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SAGLIKLI VE FENILKETONURILIi COCUKLARDA
FONKSIYONEL B12 VITAMIN EKSIKLIGININ
PLAZMA METILMALONIK ASIiT VE HOMOSISTEIN
DUZEYLERI ILE ARASTIRILMASI

Merve AKIS

Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 35340, Inciralti, izmir

OZET

Giris ve amac: Fenilketoniiri (FKU) hastalar1 fenilalaninden zengin dogal proteinlerden
kisitlt diyetleri nedeniyle fonksiyonel B12 vitamin eksikligi riski altindadirlar. B12 vitamin
eksikliginin belirlenmesinde B12 vitamin konsantrasyonlarindan daha duyarli fonksiyonel
belirte¢ler olan metilmalonik asitin (MMA) ve/veya homosisteinin (Hcy) kandaki yiiksek
konsantrasyonlari bozulmus hiicre i¢i B12 vitamin durumunun gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Ancak, literatiirde bu parametrelerin tan1 degeri ile ilgili yapilmis yeterli ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu galigmanin amaci; kisitl diyet alan FKU hastalarmin fonksiyonel B12
vitamin eksikligi agisindan saglikli kontroller ile karsilastiriimasi ve B12 vitamin eksikliginde

MMA 6lgiimiiniin B12 vitamini dl¢iimiine gore tan1 degerinin ortaya konmasidir.

Gereg ve yontem: Calismaya 5-18 yaslar1 arasindaki fenilalaninden kisitli diyet alan 31 FKU
hastas1 ve 26 saglikli cocuk dahil edildi. Serum B12 vitamini, ferritin ve folik asit diizeyleri
kemiliiminesans immiinoassay yontemiyle, fenilalanin diizeyi fluorimetrik bir yontemle
belirlendi. MCV degerleri hemogram cihazinda ¢alisildi. Plazma Hcy diizeyi ise HPLC ile
Olciildi. Plazma MMA diizeyi stabil izotop diliisyon-coklu reaksiyon izleme sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi (SID-MRM LC-MS/MS) yontemi ile belirlendi.
MMA yoénteminin analitik performansinin degerlendirilmesinde dogruluk, dogrusallik, giin i¢i
ve gilinler aras1 kesinlik, tespit limiti, kantitasyon limiti ve geri kazanim ¢aligmalar1 yapildi.
Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 15.0 programi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.



Bulgular: 0.05-2.5 pmol/L araligindaki kalibrasyon standartlari ile degerlendirilen MMA
yonteminin dogrulugu %100 + 4 olarak bulundu. Yontem 100 pmol/L’ye kadar dogrusaldi.
Giin i¢i ve glinler aras1t %CV sirasiyla 4.0 ve 6.0’dan kiigiik bulundu. Plazma MMA o6l¢limii
i¢in tespit ve kantitasyon limitleri sirasiyla 0.021 pumol/L ve 0.085 pumol/L olarak belirlendi.
Diisiik ve yliksek konsantrasyonda MMA igeren plazma Orneklerine eklenen MMA’nin geri
kazanimi sirastyla %87.6 ve %86.4 bulundu. FKU ve kontrol gruplari karsilastirildiginda; iki
grup arasinda serum B12 vitamini, plazma MMA ve Hcy diizeyleri acisindan anlamh fark
bulunamadi. FKU’li olgular arasinda, serum B12 vitamini diisiik olanlar grubun %12.9’unu,
plazma MMA ve Hcy diizeyleri yiiksek olanlar ise sirasiyla %29’unu ve %9.7’sini
olusturmaktaydi. Kontrol grubunun ise %30.7’sinde ve %11.5’inde sirasiyla plazma MMA ve
Hcy konsantrasyonlar1 yiiksek bulundu. Folik asit ve MCV diizeylerinin FKU grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.01). Incelenen
parametreler arasindaki korelasyonlar degerlendirildiginde; FKU grubunda plazma Hcy ile
fenilalanin ve MCV diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyonlar, folik asit ile anlamli
negatif korelasyon saptandi (p<0.05). Kontrol grubunda ise plazma MMA ile Hcy
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon bulundu (p<0.05). FKU ve kontrol
gruplarinin verileri birlikte ele alindiginda, serum B12 vitamin konsantrasyonlar1 ile plazma
MMA ve MCV diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyonlar belirlendi (p<0.01).
Yukaridaki bulgulara ek olarak, B12 vitamin eksikligi tanisinin konmasinda, plazma MMA
Olcimiinlin serum BI12 Olgiimiine gore 5.33 kat (%95 GA=1.62-17.49) daha fazla tam

koydurucu oldugu bulundu.

Sonug¢: Calismamiz, hem saglikli kontrollerde hem de potansiyel B12 vitamin eksikligi riski
olan FKU grubunda, B12 vitamin diizeyleri referans degerler icinde olsa da fonksiyonel B12
vitamin eksikliginin olabilecegini gdstermektedir. Ayrica bu ¢alisma ile FKU’li olgularda ve
saglikli ¢ocuklarda MMA’nin B12 vitaminine gore daha yiiksek tani degeri ilk kez ortaya

konmustur.

Anahtar kelimeler: B12 vitamini, metilmalonik asit, homosistein, fonksiyonel B12 vitamin
eksikligi, fenilketoniiri, c¢oklu reaksiyon izleme-sivi kromatografisi-tandem kiitle

spektrometresi (MRM-LC-MS/MS)



INVESTIGATION OF FUNCTIONAL VITAMIN B12 DEFICIENCY
IN HEALTHY AND PHENYLKETONURIA CHILDREN WITH
PLASMA METHYLMALONIC ACID AND HOMOCYSTEINE LEVELS

Merve AKIS

Dokuz Eyliil University, Health Sciences Institute, 35340, Inciralt1, Izmir

ABSTRACT

Introduction and aim of study: Phenylketonuria (PKU) patients are at risk for functional
vitamin B12 deficiency, based on their diet restricted of natural protein rich from
phenylalanine. Elevated concentrations of methylmalonic acid (MMA) and/or homocysteine
(Hcy), which are more sensitive functional markers of deficiency than vitamin B12
concentrations in the blood, are considered as measures of impaired intracellular vitamin B12
status. However, the diagnostic value of these parameters are not studied extensively. The
aims of this study are to investigate functional vitamin B12 deficiency in treated PKU patients
and healthy subjects as control group and to compare the diagnostic value of methylmalonic

acid and vitamin B12 measurements in vitamin B12 deficiency.

Materials and methods: 31 PKU patients on phenylalanine-restricted diet and 26 healthy
children aged 5-18 years were included in the study. Serum vitamin B12, ferritin and folate
levels were determined by chemiluminescence immunoassay. Phenylalanine levels were
measured by a fluorometric method. MCV values were studied with hemogram analyzer.
HPLC was used for plasma Hcy assay. Plasma MMA was determined using a stable isotope
dilution-multiple reaction monitoring liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(SID-MRM LC-MS/MS) method. Accuracy, linearity, intra-assay and inter-assay precision,
limit of detection and quantification, and recovery were evaluated to validate this method.
Statistical analyses of data were performed using SPSS 15.0. Analyses were considered

significant at p<0.05.

Results: Accuracy for MMA assay calculated with calibration standards in the range of 0.05
to 2.5 umol/L was within 100 £ 4%. The MMA assay was linear up to 100 pmol/L.

Intra-assay and inter-assay CVs% were smaller than 4.0 and 6.0, respectively. The limit of



detection was 0.021 pumol/L and limit of quantification was 0.085 pmol/L. Recoveries of
MMA added to plasma samples with low and high levels of MMA were 87.6% and 86.4%,
respectively. When PKU and control groups were compared in terms of vitamin B12
deficiency, no significant differences were found for serum vitamin B12, plasma MMA and
Hcy concentrations between the groups. 12.9% of patients with PKU were found with low
serum vitamin B12 concentrations. 29% of patients with PKU had elevated plasma MMA and
9.7% had high Hcy levels. In the controls, 30.7% and 11.5% had elevated also plasma MMA
and Hcy levels, respectively. PKU patients had significantly elevated folate and MCV values
than controls (p<0.01). Regarding the correlations between the parameters investigated; in
PKU patients, plasma Hcy were correlated with phenylalanine and MCV values and
negatively correlated with folate (p<0.05). In control group, we have found a positive
correlation between plasma MMA and Hcy concentrations (p<0.05). Taking data of PKU and
control subjects together, plasma MMA and MCV were negatively related to serum vitamin
B12 concentrations (p<0.01). We have additionally found that, in vitamin B12 deficiency
plasma MMA measurement is significantly 5.33 times (95% CI=1.62-17.49) more diagnostic

than serum vitamin B12 measurement.

Conclusions: Our study clearly demonstrated that; even with serum vitamin B12
concentrations within reference ranges, functional vitamin B12 deficiency may be seen in
both healthy subjects and PKU patients who are at risk for potential vitamin B12 deficiency.
Additionally, the significantly higher diagnostic value of plasma MMA measurement
compared to serum vitamin B12 in vitamin B12 deficiency, has been shown for the first time

in PKU and healthy children.

Key words: Vitamin B12, methylmalonic acid, homocysteine, functional vitamin B12
deficiency, phenylketonuria, multiple reaction monitoring-liquid chromatography-tandem

mass spectrometry (MRM-LC-MS/MS)



1. GIRIS ve AMAC

B12 vitamini yalnizca mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve besinlerle alinmasi
zorunlu esansiyel bir vitamindir (1). Baslica iki enzimatik reaksiyonda koenzim olarak rol
oynamaktadir. Bu reaksiyonlar, L-metilmalonil KoA’nin siiksinil KoA’ya izomerizesyonu ve
homosisteinin metiyonine remetilasyonudur (2). B12 vitamini insanlarda DNA sentezi,
miyelin kilifinin olusumu ve korunmasi, nérotransmitter sentezi ve eritropoez i¢in gerekli bir

mikronutrienttir (3).

B12 vitamini eksikligi diinyada yaygm bir problemdir. Ozellikle ¢ocuklarda ve
yaglilarda daha sik goriilen B12 vitamini eksikliginin insidansi1 yagla birlikte artmaktadir (4).
Gelismis iilkelerde cocuk ve adolesanlarda %1’den az goriilmekle birlikte, gelismekte olan ve
geri kalmig iilkelerde bu oran %40-80’dir. (5, 6). Ulkemizde ise ¢ocuk ve adolesanlarda
yapilan bir ¢calismada B12 vitamin eksikligi prevalansi %5.9 olarak bildirilmistir (7).

Malabsorbsiyondan sonra B12 vitamin eksikliginin en sik goriilen nedeni, diyetle
yetersiz alimidir. Ozellikle vejeteryanlar ve fenilalanin kaynaklarmdan kisith diyet alan
fenilketoniiri (FKU) hastalar1 diyetsel alim yetersizligi nedeniyle ortaya ¢ikan B12 vitamin
eksikligi riski altindadirlar. Diinyada ve 6zellikle lilkemizde sik goriilen kalitsal bir hastalik
olan FKU tedavisinde en gegerli ve geleneksel yontem, fenilalaninden zengin dogal
proteinlerin kisitlandig1, ayn1 zamanda biiytime ve gelisme icin gerekli olan mikronutrientlerin
yeterli alimini saglayacak amino asit karigimlari ile desteklendigi bir diyet uygulamasidir (8).
Ancak, FKU diyet tedavisinin bir pargasi olan bu amino asit karisimlarinin biyoyararliligi
konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir (9, 10). Diger yandan, o6zellikle adolesan ve
yetiskinlik doneminde hastalar diyet tedavisine tam olarak uymamaktadir. Bu nedenle kisith

diyet tedavisi uygulanan FKU hastalarinda B12 vitamin eksikligi goriilebilmektedir (11-16).

Klinik olarak B12 vitamini eksikligi baslica hematolojik ve ndropsikiyatrik
bozukluklarla ortaya cikmaktadir. Norolojik komplikasyonlar hematolojik bozukluklardan
yillarca 6nce meydana gelebilir, hatta bazen hematolojik bulgular olmaksizin sadece mindr
norolojik bulgular gozlenebilir. Bu nedenle B12 vitamin eksikliginin erken asamada

belirlenmesi ve tedavi edilmesi toplum saglig1 agisindan son derece 6nemlidir (3, 4).

B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde serum B12 vitamini yaygin olarak dl¢iilmekte
olan bir parametredir. Ancak B12 vitamini Ol¢limiiniin tanisal etkinligi, sinirh 6zgiillik ve

duyarliligi nedeniyle halen sorgulanmaktadir. B12 vitaminin doku durumunu gosteren



metilmalonik asit (MMA) ve homosistein (Hcy), B12 vitamini eksikliginin klinik belirti
gostermeyen erken degisikliklerini yansitan fonksiyonel biyobelirtecleridir. Serum B12
vitamin dilizeyleri referans aralik iginde oldugu durumda dahi, bu fonksiyonel
biyobelirteglerin konsantrasyonlar: artabilir. Hcy duyarli bir parametre olmasina karsin, folik
asit ve B6 vitamin diizeylerinden de etkilenmesi nedeniyle sinirli 6zgiilliiktedir. MMA ise
yalnizca B12 vitamininden etkilendigi i¢in daha duyarli ve 6zgiil bir belirtectir. Diisiik normal
vitamin B12 diizeyleri ile goriilen subklinik B12 vitamini eksikliginin degerlendirilmesinde,
dolasimdaki diizeyi yansitan B12 vitamini ile birlikte doku diizeyini gosteren MMA 6l¢iimii
de onerilmektedir (17, 18). Klinik laboratuvarlarda viicut sivilarindaki MMA kantitasyonu
icin kullanilan sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometri (LC-MS/MS) gorece basit
metodolojik uygulamalar1 ve daha yiiksek analitik duyarlilik ve 6zgiilliigii nedeniyle giderek

kullanilan diger tekniklerin yerini almaktadir (19).

Diyet tedavisi alan FKU hastalarinda B12 vitamini eksikligini gdsteren az sayida
calisma bulunmaktadir (11-13, 15, 16). Bu calismalarin ¢ogunda B12 vitamin eksikliginin
belirlenmesinde sadece serum B12 vitamin konsantrasyonlart Olciilmiistir (11-13). Son
calismalarda ise B12 vitamin eksikligi, B12 vitamin 6l¢limiine gore daha duyarli ve 6zgiil
fonksiyonel biyobelirtecler olan MMA ve Hcy konsantrasyonlari ile gosterilmistir (15, 16).
FKU’li hastalarda B12 vitamin eksikligini degerlendiren bu ¢alismalarin ¢ogunda sadece
FKU’li hastalar arasinda degerlendirme yapilmis olup ve kontrol grubu kullanilmamustir,
ayrica MMA konsantrasyonlarinin belirlenmesinde gaz kromatografisi-kiitle spektrometri
(GC-MS) tekniginden yararlanilmistir (11-13, 16). Yapilan literatiir incelemesinde, FKU
hastalarinda ve saglikli ¢ocuklarda MMA’nin B12 vitamin eksikligini belirlemedeki tanisal

degerini arastiran bir ¢alismaya da rastlanmamustir.

Bu c¢alismada fenilalaninden kisitli diyet alan fenilketoniiri hastalarinda ve saglikli
kontrollerde B12 vitamin eksikliginin belirlenmesi amaciyla B12 vitamin l¢limiiniin yant1 sira
MCV ve fonksiyonel biyobelirtecler olan MMA ve Hcy diizeyleri incelenecektir. Bu

parametrelerin yani sira fenilalanin, folik asit, ferritin ve hemogram 6l¢limii de yapilacaktir.



Bu bilgilerin 15181 altinda planlanan ¢aligmanin amaglart;

1) LC-MS/MS ile stabil izotop isaretli internal standart kullanilarak c¢oklu reaksiyon
izleme (SID-MRM) modunda gergeklestirilecek olan plazma MMA Ol¢limiiniin
laboratuvarimiz kosullarinda optimize edilmesi ve yontem gegerlilik caligmalarinin
yapilmasi,

2) Fenilalaninden kisitli diyet alan fenilketoniiri hastalarinda, fonksiyonel biyobelirtegler
olan MMA ve Hcy araciligi ile B12 vitamin eksikliginin arastirilmasi ve saglikli
kontroller ile karsilagtirilmast,

3) Fenilketoniiri hastalarinda ve saglikli kontrollerde, B12 vitamin eksikliginin
fonksiyonel biyobelirteci olan MMA 06l¢iimiiniin geleneksel olarak kullanilan serum

B12 vitamin 6l¢limiine gore tanisal degerinin arastirilmasidir.

Bu arastirmanin hipotezi; fenilalaninden kisitli diyet alan FKU hastalarinda ve saglikli
kontrollerde B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde fonksiyonel biyobelirte¢ler olan
plazma MMA ve Hcy diizeylerinin Ol¢iimiiniin, serum B12 vitamin Ol¢imii ile
belirlenemeyen fonksiyonel eksikligi yansitmasidir. Fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin
diyete uyum gostermeyen FKU hastalarinda diyete uyanlara gére daha fazla goriilecegi
diisiincesindeyiz. Ayrica, B12 vitamin eksikliginin erken asamada belirlenmesi amaciyla
subklinik B12 vitamin eksikligi durumunda MMA ve Hcy Ol¢limiiniin taniyr aydinlatmada

yararli olacag goriisiindeyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. B12 VITAMINI
2.1.1. B12 Vitamininin Tanim ve Tarihcesi

Kobalamin (Kbl) olarak da bilinen B12 vitamini, yalnizca mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen ve suda eriyen bir vitamindir. 1355.42 Da molekiiler agirligi ile B kompleks
vitaminlerinin en biiyilk ve en son izole edilen tyesidir. 1926 yilinda Minot ve Murphy
tarafindan pernisiy6z aneminin karaciger ekstrakti ile tedavi edilebileceginin gosterilmesinden
sonra, B12 vitamini ilk kez 1947 yilinda Ingiltere’”de Dr. E. Lester Smith tarafindan
karacigerden izole edilmistir. Kirmizi renkli kristal bir bilesiktir (20, 21).

2.1.2. B12 Vitamininin Molekiiler Yapis1

B12 vitamininin yapist ilk kez 1955 yilinda Hodgkin ve arkadaglar1 tarafindan X-ray
kristalografisi kullanilarak aydinlatilmistir (22).Yapis1 oldukca karmasik olan B12 vitamini ii¢
boliimden olusur (Sekil 1) (23-25).

CNCDbI

MeCbl

oy, ™M
H (@] NSy 4

el L::;*}_(NHE
/_+c°||| Py
A

b“:@( AdocCbl
N
Sy

Sekil 1. B12 vitamini ve bazi formlarimin yapisal formiilii (26)




Korrin halka yapisi: Merkezi bir kobalt atomuna dort adet tetrapirol halkasinin
baglanmasi ile olusan cekirdek kisimdir. Kobalt atomu pirol halkalarinin azot atomlarina
koordine haldedir. Hemoglobindeki “hem” yapisina benzeyen korrin halkasinda hemden
farkli olarak, merkezde kobalt atomu (hemdeki demir atomu) ve ii¢ o-meten kopriisii
bulunmaktadir. Merkezdeki kobalt atomu (Co) tam okside durumda Co™, Co™ durumunda ya

da tam rediikte durumda Co* ! bulunabilir.

a-aksiyel ligand: Diizlemin altinda kalan ve kobalt atomunun bir koordinat bagiyla
bagli oldugu degisik tiirde bir niikleotid grubudur. Bilinen niikleotid yapisindan farki, baz
olarak 5,6-dimetilbenzimidazol bulunmasindan ileri gelmektedir. Benzimidazol bir azot
atomuyla kobalta bagli iken, bir azot atomuyla o-N-glikozidik bagi araciligiyla riboza

baglanmustir.

p-aksiyel ligand: B12 vitamininin ¢esitli formlari, diizlemin istiinde kalan ve korrin
kompleksinin merkezindeki kobalt atomuna baglanan R grubuna gore isimlendirilir. Bu

gruptan yoksun olan kisma kobalaminler ad1 verilir.

2.1.3. B12 Vitamininin Formlari

B12 vitamininin hiicre metabolizmasinda 6nemli olan dort formu bulunmaktadir (2, 20,

27).

Siyanokobalamin (CNKbl): B12 vitamininin ilk bulunan formudur, yapisinda R grubu
olarak siyaniir (-CN) bulunur. Bu form dogal olarak olusmaz, besinsel takviyelerde ve
zenginlestirilmis gidalarda yaygin olarak kullanilan sentetik ve stabil formdur. Tiim memeli
hiicrelerinde alindiktan sonra biyolojik olarak aktif formlara dontstiiriiliir. Bakteriyel

kobalaminin saflastirilmasinin bir {irtiniidiir.

Hidroksikobalamin (OHKbI): Yapisinda R grubu olarak hidroksil (—OH) bulunur.
Dogal olarak olusan kobalamin formlarindan biridir. Biyolojik olarak aktif degildir. Tiim

memeli hiicrelerinde biyolojik olarak aktif formlara dontistiiriilir.

Metilkobalamin (MeKbl): Yapisinda R grubu olarak metil (~CH3) bulunur. Dogal
olarak olusan kobalamin formlarindan biridir. Cogunlukla serumda bulunan ve biyolojik

olarak aktif koenzim olan formdur. Metilkobalamin bazi vitamin ilavelerinde de bulunur.



Adenozilkobalamin (AdoKbl): Yapisinda R grubu olarak 5’-deoksiadenozil bulunur.
“Koenzim B12” olarak da bilinmektedir. Dogal olarak olusan kobalamin formlarindan biridir.

Cogunlukla sitozolde bulunur ve biyolojik olarak aktif koenzim formudur.

2.1.4. B12 Vitamininin Besinsel Kaynaklar

B12 vitamini sadece bakteriler, mantarlar ve yosunlar tarafindan sentezlenebilir;
mayalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar sentezleyemezler. insanlar icin B12 vitamin kaynag
tamamen diyetsel alima bagldir. Insanlarm diyetindeki B12 vitamini sadece hayvansal
kaynakli gidalarda yaygin olarak bulunur. Bu gidalardaki B12 vitamini hayvanlarin
barsaklarinda ve iskembelerinde bulunan bakteriler tarafindan sentezlenenir. Zengin B12
kaynaklari, hayvan organ etleri (6zellikle karaciger ve bobrek), balik, mantar, yumurta, siit ve
siit tirtinleridir. Bitkisel kaynakli gidalar normalde B12 vitamini icermezler, ancak fermante
tiriinlerde veya bakteriyel kontaminasyona bagli olarak ¢ok kii¢iik miktarlarda bulunabilir.
Hayvanlarda B12 vitamini, bakteriyel sentez disinda mikrobiyal kontaminasyonlu bitkilerin

veya kobalamin igeren hayvansal dokularin alinmasi ile de saglanir (2, 25, 28).

B12 vitamini besinlerde birka¢ formda bulunmaktadir. Et ve balik ¢ogunlukla
adenozilkobalamin ve hidroksikobalamin igerirken, siit lriinlerinde bu formlarin yanisira
metilkobalamin de bulunur. Siitte diger formlara kiyasla daha fazla hidroksikobalamin
bulunmaktadir. Siyanokobalamin yalnizca yumurta beyazi, peynir ve haslanmis mezgit

baliginda kiigiik miktarlarda bulunur (2).

2.1.5. B12 Vitamininin Ginlik Alinmasi1 Gereken Miktarlari

Tablo 1°de c¢ocuk ve eriskin gruplarina, hamilelik ve laktasyon durumlarina gore
giinliik alinmasi 6nerilen B12 vitamin miktarlar1 gosterilmistir. RDA (Onerilen Giinliik
Miktar); ABD tarafindan 1989 yilinda hazirlanan yonergedir. DRI (Diyetsel Referans Alim)

ise 1998 yilinda hazirlanan ABD ve Kanada tarafindan onerilen daha yeni bir yonergedir.

RDA’ya gore dokuz yasina kadar artan miktarda, dokuz yasindan sonra ise 2 pg/giin
alinmasi Onerilmektedir. DRI’ya gore 14 yasina kadar artan miktarda, 14 yasindan biiyiik
kisilerde ise giinliik 2.4 pg’dir. Hamilelik ve laktasyon durumunda ise fizyolojik miktarlarin

tizerinde alinmasi1 gerekmektedir. Herhangi bir emilim bozuklugu sendromu olan kisilerin
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daha fazla miktarda B12 vitamini almalar1 Onerilmektedir. B12 vitamin kaynaklarini
tiikketmeyen vejeteryan annelerin siitiinde ¢ok az miktarda B12 vitamini bulunur. Bu nedenle

vejeteryan annelerin bebekleri B12 vitamin takviyesi almalidir (29, 30).

Tablo 1. Yas gruplarina gore giinliik 6nerilen B12 vitamini miktarlari

Yas (yil) RDA (pg/giinliik)* DRI (pg/giinliik)**
0-6 ay 0.3 0.4
7-12 ay 0.5 0.5
1-3 0.7 0.9
4-8 1.0 1.2
9-13 2.0 1.8
14-18 2.0 24
19-50 2.0 24
> 50 2.0 24
Hamilelik 2.2 2.6
Laktasyon 2.6 2.8

*RDA: Recommended Dietary Allowances, 1989
**PDRI: Dietary Reference Intakes, 1998

Literatiirde B12 vitamininin giinlik 100 pg’a kadar oral alimina bagli olarak ortaya
¢ikan herhangi bir zehirlenme olgusuna rastlanmamuigstir. Diger yandan, B12 vitamin eksikligi
saptanmamis kisilerde yiiksek miktarlarda B12 alimindan ek bir yarar saglanmadigi

bildirilmistir (29).

2.1.6. B12 Vitamininin Biyoyararlamim

Insan kalin barsaginda B12 vitamininin mikrobiyal sentezi olmasina ragmen, bu B12
vitamini emilemez. Diyet ile alinan B12 miktar1 arttik¢a intestinal emilim ytizdesi azalir. 0.5
pg ya da daha az alimlarda B12 vitamininin yaklagik %70’1 emilir. 5 pg alindiginda ortalama
%28°1 (%2-50), 10 pg alindiginda ise yaklasik %16°s1 (%0-34) emilmektedir. 1000 pg veya
daha fazla B12 vitamini alindiginda emilimin etkinligi %1’e diiser ve asir1 B12 vitamini idrar

ile atilir (24).
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2.1.7. B12 Vitamininin Sindirim, Emilim ve Tasinmasi

B12 vitamini sindirim, emilim ve metabolizmas: olduk¢a karmasiktir. Ozellikle bazi
tasiyici proteinlerle ilgili heniliz aciklifa kavusmamis noktalar mevcuttur (31). B12 vitamini
gidalarda proteine bagli olarak bulunur. Proteine bagli B12 vitamini midedeki pepsin ve
gastrik asit araciligiyla proteinden ayrilir. Serbest kalan B12 vitamini mide ve tiikrik
bezlerinden salgilanan 60 kDa agirligindaki bir glikoprotein olan haptokorrine (HC) baglanir.
R-proteinler olarak da adlandirilan HC, B12 vitaminini kimyasal yikimdan korur. Midede
hidroklorik asit salgilayan parietal hiicreler, intrensek faktor (IF) olarak bilinen 45 kDa
agirliginda spesifik bir glikoprotein de salgilarlar. Ancak IF, HC varliginda B12 vitaminine
zay1f olarak baglanir. Haptokorrin-B12 vitamin kompleksi ve serbest IF mideyi terk ederek
duedenuma gecerler. Duodenumda pankreas kokenli proteazlar, 6zellikle tripsin, HC’i
pargalayarak B12 vitaminini serbest hale getirir. IF ince barsagin alkali pH’inda serbest kalan
B12 vitaminine sikica baglanir. IF-B12 vitamini kompleksi distal ileumdaki spesifik enterosit
reseptorlere (kiibilin) baglanarak endositoz ile mukozal hiicrelerden emilir ve daha sonra IF,
B12 vitamininden ayrilir (Sekil 2). Serbest kalan B12 vitamini transkobalamin I ve II (TC 1
ve TC II) tasiyici proteine baglanir ve dolagima katilir (2, 32, 33).

Dolasimdaki B12 vitamininin biiyiik kism1 (%75-90) TC I’e baghdir. TC I’in hiicrelere
B12 vitamini alinmasinda fizyolojik rolii yoktur. Dolagimdaki B12 vitamininin az bir kismi1
(%10-25) TC Il’ye baghdir. TC II, B12 vitaminini viicuttaki tiim dokulara tasimakla
gorevlidir. Bu sebeple metabolik olarak aktif B12 vitaminini gosterir. TC II-B12 vitamin
kompleksi (holotranskobalamin, holoTC) karaciger, kemik iligi ve diger hiicreler tarafindan
reseptor-aracili endositoz ile hiicre icine alinirak lizozomal enzimler tarafindan yikima
ugratilir. B12 vitamini hidroksikobalamin formunda serbestleserek sitoplazma icine salinir

(Sekil 2) (2, 34).

12



Apikal membran L endozom lizozom

Bazolateral
membran

kiibilin megalin

> - TCll

sekretor vezikiil

Sekil 2. B12 vitamininin intestinal emilimi (1)

2.1.8. B12 Vitamininin Emilim Sonrasi1 Metabolizmasi

Hidroksikobalamin hiicre icinde aktif koenzim formlar1 olan adenozilkobalamin
(AdoKbl) ve metilkobalamine (MeKbl) doniistiiriiliir (Sekil 3). Hidroksikobalamin’in bu
formlara déniistirilmeden once merkezi Co*’ atomunun indirgenmesi gerekmektedir.
AdoKbl i¢in ilk adim sitozolde gerceklesir ve Co* atomu Co** atomuna indirgenir. Daha
sonra mitokondri igine almarak Co'' atomuna indirgenir. AdoKbl mitokondriyal L-
metilmalonil-KoA mutaz’in  kofaktoriidiir. L-metilmalonil-KoA’ nin  siiksinil-KoA’ya
izomerize olmasinda gorev alir. MeKbl icin ise sadece sitozolde Co** indirgenme basamag:
gerceklesir. Bu form, sitozolik bir enzim olan metiyonin sentaz’in kofaktoriidiir ve

homosisteinden metiyoninin sentezlenmesinde gorev alir (33).
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Sekil 3. Kobalaminin hiicre i¢i metabolizmasi (33)

2.1.9. B12 Vitamininin Depolanmasi ve Atilimi

Diger suda ¢dziinen vitaminlerin aksine, B12 vitamini ana form olarak AdoKbl seklinde
karacigerde depolanir. Yetiskin bir kiside, B12 vitamininin viicuttaki toplam miktar1 yaklagik
2-5 mg olup, %80’1 karacigerde depolanir. Karacigerde depolanan miktar yas ile artig gosterir.
20 ile 60 yagslar1 arasinda fark iki kattan daha fazladir. Depolanan B12 vitamininin geri kalan
kismi kas, deri ve plazmada bulunur. B12 vitamininin yalnizca 2-5 pg kadarit metabolik dongii
sebebiyle giinlilk olarak kaybedilir. Kobalaminin giinlilk yaklasik 0.5-5 pg kadari safra
yoluyla jejunuma salinir, ileumda bunun en az %65-751 geri emilerek enterohepatik dolagima
girer. Safraya atilan B12 vitamininin geri emilimi i¢in intrensek faktdr gereklidir. Intrensek
faktor yoklugunda tiim B12 vitamini feges ile atilir. Emilim bozuklugu olan kisilerde 2-3 yil

iginde B12 vitamin eksikliginin isaretleri gelisir (2).
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2.1.10. B12 Vitamininin Biyokimyasal Fonksiyonu

B12 vitamini baslica iki enzimatik reaksiyonda koenzim olarak rol oynamaktadir. Bu
reaksiyonlardan birincisi propiyonil-KoA katabolizmasinda gorev alan L-metilmalonil-KoA
mutazin (EC 5.4.99.2) Kkatalizledigi metilmalonil-KoA’nin siiksinil-KoA’ya doniisiim
basamagidir; digeri ise homosistein metabolizmasinda, metiyonin sentaz (EC 2.1.1.13)
tarafindan katalizlenen homosisteinin metiyonine remetilasyonunun gerceklestigi basamaktir
(2).

2.1.10.1. D-metilmalonil-KoA metabolizmasi

D-metilmalonil-KoA, bazi amino asitlerin (valin, 16sin, metiyonin, treonin) karbon
iskeletinin yikilmasi, tek karbon sayili yag asitlerinin B-oksidasyonu ve kolesterol yan
zincirinin yikimi sonucu olusan propiyonil-KoA’nin katabolizmasinda metabolik bir ara
iriindiir (2, 35). Propiyonil-KoA’nin D-metilmalonil-KoA’ya déniisiimii biyotin bagimli bir
enzim olan propiyonil-KoA karboksilaz tarafindan gerceklesir. D-metilmalonil-KoA D,L-
metilmalonil-KoA rasemaz enziminin Kkatalizledigi rasemizasyon reaksiyonu ile L-
metilmalonil-KoA’ya doniisiir. Koenzim olarak adenozilkobalamin formundaki B12 vitamini
gerektiren bir enzim olan L-metilmalonil-KoA mutaz, 1.-metilmalonil-KoA nin trikarboksilik
asit dongiisiiniin 6nemli bir ara iiriinii olan siiksinil-koA’ya izomerizasyonunu saglar. B12
vitamini eksikligi ya da kalitsal L-metilmalonil-KoA mutaz yetersizligi, D-metilmalonil-
KoA’nin D-metilmalonil-KoA hidroksilaz enzimi araciligiyla metilmalonik asite (MMA)
dontiserek dokularda birikmesine yol acar (Sekil 4) (33, 36, 37).
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Biotin lT Propiyonil-KoA karboksilaz

D-metilmalonil-KoA
D-metilmalonil-KoA .
hidroksilaz lT D,L-metilmalonil-KoA rasemaz

o
o
*

Metilmalonik asit L-metilmalonil-KoA

B12 lT L-metilmalonil-KoA mutaz

Siuksinil-KoA

Sekil 4. D-metilmalonil-KoA metabolizmas1 (36)

2.1.10.2. Homosistein metabolizmasi

Homosistein (Hcy), S-adenozilmetiyonin (SAM) bagimli metilasyon reaksiyonlar
sirasinda metiyonin amino asidinden olugmaktadir (Sekil S5). Homosisteinin metiyonine
remetilasyonu metiyonin sentaz tarafindan katalizlenir. Metiyonin sentaz bu doniisiim i¢in
kosubstrat olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) ve koenzim olarak B12 vitamininin
metilkobalamin (MeKbl) formuna gereksinim duyar. Bu reaksiyonda 5-metil THF metil
grubu dondrii, koenzim B12 ise metil grubunun araci akseptoriidiir. Metabolizmada metiyonin
sentazin iki dnemli rolii bulunmaktadir. Birincisi, vaskiiler hastaliklar, inme ve baz1 kanserler
icin bir risk faktorii olan homosisteinin dokularda ve serumda birikmesini Onlemektir.
Ikincisi, protein sentezinde ve SAM olusumunda gerekli olan metiyonini {iretmektir (36-39).

B12 vitamini eksikligi durumunda metiyonin sentaz aktivitesi azalir. Bu durum

metiyonin ve THF sentezininin azalmasina, homosistein ve 5-metil THF birikimine neden
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olur. THF’daki bu azalma, DNA sentezi i¢in deoksiiliridin monofosfatin (dUMP)
deoksitimidin monofosfata (dTMP) donlisiimiinde gerekli olan 5,10-metilen THF’in
azalmasina yol agar. Metiyonin sentezindeki azalma ise SAM iiretimini azaltir. SAM,
normalde 5,10-metilen THF rediiktaz enzimini baskilar. SAM turetimindeki bozukluk bu
baskilamay1 azaltarak 5,10-metilen THF’in 5-metil THF’a doniisiimiinii arttirir. Rediiktaz
reaksiyonunun in vivo olarak geri doniisiimsiiz olmasi ve MeKbl eksikliginden dolay1
metiyonin sentazin inaktif duruma ge¢mesi nedeniyle 5-metil THF metabolik olarak
yakalanmis olur. Bu olaylar dizisi “metil tuzagi hipotezi” olarak bilinir (2).

Alternatif olarak, homosistein transsiilfiirasyon yolu ile de metabolize olmaktadir.
Transsiilflirasyon yolunda, homosistein B6 vitaminine bagimli ardisik iki reaksiyon ile

sisteine doniisiir (Sekil 5) (37).

Folik asit
SAM 4— Metiyonin THF — 5,10-metilen THF
B12
/ MT Metiyonin Sentaz 10-formil THF MTHFR
DNA DNA Sentezi
Metilasyonu ¥
SAH —— Homosistein 5-metil THF 4——+—
CBSi Bé
.y (L L "
Sistatiyonin —— Sistein — Siilfat
B6

Sekil 5. Homosistein metabolizmasi
SAM: S-adenozilmetiyonin, SAH:S-adenozilhomosistein, MT:Metil transferaz, THF: Tetrahidrofolat,
MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz, CBS: Sistatiyonin B sentetaz, CL: Sistatiyonin y liyaz
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2.2. B12 VITAMIN EKSIKLIiGi
2.2.1. B12 Vitamin Eksikliginin Prevalansi

B12 vitamin eksikligi diinyada yaygin bir problemdir (6). Prevalansinin genel
populasyonda %20 civarinda oldugu belirtmektedir (40). Ulkemizde ise cocuk ve
adolesanlarda yapilan bir prevalans ¢alismasinda %5.9 olarak bildirilmistir (7). Gelismekte
olan ve geri kalmis iilkelerde bu oran ¢ocuklarda %40 ila %80 arasinda degismektedir (6).
B12 vitamini eksikligi insidansi ise yasla birlikte artmaktadir (4). B12 vitamin eksikliginin
prevalansi B12 vitamini 6l¢limii i¢in kullanilan metoda ve referans araliklarina bagli olarak

degismektedir (36, 41, 42).

2.2.2. BI12 Vitamin Eksikliginin Nedenleri

B12 vitamin eksikliginin nedenleri besinsel eksiklik, malabsorpsiyon ve B12 vitamini

emilim ve tasinmasina ait kalitsal hastaliklar olmak {izere baslica ii¢ grupta toplanabilir.

Besinsel Eksiklik: B12 vitamininin diyetsel kaynaklar1 baslica et ve siit tirlinleridir. Bati
diyetindeki ortalama B12 vitamini miktar1 (5-15 pg/giin) gilinlik onerilen diyetsel alim
miktarindan (2 pg) daha fazladir. Kati vejeteryan diyet yapanlarin disinda, B12 vitamin
eksikliginin varligi kiside bir emilim bozuklugunun oldugunu gosterir. Viicutta B12
vitamininin bilylik kism1 (2-5 mg) depolanir. Bu nedenle, ciddi malabsorpsiyon durumunda
bile 2-5 yil sonra B12 vitamin eksikligi gelisir. Cocuklar, yaslhlar, kronik alkolikler, kat1
vejeteryanlar ve proteinden kisith diyet alan fenilketoniiri hastalar1 B12 vitamini besinsel

eksikligi acisindan yiiksek risk altindadirlar (43, 44).

Malabsorpsiyon: B12 malabsorpsiyonuna yol agan klasik bozukluk pernisiyoz
anemidir. Pernisiydz anemi gastrik pariyetal hiicreleri etkileyen otoimmiin bir hastaliktir.
Cogu pernisiydz anemi olgusunda, pariyetal hiicrelere karsi antikorlar {iretilir. Bu hiicrelerin
yok olmasi IF iiretimini ve HCI salinimimi azaltarak B12 vitamininin emilimini kisitlar.
Pariyetal hiicre antikorlarinin varligi pernisiydz aneminin teshisi icin yaklasik %85-90
duyarliliga sahiptir. Fakat pariyetal hiicre antikorlar1 spesifik degildir ve diger otoimmiin
hastaliklarda da goriilmektedir. IF antikorlar1 ise %50 duyarliliga sahip olmasina ragmen

pernisiydz aneminin teshisi i¢in ¢ok daha 6zgiildiir (4, 27, 32).
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Besin-kobalamin malabsorpsiyon sendromu, ilk kez 1995 yilinda Carmen tarafindan
ozellikle “baglanmamis” kobalamin emiliminin normal kaldig1 hipoklorhidri varliginda besin
ya da intestinal transport proteinlerinden kobalaminin ayrilmasindaki yetersizlik olarak
tanimlanmistir  (45). Besin-kobalamin malabsorpsiyonunun baglica sebebi HCl ve
pepsinojenin gastrik sekresyonunun azaldigi kronik atrofik gastriktir (36). Atrofik gastrik
prevalansi pariyetal hiicrelerin HCI salgilama yetenegine bagli olarak yas ile birlikte artar
(45). Bu durum B12 vitamin malabsorpsiyonunun neden artan yas ile daha sik goriildigiini
iyi bir sekilde aciklayabilir (46). Helicobacter pylori enfeksiyonu kronik atrofik gastritin ana
nedeni olarak kabul edilir. Sanayilesmis {iilkelerde 60 yas {iizerindeki kisilerin yaklagik
%350’sini etkilerken, gelisen iilkelerde bu oran daha yiiksektir (46).

Eksikligin diger nedenleri, bakteriyal bliylime, pankreatik yetersizlik, Zollinger-Ellison
sendromu, ileal hastaliklar, asiditeyi azaltan ajanlarin (proton pompa inhibitorleri ve H2
reseptor antagonistleri) ve ileal mukoza veya membran reseptorleri lizerinde etkileri olan bazi
ilaglarin (kolsisin, metformin) kullanilmasidir (4, 36, 47, 48). Tablo 2°de malabsorpsiyonun

nedenleri ve patofizyolojileri verilmistir.

Tablo 2. Kobalamin malabsorpsiyonunun nedenleri (48)

Neden Patofizyolojisi

Pernisiy6z anemi, Atrofik gastrit Parietal hiicre kaybu: IF eksikligi

. : Asit liretiminin yoksunlugu ve besin proteinlerinin
Kismi ya da tam gastrektomi
azalmis parcalanmasi

Pankreatik proteazl ksikligi iyle HC-Kbl
Pankreatik yetersizlik Al i e el <higl nedeniyle HC
parcalanmasinda yetersizlik

Diistik intraluminal pH iyle HC’ IF’
Zollinger-Ellison sendromu st 1n.tr.a uminatp nedemy' ¢ HC den IF’e
kobalaminin bozulmus transferi

Bakteriyal biiyiime Patojenlerin diyetsel kobalamin i¢in yarigmasi

[leal hastaliklar, Cerrahi rezeksiyon  Kiibilin kayb1

Bazi ilaglar Azalan asidite ve mukuza veya reseptor defekti

IF: intrensek faktor, HC: haptokorrin
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Kalitsal Hastaliklar: Nadir rastlanan kalitsal malabsorpsiyon bozukluklarinin nedenleri

ve patofizyolojileri Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Kobalamin malabsorpsiyonunun kalitsal bozukluklar1 (48)

Tip Tanim Etkilenen molekiil Patofizyolojisi

1 [F sentezinin yoklugu ya da IF IF Kbl’in [F’ye baglanamamasi
fonksiyon bozuklugu ve hem serbest Kbl hem de
yiiziinden IF-Kbl HC bagh  Kbl’in ileal
kompleksinin olusmasinda reseptorler tarafindan
veya fonksiyonunda bozukluk taninamamast

2 Kiibilin’deki defektler Kiibilin fleal hiicreler icine Kbl
yliziinden IF-Kbl giriginin  azalmast ya da
kompleksinin alinamamasi giriginin olmamast

veya aliminin azalmasi

3 Asidik vezikiillerin ~Lizozomal tastyict  Kbl’in ileal hiicreler iginde
(endozomlar ve lizozomlar) kalmasi ve TC II'ye
disma Kbl transportunun baglanamamasi
yetersizligi

4 TC 1II sentezinin yoklugu ya TCII Kbl’in ileal hiicrelerden

da Kbl’e baglanamayan TC II
fonksiyon

cikisinda basarisizlik
bozuklugu
yliziinden dolasima katilan

Kbl yetersizligi

Kbl: kobalamin, IF: intrensek faktdr, HC: haptokorrin, TC II: transkobalamin II

2.2.3. B12 Vitamin Eksikliginin Klinik Belirtileri

B12 vitamininin en 6nemli temel fonksiyonu folik asit ile birlikte hiicre boliinmesi ve
cogalmasi icin gerekli DNA sentezini desteklemektir. Bu vitaminlerin eksikligine en fazla
duyarli olan sistem, hiicre ¢ogalma hizinin en yiiksek oldugu hematopoietik sistemdir. B12
vitamini kemik iliginde eritrosit yapimi ile gorevli normoblastlarin normal gelisimi ve
boliinmesi icin gereklidir. Ikinci onemli etkisi ise, santral ve periferik sinir sistemindeki bazi
noronlarin normal yapi ve fonksiyonlarini siirdiirmelerini saglamaktir. B12 vitamini ayrica

norotransmitterlerin sentezi ve eritropoez i¢in de dnemlidir (3, 49).
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Viicutta biliylk miktarda B12 vitamin depolarinin bulunmasi nedeniyle eksiklik
bulgular1 birkag yil sonra ortaya ¢ikmaktadir. B12 vitamin eksikligi; depolarin azalmasi,
metabolik-fonksiyonel eksiklik ve klinik bulgular olmak iizere birka¢ asamada gelisir. Klinik
olarak B12 vitamin eksikligi baslica hematolojik ve noropsikiyatrik bozukluklar olarak ortaya
cikmaktadir. Diger belirtileri ise kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistem ile ilgilidir (3, 4,

30, 36).

Hematolojik belirtiler: Kan ve kemik iligi hiicrelerindeki morfolojik degisimler B12
vitamin eksikliginin ana bulgular1 arasindadir. Ciinkii bu hiicreler yiiksek turnover hizina
sahip, hizli hematopoez gergeklestiren ve niikleik asit metabolizmasinin bozukluklarina karsi
duyarlidir. Vitamin eksikliginde birgok hematolojik degisiklikler ortaya ¢ikabilir. En sik
karsilagilan klinik tablo megaloblastik anemidir (27).

Megaloblastik anemide B12 vitamini ve folik asit eksiklikleri sonucunda bozulan DNA
sentezi anormal cekirdek olgunlagsmasina neden olmaktadir. Bu durumda kemik iligindeki
eritrosit onciilleri hizli bir sekilde cogalamadiklari i¢in niikleus ve sitoplazma hacimleri artmis
olan megaloblastlar olusur. Dolasimdaki eritrositlerin bu olgun megaloblastlardan
olusmasiyla anormal boyutlarda makrositler ortaya c¢ikar (Ortalama eritrosit hacmi,
MCV>100 fL). Bunun disinda laboratuvar incelemelerinde artmis bilirubin ve laktat
dehidrogenaz diizeyleri, diisiik ya da normal retikiilosit sayisi, diisiik beyaz kiire ve trombosit
sayilari, makroovalositler ve hipersegmente notrofiller gortilebilir. Yukaridaki bulgulara sahip
kisilerde B12 vitamini eksikliginin ayirici tanisinda Ozellikle folik asit eksikligi ve
miyelodisplaziyi géz onlinde bulundurmak gereklidir. Anemi ve makrositoz, B12 vitamin
eksikligi ile iligkili klasik bulgular olsa da tiim hastalarda gézlenmez. Eritrosit hacmindeki
artislar, eslik eden demir eksikligi veya a-talasemi varligi ile maskelenebilir. Bu nedenle, B12

vitamin eksikligi olan hastalarin tigte biri normal MCV seviyelerine sahiptir (2, 3, 50).

Noropsikiyatrik belirtiler: B12 vitamin eksikligi olan hastalarin %90’inda B12 vitamini
tedavisi ile geri dondiiriilemeyen ndrolojik komplikasyonlara rastlanabilir (1, 51). Norolojik
komplikasyonlar besinsel eksiklik ile birlikte yavas yavas gelisir. B12 vitamin eksikliginde
karmcalanma, kol ve bacaklarda uyusma ile seyreden periferal ndropatiler, motor bozukluklar,
gorme bozukluklari, hafiza kaybi, cevreyi tantyamama ve agik demansi igeren idrak zayifligi
ve depresyon gibi hastaliklar gbzlenebilir. B12 vitamin eksikliginin en ¢arpici norolojik

sonuclarindan biri de spinal kordun konjuge dejenerasyonu olarak adlandirilan klasik
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noropatidir (43). Norolojik komplikasyonlar hematolojik bozukluklardan yillarca once
meydana gelebilir, hatta bazen hematolojik bulgular olmaksizin sadece mindr norolojik
bulgular gézlenebilir. Bu nedenle B12 vitamin eksikliginin erken asamada belirlenmesi ve
tedavi edilmesi &nemlidir. Ozellikle noropsikiyatrik belirtisi olan hastalarda tedavinin

gecikmesi basarisizlikla sonuglanabilir (1, 3, 18, 52-55).

Genellikle hematolojik ve norolojik etkilerin  birbirinden bagimsiz  oldugu
diistiniilmektedir. Bunu destekleyen baglica olgular sunlardir: (1) Pernisiyoz anemi ve B12
vitamin eksikligine bagli diger megaloblastik anemi olgularinda anemi ile birlikte her zaman
norolojik bozukluk bulunmaz. Norolojik sendrom bazen belirgin hematolojik bozukluk
olmadan da meydana gelebilir. (2) iki tiir bozuklugun birlikte bulundugu olgularda bunlarin
siddeti arasinda genellikle paralellik yoktur. (3) Folat tedavisi, B12 vitamin eksikligine bagl
anemilerde hematolojik bozuklugu diizelttigi halde noérolojik bozuklugu genellikle

iyilestirmez, hatta bazen kétiilestirebilir (49).

2.2.4. B12 Vitamin Eksikliginin Belirlenmesinde Kullanilan Biyokimyasal Parametreler

B12 vitamin eksikliginin erken tanisi, yliksek prevalanst ve geri doniisiimsiiz ndrolojik
hasar, megaloblastik anemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ciddi komplikasyonlara yol
acma potansiyeli nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu nedenle B12 vitamin durumunu belirlemek
icin duyarli ve 6zgilil analizlere gerek vardir (56, 57). Asagida B12 vitamini eksikliginin

incelenmesinde kullanilan tanisal ve metabolik belirtecler yer almaktadir.
2.2.4.1. Ortalama eritrosit hacmi (MCYV)

B12 vitamini eksikliginin “geleneksel ve ge¢” belirtecidir. B12 vitamin eksikligi DNA
sentezindeki bozulmalar nedeniyle normal hiicre bdliinmesinde aksamalara yol acabilir.
Mitotik hizdaki azalma yiiksek MCV (>100 fL) degerleri ile ortaya ¢ikan makrositoz ile
sonuglanir. Anemi ile birlikte ya da anemi olmaksizin goriilen MCV’deki bu artis ilerlemis bir
eksikligin isaretidir. Artmis MCV diizeylerinin folik asit eksikligi durumunda da gozlenmesi
nedeniyle, MCV B12 vitamin eksikliginin 6zgiil bir belirteci degildir (36, 44). MCV degeri
115 fL’den daha yiiksek olan 100 hastada yapilan bir ¢alismada, hastalarin sadece %50’sinde
serum kobalamin, eritrosit folat diizeyi ya da her ikisinin birden normalin altindaki degerlere

sahip oldugu; yalnizca 130 fL’den yiliksek MCV diizeyleri olan kisilerde MCV’nin B12
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vitamin eksikligini tahmin etmede giivenilir oldugu bildirilmistir. Bu nedenlerden dolay1

artmis MCV degerleri B12 vitamin eksikliginin duyarli ve 6zgiil bir belirteci degildir (52, 58).
2.2.4.2. B12 vitamini

B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde diger bir “geleneksel” belirte¢ olan B12
vitamin konsantrasyonunun ol¢timii 1950’lerden bu yana en sik kullanilan laboratuvar testidir.
Ancak, B12 vitamini Ol¢iimiiniin tanisal etkinligi, sinirli 6zgiilliikk ve duyarliligi nedeniyle
halen sorgulanmaktadir. Nedenleri asagidaki gibi agiklanabilir: Dolagimdaki B12 vitamininin
~ %80’1 bircok hiicre tarafindan alinamayan bir protein olan HC’e bagli, geriye kalan kii¢lik
kismi (~ %20) ise periferik hiicreler tarafindan alinabilen TC II’ye bagl olarak
bulunmaktadir. B12 vitamininin metabolik aktif formu TC II’ye bagli olan formudur. (59-61).
Kanda o6l¢iilen total B12 vitamin konsantrasyonu her iki formu da igermektedir, dolayisiyla
dokularca kullanilan biyolojik aktif form 6lciilen miktarin kiiclik bir kismini olusturmaktadir
(52). Ayrica, BI12 vitamin konsantrasyonlar1 baglayict protein konsantrasyonundaki
degisikliklerden de etkilenebilir. Bu nedenle, B12 biyoyararlanimini gostermede B12 vitamin

Olctimii zayif bir belirtectir (18, 62).

Dolasimdaki B12 vitamin konsantrasyon ol¢iimiiniin tanisal agidan bir diger sinirlayici
yonii de; B12 vitamininin ciddi eksiklik durumunda dahi hiicre i¢i depolarin tiiketilerek serum
diizeylerinin korunmasi nedeniyle dokudaki eksikligin maskelenmesidir. Bu nedenle serum
B12 vitamini referans araligimin alt sinir1 olarak kabul edilen 200 pg/mL (148 pmol/L)
degerinin {iizerindeki konsantrasyonlar yeterli B12 vitamin durumunu yansitmaz (63).
Referans araliklara gore tanisal etkinligin degerlendirildigi bir calismada; tanisal duyarlilik
oranlar1 “klinik B12 vitamin eksikligi” olarak tanimlanan 200 pg/mL diizeyinin altindaki
degerler icin %90-95, “subklinik B12 vitamin eksikliginde” [200-300 pg/mL (148-221
pmol/L)] %5-10 ve 300 pg/mL iizerindeki degerlerde ise %]1’den daha az oldugu bildirilmistir
(44, 64). Serum B12 vitamini 6l¢iimiiniin subklinik B12 vitamin eksikliginin metabolik olarak
belirlenmesindeki diisiik duyarliligi nedeniyle bazi arastirmacilar alt smir degerinin <300
pg/mL veya <350 pg/mL diizeylerine ¢ekilmesini onermektedirler. Diisiik ve yiiksek esik
degerler kullanilarak B12 vitamin eksikliginin arastirildigi ¢alismalarda 200 pg/mL esik
degeri kullanildiginda eksiklik oran1 %5-12 iken, 350 pg/mL esik degerinde bu oranin %34-
50’ye yiikseldigi gosterilmistir (64-66). Ancak normal araligin yeniden diizenlenmesi bazi

dezavantajlara yol agabilir. Oncelikle, insanlarin biiyiik bir kisminda metabolik olarak normal
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olsalar bile B12 vitamin eksikligi goriilecektir. Ayrica, B12 vitamini metabolitleri olan MMA

ve Hcy diizeylerinde anormallikler ortaya ¢ikabilir (63, 64, 67).

Tanisal oOzgiilliik acisindan B12 vitamini Ol¢limii i¢in bir diger smirlilik da
miyeloproliferatif hastaliklar, karaciger hastaligi, ince bagirsaktaki bakteriyal asir1 ¢ogalma,
hemoliz ve TC II eksikligi durumunda gozlenen yalanci pozitif degerler ve ciddi folat
eksikligi, ciddi demir eksikligi, hamilelik, miyelomatozis durumunda goriilebilen yalanci

negatif degerlerdir (44, 64, 68).

Smirh tanisal 6zgiilliigii ve duyarliligi konusundaki bu tartismalara ragmen, serumda
B12 vitamin konsantrasyonu dl¢iimii, B12 vitamin eksikligi i¢in rutin inceleme parametresi

ozelligiyle halen yaygin olarak kullanilmaktadir (57, 61, 69).

B12 vitamin kantitasyonunda uygulanan ilk yontem Lactobacillus leichmannii
organizmasinin kullanildigr mikrobiyal analizdir. Ancak bu yontem, zaman alic1 olmas1 ve
antibiyotikler gibi ilaglar ile nonspesifik etkilesime girmesi nedeniyle dezavantajlari
bulunmaktadir. Kullanilan diger analiz yontemleri kemiliiminesans, fluorimetrik ve
radyoizotipik yontemler, kapiller elektroforez, yiiksek performans sivi kromatografisi
(HPLC), MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) ve atomik absorpsiyon spektrometresi’dir. Bu yontemler arasinda klinik
laboratuvarlarda en yaygin olan1 B12 vitaminine spesifik baglayici proteinlerin kullanildigi
kemiliiminesans yontemidir. Otomotize cihazlara uyarlanan kemiliiminesans yontemlerin
duyarliliginin iyi olmasina karsin, biyolojik ve kompleks matrikslerdeki metal iyonlarimin

girisimleri nedeniyle 6zgiilliigli halen tartisilmaktadir (70, 71).
2.2.4.3. Holotranskobalamin (holoTC)

B12 vitamin durumunun belirlenmesinde son yillarda iizerinde durulan holoTC,
dolasimdaki B12 vitamininin direkt belirtecidir. HoloTC, B12 vitamininin hiicrelere
iletilmesini saglayan transkobalamin II bagli B12 vitaminini temsil eden ve biyolojik olarak
aktif olan kisimdir (70). HoloTC aktif B12 vitamin emilimini ve BI2 vitamini
homeostazindaki ani degisiklikleri B12 vitamininden c¢ok daha duyarli bir bigimde

yansitmaktadir (69, 70, 72).

Diisiik holoTC konsantrasyonlar1 B12 vitamin eksikliginin en erken belirteci olarak
gosterilmektedir (73, 74). Ancak holoTC’nin B12 eksikliginin belirlenmesinde diger

fonksiyonel belirteclere gore (MMA ve Hcy) daha yeni bir parametre olmasi nedeniyle tanisal
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degeri ve klinik duyarlilig1 konusunda ¢eliskili bilgiler mevcuttur (75-77). HoloTC’nin tanisal
dogrulugunu gostermek ic¢in yapilan bazi ¢alismalar holoTC’nin B12 vitaminine gore daha
iistiin oldugunu gosterirken (78-80), diger ¢alismalar B12 vitaminine es degerde ya da daha
diisiik tanisal dogrulugu oldugunu gdstermistir (41, 81). Bu nedenle; holoTC 6l¢limiiniin
varolan diger testlerin Gtesinde ne diizeyde ek tanisal deger sagladigi konusu halen
tartismalidir. HoloTC’nin tek basina ya da diger B12 vitamini belirteglerinden biri ile birlikte

kullanilip kullanilmayacagina karar verilmesi i¢in ileri caligmalara gerek duyulmaktadir (69).

HoloTC i¢in bir diger kisithilik ise B12 vitamin tedavisine yanitin izlenmesinde
kullanilamamasidir (52). B12 vitamini disindaki faktorler de holoTC diizeylerini etkileyebilir.
Bu faktorler TC genetik polimorfizimleri (yaygin olarak C776G), renal yetersizlik ve
karaciger hastaligidir (74, 76, 82-84). Kobalamin durumuna bagli olmayan bu faktorlerin
holoTC tizerindeki etkileri, holoTC’nin bir tanisal belirteg¢ olarak kullanilabilirligini olumsuz
etkileyebilir. Ayrica, holoTC diizeylerinde yas, cinsiyet ve etnik koken gibi potansiyel
karisikliga neden olan faktorlerin degerlendirilmesi icin daha fazla populasyon temelli
calismalara gereksinim vardir (70). HoloTC’nin referans aralifin alt sinir1 kullanilan farkl
yontemlere gére 19-45 pmol/L arasinda degismektedir. Referans araligin alt sinirinin bu kadar
farkli olmasinin nedeni ise; referans araligin diizenlenmesi igin yeterli ¢aligmanin

yapilamamis olmasidir (85).

HoloTC’nin direk 6l¢limii i¢in gelistirilen iki yontem bulunmaktadir. Birincisi; Ulleland
ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen radioimmiinoassay (RIA) yontemi holoTC 6l¢iimiiniin
yapildig ilk ticari yontemdir (77). HoloTC 6l¢iimiinde immiinoassay otomatize bir test olarak
kullanighi olmasina ragmen, maliyet agisindan B12 vitamin Ol¢limiine gore yaklasik iki kat
fazladir, ayrica RIA ydntemine 6zgii biyogiivenlik sorunu kullanimi i¢in 6nemli bir engeldir
(3). Diger gelistirilen yontem ise; Nexo ve ark.’nin ilk kez apoproteinlerden holoproteinlerin
ayrilmasin1 takiben ELISA yontemi ile analizinin yapildigi yontemdir (86). HoloTC
Olcimiintin  kullanilabilirligi, glivenilir ve saglam analizlerin yoklugu nedeniyle halen

stnirhdir (61, 81).
2.2.4.4. Homosistein (Hcy)

B12 vitamin durumunun ek fonksiyonel belirtecidir. Homosistein, koenzim olarak B12
vitamininin metilkobalamin formuna gereksinim duyan metiyonin sentaz enzimi araciligiyla

metiyonine doniislir. B12 vitaminindeki eksiklik Hey’in birikmesine neden olur (56).
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Dolasimda Hey’in birkag formu bulunmaktadir. Serbest Hey, disiilfit bagi iceren Hcy ve
%70-80 oraninda bulunan protein bagli Hcy’dir. Tiim Hcy formlart kanda “total Hey (tHcy)”
olarak ol¢iilmektedir (87). Serum ya da plazmadaki normal aralig1 5-15 pmol/L’dir. Referans

araligin iist sinir1 farkl caligmalarda 13-15 pmol/L arasinda degismektedir (56, 88).

Plazma tHcy fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin duyarli ancak sinirh 6zgiilliikte bir
belirtecidir (70). Hcy konsantrasyonlart B12 vitamininin yani sira, metilasyon reaksiyonlari
icin gerekli olan folik asit ve transsiilflirasyon reaksiyonlari i¢in kullanilan B6 vitamin
eksikliginde de artmaktadir. B12 vitamin eksikligi, tiim yiiksek Hcy diizeylerinin az bir
kismini olusturdugu i¢in tek bagina Hcy Ol¢iimiiniin 6zgilliigi disiiktiir (3, 18, 52, 56, 64).
Bu nedenlerle Hey 6l¢iimii MMA ile birlikte fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin metabolik
gostergesi olarak kullanilmaktadir (36, 44, 89).

Homosistein diizeyi yas, cinsiyet, sosyo-ekonomik durum, etnik Ozellikler, sigara,
egzersiz, fazla kahve tiikketimi gibi fizyolojik ve yasam tarzina bagl pek cok faktorden
etkilenmektedir (37, 88). Homosistein metabolizmasinda gorevli enzimlerdeki (sistatiyonin
sentaz ve metilentetrahidrofolat rediiktaz) nadir genetik defektler hiperhomosisteinemiye
neden olur. Genetik olmayan hiperhomosisteineminin B12 vitamini eksikligi disindaki diger
nedenleri; bobrek yetersizligi, tiroid disfonksiyonu, kalp transplantasyonu gibi patolojik
durumlar ve bazi1 ilaglardir (37, 56). Yiiksek Hcy konsantrasyonlart kardiyovaskiiler
hastaliklar, vendz trombofili ve noral tiip defekti gibi bazi hastaliklarin artan riski ile iligkilidir

(90).

Total Hey’in dogru olarak 6lgiilebilmesi i¢in kan Orneklerinin toplanmasi ve analize
kadar gecen siire konusunda bazi 6zel kosullar gerekmektedir. Kan hiicrelerinden Hcy’in
salinimi zaman ve sicaklik bagimlhidir. Serum ya da plazma 6rneginin oda sicakliginda
bekletilmesi Hcy konsantrasyonunda saatte yaklasik %10’luk bir artisa yol agmaktadir. Bu
nedenle, kan drneklerinin soguk zincirde tasinmasi, santrifiije kadar buz iizerinde bekletilmesi

ve yarim saat igerisinde +4 °C derecede kan hiicrelerinden ayrilmasi 6nerilmektedir (56, 91).

Total Hcy Ol¢limii immiinoassay, enzimatik, kromatografik ve kiitle spektrometrik
tekniklere dayali farkli yontemler ile yapilabilmektedir. Enzim ve immiinoassay
yontemlerinin fakli tipleri klinik laboratuvarlarda kullanisli olmasi nedeniyle genis Olciide
kullanilmakla birlikte, pahali antikorlarin gereksinimi bu yoOntemlerin uygulamalarini

kisitlamaktadir (88, 92). Kromatografik yontemlerde ise sivi kromatografisi (LC) ile birlikte
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farkli tipte dedektorler (UV, fluoresans, -elektrokimyasal) kullanilabilmektedir. Sivi
kromatografik yontemlerin avantaji ayni Ornek icerisinde birden fazla analitin beraber
analizine olanak saglamasidir. Ancak, basit sivi kromatografik sartlarda elde edilen bilesige
ait piklerin rezoliisyonunda ve dolayisiyla bilesigin 6zgiilliigiinde sikint1 yasanabilir. Bu
yontemler ayrica zaman alic1 tiirevlendirme islemleri gerektirmektedir (93, 94). Son
zamanlarda Hcy ve diger metabolitlerinin olgiimii icin GC-MS (gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi) ve LC-MS/MS (s1v1 kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi) yontemleri
gelistirilmistir. GC-MS  yontemleri yiiksek duyarlilik saglamakla birlikte LC-MS/MS
yontemlerine gore tiirevlendirme gerektiren 6rnek hazirligi asamasi nedeniyle daha zaman
alici ve daha sinirh veri elde edilmektedir. LC-MS/MS ile Hcy analizi diger yontemlerle
karsilastirildiginda daha ytiksek dogruluk, duyarlilik, 6zgiillik ve hizli sonu¢ alma olanagi
saglamaktadir. Ayrica LC-MS/MS yontemleri ucuz reaktiflerin kullanilmasi, diisiik 6rnek
hacmi gerekliligi ve hizli 6rnek hazirhigr ile avantajlidir (88, 92, 94). Tiim bu nedenlerden

dolayr LC-MS/MS yo6ntemi Hcey 6l¢iimii i¢in referans bir yontem olarak dnerilmektedir (95).
2.2.4.5. Metilmalonik asit (MMA)

B12 vitamin durumunun Oncelikli tercih edilen fonksiyonel belirtecidir. B12
vitamininin adenozilkobalamin formunun eksikliginde L-metilmalonil-KoA ve onciilii olan
D-metilmalonil-KoA birikir. Asir1 D-metilmalonil-KoA, D-metilmalonil-KoA hidroksilaz
araciligt ile MMA’ya doniisiir. Dokularda biriken MMA c¢esitli biyolojik sivilarda
Olciilebilmektedir.

Viicut stvilarinda MMA konsantrasyonlari baglica iki nedenle yiikselmektedir. Birincisi,
propiyonik asit katabolizmasinda anahtar bir enzim olan mitokondrial L-metilmalonil-KoA
mutaz’in koenzimi 5-deoksiadenozilkobalamin (AdoKbl) eksikliginde ortaya ¢ikan “kalitsal
olmayan B12 vitamini eksikligi” durumudur. Ikincisi ise; L-metilmalonil-KoA mutaz (MCM)
eksikligi ya da AdoKbl transportunda veya sentezindeki kalitsal defektlerden olusan ve
“metilmalonik asidiiriler” olarak adlandirilan heterojen bir grup bozukluktur (Sekil 6) (96,

97).
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Sekil 6. Intraseliiler kobalamin metabolizmas1 ve defektleri (98)

MM-KoA: metilmalonil-KoA, mut’/mut: mut geni tarafindan kodlanan metilmalonil-CoA mutaz
enziminin tam/kismi eksikligi, CblA, CbIB ve CbID-varyant 2: AdoKbl sentez basamaklarindaki
defektler, CblE, CblG ve CbID-varyant 1: metiyonin sentaz enzim eksikligi ve MeKbl sentez
basamaklarindaki defektler, CblF, CbIC ve CbID: OH-Kbl’in lizozomdan ¢ikisinda ve Kbl(+3)’den
Kbl(+2)’ye doniisiimii sirasinda gerceklesen defektler.

Metilmalonik asidiiriler otozomal resesif kalitilan ve organik asidemiler arasinda en sik
goriilen metabolizma bozukluklaridir. Goriilme siklign  1/50,000-1/80,000 arasinda
degismektedir (96, 99). Biyokimyasal olarak, propiyonat, 3-hidroksipropiyonat ve
2-metilsitrat’in birikmesi sonucunda alternatif bir yol olan propiyonat oksidasyonunun
aktivasyonu yiiziinden dokularda ve viicut sivilarinda biriken MMA ile karakterizedir (97).

B12 vitamin eksikligi ve metilmalonik asidiiriler disinda bobrek yetersizligi, hipovolemi ve
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intestinal bakteriyal asir1 iireme durumlarinda da MMA diizeylerinde artig goriilebilir (18, 44,
62, 70).

MMA analizi hem idrarda hem de serum/plazmada yapilabilmektedir. Idrardaki MMA
konsantrasyonlarinin seruma gore yaklasik 40 kat daha fazla olmasi1 ve 6rneklerin girisimsel
olmayan bir islemle toplanmasi nedeniyle bazi arastirmacilar tarafindan tercih edilmekle
birlikte (43, 47, 89), idrar 6rneklerinin toplanmasinin 6zellikle yenidogan ve ¢ocuklarda zor
ve zaman alict olmasi nedeniyle serum/plazma MMA Ol¢iimiine literatiirde daha sik
rastlanmaktadir (100). Idrarda MMA 6l¢iimiinde bobrek fonksiyonlarmin MMA diizeyleri
tizerine etkisini normalize etmek i¢in idrar kreatinin 6l¢limii yapilmalidir. Kreatinin atilimina
gore diizeltilmis liriner MMA diizeylerinin ol¢limii, 6zellikle bobrek yetersizligi olan kisilerde
serum diizeylerinin Sl¢iimiine alternatif olarak kullamilabilir. Idrar referans araligs ise 0-3.6

mmol/mol kreatinin’dir (70, 101-103).

Kanda MMA analizi i¢in serum ya da plazma kullanilabilir. Literatiirde yaygin olarak
plazma ornekleri ile ¢calisilmaktadir (35, 101-107). MMA analizi i¢in kan alim1 ve saklanmasi
konusunda 6zel bir kosul bulunmamaktadir. Oda sicakliginda serum ve plazmadaki MMA en
az iki giin stabildir (56). Serum/plazma MMA referans araliginin iist sinir1 0.21 pmol/L’den
0.48 pumol/L’ye kadar degismektedir. Bu nedenle yiikksek MMA konsantrasyonlar1 goriilme
siklig1 secilen referans araligina gore degismektedir. En yaygin kullanilan {ist sinir 0.27
umol/L’dir. Savage ve ark. MMA normal araligini 0.07-0.27 umol/L olarak tanimlamistir (37,
64, 108).

B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde serum MMA dl¢lilmesinin, serum B12
vitamini Olglimiine gore bazi iistiinliikleri bulunmaktadir: 1) Orneklerdeki MMA, B12
vitamininden daha stabildir. 2) Serum MMA konsantrasyonlar1 serum BIl2
konsantrasyonunundan 1000 kat daha fazladir. 3) B12 vitamin eksikliginde MMA analizi ile
Olgiilen azalan bir konsantrasyondan ziyade artan bir konsantrasyondur. 4) Doku BI12
durumunu serum MMA diizeyleri, B12 vitamin konsantrasyona gore daha iyi yansitir, bu
nedenle B12 vitamin eksikliginin erken asamasinda (subklinik), serum B12 vitamin
konsantrasyonlar1 azalmadan once siklikla MMA konsantrasyonlar1 artmaktadir (18, 103).
Tiim bu nedenlerden dolayr, MMA Ol¢limii B12 vitamin konsantrasyonu Ol¢iimiine gore
tanisal dogrulugu daha yiiksek ve daha iyi bir belirtegtir. Ozellikle “diisiik normal B12

konsantrasyonlarinda” taniy1 aydinlatmada yardimci bir parametredir (18). ABD’de yapilan
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Ulusal Saglik ve Beslenme Degerlendirmesi Calismast (NHANES) programi, subklinik
eksikligin degerlendirilmesinde, dolasimdaki B12 konsantrasyonlarini gostermede tercihen
B12 vitamini 6l¢iimii (holoTC ve B12 vitamini arasindan) ve B12 vitamin eksikliginin
fonksiyonel metabolik belirteclerinden tercihen MMA 6l¢iimii (Hcy ve MMA arasindan)

olmak {izere en az iki biyobelirte¢ kullanilmasini 6nermektedir (17).

Serum/plazma ya da idrardaki MMA analizi yaklasik 25 yil 6nce B12 vitamin
eksikliginin bir gostergesi olarak kullanilmaya baslandi (107). Viicut sivilarindaki MMA
Olctimii icin kapiller elektroforez, HPLC, GC-MS ve LC-MS/MS’i igeren farkli yontemler
gelistirilmistir. Kapiller elektroforez yontemleri tiirevlendirme islemi gerektirmektedir ve
analiz siiresi uzundur. Kullanilan HPLC yontemleri girisim yapan pikler, yetersiz ayrimlanma
ve internal standart olmamasi nedeniyle hatali sonuclara yol acabilmektedir (102). HPLC ve
GC-MS yontemlerinde duyarliligi ve o6zgilligli arttirmak igin tiirevlendirme ve uzun
ekstraksiyon iglemlerine gereksinim vardir. Uzun yillardan bu yana MMA analizinde “altin
standart” olarak kullanilan GC-MS (19) iyi bir performans gostermesine karsin, MMA nin
hidrofilik ve ugucu olmayan yapis1 nedeniyle GC-MS teknikleri ile direkt 6l¢iimii miimkiin
degildir. Ayrica ol¢lim igin gerekli 6rnek hacminin fazla olmasi ve uzun analiz siiresi diger
dezavantajlaridir. LC-MS/MS gorece basit metodolojik uygulamalart nedeniyle klinik
laboratuvarlarda hizli bir sekilde GC-MS’in yerini almistir. GC-MS ile karsilagtirildiginda,
%75 daha kisa analiz siiresi ve yaridan daha az analiz maliyeti nedeniyle potansiyel olarak en
hizli1 ve en uygun yontemdir (19, 70, 104, 105). Stabil izotop isaretli internal standartlarin
kullanildig1 LC-MS/MS yontemleri ile tlirevlendirme yapilarak veya yapilmaksizin uygulanan
farkli ornek hazirliklari, daha az 6rnek hacmi ve kisa analiz siiresi ile MMA Ol¢iimiini
gerceklestirilmektedir. Ayrica, hemolizli 6rnekler MM A nin LC-MS/MS analizlerinde girisim
yapmamaktadir (103). LC-MS/MS’in MMA analizindeki diger bir avantaji ise MMA’ nin
yapisal izomeri olan siiksinik asitten ve girisim yapabilecek olan diger izobarik bilesiklerden
yeterli ayrimin saglanmasidir. LC-MS/MS cihazlarinin duyarliligi, segiciligi ve ozgiilliigii
sayesinde B12 vitamin durumunun belirtegleri icin ileri diizeyde referans ydntemlerin
gelistirilmesi miimkiin olmustur. LC-MS/MS ile B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde,
diger yontemlere gore daha yliksek kurulum maliyeti ve deneyimli kullanict gereksinimi
olmasima karsin, otomatize 0rnek hazirhigi ile uyumlu ve ¢oklu analit 6l¢limiine olanak
saglayan yontemlerin kullanilabilirligi nedeniyle, populasyon-temelli ¢alismalarda ve klinik

laboratuvarlarda bu duyarl platformun kullanimi giderek artmaktadir (18, 70).
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B12 vitamin eksikliginin arastirtlmasinda MMA diizeylerinin kullanildig1 ¢aligmalar
literatiirde son yillarda hizla artis gostermektedir. Noropsikiyatrik populasyondaki B12
vitamin eksikliginin belirlenmesinde B12 vitamini ve holoTC Ol¢limiiniin tanisal yararini
arastirmak i¢in dogrulama kriteri olarak MMA nin kullanildig1 bir ¢alismada; yiiksek MMA
diizeyleri ile karsilastirildiginda, B12 vitamininin ve holoTC’nin yeterli tanisal dogrulugu

saglayamadigi gosterilmistir (41).

Miyeloproliferatif bozukluklara sahip 33 hastada yapilan bir ¢aligmada; tiim hastalar
normal ya da yiiksek serum B12 vitamin diizeylerine sahip olmalarina karsin %27.27’sinde
yiikksek serum MMA diizeyleri bulunmustur. Bu c¢aligmada, B12 vitamin eksikligi sliphesi
olan miyeloproliferatif bozuklugu olan hastalarda bir tarama parametresi olarak serum MMA

diizeylerinin kullanilmasi dnerilmektedir (109).

Diyabetik ve nondiyabetik yasl hastalarda yapilan retrospektif bir ¢alismada; normal
kabolamin diizeylerine sahip olgularda yiiksek MMA diizeyleri ile belirlenen fonksiyonel

kobalamin yetersizliginin ndropati ile iliskisi gosterilmistir (110).
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2.3. FENILKETONURI

2.3.1. Fenilketoniirinin Tanimi, Biyokimyasal Mekanizmasi ve Tarihcesi

Fenilketoniiri (FKU), hepatik fenilalanin hidroksilaz1 (FAH,
monooksigenaz, E.C. 1.14.16.1) kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar nedeni ile

ortaya c¢ikan ve aminoasit metabolizmasi bozuklar1 arasinda en yaygin olan kalitsal bir

metabolik  hastaliktir. FAH, fenilalanini tirozine doniistiirir ve kofaktér olarak

tetrahidrobiyopterine (BH4) gereksinim duyar (Sekil 7) (8).

0 0
Fenilalanin hidroksilaz
OH HO
I 11 l
H2 2 OH
Fenilalanin BH, BH, Tirozin
:' "‘ Tirozin
:' % Dihidropiteridin hidrolsilaz
0 . rediiktaz
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\ 4 v
Fenilasetat Dopamin

Sekil 7. Fenilalaninin tirozine doniistiigii metabolik yol (BH,: Dihidrobiopterin)

Fenilketoniiride, FAH enziminin eksikligi veya bu enzimin kofaktorii olan BH4
uretiminde ya da dongiisiindeki bir bozukluk nedeniyle proteinli gidalarda bulunan
fenilalanini sindiremeyen ¢ocuklarin viicutlarinda bu aminoasit ve artiklar1 birikmeye baslar.

Biriken fenilalanin ve artiklari FKU’li bireyde geri doniisii olmayan, ilerleyici zeka ve

norolojik gelisme geriligine neden olur.

Fenilketoniiri ilk kez 1934 wyilinda “Asbjern Folling” tarafindan, ciddi mental
retardasyon gosteren ve idrarlarinda biiylik miktarda fenilketon cisimciklerinin (feniletilamin,
fenilpiruvat, fenilasetat) atilmasina bagl olarak olusan kokuya sahip dort ve yedi yaslarindaki

iki kardeste gosterilmistir (111). 1953’de, Jervis tarafindan normalde fenilalanini tirozine
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ceviren FAH enziminin FKU’de yetersiz oldugu ve Bickel tarafindan fenilalanin kisith diyetin
zeka geriligini Onledigi kesfedilmistir (112, 113). 1963’de Guthrie ve Susie tarafindan,
bakteriyel inhibisyon yoOntemi ile yari-kantitatif olarak kolaylikla kan fenilalaninini
Olctilebilen bir “Guthrie testi” gelistirilmistir (114). Giinlimiizde, bir¢ok iilkede Guthrie testi
ya da kiitle spektrometresi gibi daha modern sistemler ile yenidogan tarama programi

kapsaminda fenilketoniirinin erken teshisi miimkiindiir (115).

2.3.2 Fenilketoniirinin Goriilme Sikhig1 ve Genetigi

Fenilketoniiri siklig1 tilkelere gore farklilik gostermektedir. Avrupa’daki goriilme siklig
yaklasik 1/10,000 canli dogumdur (116). Ulkemizdeki gériilme sikligi ise 4,500 canli
dogumda birdir. Tiirkiye’de bu oranin yiliksek olmasinin sebebi akraba evliliklerinin siklig1
(%21.06) ve her 20-25 kisiden birinin FKU tasiyicist olmasidir (117, 118). Fenilalanin
hidroksilaz geni 12. kromozom iizerinde (12q22-q24.1) bulunup, 13 ekzondan olusmaktadir
(119). 2007 yilinda “Insan FAH Mutasyon Bilgi Veri Taban1 (hPAHdb)” FAH genine ait
toplam 548 ayr1 mutasyon oldugunu bildirmistir (120). Ulkemizde klasik FKU’li goguklarda
yapilmis mutasyon incelemelerinde IVS10nt546 (IVS10-11G>A) ve R261Q mutasyonlarinin
siklig1 sirasiyla %32 ve %6.8 olarak bulunmustur (121).

2.3.3 Fenilketoniirinin Simiflandirilmasi

Hiperfenilalaninemi (HFA), kan fenilalanin diizeyinin 2 mg/dL’nin {izerinde (>120
umol/L) olmasidir (122). HFA, fenilalanin hidroksilaz enzimindeki bozuklugun tipine bagh
olarak farkli fenotipik 6zellikler gisteren heterojen bir gruptur (123). HFA hastada var olan
enzim aktivitesine, tedavi dncesi kan fenilalanin diizeyine ve hastalarin tolere edilebildikleri

giinliik fenilalanin miktarina gére bes gruba ayrilabilir.

Klasik fenilketoniiri: FAH enziminin tam ya da tama yakin eksikligi s6z konusudur.
Tan1 anindaki kan fenilalanin diizeyi >20 mg/dL (>1200 pmol/L)’dir. Hastalarin tolere
edebildikleri giinliik fenilalanin miktar1 20 mg/kg civarindadar.

Orta derecede (moderate) fenilketoniiri: Enzim aktivitesi %1’in iizerindedir. Kan
fenilalanin diizeyi 15-20 mg/dL (900-1200 umol/L arasindadir. Hastalarin tolere edebildikleri
giinliik fenilalanin miktar1 20-25 mg/kg’dir.
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Hafif derecede (mild) fenilketoniiri: Enzim aktivitesi %5’in {izerindedir. Kan
fenilalanin diizeyi 10-15 mg/dL (600-900 pmol/L) arasindadir. Hastalarin tolere edebildikleri
giinliik fenilalanin miktar1 25-50 mg/kg’dir.

Hafif derecede (mild) hiperfenilalaninemi (FKU olmayan HFA): Enzim aktivitesi
%30 un tlizerindedir. Kan fenilalanin diizeyi <10 mg/dL (<600 umol/L) arasindadir.

BH, metabolizmast bozukluguna bagh hiperfenilalaninemi: BH, biyosentezi ya da
rejenerasyonunda gorevli enzimlerde meydana gelen mutasyonlardan dolayr HFA’nin

yaklasik %1-3’linde BH4 metabolizma bozuklugu goriiliir (124).

2.3.4. Fenilketoniirinin Klinik Bulgular:

Fenilketoniirili bebek dogumda normaldir. Norolojik etkilenme yavas yavas gelisir ve
ilk aylarda dikkati cekmez. FKU’de en carpici bulgu gelisim ve zeka geriligidir. Genellikle
altt ay civarinda bebegin yasitlarindan geri kaldig1 fark edilir. Eger birka¢ ay i¢inde teshis
edilemez ve tedavi siirecine baslanamazsa ilerleyici ve geri doniisiimsiiz mental retardasyon
gerceklesir. Buna ek olarak goriilen klinik bulgular; acik sag, cilt ve gbz rengi, genis aralikli
disler, kiif benzeri idrar ve ter kokusu, ekzamatoz kasinti, hipopigmentasyon, otizm, nébetler
ve motor gerilik, gelisim problemleri, anormal davranislar ve psikiyatrik bozukluklardir. FKU
hastalarinin ¢ogunda yenidogan doneminde hastalik tanisinin konmasi tedaviye erken
baslanmasi nedeniyle tipik klinik bulgularin goriildiigii hastalar azalmistir (8, 115, 122, 125,
126).

2.3.5. Fenilketoniiri Tedavisi

Fenilketoniiri biyokimyasal mekanizmas: iyi anlagilmis ve tedavisi miimkiin olan
metabolik bir hastaliktir. FKU tedavisinin émiir boyu, titizlikle ve programl bir sekilde
siirdiiriilmesi gerekmektedir. Heniiz FKU igin “kiir” olmamasina ragmen, beyindeki etkilerini

Onleyebilecek cesitli tedavi stratejileri mevcuttur (Sekil 8) (120, 127).
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Kan Beyin Bariyeri Beyin
NATI araciligi ile BNAA’lerin Tim tedaviler beyine gecen
KBB’den gegmek igin kandaki azalmis FA ile sonuclanur.

yiiksek FA ile yarigmast Kan Dolasim
Enjekte edilebilir formda enzim
Karaciger (FAL) replasman tedavisi

FAH geni ile gen terapisi Sindirim Sistemi

Hiicre transplantasyonu Oral formda enzim (FAL) replasman

BH, tedavisi
Yanlis katlanmis FAH enzimi
icin saperon terapisi

tedavisi, diisiik FA igeren besinler ve
BNAA ile dolagima katilan FA’nin
inhibisvonu

Kas

FAH geni ve normal BH,

metabolizmasi i¢in gerekli genlerin

kombinasyonu ile alternatif gen

terapisi

Sekil 8. FKU igin farkli organlara ydnelik mevcut tedavi stratejileri (127)
NAT1: Nétral amino asit tagiyici-1, BNAA: Biiylik notral amino asit, KBB: Kan beyin bariyeri,
FA: Fenilalanin, BH,4: Tetrahidrobiyopterin, FAH: Fenilalanin hidroksilaz, FAL: Fenilalanin amino
liyaz

Fenilketoniiri hastalarinin tedavisinde en gegerli ve geleneksel yontem, fenilalaninden
kisitl ve ayn1 zamanda diger besinlerin yeterli alimin1 saglayacak sekilde yari-sentetik bir
diyet uygulamasidir (128, 129). Dogumdan cok kisa bir siire sonra baslanan fenilalaninden
kisith diyet tedavisinin temel amaglari; fenilalaninden zengin dogal proteinleri kisitlayarak
kan fenilalanin diizeylerini giivenli sinirlar (120-360 umol/L) i¢inde tutmak, bdylece kan ve
serebral dokudaki akut ve kronik artig1 6nlemek, mental retardasyona engel olmak ve saglikli
bir sekilde normal hayati ve biiyiimeyi saglamaktir (128). FKU’li hastalarda yenidogan
doneminde tedaviye baglandiginda ve tedaviye iyi uyum saglandiginda zeka diizeylerinin

normal olmasi beklenmektedir (115, 127, 130).

Klasik FKU diyetinde, hastalar proteinden zengin olan hayvansal gidalar (et, balik,
yumurta, siit iirlinleri), findik, normal ekmek, aspartam, un, soya, arpa suyu ve krema iceren

yiyecek ve igeceklerden uzak durmak zorundadirlar. Bu sebeple FKU diyeti diisiik-protein
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iceren dogal besinlerden (sebzeler, meyveler ve bazi bakliyatlar), 6zel mamalardan
(fenilalaninsiz, tirozin igeren, mineral ve vitaminlerle zenginlestirilmis amino asit karigimlart)
ve tibbi besinlerden (diisiik proteinli un, ekmek, makarna, piring, biskiivi, ¢ikolata gibi)
olugmaktadir (128, 131). Tirozin, fenilalaninden sentezlenen ve esansiyel olmayan bir amino
asittir. Tirozin tiim proteinlerin icerisinde bulunur ve tiroksin, melanin, dopamin ve
epinefrinin  prekiirsoriidiir. FKU’li kisiler hepatik FAH enzimi eksikligi nedeniyle
fenilalaninden tirozini sentezleyemezler. Bu nedenle, bu kisiler i¢in tirozin esansiyel bir
amino asittir. FKU’li hastalar icin kullanilan 6zel mamalar fenilalaninsiz, tirozin iceren, eser
element, vitamin ve mineral, az miktarda da karbohidrat ve yag igeren amino asit

karisimlarindan olusmaktadir (130, 132, 133).

Diyet tedavisi altindaki FKU hastalarinda okul cagindan itibaren diyete uyumda
giigliikler goriilebilmektedir. 10-12 yaslar1 arasindaki FKU’li ¢ocuklarin yaklasik %30’ unun
diyeti biraktig1 bildirilmistir (134). Eriskin FKU’li hastalarda ise bu oran daha yiiksektir
(%50-90) (135). Diyete uyum gosteren hastalar; fenilalaninden kisitli diyete uyan, amino asit
karigimlarini igeren 6zel mamalar alan, belirli miktarda sebze, meyve, tahil tiikketen ve serum
fenilalanin diizeyi hedef aralikta bulunanlardir. Diyete uyum gdstermeyenler ise amino asit
karigimlarint diizenli kullanmayan ve kisitli verilen meyve, sebze ve tahillarda bir miktar
kacak yaptig1 diisiliniilen, dolayisi ile serum fenilalanin diizeyi istenilen degerin iizerinde

seyreden hastalardir.

Diger yandan, adolesan ve yetiskin donemdeki hastalarin tolere edilebildigi fenilalanin
miktar1 daha fazla oldugu i¢in izleyen hekim tarafindan dogal protein alimina sinirli miktarda
izin verilerek diyetleri gevsetilebilir. Ancak bazi1 adelosan ve yetigkinler kisitli olarak izin
verilen dogal proteinlerin tad ve kokularina bebeklikten itibaren aligkin olmadiklart i¢in bu
grup proteinlerden yeterince tiiketemezler, iistelik almalar1 gereken amino asit karigimlarini da
diizenli kullanmazlar. Bu nedenle B12 vitaminin de i¢inde bulundugu bazi esansiyel

besinlerin eksikliklerine maruz kalirlar. (13).
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2.3.6. Fenilketoniiride Olas1 Besin Eksiklikleri

Fenilalaninden kisitli bir diyet hayvansal proteinlerde bulunan bir¢ok mikro besin
Ogelerinden eksik beslenmeyi gerektirir. Bu eksikliklerinden kaginmak i¢in diyete ek olarak
vitamin, mineral ve eser elementler almmmasi gereklidir. FKU’de mikro besin dgelerinin
durumu; diyetin tipi, hayvansal ya da bitkisel kaynakli dogal protein miktari, BH, tedavisi,
metabolik kontrol, fenilalaninsiz amino asit karigiminin mikro besin 6gelerinin igerigi ve doz

sikliklar1 gibi birgok faktor tarafindan etkilenmektedir (133).
Mikro besin eksikligi riski altinda olan hastalar:

1) Fenilalaninsiz amino asit karisimlarina aligamayanlar

2) Fenilalaninsiz amino asit karigimi kullanmayan, yalnizca diisiik proteinli vegan diyeti
ile tedavi altinda olan hafif hiperfenilalaninemili kisiler

3) Diyet tedavileri ¢ok siki olmayan ya da durdurulan, fakat hayvansal proteinli besinleri
de tiiketmeyenler

4) Fenilalaninsiz amino asit karisimi kullanmayan, proteinden kisithi bir diyet ile birlikte

BH, tedavisi alan kisilerdir (133).

Fenilketoniirili kisilerde A vitamini (136), B6 vitamini (15, 137), koenzim Q10 (138),
demir (139), karnitin (140), uzun zincirli coklu doymamis yag asitleri (141, 142), selenyum,

¢inko, kalsiyum, B12 vitamini aliminin yetersiz oldugu gosterilmistir.

Fenilketoniiride eser minerallerin durumu, 6zellikle antioksidan sistem ile iligkili olan
¢inko ve selenyum genis capli calisilan konulardir (143). Baz1 ¢alismalarda FKU’de ¢inko
normal durumu bildirilirken, bu alandaki diger c¢aligmalarda hastalarda ¢inko eksikligi
gostermistir. Yapilan bir kohort ¢alismasinda, ¢inko plazma diizeyleri hastalarin %48’inde
referans araligin altinda bulunmustur. Bu sonuglar 6zellikle dogal proteinlere bagli olmayan,
amino asit karisimlarma eklenen c¢inkonun biyoyararlaniminin yetersiz oldugunu

diistindiirmektedir (133, 144, 145).

Selenyum eksikligi FKU’de rapor edilen en yaygin besinsel problemlerden biridir (146,
147). Siki diyet alan FKU’li hamilelerde serum, tam kan, idrar ve sa¢ selenyum
konsantrasyonlarinin ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin diigiik oldugu gosterilmistir. Bu

parametrelerin diizeylerinin diyet kisitlamasinin azaltilmasi ile yiikseldigi bildirilmistir (148).
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2.3.7. Fenilketoniiri ve B12 Vitamini

B12 vitamini ana kaynaklar1 fenilalanince zengin et, siit, siit iiriinleri ve deniz {iriinleri
gibi hayvansal gidalar olmasi nedeniyle, kisith diyet alan FKU hastalarinda sik rastlanan
klinik problemlerden birisi B12 vitamin eksikligidir. Aslinda, fenilalaninsiz amino asit
karisimlarmin B12 vitamin igerigi yiiksektir (0,65-9,4 ng/10 g amino asit). Bu nedenle FKU’li
hastalar almalar1 gereken vitamin ve minerallerle zenginlestirilen amino asit karigim miktarina
uyuyor ise B12 vitamin eksikligi riski diisiik olacaktir (133). Ancak, FKU diyet tedavisinin
bir parcast olan bu amino asit karisimlarinin biyoyararliligt konusunda yeterli bilgi

bulunmamaktadir (9, 10).

Belirgin B12 vitamin eksikligi olan hastalar diyet tedavisine iyi uyum saglayamayan,
vitamin/mineral ilavesinden yeterli B12 vitamin alamayanlar ya da gevsetilmis diyete
gectiginde dogal protein kaynaklarimi ve amino asit karisimlarini yeterince tiiketemeyen

adolesan ve yetiskin FKU hastalaridir (11-13, 15, 16, 149).

Farriaux ve ark. (9), FKU’li hastalarda normalin alt sinirma yakin B12 vitamin
diizeyleri olmasina karsin bu hastalarda makrositik anemi, megaloblastik kemik iligi ve idrar

metilmalonik asit (MMA) diizeylerinin yiiksek oldugunu ilk kez bildirmislerdir.

Hanley ve ark. tarafindan (11), diyet tedavisine iyi uyum saglayamayan 18 yasindaki
FKU’li bir hastada yavas ilerleyici spastik paraparezi yanisira megaloblastik anemi ve diisiik
serum B12 vitamin diizeyleri bildirilmistir. Ayn1 grubun 37 adolesan ve yetiskin FKU’li
hastada yaptig1 baska bir ¢calismada ise, hastalarin %16’smin diisiik, %16’sinin da alt sinira
yakin B12 vitamin diizeyleri oldugu gosterilmistir. Daha sonra yapilan iki ¢aligmanin
sonuglar1 da FKU hastalarindaki B12 vitamininin eksikligini destekler niteliktedir (12, 13).
Ancak bu c¢alismalarda B12 vitamin eksikligi sadece B12 vitamin diizeyi ile gdsterilmis olup,

fonksiyonel B12 vitamin eksikligi degerlendirilmemistir.

Hvas ve ark.’nin (15) 18-43 yaslari arasindaki 31 yetiskin FKU’li bireyde yaptiklari
calismada, B12 vitamin durumunu ilk kez serum holoTC, plazma MMA ve Hcy ile
degerlendirilmistir. Dokuz hastada diisiik B12 vitamin diizeyi, 15 hastada ise diisiik holoTC
diizeyi bulunmustur. Serum B12 vitamin diizeyi diisiikk olan hastalarin MMA diizeylerinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica dokuz kiside normal folik asit diizeyleri olmasina
karsin yiiksek Hcy konsantrasyonlari bulunmustur. Hastalarin %39’unun B12 vitaminini,

%71’1nin ise B6 vitaminini onerilen giinlilk miktarlardan daha az aldiklar1 gosterilmistir.
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Vugteveen ve ark. (16) tarafindan yapilan ¢alismada ise, fonksiyonel B12 vitamin
eksikligi serum MMA ve plazma Hcy diizeyleri ile birlikte degerlendirilmistir. Yaslart 1-37
arasinda degisen 75 hastada yapilan bu calismada, B12 vitamin diizeyleri referans araligi
icinde olan 67 hastanin %14.9’unda MMA ve Hcy diizeyleri yiiksek bulunmustur. Vitamin
B12 diizeyleri normalin altinda olan sekiz hastanin %25’inde MMA ve Hcy diizeyleri yiiksek

bulunmustur.

B12 vitamini eksikligi potansiyel olarak noérolojik bozukluklara sebep olabilir. Klinik
belirtiler ortaya ¢ikmadan Once eksikligin belirlenmesi ¢ok onemlidir. Bu yiizden, tiim
hastalarda diyetin kisitlamasinin ciddiyetine bakilmaksizin yillik B12 vitamin durumunun
degerlendirilmesi Onem tasimaktadir. Ancak referans aralik i¢indeki BI12 vitamin
konsantrasyonlar1 yeterli B12 vitamin durumun gostergesi degildir. Bu yiizden fonksiyonel
B12 vitamin eksikliginin belirlenmesi i¢in daha duyarli ve 6zgiil belirtecleri olan MMA ve

Hcy 6lglimiiniin tercih edilmesi 6nerilmektedir (16, 133).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan arastirma kesitsel bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma Mart 2011-Haziran 2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
tarafindan gergeklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Gastroenteroloji, Beslenme ve
Metabolizma Unitesi’nde klasik fenilketoniiri (FKU) tanistyla izlenen ve fenilalaninden kisitl
diyet alan, kan fenilalanin diizeyi 2-15 mg/dL arasinda olan ve yaslar1 5-18 arasinda degisen

kiz ve erkek 31 ¢ocuk ¢alismaya dahil edildi.

Dislama kriterlert,
¢ Diyet tedavisi almayan veya diyet harici fenilketoniiri tedavisi uygulananlar
e Fenilketoniiri disinda baska hastalig1 olanlar
o Agir zeka geriligi olanlar
e Enfeksiyonu olanlar
e Polivitamin destegi alanlar
e Fenilketoniiri diyet tedavisi disinda baska hastaliklar i¢in ilag veya diyet tedavisi alanlar

calisma dis1 birakildi.

Kontrol grubu FKU’li olamayan saghkli kisilerden olusmaktadir. Bu kisiler Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na tarama testleri (hepatit, ¢dlyak taramasi veya tiroid
hastaliklar1 vb. taramalar) i¢in bagvuranlar arasindan se¢ildi. Yas ve cinsiyet olarak calisma
grubu ile benzer olan 26 ¢ocuk calismaya dahil edildi. Polivitamin destegi alan, ila¢ kullanan,
bliylime gelisme geriligi, anemisi ve bobrek fonksiyon bozuklugu olan kisiler calismaya

alinmada.

3.4. Caliyma Materyali
Etik Kurul onaymi: (EK 1) takiben hasta ve kontrol gruplarindaki katilimecilarin
kendileri ve aileleri ¢aligma hakkinda bilgilendirilerildi ve calismaya katildiklarim1 kabul

ettiklerine dair onam formu imzalatildi (EK 2 ve EK 3).
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Arastirmada kullanilan materyal hasta ve kontrol gruplarindan alinan kan ornekleridir.
Dokuz Eyliil Universitesi Pediatrik Gastroenteroloji, Beslenme ve Metabolizma Unitesi’ne
gelen fenilketoniirili hastalardan Dokuz Eyliil Universitesi Merkez Laboratuvari’nda
calisilmak tizere fenilalanin, ferritin, folik asit ve B12 vitamini Ol¢iimleri i¢in 5 cc diiz kan
alindi. Kan o6rnekleri 20-25 dakika oda sicakliginda bekletilerek pihtilasmalar1 saglandiktan
sonra 3000 rpm’de 10 dk santifiijlendi (Hettich, Rotina 38, Almanya). Santifiij sonras1 ayrilan
serumdan fenilalanin, ferritin, folik asit ve B12 vitamini 6l¢iimleri yapildi. Kontrol grubunda

fenilalanin 6l¢timii yapilmadi.

Tam kan sayimi ve homosistein Ol¢timleri i¢in 2 ser cc EDTA 11 kan alindi. Plazma
homosistein dl¢iimii i¢in alinan kan 6rnegi soguk zincir ile taginarak +4 °C, 3000 rpm’de 10
dk santifiijjlendi (Hettich, Rotina 35 R, Almanya). Santifiij sonras1 plazma ependorfa alinarak
analize kadar -20 °C’de saklandi. Ayrica, MMA analizi i¢in hasta ve kontrol gruplarindan 2
cc EDTA 11 kan alindi. Alinan kanlar analizin yapilacagi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’na getirildi ve +4 °C, 2000 g’de 10 dk santifiijlendi (150). Ayrilan
plazmalar MMA analizine kadar -80 °C’de sakland.

Calisma icin hazirlanan veri kayit formlarina hasta ve kontrollerin isimleri, cinsiyetleri,
yaslari, viicut agirliklari, boylari, ek vitamin alip almadiklar1 kaydedildi. Beslenme durumunu
saptamak amaciyla hastalarin bir giinliik diyet oykiileri alindi. Hem hastalarin hem de saglikli

kontrollerin boya gore agirligi asagidaki formiilden hesapland.

Boya gore agirhik = (Cocugun agirligi/ayni cins ve ayn1 boydaki saglikli cocugun agirligi) x 100
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli degigsken; B12 vitamini durumunu gosteren biyokimyasal parametrelerdir.
Bagumsiz degisken; FKU hastalarina uygulanan 6zel diyet ile alman B12 vitamini miktaridir.
Bu diyet fenilalaninden kisithh olup, diisiik-protein igeren dogal besinlerden (sebzeler,
meyveler ve bazi bakliyatlar), 6zel mamalardan (fenilalanin icermeyen mineral ve
vitaminlerle zenginlestirilmis amino asit karisimlari) ve tibbi besinlerden (diisiik proteinli un,

ekmek, makarna, piring, biskiivi, ¢ikolata gibi) olusan bir diyettir.
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3.6. Veri Toplama Araclari

3.6.1. Kullamlan Kimyasallar, Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 4. Caligmada kullanilan kimyasallar ve malzemeler

Kimyasal/Malzeme adi Markasi Kodu
Formik Asit (%98-100) Merck 100264.2500
Metanol LC grade (2%99.8) Merck 106018.2500
Metilmalonik asit (MMA) Sigma M54058
Détezgﬁl&l\:)e t(i (12;%1;) nik asit Cambridge Isotope Lab. DLM-387-0.25
Santifugal filtreli tiip Millipore UFC803024
Vial ve insort vial Shimadzu SV-15A
47 mm, 0.22 pm naylon membran Lubitech N14722
filtre
Ependorf Greiner
Otomatik pipetler Labart LOlOﬁZ)31/0LIO3230012/
Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar
Cihaz ad1 Markasi Kodu/Modeli
Tandem kiitle spektrometresi AB Sciex 4000 QTRAP
Yﬁktﬁgﬁ{ggﬁi&s SVl Shimadzu LC-20A Prominence
Siringa pompasi (infiizyon) Harvard Apparatus 70-2208
Siringa Hamilton 1001
Hassas terazi Sartorius Extend ED224S
Vorteks Heidolph Reax Top
Manyetik karigtirict Ikamag RH
Ultrasonik banyo Elma Transsonic T 660/H
Vakum filtrasyon sistemi Sartorius
Distile su cihazi Millipore Elix 5
Sogutmali santrifij Heraeus Biofuge Stratos
+4 °C buzdolab1 Beko BK 7751 T
-20 °C derin dondurucu Beko BK 7971 DF
-80 °C derin dondurucu Thermo Scientific Forma 705
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3.6.2. Rutin Biyokimyasal Analizler

B12 vitamin, ferritin, folik asit, fenilalanin, hemogram, homosistein analizleri Dokuz
Eyliil Universitesi Merkez Laboratuvari’nda gerceklestirildi. B12 vitamini, ferritin ve folik
asit Ol¢limleri kemiliiminesans immunoassay yontemi ile (ABBOTT, Architect 1200, ABD),
fenilalanin fluorimetrik yontemle 6l¢iildii (Shimadzu, RF-5301PC, ABD). Tam kan sayimi
hemogram analizoriinde (Beckman Coulter, LH 780 Analyzer, ABD) calisildi. Bu
parametreler icin kullanilan referans araliklari; B12 vitamini i¢in 200-835 pg/mL, ferritin i¢in
cinsiyete bagl olarak 7.9-109.7 ng/mL, folik asit i¢in 1.8-9 ng/mL, fenilalanin i¢in <2 mg/dL,

hemogram i¢in ise yasa bagli olarak belirlenen degerler kullanildi (151).

Plazma homosistein Ol¢iimii ticari kit (ImmuChrom, IC2801, Almanya) kullanilarak
floresans dedektorlic HPLC (LC-20AT, Shimadzu, Japonya) ile gerceklestirildi. Reversed faz
MZ Inertsil ODS-2 (125 mm x 4 mm; 5 pm) analitik kolonu ile izokratik ayrimlama yapildi.
Enjeksiyon hacmi 20 pL, toplam analiz siiresi 5 dakikadir. Floresans dedektoriin (RF-10Ax;,
Shimadzu, Japonya) eksitasyon/emisyon dalga boylart 385 nm/515 nm’dir. Plazma
homosistein i¢in yasa ve cinsiyete bagli 2.24-15.06 pmol/L referans araligi kullanildi (151).

3.6.3. Metilmalonik asit (MMA) Analizi

Plazma MMA diizeyleri, yiiksek performans sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometresinde (LC-MS/MS), stabil izotop dillisyon ¢oklu reaksiyon izleme (SID-MRM)
modunda, tiirevlendirme gerektirmeyen 6rnek hazirlig1 ve kisa analiz siiresi olan bir yontemle
belirlendi (104). Plazma MMA i¢in referans aralig1 olarak, Tiirkiye’deki bir merkez tarafindan
belirtilen ve literatiir ile de uyumlu olan 0.076-0.271 pmol/L kullanilmistir (152-154).

Sivi kromatografi tandem kiitle spektrometri, sivi kromatografik bir ayrimin ardindan
kiitle spektrometresinde molekiillerin m/z oranlarina gore Ol¢limlerinin yapildig: yliksek
duyarhilik, 6zgiillik ve dogruluga sahip bir yontemdir (Sekil 9). LC-MS/MS sisteminde ilk
adim, bilesiklerin kromatografik olarak ayrimlandigi sivi kromatografi (LC) kisminda
gerceklesir. LC, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin bilesenlerden olusan
kompleks biyolojik karigimlarin sabit faz ile hareketli faz arasindaki farkli etkilesimlerine
gore ayrimlanmasinmi saglar. Karisimdaki bilesikler kolon igerisinde farkli hizlarda hareket

ederek kromatografik olarak birbirlerinden ayrilirlar. Alikonma zamani [retention time (RT)]
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olarak adlandirilan, bilesiklerin kolona ilk girdikleri andan itibaren kiitle spektrometresine

ulagmalari igin gecen siire her bilesik i¢in karakteristiktir.

Kiitle spektrometresinin (MS) prensibi, iyonize edilen analitlerin elektromanyetik bir
alan igerisinde siv1 fazdan gaz fazina gegirilerek analitlere 6zgii kiitle/ylik (m/z) oranlarina
gore ayristirilmasi esasina dayanir. En sik kullanilan MS iyonizasyon tekniklerinden biri olan
ESI (Elektrosprey iyonizasyon) ile sivi 6rnegin bir igne ucundan piiskiirtiilerek kararsiz yiiklii
damlaciklar haline gelmesini saglanir. Iyonizasyon kaynagmdan vyiiklii halde gecen
damlaciklar belirlenen m/z oranlarina goére ayrimlanacag kiitle analizorii kismina gelir. Kiitle
analizoriindeki elektriksel alan belirli iyonlarin gecisine izin verirken, istenmeyen diger
iyonlar: tutarak bir m/z filtresi gérevini yapar. iki kiitle analizoriiniin ard arda geldigi sisteme

sirali kiitle analizorii (Tandem MS) adi verilir.

Dedektor
ESI-MS/MS

.

Mobil fazlar ' '

Pompa  QOto-drnekleyid

. i- ot ‘ ' _‘J L—
i =

ESI R AR o N i
al l Q3  Dedektor - '
Parcalanma :: \

hacresi 5 5

e 1 |
— I~ ] [
: = l ‘ Verianalizi j i
2.5 - }

)—” e g Kitle spekturumu

Sekil 9. LC-ESI-MS/MS sisteminin sematik gosterimi (94)

Triple quadrupole lineer iyon trap (QQQ/LIT), tandem MS 6zelliginde olup analitlerin
mutlak kantitasyonuna ve kalitatif karakterizasyonuna olanak saglayan hibrid bir kiitle
analizoriidiir. Ardisik ii¢c quadrupoleden olusan triple quadrupole kiitle analizorlerinde (QQQ)

ana iyonlarin filtrelenmesinin gerceklestirildigi Q1 olarak adlandirilan ilk kisimda analite ait
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belirli m/z degerindeki ana iyon segcilir. Segilen ana iyon Q2 kismina iletilerek inert N, gazi
varliginda pargalanir. Q2’de olusan iirin iyonlar Q3’e geldiklerinde belirlenen m/z
degerlerindeki {irtin iyon(lar) segilir. Secilen ana iyon/liriin ikilisi (transition) dedektdre
ulastiginda m/z degerine kars1 iyonlarin sinyal yogunlugu (intensite) kiitle spekturumu olarak
kaydedilir. Kantitasyon amaciyla kullanildiginda, Q3 bolgesi standart quadrupole kiitle
spektrometresi olarak calistirilir; kalitatif tanimlayict ¢alismalarda bu bdlgenin lineer iyon
trap Ozelliginden yararlanilarak duyarlilik artirilmis olur. Her iki konfigiirasyonun birlikte
kullanimi1 ile tek tek kullanimlarna gore daha yiiksek duyarlilik ve dogrulukta sonuglar

almabilir (Sekil 10).

H(Nz Inlet

cgedigoos gasogo s cocdhas o\
i I w— —— V
., — ——
j RE
Q2 03

lon Guide Qr

Detector
Collision Ceil

Sekil 10. Triple quadrupole iyon trap tandem kiitle spektrometresi (QTRAP MS/MS)

SID-MRM LC-MS/MS, adli toksikolojide ilag diizeyi arastirmalari, yenidogan
metabolik hastaliklarinin taranmasi ve tanisi, hormon/vitamin/biyolojik aminler, pestisit vb.
analizleri gibi pek ¢ok alanda kullanilan hedefli yiiksek dogruluk ve o6zgiilliige sahip bir
kantitasyon modudur (155). Analitin LC’deki kromatografik alikonma zamani bilgisine ek
olarak, MRM-MS/MS’de o analite 6zgli ve daha dnceden tanimlanmis birden fazla ana

iyon/iiriin iyon(lar) ikilisinin izlenmesi ile kantitasyonun kesinligi arttirilmis olur (Sekil 11)

(156).
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Sekil 11. MRM modunda seg¢ilen ana iyon/iiriin iyon ikilisinin izlenmesi

Bu yontemde ayrica kantitasyonun giivenirliligini arttirmak amaciyla ¢alismanin
basinda her bir 6rnege belirli konsantrasyondaki stabil izotoplarla isaretlenmis internal
standart (IS) eklenmesiyle MS oncesi (ekstraksiyon, HPLC enjeksiyonu vb.) ve MS
kosullarinda (iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler normalize edilmis olur. internal
standartlar °C, N veya ’H (doteryum) ile isaretlenebilir (Sekil 12). Stabil izotop isaretli
IS’larin kimyasal 6zelligi, kromatografik ayrimlanma Ozellikleri, iyonizasyon etkinligi ve
fragment iyon dagilimi hedef analit ile aymdir. IS’ hedef analitten tek farki '>C yerine °C
iin, "N yerine "N in ve 'H atomu yerine “H (déteryum) atomunun ge¢mesi nedeniyle daha

yiiksek molekiiler kiitleye sahip olmasidir.

H b
a) HO {\CHQ ) O O
clecH ‘ HOMOH
0/ \H/CHZ CDs

Sekil 12. Stabil izotop isaretli internal standartlar [a) B¢ ve PN, b) ’H D)]

Calismamizda SID-MRM LC-MS/MS 6l¢iim yontemi ile MMA kantitasyonunu
gerceklestirmek icin doteryum ile isaretlenmis internal standart (d;-MMA) kullanildi. Tim
orneklere ornek hazirlik asamasinin en basinda belirli konsantrasyonda doteryum ile isaretli

IS eklendi. MRM modunda ana iyon/iiriin iyon ikilisinin izlenmesi ile elde edilen kiitle
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spektrumundan analiz edilen analitin pik alanmin IS pik alanimna oranindan yararlanilarak

kantitasyon yapildi (Sekil 13).
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Sekil 13. MRM modunda izlenen analit ve internal standardinin iyon kromatogrami

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvari’nda ilk kez yapilan MMA
analizinde kullanilan SID-MRM LC-MS/MS yontemi igin bilesik ve cihaz bagiml

parametreler kendi ¢alisma kosullarimizda optimize edildi.

3.6.3.1. LC-MS/MS Ozellikleri ve Cahsma Kosullar

Calismamizda MMA analizleri i¢in yliksek performans sivi kromatografisi triple
quadrupole iyon trap tandem kiitle spektrometresi (4000 QTRAP, AB SCIEX, ABD)
kullanildi.

3.6.3.1.1. Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC)
Yiiksek performans sivi kromatografisi olarak Shimadzu Prominence UFLC (Japonya)

modiiler sistem kullanildi.
a) HPLC ozellikleri
HPLC kisimlar1 ve kullanilan kolonlar asagida verilmistir.

» Binary pompa sistemi: LC-20AD

» Oto-ornekleyici: SIL-20AC yr

» Degasser lnitesi: DGU-20A;

» Analitik kolon: Inertsil ODS-3 Reversed Faz C18 (3 x 100 mm, 5 um)
» Guard kolon: Agilent Eclipse XDB C8 (2.1 x 12.5 mm, 5 um)
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b) Kullanilan mobil fazlar ve hazirlanmasi
Mobil Faz A: %0.233 formik asit i¢eren distile su

Bidistile su 0.22 pm’lik membran filtre ile vakum yardimiyla filtrelendi. %?2.33 formik
asit eklendi. Hazirlanan mobil faz A cam siseye alinarak degaze etmek amaciyla 15

dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletildi.

Mobil Faz B: HPLC grade metanol (2%99.8 saflik)

¢) HPLC cahisma kosullar:

HPLC calismast 0.5 mL/dk akis hizinda, %5 metanol ile izokratik eliisyon yapilarak
gergeklestirildi. Inertsii ODS-3 CI18 analitik kolonun bu akis ve mobil faz
konsantrasyonundaki basinct 61 bar’di. Kolon i¢in dengeleme zamani 3 dk olarak
ayarlandi. Toplam analiz stiresi 10.1 dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. HPLC c¢alisma
kosullar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. MMA yonteminin HPLC calisma kosullari

Mobil faz A akis hizi 0.475 mL/dk (%95)
Mobil faz B akis hiza 0.025 mL/dk (%5)
Akis hiza 0.5 mL/dk
Pompa modu [zokratik eliisyon
Minimum basin¢ 0 bar

Maksimum basing 400 bar

Kolon basinci 61 bar
Enjeksiyon hacmi 10 uL

Dengeleme zamani 3dk

Toplam analiz siiresi 10.1 dk

MMA alikonma zamam 4.16 dk

d;-MMA alikonma zamani 4.08 dk
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d) HPLC sisteminin analiz icin hazirlanmasi

Her calisma Oncesi mobil fazlardaki hava kabarciklarinin kolona gitmesini dnlemek
amaciyla “purge” islemi gerceklestirildi. Daha sonra analitik kolon metotta kullanilan
kromatografik akis kosulunda 14 dk boyunca (20 kolon hacmi) yikandiktan sonra analiz

icin hazir hale getirildi.

3.6.3.1.2. Tandem kiitle spektrometresi (MS/MS)
a) MS/MS ozellikleri
Kullanilan tandem kiitle spektrometresinin (4000 QTRAP) ozellikleri asagida
verilmistir.
> lIyonizasyon kaynagi: Turbo V
> Iyonizasyon tiirii: Elektrosprey iyonizasyon (ESI)
> Iyonizasyon modu: Coklu reaksiyon izleme (MRM)
» Polarite: Negatif
» Software: Analyst 1.5

b) MS/MS ¢alisma kosullarinin optimizasyonu

Calismaya baslamadan once ilk olarak LC-MS/MS’de MMA ve d3-MMA ig¢in bilesik
bagimli parametrelerinin  optimizasyon c¢alismalar1 ¢ tekrarli olarak yapildi.
Optimizasyon icin MMA standardi ve d;-MMA standardindan hazirlanan 100 ppb
konsantrasyondaki inflizyon c¢ozeltileri kullanildi (Cézeltilerin hazirh@ boéliim
3.6.3.2.3.). Cozeltilerin MS/MS’e inflizyonu MS’in HPLC ile kolon baglantisi
kesilerek infliizyon pompasi araciligiyla yapildi. Inflizyon pompasinin akis hizi 10

pL/dk olarak ayarlandi.

Optimizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda MMA ve d;-MMA i¢in bilesik ve iyonizasyon
kaynag1 bagimli parametreler, izlenecek ana iyon/iiriin iyon ikilileri ve kromatografik

retansiyon zamanlari belirlendi.

3.6.3.2. Plazma Havuzunun ve MMA Standartlarinin Hazirlanmasi
3.6.3.2.1. Plazma havuzunun hazirlanmasi
Literatiirde LC-MS/MS ile yapilan ¢alismalarda kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda

standartlarin diliisyonunda su ve/veya plazma havuzu kullanilmistir (19, 35, 102, 104-107,
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157, 158). Diliient olarak plazma havuzunun kullanilmasindaki amag; analizi yapilacak olan
bilesigin bulundugu matriksde olas1 girisime neden olabilecek maddeleri goz Oniine alarak,
ornek matriksi ile standartlarin matriksini es kilmaktir. Calismamizda, MMA analizi i¢in

diliient olarak su ve plazma havuzu kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrileri karsilastirildi.

Plazma havuzu, kontrol grubundaki 22 kisiden alinan plazma 6rneklerinin bir falkon
icerisinde karistirilmasi ile hazirlandi. MMA kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda ve
yontem gegerlilik caligmalarinda diliient olarak kullanildi. Plazma havuzunun endojen MMA

konsantrasyonunu belirlemek i¢in “standart ekleme yontemi” kullanildi.
3.6.3.2.2. Plazma havuzunun endojen MMA konsantrasyonunun belirlenmesi

Calismamizda kullandigimiz plazma havuzunun endojen MMA miktarin1 belirlemek
icin standart ekleme yontemi (spiking) kullanildi. Bu yontemde, sabit hacimdeki plazma
havuzuna bilinen konsantrasyondaki bir standart farkli hacimlerde eklendi. Aynm1 O6rneklere
Olciim kosullarin1 standardize etmek amaciyla sabit konsantrasyon ve hacimde internal
standart ilave edildi. Tiim 6rnekler distile su ile belirlenen sabit bir hacme tamamlandi. Daha
sonra elde edilen orneklerin LC-MS/MS’de olusturdugu sinyal degisiklikleri izlendi. Eklenen
konsantrasyonlara karst MMA/d;-MMA pik alan1 oranlar ile grafik ¢izildi. Cizilen grafigin
regresyon denkleminde y’ye 0 degeri verilerek x’1 kestigi nokta plazma havuzunun endojen
MMA konsantrasyonu olarak belirlendi. Standart ekleme yontemi i¢in yapilan hazirliklar

Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Standart ekleme yonteminin hazirlig

Eklenen Eklenen IS** Eklenen Son
Plazma havuzu . . .
) standart* hacmi distile su konsantrasyon
hacmi (pL) . .
hacmi (pL) (nL) hacmi (pL) (nmol/L)
100 - 10 90 E
100 20 10 70 E +0.05
100 40 10 50 E+0.1
100 60 10 30 E+0.15
100 80 10 10 E+02

E: Endojen miktar
*Standart konsantrasyonu: 0.5 pmol/L

**IS konsantrasyonu: 2.1 pmol/L
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3.6.3.2.3. MMA ve d;-MMA stok standartlarinin hazirlanmasi
a) MMA stok standartlari

MMA ana stok cozeltisi (5 mmol/L)
5.9 mg MMA (M=118.09 g/mol) tartilarak bir miktar distile su ile ¢oziiliip 10 mL’lik
balon joje i¢ine alindi. Distile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Ependorflara ayrilarak

-20 °C’de saklanda.

MMA ara stok cozeltisi I (200 pmol/L)
Metilmalonik asit ana stok ¢ozeltisinden 80 pL alinip bir ependorfun i¢inde 2000 pL’ye
plazma havuzu ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti dogrusallik ¢aligmasi i¢in kullanildi.

Kalan kisim -20 °C’de saklandi.

MMA ara stok cozeltisi 11 (50 pmol/L)
MMA kalibrasyon egrisi ¢alismalart i¢in hem distile su ile hem de plazma havuzu ile
hazirlandi. Metilmalonik asit ana stok ¢ozeltisinden 10 pL alinip bir ependorfun i¢inde

1000 pL’ye distile su veya plazma havuzu ile tamamlandi. Ependorflara ayrilarak

-20 °C’de saklanda.

MMA cahisma standart cozeltisi (S pmol/L)

MMA kalibrasyon egrisi ¢alismalar1 i¢in hem distile su ile hem de plazma havuzu ile
hazirlandi. Metilmalonik asit ara stok ¢ozeltisi [I’den 200 pL alimip bir ependorfun
icinde 2000 pL’ye distile su veya plazma havuzu ile tamamlandi. Ependorflara ayrilarak

-20 °C’de saklanda.

MMAA infiizyon ¢ozeltisi (100 ppb, 0.1 pg/mL)
Distile su ile hazirlanan MMA c¢alisma standart c¢ozeltisinden 200 pL almnip bir
ependorfun iginde 1180 uL’ye metanol:distile su (50:50 v/v) ile tamamlandi. infiizyon

¢ozeltist MS/MS parametrelerinin optimizasyonu i¢in kullanildi.
b) Doteryumlu internal standart (d;-MMA) stok standartlari

d;-MMA ana stok c¢ozeltisi (5 mmol/L)
6.1 mg d;-MMA (Ma=121.09 g/mol) tartilarak bir miktar distile su ile ¢oziiliip 10
mL’lik balon joje igine alindi. Distile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Ependorflara

ayrilarak -20 °C’de saklandu.
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d;-MMA ara stok c¢ozeltisi I (50 pmol/L)
d;-MMA ana stok ¢ozeltisinden 100 pL alinip bir balon joje iginde 10 mL’ye distile su

ile tamamlandi. Ependorflara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

d;-MMA ara stok c¢ozeltisi II (5 pmol/L)
d3-MMA ara stok ¢ozeltisi I’”den 1000 pL alinip bir balon joje i¢inde 10 mL’ye distile

su ile tamamlandi. Ependorflara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

d;-MMA ¢alisma ¢ozeltisi (2.1 pmol/L)

d3-MMA ara stok ¢ozeltisi II’den bir beherin i¢ine 5.25 mL alinip 12.5 mL’ye distile su
ile tamamlandi. Ependorflara ayrilarak -20 °C’de saklandi. Hazirlanan internal standart
calisma ¢ozeltisi standart egrilerinin (su ve plazma havuzu ile hazirlanan)
olusturulmasinda, yontem gecerlilik ¢alismalarinda, standart ekleme metodunda ve

hasta ve kontrol 6rneklerinin LC-MS/MS ile analizlerinde kullanildi.

d3-MMA infiizyon cozeltisi (100 ppb, 0,1 pg/mL)
d;-MMA ¢alisma standart ¢ozeltisi’den 500 pL alinip bir ependorfun iginde 1300 pL’ye
metanol:distile su (50:50 v/v) ile tamamlandi. Infiizyon ¢ozeltisi MS/MS

parametrelerinin optimizasyonu i¢in kullanildi.

3.6.3.2.4. MMA kalibrasyon egrileri icin kullanilan standartlarin hazirlanmasi

Diliient olarak su ya da plazma havuzunun kullanildigi, artan konsantrasyonda MMA
kalibrasyon standartlarinin hazirligt Tablo 8’de gosterilmistir. Her iki diliient ile hazirlanan
kalibrasyon standartlarinin ardisik ii¢ giinde {i¢ tekrarli c¢alisilarak ortalamalar1 alindi.
Kalibrasyon egrilerinin regresyon denklemlerinin egim ve kesimi ortalama + standart sapma
(SS) olarak verildi. Matriks etkisini belirlemek icin kalibrasyon egrilerinin egimleri
karsilastirildi. Ayrica, 57 plazma 6rneginin MMA konsantrasyonu her iki kalibrasyon egrisine
gore hesaplandi. Suda hazirlanan kalibrasyon egrisine gore elde edilen sonuglara karsi plazma
havuzunda hazirlanan kalibrasyon egrisine gore elde edilen sonuclar grafige gecirildi. Elde

edilen regresyon denkleminin egimi ve korelasyon katsayis1 degerlendirildi.

52



Tablo 8. Su ya da plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisinde kullanilan MMA

standartlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyonu Standart* hacmi Diliient hacmi
(nmol/L) (nL) (nL)

0.05 5 495
0.1 10 490
0.25 20 480
0.5 50 450

1 100 400

2 200 300
2.5 250 250

*Standart konsantrasyonu: 5 pmol/L



3.6.3.3. SID-MRM LC-MS/MS ile MMA Analizi i¢cin Ornek Hazirhg

Plazma igerisindeki yiiksek molekiiler agirliklt proteinleri uzaklastirmak amaciyla
deproteinizasyon islemi yapildi. Deproteinizasyon, molekiiler agirligi 30 kDa’nun altindaki
molekiillerin gecisine izin veren santifugal filtreli ultrafiltrasyon tiipleri kullanilarak

gerceklestirildi.

MMA’nin plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon standartlari, kalite kontrol
ornekleri, standart ekleme yoOntemi i¢in hazirlanan Ornekler, hasta ve kontrol ornekleri

asagidaki prosediire gore LC-MS/MS analizine hazirland (Sekil 14).

* 200 pL kalibrasyon standardi / kalite kontrol 6rnekleri/ standart ekleme

yontemi Ornekleri/ hasta ve kontrol 6rnekleri bir ependorf igine alindi.

« Uzerine 100 pL d;-MMA (2.1 umol/L) eklenerek vortekslendi.

« Ornekler 30 kDa molekiiler kiitle smir1 olan santifugal filtreli tiiplere

aktarildi.

* 16,300 g'de 30 dakika boyunca santifiij edildi.

* Santifiij sonrasi filtratin 50 pL'si vial i¢erisindeki insort viale aktarilarak

HPLC oto-6rnekleyicisine yerlestirildi.

N N N N N _/

Sekil 14. LC-MS/MS’de MMA analizi i¢in 6rnek hazirligi basamaklari
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3.6.3.4. Yontem Gecerlilik Calismalar:

Biyoanalitik yontem gecerliligi, bir analitin ya da analit serisinin konsantrasyonunun bir
biyolojik matrikste kantitatif olarak saptanmasi i¢in kullanilan yontemin giivenilir oldugunun
gosterilmesi amaciyla yapilmaktadir. MMA yontem gegerlilik c¢alismalart i¢cin FDA’nin
“Biyoanalitik Yontem Gegerliligi” yonergesi ve literatiirdeki MMA yontem ¢alismalar1 esas

almmustir (104, 107, 159).
3.6.3.4.1. Analitik duyarhhk

Analitik duyarlilik 6lglim cihazinin  birim konsantrasyon ig¢in verdigi sinyal
bilyiikligidiir. Duyarlhilik, ii¢ tekrarli giinde calisilan plazma havuzu ile hazirlanan

kalibrasyon egrisinin egimi (ortalama + SS) ile belirlendi.
3.6.3.4.2. Dogruluk

Analitik bir metodun dogrulugu, bir analitin Slgiilen ortalama degerinin gercek degere
olan yakinlhig1 olarak tanimlanir. Dogruluk, bilinen konsantrasyonda analit igeren Ornegin
tekrarlanan analizleri ile belirlenir. Analitik dogrulugun kabul edilebilir sinir1 Slgiilen
ortalama degerin analitin gercek degerinin £ %151 i¢inde olmasidir. MMA y06nteminin
dogrulugu, ardisik ¢ gilinde ¢ tekrarli olarak c¢alisilan kalibrasyon standartlarinin

ortalamalar1 alinarak hesaplandi.
3.6.3.4.3. Dogrusallik

Dogrusallik, analitik 6l¢lim araliginda, Olgiilen ve beklenen degerler arasindaki iligki
olarak adlandirilir. MMA yonteminin dogrusallik calismasi i¢in ara stok cozeltisi 1 (200
pmol/L ) kullanilarak plazma havuzu ile 10-200 umol/L konsantrasyon araliginda yedi farkli
standart hazirlandi (Tablo 9). Her standart {i¢ tekrarli caligilarak ortalamalar1 alindi.
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Tablo 9. MMA dogrusallik ¢aligsmasi standartlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyonu Standart* hacmi Plazma havuzu hacmi
(nmol/L) (nL) (nL)
10 20 380
25 50 350
50 100 300
100 200 200
125 250 150
150 300 100
200 400 -

*Standart konsantrasyonu: 200 umol/L

3.6.3.4.4. Kesinlik

Kesinlik, homojen bir biyolojik matriksin tekrarli Ol¢limlerinin birbirine olan
yakinhigidir. Giin i¢i ve giinler arasi1 kesinlik caligmalar1 plazma havuzu kullanilarak
hazirlanan diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonda ii¢ farkli kalite kontrol Ornegi ile
gerceklestirildi (Tablo 10). Her diizeydeki kalite kontrol 6rnegi ile giin i¢i tekrarlanabilirlik
icin, bir giin i¢cinde 10 tekrarli okuma, gilinler arasi tekrarlanabilirlik i¢in 10 ardisik giinde

birer okuma yapilarak yontemin kesinligi hesaplandi. Kesinlik %CV olarak ifade edildi.

Tablo 10. MMA kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanmasi

Kalite kontrol o6rnegi Standart* hacmi Plazma havuzu hacmi
konsantrasyonu (upmol/L) (nL) (nL)
0.3 30 471
1.5 150 345
2.5 250 250

*Standart konsantrasyonu: 5 pmol/L
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3.6.3.4.5. Tespit limiti ve kantitasyon limiti

Kiitle spektrometresinde uygulanan biyoanalitik bir yontemde tespit limiti (LOD),
mobil faz vb. etkilerden kaynaklanan arka plan giiriiltiisiinden farkli olarak tespit edilen ancak
miktar1 belirlenemeyen en kiigiik analit konsantrasyonudur. Kantitasyon limiti (LOQ) ise,
uygun dogruluk ve kesinlik simirlart iginde, bir 6rnekteki analitin kantitatif olarak tespit
edilebilen en diisiik konsantrasyonudur. LOD ve LOQ belirlenmesinde kromatografik
Olctimlerde pratik bir kural olan sinyal/giiriiltii oran1t (S/N) kullanildi. Bunun ig¢in plazma
havuzunun seri diliisyonlar ile c¢aligildi. S/N>3 oldugu konsantrasyon LOD, S/N>10 oldugu

konsantrasyon ise LOQ olarak belirlendi.
3.6.3.4.6. Geri kazanim

Bir analitin geri kazanimi, biyolojik matrikse eklenen analitin dedektor cevabi ile gercek
konsantrasyondan elde edilen cevabin karsilastirilmasidir. Geri kazanim ¢alismasi i¢in plazma
havuzunda hazirlanan bir standart (0.24 pmol/L) diisiik ve yiiksek konsantrasyonlu iki plazma
ornegine (0.17 umol/L ve 0.89 pumol/L) eklendi. Geri kazanimin hesaplanmasi asagidaki

formiile gore yapildu.

(Olgiilen konsantrasyon — Baslangi¢ konsantrasyonu)
% Geri kazanim = x 100

Eklenen konsantrasyon
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3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Hasta orneklerinin toplanmasi Mart 2011-Mart 2012
Kontrol 6rneklerinin toplanmasi Eyliil 2011-Mart 2012
Optimizasyon ¢calismalar: Temmuz 2011-Mart 2012
Yontem gecerlilik calismalari Mart-Nisan 2012

Hasta ve kontrol orneklerinin ¢calisiimasi Nisan-Mayis 2012

Tez yazimi Aralik 2011-Temmuz 2012

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler, SPSS 15.0 programu ile yapildi. Veriler ortanca ve en diisiik-en
yiikksek deger olarak verildi. Grup oranlarinin karsilastirilmasinda ki-kare testi, gozlerde
beklenen degerler 5’in altinda ise Fisher’in kesin testi, grup ortancalarinin karsilastirilmasinda
ise “nonparametrik” testler (Kruskal Wallis testi, Mann-Whitney U-testi) kullanildi. Iki grup
arasindaki bagintinin arastirilmasi1 Spearman korelasyon testi ile yapildi. Metilmalonik asit’in
B12 vitamini’ne gore tan1 koymadaki degerinin arastirilmasinda McNemar Ki-kare testi ve
Mantel-Haenszel (MH)’in Olasiliklar Orani kullanildi (160). p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhhklar

Kontrol ve hasta grubunun sayisinin goreceli az olmasi ¢aligmanin istatistiksel olarak

kisitl yontidiir.

Kullandigimiz SID-MRM LC-MS/MS yonteminde MMA analizi ile ayn1 anda
homosistein kantitasyonu yapilabilmesine karsin, homosistein i¢in gerekli olan internal
standardin alinamamasi nedeniyle homosistein 6l¢iimleri bu yontemle yapilamamis, Merkez

Laboratuvari’nda rutin analiz yontemi ile gergeklestirilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Bu calisma i¢in, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 25.02.2011

tarihli ve 88-GOA protokol numarali 2011/05-10 karar numarasi ile etik kurul onay1 alinmigtir
(EK1).
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4. BULGULAR

4.1. LC-MS/MS ile MMA Analiz Kosullarinin Optimizasyonu Calismalari

4.1.1. Bilesik ve Iyonizasyon Kaynag Bagimh Parametrelerin Belirlenmesi

MMA ve d;-MMA standartlarindan hazirlanan infiizyon ¢ozeltileri (100 ppb) ile

gerceklestirilen, ¢alisma kosullarimizda belirledigimiz bilesik ve iyonizasyon kaynagi bagimli

parametreler Tablo 11°de gosterilmektedir.

Tablo 11. MS/MS sisteminin MMA ve d;-MMA analizi i¢in optimizasyon kosullar

Parametreler MMA d;-MMA
Bilesik-bagiml
Ana iyon (m/z) 116.9 119.9
Uriin iyon (m/z) 73 759
Dwell time (ms) 150 150
DP -35 -30
EP -10 -10
CE -14 -14
CxXp -1 -1
Polarite Negatif Negatif
Iyonizasyon kaynagi-bagimh

Curtain gaz (psi) 10 10
CAD Medium Medium
Iyon sprey voltaji (V) -4500 -4500

Sicaklik (°C) 525 525
Nebulizer gaz (psi) 50 50
Kurutucu gaz (psi) 60 60
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4.1.2. lzlenecek Ana Iyon/Uriin Iyon ikililerinin Se¢imi

Calisma kosullarimizda MMA ve d;-MMA i¢in ana iyon ve en yiiksek intensiteye sahip
iirlin iyon ikilisi MMA standardinin ve internal standardin MS’e infiizyonu ile belirlendi. Bir
dikarboksilik asit olan MMA nin ana iyonu kiitle spektrometresindeki iyonizasyonu sirasinda
yapisindan bir H atomunun ayrilmasiyla olusur. Calismamizda olusan ana iyon igin izlenecek
m/z degeri 116.9 olarak belirlendi. MMA ana iyonunun parcalanmasi ile yapisindan bir
karboksil grubu (46 Da) ayrilmasi sonucu olusan ve en yiiksek intensiteyi veren 72.8 iyonu
irlin iyon olarak secildi. MMA i¢in izlenecek MRM ana iyon/iirlin iyon ikilisi 116.9—72.8
olarak belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. MMA i¢in ESI-MS/MS {iriin iyon kiitle spektrumu
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Doéteryumlu MMA internal standardi, MMA standardindan farkli olarak metil (—CHj3)

grubundaki 'H atomlarmin yerine ’H atomu bulundurdugu i¢in molekiiler kiitlesi MMA’dan

tic Da fazladir. Déteryumlu MMA i¢in ana iyon m/z degeri 119.9 olarak belirlendi. Ana

iyonun pargalanma karakteristigi MMA ile aynm1 oldugu i¢in yapisindan bir karboksil grubu

(HCOOH) kopar. Déteryumlu MMA i¢in karakteristik iirlin iyon m/z 75.9 olarak secildi.

Doéteryumlu MMA internal standardi i¢in izlenecek MRM ana iyon/iiriin iyon ikilisi
119.9—75.9 olarak belirlendi (Sekil 16).
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2.6e6
.46
2326
226
216
.06
1.9e6
1.8e6
1.7e6
1.6e6
156
1.4e6
1.3e0
1.2e6
1.8
1.0e6
.05
&.0e5
T.085
5.0e5
5.0e5
A0es
085
2.0e5

1.0e5

L

58.0

Uriin iyon

/

759

B 1452 (119.93) CE (400 26 MCA seans fram Sample 1 (TuneSampleName) of MMA 1S _InitProduct_Neg.wiff (Turbe Spray)

hax 2565 ops.

119.9

O O
oA
CDs

Ana iyon

oo
50

56

&0 85 70

a0 a5

a0 a5 100 1085 110 115
miz, Da

Sekil 16. d;-MMA i¢in ESI-MS/MS {iriin iyon kiitle spektrumu
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4.1.3. MMA ve d3-MMA Kromatografik Retansiyon Zamanlarinin Belirlenmesi

Sekil 17°de plazma havuzunda hazirlanan ve d;-MMA igeren (2.1 umol/L) MMA
standardina (0.5 pmol/L) ait total iyon kromatogrami (TIC), Sekil 18’de MMA ve ds-
MMA’ya ait ayr1 ayr1 iyon kromatogramlar1 (ekstrakte iyon kromatogrami, XIC)
gosterilmistir. MMA ve d;-MMA igin retansiyon zamanlar1 sirasiyla 4.16 dk ve 4.08 dk

olarak belirlendi.

MMA’nin yapisal izomeri olan siiksinik asit (SA) ve diger diisiik molekiiler agirlikli
organik asitler biyolojik sivilardaki MMA’nin kiitle spektrometrik analizinde potansiyel
girisim kaynaklaridir (19, 103). SA, MMA ile ayn1 molekiiler agirli§a, ayn1 ana iyon ve {iriin
iyon m/z degerine sahiptir. Bu nedenle kiitle spektrometrik ayrimlari zordur. Ancak, MS
oncesinde gergeklestirilen kromatografik ayrimlama sayesinde SA’dan kaynaklanabilecek
interferans elimine edilmis olur. Bizim ¢alismamizda da SA’nin alikonma zamam 3.12 dk

olarak belirlendi. Boylelikle, SA, MMA’dan 1.04 dk fark ile ayrimlanmis oldu.

B xiC of -MRM (2 pairs) 116.9/72.8 Da 1D MA from Sample 63 (0.6 ubd MiA) of Databdhdé plazma havuzu kalibrasyon egrisi 28042012 witf (Turho Spray), Smo Max. 1.2e6 ops.
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Sekil 17. MMA’nin plazma havuzu ile hazirlanan 0.5 pmol/L standardina ait total iyon
kromatogrami (MMA; RT: 4.16 dk, d;-MMA; RT: 4.08 dk, SA; RT: 3.12 dk)
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Sekil 18. MMA nin plazma havuzu ile hazirlanan 0.5 pmol/L standardina ait ekstrakte iyon

kromatogrami
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4.2. Plazma Havuzunun Endojen MMA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Standart ekleme yontemi ile plazma havuzunun endojen MMA konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla, eklenen konsantrasyonlara kars1t MMA/d3-MMA pik alani oranlarina
gore grafik cizildi (Sekil 19). Elde edilen grafigin regresyon denkleminden y’ye O degeri

verilerek plazma havuzunun endojen MMA miktar1 0.17 umol/L olarak bulundu.
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Eklenen MMA konsantrasyonu (umol/L)

Sekil 19. Standart ekleme yontemi i¢in hazirlanan grafik
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4.3. MMA Kalibrasyon Egrileri ve Karsilastirilmasi
4.3.1. MMA Kalibrasyon Egrileri

Standart diliienti olarak su ya da plazma havuzu kullanilarak hazirlanan ve ardisik {i¢
giinde tiger tekrarl olarak ¢alisilan kalibrasyon standartlarina ait LC-MS/MS’de elde edilen
MMA/d3-MMA pik alan1 oranlar1 ve kalibrasyon egrileri sirasiyla Tablo 12, Tablo 13 ve
Sekil 20, Sekil 21°de gosterilmistir. Plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisi, plazma
havuzunun standart ekleme yontemi ile bulunan endojen MMA konsantrasyonu (0.17 pumol/L)

tiim standartlardan ¢ikartilarak ¢izildi.

Tablo 12. Su ile hazirlanan MMA kalibrasyon egrisi ¢aligmasinin sonuglari

MMA/d;-MMA pik alami orani (n=3) Ortalama
Konsantrasyon pik alam:
(nmol/L) 1.giin 2.giin 3.giin (n=9)
0.05 0.04 0.05 0.04 0.04
0.1 0.09 0.10 0.09 0.09
0.25 0.22 0.21 0.21 0.21
0.5 0.42 0.41 0.42 0.42
0.84 0.83 0.84 0.84
2 1.65 1.65 1.62 1.64
2.5 2.05 2.04 2.04 2.05

Tablo 13. Plazma havuzu ile MMA kalibrasyon egrisi ¢alismasinin sonuglari

MMA/d;-MMA pik alani orani (n=3) Ortalama
Konsantrasyon pik alam
(nmol/L) 1.giin 2.giin 3.giin (n=9)
0.05 0.10 0.10 0.11 0.10
0.1 0.14 0.14 0.13 0.14
0.25 0.26 0.26 0.25 0.26
0.5 0.42 0.45 0.43 0.43
0.84 0.81 0.82 0.82
2 1.60 1.56 1.58 1.58
2.5 2.05 2.02 2.03 2.03
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Su ile hazirlanan MMA kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi
y = (0.816 = 0.0033)x + (0.0089 £ 0.0012) ve korelasyon katsayist (R2) degeri 0.9999’dur.
Egimin varyasyon katsayisi (CV) %0.41, kesimin CV’si %13.62 ve korelasyan katsaymin
CV’si %0.005 olarak bulunmustur.
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Sekil 20. MMA 'nin su ile hazirlanan kalibrasyon egrisi

Plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi
y = (0.779 £ 0.0085)x + (0.053 £ 0.0021) ve korelasyon katsayisi (R?) degeri 0.9992’dir.
Egimin, kesimin ve korelasyon katsayisinin CV’leri sirastyla %1.08, %4.28 ve %0.017 dir.
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Sekil 21. MMA’nin plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisi
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4.3.2. MMA Kalibrasyon Egrilerinin Karsilastirilmasi

Her iki kalibrasyon egrisine ait R* degerleri 0.9990°dan biiyiik idi. iki kalibrasyon
egrisinin egimleri arasinda onemli bir fark bulunmadi. (suda 0.816 + 0.0033, plazma
havuzunda 0.779 + 0.0085). Ancak, plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisinin egimi
su ile hazirlanan egrinin egimine gore goreceli olarak diisiik bulundu. Egimin bu goreceli
diisiikliigii plazma gibi kompleks bir matrikste hazirlanan kalibrasyon egrisi i¢in beklenen bir

durumdur.

Ayrica ¢alismamizda 57 plazma 6rneginin MMA konsantrasyonu her iki kalibrasyon
egrisi ile hesaplandi (Sekil 22). Suda hazirlanan kalibrasyon egrisine gore elde edilen
sonuglara kars1 plazma havuzunda hazirlanan kalibrasyon egrisine gore elde edilen sonuglar
grafige gecirildi. iki kalibrasyon egrisi ile de hesaplanan sonuglar birbiri ile uyumlu bulundu

Egim 1.049 ve R* = 1).
(Eg

Sonug olarak, her iki kalibrasyon egrisi bu ¢alisma i¢in uygun bulunmustur. Ancak,
olas1 interferanslara karsi ve literatiirdeki ¢alismalarda agirlikli olarak plazma havuzu veya
diyalize plazma ile hazirlanmis kalibrasyon egrilerinin tercih edilmesi nedeniyle c¢aligmanin
geri kalan kismi1 plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisi esas alinarak gergeklestirildi

(19, 35,103-105, 107).
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Sekil 22. Plazma Orneklerindeki MMA konsantrasyonlarinin iki farkli kalibrasyon egrisi ile

karsilastirilmasi
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4.4. Yontem Gecerlilik Calismalar:

4.4.1. Analitik Duyarhhk

MMA analizi i¢in kullanilan yontemin analitik duyarhiligi, {i¢ tekrarli cizilen
kalibrasyon egrisinin egim ortalamasi = SS ile ifade edildi (Sekil 21). Kalibrasyon egrisinin
egimi 0.779 £+ 0.0085, varyasyon katsayisi (CV) %1.08 olarak hesaplandi. Korelasyon
katsayist (R?) ise 0.9992 bulundu. Bu sonuglar MMA analiz yonteminin yeterli lineeriteye

sahip oldugunu ve diisiik standart sapma degeri de analitik prosediiriin tekrarlanabilirliginin

yeterliligini géstermis oldu.
4.4.2. Dogruluk

MMA’nin plazma havuzu ile hazirlanan 0.05-2.5 pumol/L konsantrasyonlar1 arasindaki
standartlarin ardisik ii¢ giinde ii¢c tekrarli olarak calisilmas: ile elde edilen % dogruluk

degerleri Tablo 14°de verilmistir. Tiim standartlarin dogrulugu %100 + 4 arasinda

bulunmustur.

Tablo 14. MMA’nin plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisi standartlarinin

dogrulugu
Gercek % Dogruluk (n=3) Ortalama
konsantrasyon % dogruluk

(nmol/L) 1.giin 2.giin 3.giin (n=9)

0.05 94.4 102.1 114.3 103.6

0.1 105.7 96.8 92.1 98.2

0.25 105.3 103.0 99.2 102.5

0.5 96.1 99.9 94.6 96.9

1 97.5 97.8 98.4 97.9

2 98.5 98.1 98.7 98.4

2.5 102.3 102.0 102.7 102.3
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4.4.3. Dogrusalhk

MMA dogrusallik c¢alismast i¢in 10-200 umol/L araligindaki yedi farkli standart
kullanildi. Her standart ii¢ tekrarli c¢alisildi. Dogrusallik grafigi beklenen MMA
konsantrasyona kars1 Olgiilen MMA konsantrasyonu olarak ¢izildi (Sekil 23). Cizilen
grafikten yontemin 100 umol/L’ye kadar dogrusal oldugu belirlendi.
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Sekil 23. MMA yonteminin dogrusallik grafigi

4.4.4. Kesinlik

Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda hazirlanan kalite kontrol 6rnekleri kullanilarak
gerceklestirilen kesinlik calismasinda her bir kalite kontrol 6rnegi igin giin i¢i kesinlik %4 {in

altinda, giinler arasi1 kesinlik ise %6’dan kiiclik olarak bulundu (Tablo 15).

Tablo 15. MMA kalite kontrol 6rnekleri ile yapilan giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ¢alismasi

Giin i¢i kesinlik (n=10) Giinler arasi kesinlik (n=10)
Kalite kontrol diizeyi
% CV % CV
Diisiik (0.3 pmol/L) 2.40 5.19
Orta (1.5 pmol/L) 3.80 5.69
Yiiksek (2.5 pmol/L) 3.24 5.36
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4.4.5. Tespit Limiti ve Kantitasyon Limiti

LC-MS/MS’de MMA i¢in sinyal/giiriiltii oraninin (S/N)>3 oldugu konsantrasyon, tespit

limiti; S/N>10 oldugu konsantrasyon ise kantitasyon limiti olarak belirlendi. Plazma

havuzunun 1:8 diliisyonlu 6rneginin ii¢ tekrarli ¢alisilmasi sonucunda S/N oranmi 3.3 olarak

bulundu (Sekil 24). Plazma havuzunun 1:2 diliisyonlu 6rneginin ii¢ tekrarli ¢alisilmasi ile S/N

orani 11.3 olarak belirlendi (Sekil 25). Tespit limiti 0.021 pmol/L, kantitasyon limiti 0.085

umol/L olarak hesaplandi (Tablo 16).
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Sekil 24. LOD i¢in plazma havuzunun 1:8 diliisyonu ile elde edilen S/N orani
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Sekil 25. LOQ i¢in plazma havuzunun 1:2 diliisyonu ile elde edilen S/N orani

70




Tablo 16. MMA yonteminin tespit ve kantitasyon limitleri

Diliisyon Plazma havuzu (n=3)
faktorii S/N orani MMA konsantrasyonu (pmol/L)
1 22.5 0.17
2 11.3 0.085
4 54 0.043
8 33 0.021

4.4.6. Geri Kazanim

Diistik (0.17 umol/L) ve yiiksek konsantrasyonlu (0.89 pmol/L) iki plazma 6rnegi igine

0.24 pmol/L standardin eklenmesiyle elde edilen geri kazanim sirasiyla %87.6 ve %86.4
olarak bulundu (Tablo 17).

Tablo 17. MMA yo6nteminin geri kazanimi

Diisiik konsantrasyonlu Yiiksek konsantrasyonlu
Eklenen plazma rnegi (n=3) plazma drnegi (n=3)
(umol/L) Olgiilen % Geri Olgiilen % Geri
(umol/L) kazanim (umol/L) kazanim
0 0.17 - 0.89 -
0.24 0.38 87.6 1.10 86.4
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4.5. Fenilketoniiri ve Kontrol Gruplarina Ait Bulgular
4.5.1. FKU ve Kontrol Gruplarimin Karsilastirilmasi
4.5.1.1. Tamimlayici bulgular

Calismaya 31 hasta ve 26 saglikli cocuk dahil edildi. 20 FKU’li (%64.5) erkek, 11
(%35.5) kiz hastadan olusan olgu grubunun yaslarinin ortancast 10.0 yil bulundu. Kontrol
grubunda ise yaslar1 ortancasi 8.25 yil olan 11’1 (%42.3) erkek, 15’1 (%57.7) kiz toplam 26
cocuk bulunmaktaydi. FKU’li hastalar ile kontrol grubu arasinda yas ve cinsiyet acisindan

fark yoktu (sirastyla p=0.431, p=0.115) (Tablo 18).

Calismamiz i¢in hazirlanan veri kayit formlarina hasta ve kontrollerin viicut agirliklari,
boylart ve boya gore agirlik ylizdeleri kaydedildi. Kontrol grubundaki bir hastanin
antropometrik bilgileri alinamadi. Bu nedenle 25 birey iizerinden degerlendirildi. FKU’li

hastalar ile kontroller arasinda viicut agirligi, boy ve boya gore agirlik yiizdeleri arasinda

anlamli bir fark yoktu (Tablo 18).

Tablo 18. FKU’li hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve antropometrik 6zellikleri

o Boya gore
Gruplar Yas (y1l) Agirhik (kg) Boy (cm) agirhik (%)
n 31 31 31 31
FKU
Ortanca 10.0 31.0 134.5 98.0
Min-Maks 5.0-18.0 15.6-69.0 104.0-174.0 85.0-144.0
n 26 25 25 25
Kontrol Ortanca 8.25 26.0 130.0 98.0
Min-Maks 5.0-17.5 19.0-63.0 110.0-171.0 73.0-119.0
p 0.431 0.433 0.993 0.463

Min-Maks: En diisiik-en yliksek deger

p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.




4.5.1.2. Biyokimyasal bulgular

Fenilketoniirili hastalarla kontrol grubu B12 vitamini durumu ile iligkili biyokimyasal
parametreler acisindan karsilastirilmasi Tablo 19°da gosterilmistir. FKU’li hastalarda kontrol
grubuna gore MCV ve folik asit degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.004,
p<0.001). Serum B12 vitamini, plazma MMA ve Hcy diizeyleri agisindan iki grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Her iki grupta yer alan referans araliklarin disindaki olgu sayilarinin belirlenmesinde,
referans aralik olarak, MMA i¢in 0.076-0.271 umol/L (152-154), Hcy i¢in yas ve cinsiyete
bagli olarak 2.24-15.06 umol/L (151) kullanildi. incelenen diger parametreler i¢in ¢ocuklar
i¢in diizenlenen referans aralig1 esas alindi (151). FKU’li grupta sadece 4 olguda B12 vitamin
diizeyi diisiik, 9 olguda MMA diizeyi yliksek, 3 olguda ise Hcy diizeyi yiiksek bulundu.
Kontrol grubundakilerin B12 diizeyleri normaldi; ancak 8 kiside MMA diizeyi, 3 kiside de
Hcy diizeyi yiiksek bulundu. MCV ve folik asit diizeyleri agisindan incelendiginde FKU ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark olmakla birlikte, her iki grupta da normal sinirlar

disinda degerlere rastlanmadi.

Iki grup arasinda ferritin, hemoglobin, hematokrit, 16kosit, trombosit diizeyleri

acisindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 19. FKU ve kontrol gruplarmin

parametreler acisindan degerlendirilmesi

B12 vitamini durumu ile iligkili biyokimyasal

Diisiik Folik asit (kisi sayis1)

Biyokimyasal parametreler FKU (n=31) Kontrol (n=26) p
Ortanca 376.0 391.0
B12 vitamini (pg/mL)
Min-Maks 135.0-820.0 209.0-725.0 0.659
Diisiik B12 vitamini (kisi sayis1) 4 0
Ortanca 0.129 0.149
MMA (pmol/L)
Min-Maks 0.011-0.739 0.011-0.578 0.841
Yiiksek MMA (Kkisi sayis1) 9 8
Ortanca Sl 5.86
Hcy (nmol/L)
Min-Maks 3.04-15.10 2.75-12.02 0.798
Yiiksek Hey (Kisi sayisi) 3 3
Ortanca 84.80 81.95
MCYV (fL)
Min-Maks 75.40-95.10 74.00-88.70 0.004
Yiiksek MCV (Kisi sayisi) 0 0
Ortanca 16.30 10.15
Folik asit (ng/mL)
Min-Maks 5.40-20.00 5.20-18.80 0.000
0 0

Min-Maks: En diisiik-en yiiksek deger

p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.5.2. Diyete Uyuma Gore Smiflandirilan FKU Olgularimin ve Kontrol Grubunun

Karsilastirilmasi

Tim fenilketoniirili hastalar proteinden zengin olan hayvansal gidalarin yasaklandigi
fenilalaninden kisithi diyet almakta idi. Bu diyete gore serum fenilalanin diizeyini belirli
aralikta tutmak i¢in belirli miktarda sebze, meyve ve tahil tiiketilebilmekte; biiyiime i¢in
gerekli olan enerji ve protein agigl ise aminoasit karisgimlari ile yapilan mamalarla

karsilanmaktadir.

FKU’li hastalar son bir yil igerisinde &lgiilen serum fenilalanin diizeylerinin
ortalamalarina gore “diyete uyan” ve “diyete uymayan” olmak iizere iki alt gruba ayrildi.
Tedavide hedeflenen serum fenilalanin araliklari 0-12 yaslar1 arasindaki ¢ocuklar igin 2-6
mg/dL, >12 yas cocuklar i¢in 2-10 mg/dL olarak belirlendi. Diyete uyum gosterenler
fenilalaninden kisithh diyete uyan, vitamin ve minerallerce zenginlestirilmis amino asit
karigimlarini igeren 6zel mamalart alan, belirli miktarda sebze, meyve, tahil tikketen ve serum
fenilalanin diizeyi hedef aralikta bulunanlardi. Diyete uyum gostermeyenler ise amino asit
karigimlarini diizenli kullanmadigi ve kisith verilen meyve, sebze ve tahillarda bir miktar
kacak yaptig1 diisiiniilen, dolayist ile serum fenilalanin diizeyi istenilen degerin {lizerinde
seyreden hastalardi. FKU’li hastalarin %32.3’ii (n=10) kisith diyete uyum gosterirken,
%67.7’s1 (n=21) diyete uymayan hastalardan olugmakta idi.

4.5.2.1. Tamumlayic1 bulgular

Diyete uyan FKU alt grubunda yaslarinin ortancasi 9.75 yil olan 2 (%20.0) kiz, 8
(%80.0) erkek hasta, diyete uymayan FKU alt grubunda ise yaslar1 ortancas1 10.0 yil olan 9
(%42.9) kiz ve 12 (%57.1) erkek hasta bulunmaktaydi. 15 (%57.7) kiz ve 11 (%42.3) erkek
cocuktan olusan kontrol grubunun yas ortancasi 8.25 yil idi. Diyete uyuma gore belirlenen
FKU alt gruplar ve kontrol grubu arasinda yas, cinsiyet, agirlik, boy ve boya gore agirlik
yiizdeleri agisindan anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 20).
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Tablo 20. FKU alt gruplarinin ve kontrol grubunun demografik ve antropometrik 6zellikleri

Gruplar Yas (y1l) Agirhik (kg) Boy (cm) Boya g(ﬁ‘;oe)aglrllk
Diyete n 10 10 10 10
uyan Ortanca 9.75 34.10 134.75 108.50
FKU Min-Maks 5.50-18.00 19.50-69.00 [ 110.00 -174.00 91.00-144.00
Diyete n 21 21 21 21
uymayan Ortanca 10.0 30.0 130.0 96.8
FKU Min-Maks 5.0-14.0 15.6-58.0 104.0-165.0 85.0-138.0
n 26 25 25 25
Kontrol Ortanca 8.25 26.0 130.0 98.0
Min-Maks 5.0-17.5 19.0-63.0 110.0-171.0 73.0-119.0
p 0.367 0.340 0.695 0.086

Min-Maks: En diisiik-en yiliksek deger

p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

4.5.2.2. Biyokimyasal bulgular

B12 vitamini durumu ile iliskili incelenen biyokimyasal parametreleri acisindan diyete
uyan, diyete uymayan ve kontrol gruplarmin {i¢lii karsilastirilmalarinda yalnizca MCV ve

folik asit degerleri agisindan anlamli fark bulunmustur (sirastyla p=0.010, p<0.001).
Ug grup ikili olarak karsilastirildiginda;

> Diyete uyan FKU’li alt grupta uymayan gruba gore fenilalanin diizeyleri anlaml
olarak diistik bulundu (p<0.001).

> Diyete uyan FKU alt grubunda kontrol grubuna gore folik asit diizeyleri anlaml
yiiksek saptandi (p<0.001).

> Diyete uymayan FKU alt grubunda kontrol grubuna goére MCV ve folik asit
diizeylerinin anlaml yliksek oldugu saptandi (sirastyla; p=0.002 ve p<0.001).

Diyete uyan FKU alt grubunda B12 vitamin eksikligi olan 1 kisi, MMA diizeyi yiiksek
olan 2 kisi ve Hcy diizeyi yiiksek olan 1 kisi bulunmaktaydi. Diyete uymayan FKU alt
grubunda ise 3 kiside B12 eksikligi, 7 kiside MMA diizeyi yiiksek ve 2 kiside ise Hey diizeyi
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yiiksek bulundu (Tablo 21). Incelenen diger rutin biyokimyasal parametreler agisindan iic

grup arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 21. Diyete uyan, diyete uymayan ve kontrol gruplarinin B12 vitamini durumu ile

iliskili biyokimyasal parametreler agisindan ikili karsilagtirmalari

Diyete uyan

Diyete uymayan

Diisiik Folik asit (kisi sayis1)

- . Kontrol
Biyokimyasal parametreler FKU FKU p
(n=10) (n=21) (n=26)
Fenilalanin Ortanca 4.40° 10.00 B .
0.000
(mg/dL) Min-Maks 2.80-8.00 7.00-14.00 -
B12 vitamini | Ortanca 444.0 351.0 391.0
(pg/mL) Min-Maks 198.0-820.0 135.0-767.0 209.0-725.0 | p>0.05
Diisiik B12 vitamini (kisi sayisi) 1 3 0
MMA Ortanca 0.13 0.14 0.15
(nmol/L) Min-Maks 0.04-0.68 0.01-0.74 0.01-0.58 | p>0.05
Yiiksek MMA (Kkisi sayisi) 2 7 8
Ortanca 5.13 6.03 5.86
Hcy (umol/L)
Min-Maks 3.42-13.41 3.04-15.10 2.75-12.02 | p>0.05
Yiiksek Hcy (Kisi sayisi) 1 2 3
Ortanca 84.35 85.50° 81.95
MCYV (fL)
Min-Maks 75.40-95.10 78.30-92.60 74.00-88.70 | 0.002¢
Yiiksek MCV (Kisi sayisi) 0 0 0
Folik asit Ortanca 16.20 16.60° 10,15
0.000
(ng/mL) Min-Maks 6.80-19.60 5.40-20.00 5.20-18.80
0 0 0

Min-Maks: En diisiik-en yiiksek deger
* Diyete uymayan FKU alt grubu ile karsilastirildiginda

+ § Kontrol ile karsilastirildiginda

p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.5.3. Korelasyon Analizleri
4.5.3.1. FKU Grubunda Korelasyon Analizi

FKU grubunda (n=31) incelenen tiim biyokimyasal parametreler arasinda yapilan
korelasyon analizinde; serum B12 vitamini ve MMA diizeyleri ile diger parametreler arasinda
bir korelasyon bulunmazken, Hcy diizeyi ile fenilalanin ve MCV arasinda orta diizeyde
anlamli pozitif korelasyon (r=0.472, p=0.007 ve r=0.393, p=0.029), folik asit ile orta diizeyde
anlamli bir negatif korelasyon (r= - 0.355, p=0.050) bulunmustur (Tablo 22).

Tablo 22. FKU grubunda biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar

FA | Hb | Het | Mcv | wBc | pie | Folik [ ge | B12 | MMA
asit
= ] 0112
Hb
p= | 0.549
= | 0.145 | 0.847
Hct
p= | 0.436 | 0.000
r= | 0352 | 0.465 | 0.400
MCV
p= | 0.052 | 0.008 | 0.026
r= |-0.078 | 0.124 | 0.002 | -0.225
WBC
p= | 0677 | 0506 | 0.992 | 0.224
o r= | 0.155 | -0.142 | -0.197 | -0.009 | 0.093
t
p= | 0405 | 0.447 | 0.289 | 0.961 | 0.620
Folik r= |-0.154 | -0.127 | 0228 | 0.000 | 0.057 | 0.122
asit p= | 0408 | 0.495 | 0217 | 0.999 | 0.761 | 0.515
. r= |-0.139 | 0.457 | 0341 | 0.353 | 0.085 | 0.069 | 0.170
e
p= | 0456 | 0.010 | 0.061 | 0.052 | 0.649 | 0.713 | 0.359
i r= |-0.113 | -0.066 | -0.150 | -0.305 | 0.286 | 0.100 | 0.041 | -0.066
p= | 0546 | 0.724 | 0.421 | 0.095 | 0.119 | 0.594 | 0.825 | 0.724
v | T | 0080 [ 00 0.165 | 0.194 | -0.113 | 0.143 | 0.038 | 0.021 | -0.328
p= | 0669 | 0.628 | 0.374 | 0297 | 0.546 | 0.441 | 0.840 | 0.910 | 0.072
. r= | 0.472 | 0.362 | 0.400 | 0.393 | -0.139 | -0.142 | -0.355 | 0.200 | -0.240 | 0.037
cy
p= | 0.007 | 0.046 | 0.026 | 0.029 | 0.454 | 0.445 | 0.050 | 0.280 | 0.194 | 0.844

FA: Fenilalanin, Hb: Hemogram, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, WBC: Lokosit,
PIt: Trombosit, Fe: Ferritin, B12: B12 vitamini, MMA: Metilmalonik asit, Hcy: Homosistein
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4.5.3.2. Kontrol Grubunda Korelasyon Analizi

Kontrol grubunda (n=26) incelenen tiim biyokimyasal parametreler arasinda yapilan

korelasyon analizi sonucunda; MMA ile homosistein ve hemoglobin arasinda orta diizeyde

anlamli pozitif korelasyon (sirasiyla r=0.464, p=0.017 ve r=0.431, p=0.028), trombosit ile

giiclii diizeyde anlamli negatif korelasyon bulunmustur (r= - 0.552, p=0.003). Serum B12

vitamini ile MMA arasinda ise negatif yonde bir korelasyon bulundu, fakat anlamli degildi

(r=-0.380, p=0.056) (Tablo 23).

Tablo 23. Kontrol grubunda biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar

Hb Het | Mcv | wBc | pie | Folik Fe B12 | MMA
asit
= | 0.981
Hct
p= | 0.000
r= | 0556 | 0.525
MCV
p= | 0.003 | 0.006
= | 0214 | 0167 | 0.062
WBC
p= | 02093 | 0416 | 0764
o r= | -0.190 | -0224 | -0.344 | 0.229
t
p= | 0351 | 0270 | 0.086 | 0.260
Folik r= | 0159 | -0.120 | -0.020 | -0.307 | 0.237
asit p= | 0439 | 0560 | 0924 | 0.127 | 0244
. r= | 0454 | 0475 | 0.600 | 0076 | -0.121 | -0.033
e
p= | 0.020 | 0.014 | 0.001 | 0713 | 0554 | 0.874
i r= | 0212 | 0210 | -0.356 | 0.098 | 0.078 | 0.140 | -0.018
p= | 0208 | 0303 | 0074 | 0632 | 0704 | 0495 | 0931
VA r= | 0431 | 0430 | 0238 | -0.191 | -0.552 | 0270 | -0.059 | -0.380
p= | 0.028 | 0028 | 0241 | 0349 | 0.003 | 0.182 | 0.775 | 0.056
o r= | 0294 | 0286 | 0200 | -0.035 | -0.157 | -0.120 | -0.137 | -0.311 | 0.464
C
y p= | 0145 | 0157 | 0327 | 0864 | 0443 | 0559 | 0504 | 0123 | 0.017

FA: Fenilalanin, Hb: Hemogram, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, WBC: Lokosit,

PIt: Trombosit, Fe: Ferritin, B12: B12 vitamini, MMA: Metilmalonik asit, Hcy: Homosistein
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4.5.3.3. FKU ve Kontrol Gruplar: Birlikte Ele Ahnarak Yapilan Korelasyon Analizi
FKU ve kontrol gruplar birlestirilerek (n=57) yapilan korelasyon analizinde; B12
vitamini ile MMA ve MCV arasinda orta diizeyde anlamli negatif korelasyon bulundu
(swrastyla 1= - 0.343, p=0.009 ve r= - 0.301, p=0.023). B12 vitamini ile Hcy arasinda da orta
diizeyde negatif korelasyon bulundu, fakat anlamli degildi (r= - 0.256, p=0.055) (Tablo 24).

Tablo 24. FKU ve kontrol grubu birlikte ele alindiginda incelenen biyokimyasal parametreler
arasindaki korelasyonlar

Hb Het | Mcv | wBc | pie | Folik Fe B12 | MMA
asit
= | 0.892
Hct
p= | 0.000
r= | 0430 | 0.405
MCV
p= | 0.001 | 0.002
= | 0135 | 0048 | -0.062
WBC
p= | 0318 | 0723 | 0.645
o r= | -0.148 | -0203 | -0.148 | 0.109
t
p= | 0272 | 0130 | 0273 | 0.420
Folik r= | 0155 | -0.149 | 0241 | 0.065 | 0.051
asit p= | 0250 | 0269 | 0071 | 0.630 | 0.708
. r= | 0427 | 0.366 | 0.456 | 0.115 | -0.005 | 0.205
(3
p= | 0.001 | 0.005 | 0.000 | 0395 | 0971 | 0.125
i r= | 0111 | -0.168 | -0.301 | 0.230 | 0.094 | 0.050 | -0.055
p= | 0410 | 0211 | 0.023 | 0086 | 0487 | 0710 | 0.687
VA r= | 0214 | 0.358 | 0207 | -0.128 | -0.099 | -0.045 | 0.004 | -0.343
p= | 0110 | 0.006 | 0123 | 0342 | 0462 | 0742 | 0978 | 0.009
o r= | 0323 | 0261 | 0365 | -0.086 | -0.159 | -0.109 | 0.148 | -0.256 | 0.164
C
y p= | 0014 | 0050 | 0.005 | 0527 | 0237 | 0418 | 0271 | 0055 | 0.222

FA: Fenilalanin, Hb: Hemogram, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, WBC: Lokosit,
PIt: Trombosit, Fe: Ferritin, B12: B12 vitamini, MMA: Metilmalonik asit, Hcy: Homosistein
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4.5.4. Fonksiyonel B12 Eksikliginin Belirlenmesinde Metabolik Biyobelirteclerin Serum

B12 Vitamini Ol¢iimiine Gore Tam Degerlerinin Karsilastirilmasi

FKU ve kontrol gruplar1 serum B12 vitamini, plazma MMA ve plazma Hcy referans
araligina gore diistik, normal ve yiiksek olmak iizere iiger alt gruba ayrildi. Referans aralik
olarak; B12 vitamini i¢in 200-835 pg/mL, MMA i¢in 0.076-0.271 pmol/L, Hey icin yas ve
cinsiyete bagli olarak 2.24—15.06 umol/L kullanildi.

FKU’li hastalar arasinda normal B12 vitamin diizeylerine sahip 27 kisiden 10 kisinin
(%37.0) MMA ve/veya Hcy diizeylerinin yliksek oldugu saptandi. Bu 10 kisinin 8’inde
sadece MMA diizeyi, 2’sinde ise sadece Hcy diizeyi yiiksek bulundu. B12 vitamin diizeyi
diisiik olarak belirlenen 4 kisiden 2’sinin MMA veya Hcy diizeyleri yiiksek bulundu (Sekil
26). Fonksiyonel B12 vitamin eksikligi oldugu belirlenen 14 olguya ait degerler Tablo 25°de
gosterilmektedir. B12 vitamin diizeyleri normal olup, MMA degerleri yiiksek olan olgularin
genel olarak diisiik normal B12 vitamin diizeylerine sahip olduklari; bu olgularda Hcy

degerlerinin ise normal sinirlarda oldugu gozlendi.

MMA T
B12 vitamini Artmis MMA @
normal veya Hey ) )
(n=27) (n=10) Hcy
(n=2)
Hastalar S y
(n=31) J
MMA T
B12 vitamini Artmis MMA =ty
diisiik veya Hey
(n=4) (n=2) Hey T
(n=1)

Sekil 26. FKU grubunda fonksiyonel B12 vitamin eksikligi olan olgu sayilari
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Tablo 25. Fonksiyonel B12 vitamin eksikligi olan FKU’li olgulara ait degerler

Serum B12 vitamini

(RA: 200-835 pg/mL)

Plazma MMA
(RA: 0.076-0.271 pmol/L )

Plazma Hcy

(RA: 2.24-15.06 pmol/L)*

;\OOO\IQ\UI-BMNH

—
R =

13
14

198
166
198
135
527
527
327
257
399
571
273
376
210
240

\

\
v
v

0.194
0.141
0.684
0.011
0.138
0.116
0.739
0.347
0.459
0.277
0.579
0.353
0.410

0.339

- > > > > > > >

7.23
7.44
521
151 4
134 4
895 4
7.59
10.7
13.8
3.86
4.56
7.80
6.60

4.11

RA: Referans aralik

*Yas ve cinsiyete bagl referans araligi
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Saglikh kontrollerin hepsi normal B12 vitamin diizeyine sahiplerdi. Ancak, kontrollerin

%38.5’inde (n=10) fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin gdstergeleri olan MMA ve/veya Hcy

diizeyleri yiiksek bulundu. 10 kisiden 7’sinde sadece MMA, 2’sinde sadece Hcy, 1’inde ise
her iki parametre birden yiiksekti (Sekil 27, Tablo 26).

Kontroller

(n=26)

[ B12vitamini |

normal
(n=26)

( Artmis MMA

ve/veya Hcy
(n=10)

MMA T
(n=7)
Hcy T
(n=2)
MMA ve Hcy T
(n=1)

Sekil 27. Kontrol grubunda fonksiyonel B12 vitamin eksikligi olan kisi sayis1

Tablo 26. Fonksiyonel B12 vitamin eksikligi olan saglikli kontrollere ait degerler

Serum B12 vitamini

(RA: 200-835 pg/mL)

Plazma MMA

(RA: 0.076-0.271 pmol/L)

Plazma Hcy
(RA: 2.24-15.06 pmol/L)*

[

407
369
216
405
240
419
373
316

o 0 N & i A W N

479
209

p—t
<

0.115
0.072
0.473
0.578
0.296
0.314
0.578
0.303
0.418
0.318

- > > > > > > >

6.01 4
784 4
8.47
6.65
9.85
3.49
8.81
5.05
9.0
12.02 4

RA: Referans aralik

*Yas ve cinsiyete bagh referans aralig
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FKU ve kontrol gruplari birlikte ele alinarak (n=57), fonksiyonel B12 vitamin
eksikligi metabolik biyobelirteclerinin  serum B12 vitaminine gore tant koymadaki
istiinliiklerini karsilagtirmak amaciyla ki-kare McNemar testi ve MH Olasiliklar Orani
kullanildi. Plazma Hcy’in tam1 koymadaki degeri, gerekli istatistiksel kosulu saglayamamasi
nedeniyle yapilamadi. Fonksiyonel BI12 vitamin eksikliginin gosterilmesinde plazma

MMA ’nin serum B12 vitamine gore tani degeri belirlendi (Tablo 27).

Plazma MMA’nm B12 vitamin eksikligi tanis1 koydugu kisi sayis1 16 iken, serum B12
vitamininin tant koydugu kisi sayis1 3’tiir. Yapilan ki-kare McNemar testi ve MH Olasiliklar
Oran1 hesaplamasina gore, plazma MMA Olclimiiniin serum B12 Ol¢limiine gore anlamli
olarak 5.33 kat (%95 GA=1.62-17.49) daha fazla B12 vitamin eksikligi tanisi1 koydugu

bulunmustur.

Tablo 27. B12 vitamin eksikliginin gosterilmesinde plazma MMA ve serum B12 vitaminin

tan1 degerlerinin karsilastirilmasi

Serum B12 vitamini

B12 vitamin eksikligi ~ B12 vitamin eksikligi

Var Yok
B12 vitamin eksikligi
1 16
Var
Plazma MMA
B12 vitamin eksikligi ; 17

Yok

XchNemar =7.58 Serbestlik derecesi=1  p<0.05
MH Olasiliklar Oram (OR) = 16/3=5.33
Miettinen Giiven Arahg1 1.62< OR <17.49
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5. TARTISMA

B12 vitamin eksikligi diinyada yaygin bir problemdir. Yetersiz diyetsel alim, B12
vitamin eksikliginin baglica nedenlerindendir. Fenilalanin kaynaklarindan kisith diyet alan
fenilketoniiri (FKU) hastalari, cocuklar, yashlar, kronik alkolikler ve kat: vejeteryanlarin yani
sira diyetsel alim yetersizligi nedeniyle ortaya ¢ikan B12 vitamin eksikligi riski altindadirlar.
FKU’li hastalar yasam boyu siirdiirmeleri gereken diyet tedavisi nedeniyle, B12 vitamininin
ana kaynaklar1 olan fenilalaninden zengin hayvansal gidalar1 tiiketemezler. Bu hastalar
biliylime i¢in gerekli olan enerji ve protein acigini vitamin ve minerallerle zenginlestirilen,
aminoasit karigimlari ile karsilamaktadir. Bu karigimlart belirlenen miktarlarda diizenli olarak
alan hastalarda B12 vitamin eksikliginin gelismesi beklenmez. Ancak, FKU diyet tedavisinin
bir parcast olan bu amino asit karisimlarinin biyoyararliligi konusunda yeterli bilgi
bulunmamaktadir (9, 10). Diger yandan, 6zellikle adolesan ve yetiskinlik doneminde diyetleri
gevsetilerek dogal protein alimina kisitli olarak izin verilen hastalarda daha sik olmak f{izere,
diyet tedavisi uygulanan tiim FKU hastalarinda B12 vitamin eksikligi goriilebilmektedir
(11-16).

B12 vitamin eksikligi tanisinda en sik kullanilan laboratuvar testi kanda B12 vitamini
konsantrasyonu belirlenmesidir (57, 61). MCV diizeyleri geleneksel olarak oOlgiilen bir
parametre olmasma karsin, B12 eksikliginin ge¢ evresinde bulgu vermesi ve folik asit
eksikliginden de etkilenmesi nedeniyle duyarli ve 6zgiil bir belirte¢ degildir (36, 44). HoloTC
ise dolasimdaki aktif B12 durumunu gdstermesi ile yeni bir dogrudan belirte¢ olarak son
yillarda iizerinde durulan bir parametredir. Ancak, holoTC’nin tanisal degeri konusundaki
celiskili bilgiler ve yetersiz ¢aligmalar nedeniyle kullanimi sinirhdir (75-77). Yukarida sozii
edilen belirtecler ciddi eksiklik durumundan-sinirda normal B12 durumuna kadar olan dar
araligl yansitmaktadir. B12 vitamin eksikliginin fonksiyonel belirtecleri olan MMA ve Hcy
ise yetersiz B12 vitamin konsantrasyonlarinda birikmekte ve klinik belirti gdstermeyen erken
degisiklikleri yansitmaktadir (17). Ancak, Hcy B12 vitamin eksikligi disinda folik asit ve B6
vitamin eksikliklerinden de etkilenmesi nedeniyle MMA’ya gére daha az 6zgiil bir metabolik

biyobelirtegtir (18, 52, 56, 64).

Dolasimdaki MMA diizeyleri, kan B12 vitamini konsantrasyonu diisiik ya da diisiik
normal olan kisilerde yararli bir dogrulayici tani testidir. 20 yildan daha fazla bir siiredir

serum/plazma ve idrarda MMA 6l¢iimii B12 vitamin eksikliginin bir belirteci olarak
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kullanilmaktadir (107). MMA analizi igin farkli 6rnek ekstraksiyon islemleri, tiirevlendirme
yapilarak ya da yapilmaksizin uygulanan farkli 6rnek hazirlik yontemleri ve kapiller
elektroforez, HPLC ve GC-MS gibi ¢esitli analitik teknikler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin
baslica sinirliliklar, tiirevlendirme ve uzun ekstraksiyon islemlerine gereksinim duyulmast,
kullanilan 6rnek hacminin fazla olmasi, uzun analiz siiresi ve sinirli duyarlilik ve
ozgullikleridir (19, 106, 107). Son yillarda klinik laboratuvarlarda MMA analizinde, diger
yontemlere gore daha yiiksek kurulum maliyeti ve deneyimli kullanic1 gereksinimine karsin,
zahmetsiz 6rnek hazirlik asamasi, az 6rnek miktar1 kullanimi, diisiik analiz maliyeti, kisa
analiz siiresi ve yiikksek analitik duyarlilik ve 06zgiilliigii nedeniyle MRM-LC-MS/MS
yonteminin kullanim1 giderek artmaktadir (18, 19, 70, 105, 158).

Calismamizda B12 vitamin eksikliginin fonksiyonel biyobelirtecler ile arastirilmasi
amactyla, B12 vitamin eksikligi riski altinda olan FKU’li hastalar ve herhangi bir hastaligi
olmayan saglikli bireyler degerlendirildi. Plazma MMA diizeyleri, stabil izotop isaretli
internal standart kullanilarak LC-MS/MS’de MRM modunda, tiirevlendirme gerektirmeyen
ornek hazirligr ve kisa analiz siiresi olan bir yontem ile belirlendi (104). Literatiirde LC-
MS/MS ile gergeklestirilen MMA 06lglim yontemlerinin ¢ogunda, SAX (gli¢lii anyon
degistici) kolonlar ile kati faz ekstraksiyonu veya farkli organik solventler ile sivi-sivi
ekstraksiyon islemleri sonrasinda genellikle tiirevlendirme yapilmistir (19, 102, 103, 157,
158, 161). Bu calismalarin disindaki diger calismalarda ise protein c¢oktiirme veya
ultrafiltrasyon islemleri sonrasinda asit ilavesi yapilmistir (35, 104, 106, 107). Calismamizda
kullandigimiz Hempen ve ark. (104) tarafindan gergeklestirilen yontemin ayni metodolojiyi
kullanan diger yontemlere gore lstiinliigl, tiirevlendirme gerektirmemesi, daha hizli analiz

stiresi ve MMA ile birlikte ayn1 anda Hcy kantitasyonuna olanak tanimasidir.

Laboratuvarimizda kendi kosullarimizda gerceklestirdigimiz MMA optimizasyonu
calismalarinda; MRM modunda MMA ve d;-MMA izlemi i¢in segilen ana iyon/iiriin iyon
ciftleri literatlir ile uyumlu bulundu (35, 104, 106, 107, 161). MMA ve d;-MMA’nin
kromatografik alikonma zamanlar1 sirasiyla 4.16 dk ve 4.08 dk olarak belirlendi. Yapilan
calismalarda kullanilan kolon ve mobil faz akis 6zellikleri gibi kromatografik kosullara gore

alikonma zamanlari, 40 s ile 4.9 dk arasinda degismektedir (19, 35, 102-107, 157, 158, 161).

MMA’nm analizi sirasinda dikkat edilmesi gereken onemli bir konu da dogal olarak

olusan ve fizyolojik konsantrasyonu MMA’dan yaklasik 50 kat daha fazla olan siiksinik asit
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(SA) girisiminin engellenmesidir. Siiksinik asit, MMA’nin yapisal izomeri olmasi nedeniyle
MMA ile aynt m/z degerine sahiptir. Bu nedenle, kromatografik olarak iyi bir sekilde
ayrimlanmasi gerekmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalarin bir¢gogunda SA 0.24-0.6 dk fark ile
ayrimlanmistir (35, 104-106, 157, 158). Bizim ¢alismamizda ise SA, MMA’dan 1.04 dk 6nce

giivenli bir sekilde ayrimlanmaktadir.

Yontem optimizasyonu sonrasinda MMA icin yapilan yéntem gegerlilik
calismalart degerlendirildiginde; Bu calismalarin 6nemli bir kisminda MMA standartlarinin
ve kalite kontrol orneklerinin diliisyonunda kullandigimiz plazma havuzunun endojen MMA
konsantrasyonu plazma MMA referans aralifi icinde yer almaktaydi. Literatiirdeki MMA
analiz yontemlerinde kalibrasyon egrisi standartlarinin diliisyonunda su (102, 103, 157, 158)
ya da serum/plazma havuzu (19, 35, 104-107) kullanilmistir. Caligmamizda su ve plazma
havuzu kullanarak ¢izdigimiz iki farkli kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayilar1 (R?) 1’e
yakindi ve egimleri arasinda onemli bir fark bulunmadi. Sonuglarimiz bu iki diliient ile
hazirlanan kalibrasyon egrilerini karsilagtiran literatiirdeki tek bir ¢alismanin sonuglar ile
paralellik gostermektedir (106). Ayrica 57 plazma 6rneginin iki farkli kalibrasyon egrisi ile
hesaplanan MMA konsantrasyonlar1 birbiri ile uyumlu bulundu. Bu sonuglar dogrultusunda
hazirlanan her iki kalibrasyon egrisi de ¢alismamiz i¢in uygun bulundu. Ancak literatiirde
agirlikli olarak 6rnek matriksi ile hazirlanan kalibrasyon egrilerinin kullanilmasi nedeniyle ve
ornek matriksi ile standart matriksini es tutarak olasi interferanslari engellemek amaciyla,
calismanin geri kalan kismini1 plazma havuzu ile hazirlanan kalibrasyon egrisini kullanarak

gerceklestirdik.

Calismamizda ti¢ tekrarli olarak ¢izilen kalibrasyon egrisinin ortalama egim degeri
optimize ettifimiz yontemin yiiksek analitik duyarliligini, diisiik standart sapma degeri ise
analitik prosediiriin tekrarlanabilirliginin yeterliligini, her bir standart icin elde edilen

%100 + 4 degeri de yontemin yiiksek analitik dogrulugunu gostermektedir.
g y yu grulug g

Kullandigimiz yontemin plazma MMA referans araligi iist sinirinin yaklagik 400 katina
kadar (100 pmol/L) dogrusal bulunmasi, 6zellikle yiiksek MMA diizeylerinin gorildiigii
kalitsal metilmalonik asidiirilerin tanisinda da bu yontemin kullanilabileceginin gostergesidir.
Calisgmamizda elde edilen dogrusallik sinir1 Hempen ve ark.’nin sonuglart ile uyumlu
bulunmustur (104). Diger caligmalardaki dogrusallik sinir1 3-250 umol/L arasindadir (19, 35,
103-105, 157, 161).
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Ug farkli konsantrasyonda hazirlanan kalite kontrol ornekleri ile gergeklestirilen
kesinlik calismalarinda, giin i¢i ve giinler arasinda sirasiyla 4.0 ve 6.0’dan diisiik olarak

bulunan %CV degerleri yontemin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Yontemimizde 0.021 pmol/L  olarak belirledigimiz tespit limiti literatiirdeki
calismalarda bildirilen tim degerlerin (0.03-0.1 pmol/L) altindadir (19, 103-107). Yontemin
kantitasyon limiti (0.085 umol/L) ise literatiir ile uyumlu bulunmustur (19, 103, 106, 107,
161).

Diistik ve yiiksek konsantrasyonlu iki plazma 6rnegi i¢in sirasiyla %87.6 ve %86.4
olarak bulunan geri kazanim sonuglari yontemin yiiksek dogrulugunu gostermektedir.
Literatiirde yapilan yontem c¢alismalarinda MMA geri kazanimi %66-120 arasinda

degismektedir (19, 102-107, 157, 158).

Sonu¢ olarak; MMA analizi i¢in laboratuvarimizda gerceklestirdigimiz yontem
gecerlilik caligmalarimin  sonuglart optimize edilen yontemin gilivenilir bir sekilde
uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Ayrica elde edilen sonuglar literatiirdeki diger yontem

calismalari ile de uyumlu bulunmustur.

Fenilketoniiri ve kontrol gruplart B12 vitamini durumu ile iliskili biyokimyasal
parametreler agisindan incelendiginde; 1ki grup arasinda B12 vitamini, MMA ve Hcy
agisindan fark olmamasma karsin, FKU grubundaki olgularin %12.9’unda B12 vitamini
diizeyinin diisiik, %29’unda MMA diizeyinin ve %09.7’sinde Hcy diizeyinin yiiksek
bulunmasi, bu hastalarda fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin varliginin goz ardi edilmemesi
gerektigini gostermektedir. FKU grubunda B12 vitamin diizeyi normal olanlarin %37 sinde
MMA (%29.6) ve Hcy (%7.4) diizeylerinin yiiksek, kontrol grubundaki saglikli ¢ocuklarin
%30.7’sinde MMA diizeyinin ve %11.5’inde Hcy diizeyinin yliksek bulunmasi ise B12
vitamin diizeyinin referans aralik ig¢inde olsa da fonksiyonel bir B12 vitamin eksikligi
olabileceginin gostergesidir. Iki grup arasinda fonksiyonel B12 vitamin eksikligi belirtegleri
acisindan anlamli fark bulunamamasi, olasilikla kontrol grubunda olgu grubuna yakin oranda
ve serum B12 vitamini konsantrasyonu 6l¢iimii ile tespit edilemeyen fonksiyonel eksiklikten
kaynaklanmaktadir. Diger yandan her iki grupta referans aralik i¢inde kalmasina karsin, FKU
grubunda kontrol grubuna goére anlamli yiiksek bulunan MCV diizeyleri de hastalardaki
fonksiyonel B12 vitamini belirtecleri ile elde edilen B12 eksikligi bulgularin1 destekler

niteliktedir. Ayrica, her iki grupta da folik asit eksikligi olmamasma karsin, folik asit
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degerlerinin FKU’li grupta kontrole gore anlamli yiiksek bulunmasi, olgu grubundaki MCV
yiiksekliginin folik asit eksikliginden kaynaklanmadigini ortaya koymaktadir. Bu fark
hastalarin fenilalaninden kisitli diyetlerinin biiyiik miktarda sebze ve meyve icermesi ile

aciklanabilir.

Hanley ve ark.’nin (11) adolesan ve geng yetiskin 37 FKU’li hastada yaptiklari
calismada; hastalarin %16.0’sinda B12 vitamin diizeyi disiik (<202 pg/mL), diger
%16.0’sinda ise B12 vitamin diizeyi diisiik normal (202-270 pg/mL) bulunmustur. Bizim
calismamizda hastalarin %12.9’unda B12 vitamini diizeyi diisiik (<200 pg/mL), %19.3’linde
ise diisiik normal (200-300 pg/mL) bulunmustur. Bu ¢alismadan farkli olarak ele aldigimiz
saglikli kontrollerde ise B12 vitamin diizeyi diisiik olmamasina karsin, subklinik eksikligin
varligt hastalarin  %15.4’tinde  gOsterilmistir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismada

degerlendirilen parametrelere ek olarak MMA ve Hcy diizeyleri de 6l¢iilmiistiir.

B12 vitamin durumunu ilk kez holoTC, MMA ve Hcy diizeyleri ile degerlendiren Hvas
ve ark. (15) 31 FKU’li hastada yaptiklar1 ¢alismada, bu parametrelere ek olarak toplam TC
(toplam transkobalamin) ve TC doygunlugunu (holoTC/totalTC) da belirlemislerdir.
Calismamizdan farkli olarak, bu calismaya yalnizca 18-43 yas arasindaki yetigkin FKU’li
hastalar dahil edilmis ve kontrol grubu kullanilmamistir. Hastalarin %29.0’unda B12 vitamini
diizeyi diisiik (<270 pg/mL), diger %48.3’linde holoTC diizeyi diisiik (<50 pmol/L), toplam
hastalarin %32’sinde ise MCV diizeyleri yiiksek (>100 fL) tespit edilmistir. B12 vitamin
diizeyi diisiik olan hastalarin digerlerine gore MMA diizeylerinde (>0.28 pmol/L) anlaml
yiikksek ve toplam TC diizeylerinde anlamli diisiik fark varken, Hcy ve holoTC diizeyleri
agisindan bir fark bulunmamistir. FKU’li hastalarin  hicbirinde folik asit eksikligi
bulunmamasina karsin %29.0’unda Hcy diizeyleri yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda
da tiim hastalarin folik asit diizeyleri normal iken, %11.5’inde Hcy diizeylerinin yiiksek
bulunmas1 bu calisma ile paralellik gostermektedir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamiza gore,
diisiik B12 vitamini diizeyi olan olgu sayisinin fazla olmasinin nedeni kullanilan B12 vitamin
referans aralifinin alt smirinin yiikksek tutulmasidir. Ayrica hastalarin bir haftalik diyet
Oykiilerinin alinarak B12 ve B6 vitaminlerinin diyetsel alimi kontrol edilmistir. Hastalarin
%39’unun Onerilenden daha az BI2 vitamini, %71’inin ise daha az B6 vitamini aldig1

gosterilmistir.
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Vugteveen ve ark. (16) tarafindan yapilan ve sadece fonksiyonel B12 vitamin
eksikliginin biyobelirteclerini degerlendiren retrospektif bir ¢calismada; genis yas araligindaki
(1-37 yas) 75 FKU’li hasta ele alinmistir ancak kontrol grubu kullanilmamistir. Bu ¢alismada
serum B12 vitamini ve plazma Hcy diizeyleri i¢in yasa bagl referans aralik, plazma MMA
icin ise 0.09-0.34 pmol/L referans araligi kullanilmistir. Hastalarin %10.7’sinde B12 vitamin
diizeyleri referans araliklarin altinda iken, geriye kalan hastalarin B12 diizeyleri normal
sinirlar arasinda bulunmustur. Fonksiyonel B12 vitamin eksikligi (yiiksek MMA, yiiksek Hcy,
ya da her ikisi birlikte yiiksek) tiim hastalarin %16.0’sinda belirlenmistir. Bizim ¢aligmamizda
ise tim hastalarin %38.7’sinde ve ayrica bu c¢alismadan farkli olarak degerlendirdigimiz
saglikli kontrollerin 9%38.5’inde fonksiyonel BI12 vitamin eksikligi bulunmustur. Bu
calismanin kisith bir yonii, plazma Hcy konsantrasyonlarina etki edebilen folik asitin
degerlendirilmemesidir. Bizim ¢alismamizda ise FKU’li hasta ve kontrol gruplarinda folik
asit eksikliginin bulunmamasi, Hcy diizeylerinin B12 vitamin eksikligine bagli olarak

yiikseldigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda FKU’li grup kan fenilalanin diizeylerine gore “diyete uyan” ve “diyete
uymayan” olmak iizere iki alt gruba ayrildiginda ve bu gruplar kendi aralarinda ve kontrol
grubu ile BI2 vitamini durumu agisindan karsiastirildiginda; FKU grubundaki B12
vitamin diizeyi diisiik olan az sayidaki hastanin %75.0’inin diyete uymadigi, %25.0’inin ise
diyete uyumlu oldugu belirlendi. Benzer sekilde MMA diizeyleri yiiksek olan hastalarin
%77.8°1 diyete uyumsuz, %22.2’si uyumlu idi. Yiiksek Hcy diizeylerine sahip olan az
sayidaki hastanin %66.7’si ise diyete uymamakta, %33.3’li uymaktaydi. Diyete uymayan
hastalarda uyanlara gore fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin daha fazla goriilmesi, bu
hastalarin fenilalaninden kisitli verilen gidalardan bir miktar kacak yapmalarimin disinda,
diyetlerindeki tek B12 vitamin kaynag1 olan amino asit karigtmlarini diizenli almadiklarini ya

da bu karigimlarin biyoyararliliginin diisiik oldugunu diistindiirmektedir.

MCYV degerlerinin referans aralik icinde olmasina karsin, diyete uymayanlarda kontrole
gore anlamli yiiksek bulunmasi, bu grupta bulunan yiiksek MMA ve Hcy oranlarin1 destekler
niteliktedir. Folik asit diizeylerinin diyete uyan ve uymayanlarda kontrole gore yliksek
bulunmasi, yukarida da belirtildigi gibi FKU’li hastalarn saghkli ¢ocuklara gére daha fazla

meyve ve sebze tikketmelerinden kaynaklanmaktadir.
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Literatiirde FKU hastalarinda B12 vitamin eksikligini degerlendiren arastirmalar
arasinda kontrol grubu kullanilan tek bir ¢aligmada (13), 11-38 yaslar1 arasindaki hastalar
aldiklar1 diyete gore kisitli, serbest ve kisitlanmayan olmak lizere ii¢ gruba ayrilmistir.
Normalin altinda B12 diizeyleri (<180 pg/mL) olan hastalarin %60.0’1 normal diyet, %30.0’u
gevsetilmis diyet ve %10.0’u kisith diyet almaktaydi. Bu c¢alismada bizim c¢alisma
sonuclarimiza benzer sekilde, tiim hastalarin folik asit diizeyleri normal ve normalin iistiinde
olup, her bir grubun folik asit diizeyi kontrol grubuna gore anlamli yiliksek bulunmustur.
Ancak ¢alismamizda bu ¢aligmadan farkli olarak diyete uyanlarin %10.0’unda, uymayanlarin
%9.5’inde Hey diizeylerinin yiiksek bulunmasi, tiim FKU grubunda folik asit diizeylerinin
normal olmasina ragmen saptadigimiz fonksiyonel B12 vitamin eksikligini gostermektedir.
Bu calismada kullanilan kontrol grubuna ait degerler daha once gerceklestirilen bir anket
calismasi kayitlarindan retrospektif olarak elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise FKU’li
grup ile yas ve cinsiyet bakimindan uyumlu bir kontrol grubu secilmistir. Bu ¢aligmanin bir
diger sinirliligt ise B12 vitamini durumunun belirlenmesinde MMA diizeylerinin 6l¢tilmemis

olmasidir.

Calismamizda FKU ve kontrol gruplarinda tiim biyokimyasal parametrelerin
korelasyonlart incelendiginde; FKU’li grupta Hcy ile fenilalanin arasinda bulunan orta
diizeyde anlamli pozitif korelasyon, diyete uymayan ve yiiksek fenilalanin diizeyleri olan
FKU’li hastalarda fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin varhigini destekler niteliktedir.
Vugteveen ve ark.’nm (16) 75 FKU’li olguda yaptiklari ¢aligmada tiim grupta Hcy ve
fenilalanin diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunamazken, yasa bagl referans araliklar
kullanarak olusturulan alt gruplarda bu iki parametre arasinda anlamli korelasyonlar
gosterilmistir. Bizim elde ettigimiz bu anlamli korelasyon 5-18 yas aralifindaki FKU
grubunda ilk kez gosterilmistir. FKU’li grupta Hcy ve MCV arasinda bulunan orta diizeyde
anlaml pozitif korelasyon B12 vitamini eksikliginde her iki parametrenin birlikte degisimini
destekler niteliktedir. Bu sonuclarimiz Hvas ve ark.’nin ¢alismasinda elde ettigi sonuglar ile
paralellik gostermektedir (15). Ayrica calismamizda saptadigimiz Hcy ile folik asit arasindaki
orta dilizeyde anlamli negatif korelasyon, iki parametre arasinda beklenen iliskiyi

yansitmaktadir.

Kontrol grubunda fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin belirtecleri olan MMA ve Hcy
arasinda bulunan orta diizeyde anlamli pozitif korelasyon, fonksiyonel B12 vitamin

eksikliginde her iki belirtecin konsantrasyonlarinda meydana gelen artis1 kanitlar niteliktedir.
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MMA ve trombosit diizeyleri arasinda bulunan giiclii diizeyde anlamli negatif korelasyon,
fonksiyonel B12 vitamini eksikliginde artan MMA konsantrasyonu ile, vitamin B12
eksikliginde nadir goriilen azalan trombosit diizeyleri arasindaki iligki B12 vitamin

eksikliginde beklenen degisiklikleri destekler niteliktedir.

FKU ve kontrol gruplari birlestirilerek biyokimyasal parametreler arasindaki
korelasyon yeniden incelendiginde; Gruplarin tek tek ele alinmasiyla bulunan korelasyonlara
ek olarak, B12 vitamini ile MMA ve MCV arasinda bulunan orta diizeyde anlamli negatif
korelasyon B12 vitamin eksikliginde MMA ve MCV diizeylerinde beklenen degisikligi

yansitmaktadir.

Calismamizda FKU ve kontrol gruplari birlikte ele alinarak, fonksiyonel B12
eksikliginin belirlenmesinde bir belirtec olan MMA olciimiiniin, serum B12 vitamini
olciimiine gore tani koymadaki degeri incelendiginde; Plazma MMA 06l¢limiiniin serum B12
Olclimiine gore 5.33 kat (%95 GA=1.62-17.49) daha fazla tan1 koydugu bulunmustur. Giiven

araliginin genis bulunmasi ¢alismaya alinan kisi sayisinin az olmasi nedeniyledir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamuzda elde edilen sonucglar asagida ozetlenmistir:

1. FKU’de uygulanan fenilalaninden kisitl diyete uymayanlarda fonksiyonel B12
vitamin eksikligi riskinin diyete uyanlara gére daha yiiksek olabilecegi gosterilmistir.
Bu bulgular basta kurgulanan hipotezi desteklemektedir.

2. Serum B12 vitamin diizeyleri normal sinirlarda olmasina karsin, B12 vitamin eksikligi
riski altinda olan FKU’li hastalarda ve saglikli kontrollerde, referans ydntem olan
MRM-LC-MS/MS ile gergeklestirilen plazma MMA 6lgiimii yani sira, plazma Hcy
Ol¢timii ile fonksiyonel B12 vitamin eksikliginin varlig1 gosterilmistir.

3. Calismamiz 5-18 yaslar arasindaki cocuk ve adolesanlardan olusan FKU’li hastalarda,
yas uyumlu olarak secilen kontrol grubu kullanilarak fonksiyonel B12 vitamin
eksikliginin arastirildigr ilk ¢aligmadir.

4. FKU’li hastalarda ve saglikli kontrollerde, B12 vitamin eksikliginin belirlenmesinde
MMA o6l¢limiiniin, serum B12 vitamini 6l¢iimiine gore daha fazla tan1 koydurucu
oldugu ilk kez gosterilmistir.

Calismanuzin bulgulari isi$inda sunulan oneriler asagidaki gibidir:

1. FKU’li hastalarda, fenilalaninden zengin hayvansal gidalar tiikketemedikleri icin B12
vitamini eksikligi goriilebilir. Bu hastalarda yilda bir kez yapilan B12 vitamini, folik
asit ve Hcy Olglimiine ek olarak duyarli ve 6zgiil analize olanak taniyan ve klinik
laboratuvarlarda kullanimi giderek yayginlasan MRM-LC-MS/MS yontemi ile MMA
Ol¢iimiinlin yapilmasi, fonksiyonel B12 vitamin eksikligin belirlenmesinde yararli
olacaktir.

2. BI2 vitamininin besinsel aliminda herhangi bir kisitlamanin olmadigi saglikli
cocuklarda, FKU’li hastalardan daha yiiksek oranda fonksiyonel B12 vitamin eksikligi
tespit edilmistir. Bu nedenle B12 vitamin eksikliginin ndérolojik bozukluklar ortaya
cikmadan Once erken asamada belirlenmesi amaciyla, subklinik B12 vitamin eksikligi
olan ¢ocuklardka MMA ve Hcy Ol¢limiiniin yapilmasimin yarar saglayacagi
diisiincesindeyiz.

3. BI12 vitamin eksikliZinde MMA ol¢limiiniin B12 vitamin O6l¢iimiine gore tanisal
degerinin incelenmesinde, ornek sayisi arttirilarak giiven araligmin daraltilmasiyla

daha giivenilir sonuglar elde etmek miimkiin olacaktir.
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EK 2. HASTALAR ICIN BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Fenilketoniiri diyetimizle aldigimiz fenilalanini tirozin ad1 verilen bir bagka aminoaside
ceviren bir enzimin (fenilalanin hidroksilaz) genetik yoklugu sonucu ortaya ¢ikan bir
metabolik hastaliktir. Fenilketontiri iilkemizde yenidogan tarama programinda bulunan ve bu
sayede erken tami alabilen bir hastaliktir. Hastalik tedavi edilmezse agir zeka geriligi ile
sonuclanmaktadir. Bu nedenle yenidogan doneminden itibaren tani alan biitiin fenilketoniirili

hastalara fenilalaninden kisith diyet tedavisi verilmektedir.

Fenilketoniirili ¢ocuklar diyetlerinde kisithi fenilalanin alabilmek i¢in hayvansal dogal
protein kaynaklarinmi (et, siit, yumurta, kuru baklagiller) tiikketememektedirler. Bunun yerine
protein ve enerji kaynagi olarak fenilalanin igermeyen 6zel formiilalar (mamalar)
kullanmaktadirlar. B12 vitamini en fazla hayvansal protein kaynaklarinda bulunur. Bu

nedenle fenilketoniirili hastalarda B12 vitamini eksikligi ortaya ¢ikabilir.

Bu calismada fenilketoniirili ¢ocuklarda kan B12 diizeyi, B12 vitamini eksikliginin
erken gostergeleri olan kanda metilmalonik asit ve homosistein diizeyleri bakilacaktir. Bu
verilerle ¢ocugunuzun agirlik, boy, fenilalanin diizeyi, diyetle aldig1 enerji ve protein miktari,
kan sayimi parametreleri arasinda iliski kurulacaktir. Oncelikle bu sonuglarla cocugunuzda
B12 vitamini eksikligi olup olmadigin1 6greneceksiniz. Eger eksiklik varsa ¢cocugunuza tedavi
baslanacaktir. ikinci olarak da diinya literatiirii i¢in 6nemli bir kaynak olusturacak olan bdyle

bir arastirmaya katilmis olacaksiniz.

Caligmaya katilim tek kontrolle sinirhidir ve hastamiz hastaligi ve tedavisinin
gerektirdigi siklikta poliklinik kontrollerine gelmeye devam edecektir, bu ¢aligma i¢in tekrar
cagirilmayacaktir. Kan alinma islemi sonrasinda hastaniza uygulanacak herhangi bir ek islem

bulunmamaktadir.

Kan alma islemi sirasinda kanin damar disina sizmasina bagh ciltte morarma ve agri
olabilir, bu durum ¢ocugunuz i¢in ciddi bir risk olusturmayacak; kendiliginden gerileyecektir.
Ayrica ¢ocuklarda damarlarin her zaman c¢ok belirgin olmamasindan dolayr kan alma
isleminin basarisiz olma ihtimali mevcuttur, bu durumda islemin tekrar denenmesi
gerekebilir. Bunun disinda hastanizin aragtirmaya bagli herhangi bir zarar gérmesi s6z konusu
degildir. Herhangi bir sorunuzun olmasi halinde bilgi almak i¢in Dr. Nur Arslan veya Dr.

Ishak Isik ile iletisim kurabilirsiniz. Hastanizin kanlar1 calisma sonunda imha edilecektir.

108



Sizinle birlikte yaklasik 30 hastanin ¢alismaya dahil edilmesi planlanmaktadir. Hasta bu
calismaya katilmay1 reddetme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina
sahiptir. Bu ¢alismaya katilmaniz veya bagladiktan sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz
daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina
bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu ¢alisma sirasinda bakilacak ek parametreler
icin gerekli olan islemin masrafi size veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel
higbir kurum veya kurulusa odetilmeyecektir. Bu calismada yer aldiginiz siire igerisinde
kayitlarimizin yani sira iligkili saglik kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte
kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir.
Calisma verileri herhangi bir yaymn ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz
kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.

Yukaridaki bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla séz
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi- soyada: Telefon:
Adres: imzasi:

Goniilliiniin veli/vasisi

Adi- soyad: Telefon:
Adres: imzas::

Aciklamalari yapan arastirmacinin

Adi- soyadi: Dr. Ishak Isik
Telefon: 0505 222 68 68
imzasi:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamikhik eden kurulus gorevlisinin
Adi-soyadi: Gorevi:
imzasi:

Tarih: ....... Y A e
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EK 3. KONTROLLER iCiN BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU

Fenilketoniiri diyetimizle aldigimiz fenilalanini tirozin adi verilen bir bagka
aminoaside ¢eviren bir enzimin (fenilalanin hidroksilaz) genetik yoklugu sonucu ortaya ¢ikan
bir metabolik hastaliktir. Fenilketoniiri tilkemizde yenidogan tarama programinda bulunan ve
bu sayede erken tani alabilen bir hastaliktir. Hastalik tedavi edilmezse agir zeka geriligi ile
sonuclanmaktadir. Bu nedenle yenidogan doneminden itibaren tani alan biitiin fenilketoniirili

hastalara fenilalaninden kisith diyet tedavisi verilmektedir.

Fenilketoniirili ¢ocuklar diyetlerinde kisitli fenilalanin alabilmek i¢in hayvansal dogal
protein kaynaklarinmi (et, siit, yumurta, kuru baklagiller) tiikketememektedirler. Bunun yerine
protein ve enerji kaynagi olarak fenilalanin igermeyen oOzel formiilalar (mamalar)
kullanmaktadirlar. B12 vitamini en fazla hayvansal protein kaynaklarinda bulunur. Bu

nedenle fenilketoniirili hastalarda B12 vitamini eksikligi ortaya ¢ikabilir.

Bu calismada fenilketoniirili ¢ocuklarda kan B12 diizeyi, B12 vitamini eksikliginin
erken gostergeleri olan kanda metilmalonik asit ve homosistein diizeyleri bakilacaktir. Bu
verilerle cocugunuzun agirlik, boy, fenilalanin diizeyi, diyetle aldig1 enerji ve protein miktari,
kan sayimi parametreleri arasinda iliski kurulacaktir. Bu ¢aligmaya katilmaniz birkag¢ acidan
onem tagimaktadir: Oncelikle gocugunuzda B12 vitamini eksikligi olup olmadig1 dgrenilecek
ve eksiklik saptanirsa tedavisi planlanacaktir. Ikincisi diinya literatiiriine énemli katkilar
saglayacak boyle bir arastirmaya katilmis olacaksiniz. Ayrica, hasta ¢cocuklarda goriilen B12
eksikliginin sikligin1 ve diizeyini anlamamiz i¢in sizinki gibi saglikli ¢ocuklarla

karsilastirilmasi gereklidir.

Bu ¢alismada, hastanemiz polikliniklerinde muayene edilen ve herhangi bir tarama i¢in
(kan sayimu, tiroid testleri, kan sekeri, hepatit taramasi vb.) kan alinmasi planlanan saglikli
cocugunuzdan bu testler i¢in alinacak kan Orneklerinden yukaridaki incelemelerde
yapilacaktir. Calismaya katilim tek seferle smirhidir ve ¢ocugunuz calisma igin tekrar
cagirilmayacaktir. Kan alimma islemi sonrasinda ¢ocugunuza uygulanacak herhangi bir ek
islem bulunmamaktadir. Kan alma islemi sirasinda kanin damar disina sizmasina bagl ciltte
morarma ve agri olabilir, bu durum c¢ocugunuz icin ciddi bir risk olusturmayacak;
kendiliginden gerileyecektir. Ayrica c¢ocuklarda damarlarin her zaman ¢ok belirgin
olmamasindan dolay1 kan alma isleminin basarisiz olma ihtimali mevcuttur, bu durumda

islemin tekrar denenmesi gerekebilir. Bunun disinda hastanizin arastirmaya bagli herhangi bir
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zarar gormesi s06z konusu degildir. Herhangi bir sorunuzun olmast halinde bilgi almak i¢in Dr.
Nur Arslan veya Dr. Ishak Isik ile iletisim kurabilirsiniz. Cocugunuzun kanlar1 calisma
sonunda imha edilecektir. Sizinle birlikte yaklasik 30 saglikli ¢cocugun g¢alismaya dabhil

edilmesi planlanmaktadir.

Goniilli bu calismaya katilmayi reddetme ya da arastirma bagladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Bu c¢aligmaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da
gonilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu ¢aligma sirasinda
bakilacak ek parametreler i¢cin gerekli olan islemin masrafi size veya gilivencesi altinda

bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

Bu calismada yer aldiginiz siire icerisinde kayitlarimizin yani sira iligkili saglik
kayitlariiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz
yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve
raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve wveriler izlenerek size
ulagilamayacaktir.

Yukaridaki bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla séz

konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi- soyad: Telefon:
Adres: imzas::

Goniilliiniin veli/vasisi

Adi- soyadi: Telefon:
Adres: imzas::

Aciklamalari yapan arastirmacinin

Adi- soyadi: Dr. ishak Isik
Telefon: 0505 222 68 68
imzas::

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamiklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-soyad: Gorevi:
imzas::

Tarih: ....... Y eeernee
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DiGER AKADEMIK FAALIYETLER
Diger Faaliyetler (Eser/gorev/faaliyet/ sorumluluk/olay/iiyelik vb.)

Bilimsel Toplanti1 Diizenleme

Ulusal katilimli, diizenleme komitesinde gorevli olarak “Oksidatif Stres, DNA Hasari,
DNA Onarimi ve Hastaliklarla iliskisi’’ teorik ve uygulamali kursu, 22-25 Mayis 2012,
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, [zmir.

Uluslararasi katiliml, diizenleme komitesinde gorevli olarak
“6. ORPHEUS Conference-PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences”,
27-30 Nisan 2011, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, [zmir.

“Kalite Kilavuzlari Temelinde Laboratuvar Hesaplamalar1 ve Degerlendirmeleri” konulu
teorik ve uygulamali kurs, 11-12 Mayis 2012, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Ankara.

“FEBS Education Workshop “Trends in Undergraduate Biomolecular Science Education &
Tips for Postgraduate Students and Beyond”, 29-30 Mart 2012, Izmir.

“HPLC Metod Gelistirme” konulu teorik kurs, 27 Ekim 2011, Izmir (Diizenleyen Kurulus:
SEM Laboratuvar Cihazlar1 & HICHROM Limited).

“Kanser Biyolojisinde Giincel Konular” konulu teorik kurs, 31 Mayis-3 Haziran 2011,
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Izmir.

“Proteomics applications on 4000QTRAP” egitimi, 22-24 Mart 2011, Darmstadt, Germany.

“Klinik Laboratuvarlarda Analitik Kalite Yonetimi ve Referans Araliklar1 Hesaplama
Kurslar1”, 16-18 Aralik 2010, [zmir.
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“Oksidatif Stres, DNA Hasar;, DNA Onarimi ve Hastaliklarla Tliskisi’’ teorik kursu, 15-18
Haziran 2010, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Izmir.

“Deney Hayvanlar1 Kullanim Kursu”, Nisan 2010, Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi,
[zmir.

Tiirk Biyokimya Dernegi Uyeligi, 2011-....

YAYINLARI

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

FEBS Education Workshop “Trends in Undergraduate Biomolecular Science Education &
Tips for Postgraduate Students and Beyond” Poster Sunumu. A model of biochemistry dry
practical for learning liver functions and bilirubin metabolism in Medical School; student
feedback. Islekel H, Akis M, Kant M. 29-30 Mart 2012, Izmir.

FEBS Education Workshop “Trends in Undergraduate Biomolecular Science Education &
Tips for Postgraduate Students and Beyond” Poster Sunumu. A biochemistry dry practical
based on metabolic asid-base disorder cases as an effective vehicle for comprehension of
acid-base balance. Islekel H, Kant M, Akis M. 29-30 Mart 2012, Izmir.

23. Ulusal Biyokimya Kongresi Poster Sunumu. “Akciger kanserinde doku ve serum VEGF,
anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 diizeylerinin degerlendirilmesi”. Islekel H, Yusufoglu N,
Kant M, Akis M, Sanli1 A, Ozdemir N. 29 Kasim-2 Aralik 2011, Adana.

23. Ulusal Biyokimya Kongresi Poster Sunumu. “Sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometresi ile hasarli DNA niikleozidleri S-cdA ve 8-OH-dG’nin idrarda 6l¢limii i¢in
yontem gegcerlilik ¢aligmas1.” Kant M, Akis M, Tuna G, Islekel H, Kirkal1 G, Dizdaroglu M.
29 Kasim-2 Aralik 2011, Adana.

6th ORPHEUS Conference-PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences
Poster Sunumu. “The PhD Program in Department of Medical Biochemistry Institute of
Health Sciences Dokuz Eylul University.” Kant M, Tuna G, Akis M, islekel H, Kirkali G.
27-30 Nisan 2011, izmir

22. Ulusal Biyokimya Kongresi S6zIlii Sunum. “Metilmalonik asit dl¢timiinde LC-MS/MS-
MRM yénteminin gegerliliginin belirlenmesi.” Akis M, Ding M, Islekel H. 27-30 Ekim
2010, Eskisehir.
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