25. Bu ça-
lışmada, holo TC II ölçümünün aynı zamanda olduk-
ça basit ve kolay olduğu da belirtilmiştir. Herzlich ve 
Herbert tarafından yapılan bir çalışmada, tedavi e-
dilmemiş vitamin B12 eksikliği olan hastalarda 
holoTC II deki azalmanın vitamin B12 eksikliğinin 
oldukça erken bulgularından biri olduğu gösterilmiş-
tir26. Lindgren ve ark. tarafından yapılan başka bir 
çalışmada, çalışmaya alınan kobalamin malabsorbsi-
yonu ile ilişkili gastrointestinal bozukluğu tespit 
edilen 48 hastanın hepsinde plazma holoTC II düzeyi 
35 pmol/L’nin altında (referans aralığı 35–160 
pmol/L) tespit edilmiş ve bu testin olası 
malabsorpsiyonu serum kobalamin ölçümünden daha 
iyi bir şekilde yansıtabileceği gösterilmiştir27. Herbert 
ve ark. tarafından 95 yetişkin AIDS’li hastada yapı-
lan bir çalışmada, holoTC II değerlerinin ölçümü ile 
hastaların büyük bir kısmında negatif vitamin B12 
dengesi saptanmıştır. Bu hastaların büyük bir kıs-
mında ise serum kobalamin düzeyleri normal değer-

lerde bulunmuştur28. Nexo ve ark. yaptıkları çalışma-
da, holoTC II’yi 137 sağlıklı kişinin %95’inde nor-
mal değerlerde saptarken, vitamin B12 eksikliği olan 
hastaların tamamında referans aralığın oldukça altın-
da değerlerde tespit etmişlerdir29. Bor MV ve ark. 
tarafından yapılan bir çalışmada, 31 sağlıklı kişide 
oral yoldan uygulanan vitamin B12 absorbsiyonunu 
holoTC II ve TC saturasyonu, serum vitamin B12 
düzeyinden daha iyi yansıttığı gösterilmiştir30. Ça-
lışmamızda da benzer şekilde, tedavi öncesi holoTC 
II değerini ortalama 11,87 ± 13,95 pmol/L (referans 
aralık 37–171 pmol/L) olarak tespit ettik. Hastaların 
19’unda (%95) holoTC II değerleri 37 pmol/L’nin 
altında tespit edildi ve sadece bir hastada normal 
değerde bulundu. Hastalara 10 gün süresince 
parenteral olarak uygulanan 1000 µg/gün 
siyanokobalamin tedavisinden sonra ortalama 
holoTC değeri 2435,75 (0.01–10761.09) pmol/L 
olarak bulundu ve bu artış tedavi öncesine göre ista-
tistiksel olarak anlamlı kabul edildi (p=0,003).  
Bu sonuçlara göre, holoTC II klinik veya subklinik 
vitamin B12 eksikliğinin tanısında erken tanı bulgusu 
olarak kullanılabilir ve rutinde kullanılmakta olan 
laboratuvar testlerine kıyasla oldukça yüksek özgül-
lük ve duyarlılığa sahiptir. Bu sayede riskli kişilerde 
nörolojik bozukluklar gelişmeden önce erken tanı 
konularak geri dönüşümsüz olaylar engellenebilir.  
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