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RAPOR FORMATI

I. Projenin Tiirkge ve Ingilizce Ad1ve Ozetleri
OZET

_ BAZI PEPTIT YAPILI ANALITLERIN (ACTH, INSULIN, C-PEPTIT VE IGF-1)
OLCUMUNDE HEMOLIZ INTERFERANSININ VE N-FENIL MALEIMIDIN OLASI
KORUYUCU ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

Ama¢: Bu ¢ahismada hemoliz sonucunda sahnan proteolitik enzimlere bagl olarak peptit yapil
parametrelerde azalmayr gostermek ve N-fenil maleimid (NPM) ekleyip proteaz enzimlerinin
inhibisyonunu saglayarak azalmayi 6nlemek amaglanmigtir.

Gereg¢ ve Yontem: Laboratuvara gelen hasta kanlarimin istenilen parametreleri ¢aligildiktan sonra artan
hasta serum ve plazmalarindan havuz olugturularak bu galisma gerceklestirildi. Segilen numunelerin
[konsantrasyonlarinin klinik karar noktalarina yakin olmasmna 6zen gosterildi. Her parametreden iki
farklt seviye serum/plazma havuzu olusturuldu. Her bir havuz iki esit hacme bdliiniip birine NPM
eklenerek NPM’li ve NPM’siz gruplar elde edildi. Her grup 5 tekrarla ¢aligildi. Numune olarak her
tekrarda 400 pL serum/plazma kullanildi. Hemolizat olugturmak icin EDTA’l1 tam kan tiipleri santrifiij
edilerek plazmalart uzaklagtirildi. Plazmaya esit hacimde % 0,9'hik SF koyulup 5 kez yikama
aerceklestirildi. Her yikamadan sonra santrifiij edildi. Distile su eklenerek ozmotik sok metoduyla
hemoliz indiiklendi. | gece -20 °C’de bekledikten sonra hemoglobin konsantrasyonu dlgiilerek uygun
diliisyonlarla 1000 mg/dL, 500 mg/dL ve 250 mg/dL. hemolizatlar elde edildi. 400 pL. serum/plazma
iizerine 100 pL hemolizat eklenerek 200 mg/dL, 100 mg/dL ve 50 mg/dL. HI'ler olugturuldu. 0 mg/dL
hemolizat seviyesi i¢in SF kullamldi. ACTH ve C-peptit elektrokemilliminesans, insiilin ve IGF-1 ise
[RMA yontemiyle Slgiildi.

Bulgular: ACTH nin diisiik seviyesinde 200 mg/dL, yiiksek seviyesinde ise 100 mg/dL. hemolizden
r(tibaren interferans goriildii. Ayrica ACTH diisiik seviyesinde (200 Hi p=0,043) ve yiiksek seviyesinde

100 Hi p=0,043, 200 HI p=0,043) NPM eklenmesi ACTH degerlerinde yiikselmeye neden oldu.
insiilin yiksek seviyesinde 100 HI’den itibaren hemolize bagli anlaml diisiis tespit edildi. NPM’nin
koruyucu etkisi ise insiilin yiiksek seviyesinde 200 Hi’de (p=0,043) goriildii. C-peptit ve IGF-1 ise her
liki seviyede de 200 Hi’ye kadar hemolize bagli herhangi bir interferans goriilmedi.

Sonuglar: ACTH ve insiilinde belli bir noktadan itibaren hemolizat seviyesi arttik¢a proteaz enzimleri
peptit yapili hormonlar1 pargalayarak negatif interferansa neden olmaktadir, NPM eklenmesi ise
proteaz enzim inbisyonu yaparak bu kaybi azaltti. Bu veriler laboratuvara gelen kanlar reddetmede
veya kabul etmede yol gosterici olabilir. Boylece laboratuvar hatalar) azaltilarak daha dogru sonuglar
verilebilir,

Anahtar Sézciikler: Hemoliz, interferans, NPM, peptit yapili analitler, proteaz inhibitdrleri

SUMMARY
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[EVALUATION OF HEMOLYSIS INTERFERENCE AND POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT
N-PHENYL MALEIMIDE ON THE MEASUREMENT OF SOME PEPTIDE STRUCTURED
ANALYTES (ACTH, INSULIN, C-PEPTIDE AND IGF-1)

Aim: In this study, it was aimed to show the decrease in the peptide structure parameters due to
proteolytic enzymes released as a result of hemolysis and to prevent decrease by adding N-phenyl
maleimide (NPM) and inhibiting protease enzymes.

Material and Methods: After the study of the desired parameters of the patient blood coming to the
laboratory, a pool was created from the remaining serum and plasma. Care was taken to ensure that the
concentrations of the selected samples were close to the clinical decision points. Two different levels of
serum/plasma pool were generated for each parameter. When each pool was divided into two equal
volumes and NPM was added to one, NPM and without NPM groups were obtained. Each group was
studied in 5 replicates. 400 pL serum/plasma was used as a sample. Whole blood tubes with EDTA
were centrifuged to form hemolysate and their plasmas were removed. Instead of plasma, an equal
volume of 0.9 % SF was added and 5 washings were performed. Centrifuged after cach wash.
t-lemolysis was induced by osmotic shock method by adding distilled water. After waiting at -20 °C for

night, the hemoglobin concentration was measured and 1000 mg/dL, 500 mg/dL and 250 mg/dL
hemolysates were obtained with appropriate dilutions. 100 pL of hemolysate was added to 400 pL of
serum/plasma to form 200 mg/dL, 100 mg/dL and 50 mg/dL HI. SF was used for the hemolysate level
of 0 mg/dL. ACTH and C-peptide were measured by electrochemiluminescence, insulin and IGF-1 by
IRMA method.

Results: Interference was observed from the hemolysis of 200 mg/dL at the low level of ACTH and
from the 100 mg/dL hemolysis at the high level of ACTH. Furthermore, the addition of NPM at the
ACTH low level (200 HI p = 0.043) and at the high level of ACTH (100 HI p = 0.043, 200 HI p =
0.043) caused an increase in ACTH values. Significant decreases due to hemolysis in high level insulin
were detected from 100 mg/dL HI. The protective effect of NPM was determined at the high level of
insulin at 200 mg/dL HI (p = 0.043). No interference from hemolysis was observed at C-peptide and
!ICGF-l at both levels until 200 mg/dL HI.

onclusion: As the hemolysate level increases from a certain point, protease enzymes break down the
peptide-structured hormones and cause negative interference on ACTH and insulin. The addition of
INPM reduced the loss of these enzymes by inactivating the protease enzyme. These data may be a
guide in rejecting or accepting blood from the laboratory. Thus, more accurate results can be given by
reducing laboratory errors.

Keywords: Hemolysis, interference, NPM, peptide structured analytes, protease inhibitors
II. Amagve Kapsam

Projemizin amaci, bazi peptit yapil analitlerin (ACTH, insiilin, C-peptit ve IGF-1) serum/plazma
diizeylerine hemolizin etkilerini gostermek ve hemolizli numunelerde N-fenil maleimidin (NPM)
blasi koruyucu etkisini degerlendirmektir. Calismamizda NPM’nin proteolizi dnleyici etkisinin
oisterilebilmesi  durumunda NPM’li tiiplerin iiretilmesinin ve laboratuvarlarda kullaniminin

nerilebilecegi degerlendirilmektedir.

III. Materyal ve Yontem
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Numunelerin Secilmesi ve Gruplandirilmasi
Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 12 Subat 2018
tarihli ve 03-128-18 sayili karariyla uygun goriilmistiir. Bu caligmada Haziran 2018-Agustos 2018
tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesi Merkez Laboratuvari ve
Endokrinoloji Laboratuvarina gelen hasta kanlarinin istenilen parametreleri ¢alisildiktan sonra artan
isimlarinda ACTH, insiilin, C-peptit ve IGF-1 Slgiimleri yapildi. Her parametre icin iki farkli seviyede
serum/plazma havuzu olusturuldu. Bu seviyelerin referans aralifinin Ust ve alt degerlerine yakin
blmasina 6zen gosterildi (1). Referans aralifinimn st noktasma yakin hasta kanlar ile yliksek seviye
serum/plazma havuzlari olusturuldu. Referans araligmn alt noktasma yakin hasta kanlan ile diisiik
seviye serum/plazma havuzlar olusturuldu.
Hemolizli, lipemik ve ikterik numuneler ¢aligmaya dahil edilmedi. Her serum/plazma havuzu iki eit
hacme boliinerek bunlardan birine proteaz inhibitorii olan NPM eklendi. Daha sonra, hemoglobin
konsantrasyonlart 1000 mg/dL, 500 mg/dL, 250 mg/dL ve 0 mg/dL olacak sekilde hemolizatlar
olusturuldu.
insiilin hormonuyla yaptigimiz bir 6n ¢alismada 1000 mg/dL hemoglobin seviyesi i¢in 0,05 anlamlilik
diizeyinde 0,80 giig ile drneklem hesabi yapildiginda grup bagmna 5, toplamda 10 tekrarin bu galigma

icin yeterli oldugu saptandi.

Numunelerin Toplanmasi ve Saklanmasi

ACTH icin kanlar mor kapakli KzEDTA’l1 tiiplere alindi. Soguk zincirle laboratuvara ulastirildi.
[aboratuvarda 3600 devirde (RCF: 1960 x g) 10 dk santrifiij edildikten sonra artan plazma analiz
L amanina kadar -80 C°°de dondurularak saklandi. Daha sonra numuneler ¢oziilerek Slgiimler Ankara
(Iniversitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi Merkez Laboratuvarinda otoanalizdr (Roche cobas ¢
411) cihaz1 ile yapildi. Numuneler, kalibratorler ve kontroller Slglimden once ortam sicaklifina
oetirildi. Buharlagma etkisinden dolay1 numune, kalibrator ve kontroller 2 saat i¢inde galisild.

C-peptit calisilacak kanlar sar1 kapakl: jelli biyokimya tiiplerine alindu. 3600 devirde (RCF: 1960 x g)
10 dk santrifiij edildikten sonra serum smekleri elde edildi. Artan serum rnekleri analiz zamanina
kadar -80 C°’de dondurularak saklandi. C-peptit Slgtimleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda otoanalizdr (Roche cobas e 411) cihazi ile yapild1. Numuneler,
kalibratorler ve kontroller 6lgiimden dnce ortam sicakligna getirildi. Buharlasma etkisinden dolay1
numune, kalibrator ve kontroller 2 saat iginde calisildL.

insiilin ve IGF-1 i¢in kanlar sar1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine alindi. 3600 devirde (RCF: 1960 x
o) 10 dk santrifiij edildikten sonra serum srnekleri elde edildi. Artan serum drnekleri analiz zamanina

kadar -80 C°’de dondurularak saklandi. insiilin Berthold Models LB 2111 cihaz ile, IGF-1 ise PC-RIA
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MAS STRATEC cihazi kullanilarak Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi fbni Sina Hastanesi

Endokrinoloji Laboratuvarimda caligildi.
NPM Soliisyonunun Hazirlanmasi

INPM bir proteaz inhibitdrtidiir ve molekiil agirhgy 173,17 gramdir. 1 ml dimetilsiilfoksitte (DMSO)
69.2 mg NPM ¢oziilerek 400 mM NPM soliisyonu elde edildi. Daha sonra her 1 ml serum/plazmaya 3
pl NPM soliisyonu eklenerek 2 mM NPM konsantrasyonu elde edildi (2). Calismamizda NPM’nin kor
etkisi olup olmadigim ekarte etmek icin; ilgili testin zero kalibratorii ve NPM eklenmis zero kalibratorii

slciildii ve herhangi bir kor etkisine rastlanmadi.
L-Iemolizatm Hazirlanmasi ve Hemoliz indeksi (Hi)’nin Belirlenmesi

rHcmolizat olusturmak igin mor kapakli EDTA’l tam kan tiipleri kullamldr. Santrifiij sonrasi plazma
uzaklagtirildiktan sonra esit hacimde % 0,9’luk SF eklenip yikama gerceklestirildi. Daha sonra drnek
santrifiijlenip SF ile yikama islemi 5 kez tekrar edildi. Yikama isleminin ardindan distile su eklenerek
bzmotik sok metoduyla hemoliz indiiklendi. Ornek -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra ¢oziilip
tekrar santriftj edildi (1,3,4). Elde edilen hemolizatin hemoglobin konsantrasyonu tam kan cihazi
(Sysmex XN-3000) ile dlciildii. Olgiilen hemoglobin miktarindan yararlanilarak 1000 mg/dL, 500
mg/dL, 250 mg/dL hemoglobin konsantrasyonlarinda hemolizatlar elde edildi. 0 mg/dL hemolizat
.seviyesi icin % 0,9’luk SF kullanildi. 100 pl hemolizat 400 pl serum/plazma havuzu fizerine eklenince
200 mg/dL, 100 mg/dL ve 50 mg/dL hemoliz indeksi (Hi) seviyeleri olusturuldu. Serum/plazma

havuzu iizerine hemolizatlar eklendikten sonra vorteksleme islemi yapild1.

Serum ve Plazmada Analizi Yapilan Parametrelerin Ol¢iim Yontemleri

ACTH Ol¢giim Yontemi

ACTH tayininde elektrokemiliiminesans (ECL) yontem kullanildi. Test prensibi; immiinolojik sandvig
metoda dayanmaktadir. Birinci inkubasyonda 50 pl numune, ACTH'ye spesifik biyotinli Mab ve
rutenyum kompleksi ile isaretlenmis ACTH ye spesifik Mab bir sandvig kompleks olusturmak i¢in
reaksiyona girer. Daha sonra streptavidin kapli mikropartikiiller eklenerek biyotin ile streptavidin
etkilegimi meydana gelir. ikinci inkiibasyonda reaksiyon Kkargimi, mikropartikiillerin elektrotun
yiizeyinde manyetik olarak tutulduklar1 dlglim hiicresi igine aspire edilir. Baglanmanmus maddeler
izaklastinldiktan sonra elektrot iizerine voltaj uygulanarak kemiliiminesans emisyonu meydana gelir
Ve bir foton sayici ile 8lgtim yapilir.

ACTH’nin referans araligi 7,2-63,3 pg/mL olarak belirlenmistir. Yitksek ve diisiik seviye kontrollerinin
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laboratuvardaki varyasyon katsayisi (CV) sirastyla % 1,56 ve %1,75’tir.

-peptit Olgiim Yontemi

Serum Orneklerinde C-peptit tayini i¢in ECL yontem kullanildy. Birinci inkiibasyonda 20 pl numune,
C-peptite spesifik biyotinli Mab ve rutenyum kompleksi ile isaretlenmis C-peptite spesifik Mab’in
reaksiyona girmesi sonucu sandvi¢ kompleks olusur. ikinci inkiibasyonda streptavidin kapli
mikropartikiiller eklendiginde biyotin ile streptavidin etkilesime girer. Reaksiyon Kkarisimi,
mikropartikiillerin elektrotun yiizeyinde manyetik olarak tutulduklar1 dl¢iim hiicresi igine aspire edilir.
Daha sonra baglanmamig maddeler uzaklagtirilir. Elektrot iizerine voltaj uygulanmasi kemiliiminesans|
emisyonuna neden olup bir foton sayici ile olgtiliir.

C-peptitin referans araligi 1,1-4,4 ng/mL olarak belirlenmistir. Yiiksek ve dugiik seviye kontrollerinin

laboratuvardaki CV’si sirastyla % 2,25 ve % 2,19°dur.

linsiilin Ol¢iim Yontemi

J'Insi'liin tayininde IRMA test kiti kullamld. Yakalayici antikorlar olan Mab]1’ler plastik tiiptin alt ve i¢
yiizeyine tutturulmustur. Kalibrator ve numuneler vortekslenip 50 pl olarak plastik tiiplere pipetlendi.
50 pl '>1 ile isaretlenmis antikor olan Mab2 eklenerek immiinolojik reaksiyon tetiklendi. 2 saat oda
sicakiliginda inkiibe edildi. 2 kez yikama yapildiktan sonra tipe bagh olan radyoaktivite numune
konsantrasyonunu yansitmaktadir. Gama sayacl aracihfiyla plastik tiiplerdeki radyoaktivite dlgiildi.

Kalibrasyon egrisi gizilerek numune konsantrasyonlari hesaplandi.

F_nsij[inin referans aralign 4-16 plU/mL arasindadir. Insiilin kitinin ¢alisma igi (intra-assay) CV’si diigiik
seviye % 2,1, yliksek seviye % 1,5 iken, galigmalar arasi (inter-assay) CV’si diisiik seviye % 6,5,
yitksek seviye % 6,1°dir.

HGF-1 Olgiim Yéntemi

[GF-1 6lgtimii igin IRMA test kiti kullanild. IGF-1'in baglayici proteinlerinden ayrilmast igin ayrigma
asamasi gereklidir. Bunun icin 25 pl serum ile 500 pl dissosiyasyon buffer karisturilip vortekslendi. Bu
numuneler icinde Mabl bulunan plastik tiiplere 50 pl olarak pipetlendi. Daha sonra 300 pl "1 ile
isaretlenmig antikor olan Mab2 eklendi. 1 saat shaker tizerinde inkiibe edildi. 2 kez yikama yapildiktan
sonra gama sayaci ile radyoaktivite dlgiildii. Kalibrasyon egrisi ¢izilip numune konsantrasyonlari

hesaplandi.

IGF-1 kitinin ¢alisma i¢i (intra-assay) CV’si % 5,6 iken, ¢aligmalar arasi (inter-assay) CV’si % 8,3’tr.

[GF-1 testinin referans araliklari yasa gore degiskenlik gostermektedir.
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listatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel analizi ‘SPSS 11.5 for Windows’ paket programiyla yapildi. Sonuglarin
parametrik dagilmadig tespit edildi. Bu durumda dagilimi normal olmayan degiskenler igin tanimlayici
istatistikler; medyan (minimum (min) — maksimum (maks)) olarak gdsterildi. NPM’siz ve NPM’li
oruplar arasinda yapilan ikili kargilastirmalarda Wilcoxon testi uygulandi. p<0,05 i¢in sonuglar
listatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ikiden fazla grubun karsilagtirldigi durumlarda tekrarh
blgiimlerde varyans analizi (repeated measures ANOVA) uygulands. Coklu kargilastirmada farklar
anlamli ¢iktiginda post hoc degerlendirmeler ise Bonferroni testi ile yapildi. p<0,05 icin sonuglar

listatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

IV. Analiz ve Bulgular
ACTH

ACTH min diisiik seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarhi Ol¢limlerde varyans analizi ile
karsilastirildiginda anlamli iliski bulundu (p<0,05). Hemolizat seviyeleri post hoc Bonferoni testi ile
degerlendirildiginde ise SF ile 200 HI arasinda ACTH seviyelerinde anlamli bir diisiis (p=0,011)
izlendi.

ACTH diisiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
oruplarmin Wilcoxon testi ile kargilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 1°de verildi.
Hemolize bagh anlamli ACTH azalmasmnm goriildiigii 200 Hi’de NPM eklenerek ACTH seviyelerinde
anlamli artig goriildii (p=0,043).

Tablo 1. ACTH diisiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon testi

p degerleri.
NPM’siz ve
ACTH Diisiik seviye ACTH Diisiik seviye NPM’li grup
NPM’siz NPM’li karsilastirmasi
HI Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 6,61 (6,59-6,77) 6,75 (6,44-6,85) 0,50
50 7,69 (6,90-7,88) 8,31 (8,01-8,51) 0,043
100 7,02 (6,02-7,2) 8,11 (7,8-8,29) 0,043
200 5,99 (5,43-6,07) 7,35 (7,09-7,84) 0,043

ACTH’nin diisiik seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin
NPM’siz grupta 200 Hi*’de ACTH degeri 5,87 pg/mL iken, NPM eklenen grupta ayni hemolizat
diizeyinde 7,41 pg/mL’ye anlamh bir ylikselis gdsterdi.

ortalamalari Sekil 1°de karsilastirildi.
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ACTH Diisiik Seviye
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Sekil 1. ACTH diisiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarda ortalamalarmin karsilastiriimasi.

ACTH’nin vyiiksek seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarli Slg¢limlerde varyans analizi ile
karsilagtirildiginda anlamli iliski bulundu (p<0,05). Hemolizat seviyeleri post hoc Bonferoni testi ile
karsilastinldiginda ise SF ile 100 ve SF ile 200 Hi’lerinde ACTH seviyelerinde anlamli bir diists
(strastyla p<0,001, p<0,001) izlendi.

ACTH yitksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarmnin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
gruplarin Wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 2’de gosterildi.
Hemolize bagh anlamli ACTH azalmasmin goriildiigi 100 ve 200 Hi’de NPM eklenmesi sonucu
ACTH seviyelerinde anlaml artis gortildii (p=0,043).

Tablo 2. ACTH yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon
testi p degerlert.

NPM’siz ve
ACTH Yiiksek seviye ACTH Yiiksek seviye NPM’li grup
NPM’siz NPM’li karsilastirmasi

HI Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 52,02 (50,88-52,45) 52,22 (51,91-52,92) 0,345
50 51,0 (50,06-51,41) 61,03 (60,06-62,51) 0,043
100 40,01 (39,64-41,1) 58,36 (57,69-60,08) 0,043 B
200 26,18 (25,6-27,13) 49,98 (48,06-51,22) 0,043
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ACTH’nin yitksek seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin ortalamalari Sekil 2’de kargilagtirildi.
NPM’siz grupta 100 ve 200 Hi’de ACTH degerleri sirasiyla 40,2 pg/mL ve 26,3 pg/mL iken, NPM
eklenen grupta 100 ve 200 Hi’de ACTH seviyeleri sirasiyla 58,4 pg/mL ve 50,1 pg/mL’ye anlamh bir
yiikselis gosterdi.

ACTH Yiiksek Seviye
70 — — — —
60 = e—

Ortalama 20

pg/mL 54 ! B NPM'siz
20 1 = NPM'li
10 -
SF
“p<0,05

Sekil 2. ACTH yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarda ortalamalarmin karsilagtirilmasi.

[Bu sonuglar hemoliz sonucunda salman proteazlarm ACTH’y1 pargaladigim dogrulamaktadir. NPM'li

oruplarda ACTH da artig olmas: ise NPM’nin salinan proteazlari inhibe ettigini gostermektedir.

insiilin

insiilinin diisik seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarli Glgiimlerde varyans analizi ile
karsilagtirildiginda anlamls iligki bulundu (p<0,05). Hemolizat seviyeleri post hoc Bonferoni testi ile

degerlendirildiginde ise anlamli sonug bulunamadi.

insiilin duigiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarmin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
oruplarnin Wilcoxon testi ile karsilastiriimasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 3’de verildi. Insiilin

diisiik seviyesinde hemolize bagl bir diisiis goriiliirken, NPM eklenmesiyle anlamls bir artig olmadi.
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Tablo 3. insiilin diisiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon testi

p degerleri.

] NPM’siz ve
insiilin Diisiik seviye Insiilin Diisiik seviye NPM’li grup
- NPM’siz NPM’li karsilagtirmasi
Hi Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) | Wilcoxon p degeri
SF 5,71 (5,14-5,88) 5,32 (5,14-6,31) 0,50
50 5,53 (4,55-5,87) 5,30 (4,42-5,80) 0,686
100 5,27 (4,44-5,62) 5,11 (4,89-5,54) 0,50
200 4,42 (3,59-4,80) 4,77 (4,09-5,42) 0,138

insiilinin diisik seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin ortalamalar1 Sekil 3’de Kkarsilagtirildi.

Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

Insiilin Diisiik Seviye
7 R = —_— ————

|
. L L - u NPM'siz
| | — - - mNPM'li
50 100 200

Hi

Ortalama 4
pIU/mL 5 |

SF

Sekil 3. Instilin diisik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarda ortalamalarinin karsilastirilmasi.

insiilinin yiiksek seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarh olgiimlerde varyans analizi ile
karsilastirildiginda anlamli iligki bulundu (p<0,05). Hemolizat seviyeleri post hoc Bonferoni testi ile
kargilastirnildiginda ise SF ile 100 ve SF ile 200 Hi’lerinde insiilin seviyelerinde anlamli bir diisiis

(sirastyla p<0,04, p<0,001) izlendi.

insiilinin yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
oruplarm Wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 4’de gosterildi.
Hemolize bagli anlamli insiilin azalmast 100 ve 200 Hi’de goriiliirken, NPM eklenmesi sonucu insiilin

seviyelerinde anlamli artig sadece 200 HI’de goriildii (p=0,043).
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Tablo 4. Insiilin yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon
testi p degerleri.

Insiilin Yiiksek seviye Insiilin Yiiksek seviye | NPM’siz ve NPM’li
NPM’siz NPM’li grup karsilastirmasi
Hi Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 10,41 (10,19-10,67) 11,44 (9,81-12,62) 0,08
50 9,56 (8,93-9,89) 9,63 (8,74-11,70) 0,50
100 8,97 (7,14-9,14) 9,99 (8,14-10,44) 0,138
200 7,03 (6,86-8,12) 9,72 (8,89-10,63) 0,043

insiilinin yiiksek seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin ortalamalar1 Sekil 4’te karsilastirildi.
INPM’siz grupta 100 ve 200 HI’de insiilin degerleri sirasiyla 8,62 pIU/mL ve 7,31 plU/MI’ye diisti.
NPM eklenen grupta ise anlamh artisin oldugu 200 Hi’de insiilin seviyesi 9,68 pIU/MI’ye yiikseldi.

Insiilin Yiiksek Seviye

12 5

10

Ortalama

WU/mL ¢ m NPM 'siz

u NPM'li

SF 50 100 200
Hi

:p<0,05

Sekil 4. Insiilin yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarda ortalamalarinin karsilastiriimas.

Bu sonuglar hemoliz sonucunda salinan proteazlarin insiilini pargaladigini dogrulamaktadir. NPM’li

oruplarda insiilinde artis olmasi ise NPM nin salinan proteazlar inhibe ettigini gostermektedir.
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[C-peptit

C-peptitin diisiik seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarli Sl¢timlerde varyans analizi ile

[karsilagtirildiginda anlamli iligki bulunamadi. C-peptit seviyelerinde hemolize bagh diislis gdriilmedi.

C-peptitin diisiik seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
lgruplarin Wilcoxon testi ile kargilastirilmast sonucu elde edilen p degerleri Tablo S’te gdsterildi. C-
peptit iizerinde hemoliz etkisi gozlenmemesine ragmen SF ve 200 HP’lerinde NPM’siz ve NPM’li
gruplar arasinda anlamh p degetleri elde edildi. Ancak anlamli iligki bulunan NPM’li gruplarda artis

yerine diisiis gézlendi.

Tablo 5. C-peptit diigiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon

testi p degerleri.

C-peptit Diisiik seviye | C-peptit Diisiik seviye NPM’siz ve NPM’li
NPM’siz NPM’li grup karsilastirmasi
HI Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 0,922 (0,91-0,93) 0,886 (0,88-0,91) 0,043
50 0,932 (0,93-0,94) 0,930 (0,92-0,94) 0,34
100 0,931 (0,93-0,94) 0,923 (0,92-0,94) 0,22
200 0,928 (0,92-0,94) 0,882 (0,87-0,90) 0,043

C-peptitin yilksek seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarli dlgimlerde varyans analizi ile
[karsilastirildiginda  anlamli iliski bulundu (p<0,05). Bonferoni testi ile yapilan post hoc
degerlendirmede ise SF ile 50 HI arasinda anlamh iligki bulunmasina ragmen C-peptit seviyelerinde

hemolize bagh diisiis yerine artig goruldii.

C-peptitin yiiksek seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarimnin ortanca degerleri ve NPM’siz ve
NPM’li gruplarin Wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 6’da
ogsterildi. C-peptit iizerinde hemolize bagh anlamli bir diislis olmamasina ragmen 50 Hi’de NPM’siz
ve NPM’li gruplar arasinda anlamli p degeri elde edildi. Ancak anlamli iligki bulunan NPM’li
oruplarda artis yerine diisiis gozlendi.
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testi p degerleri.

Tablo 6. C-peptit yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon

C-peptit Yiiksek seviye | C-peptit Yiiksek seviye NPM’siz ve NPMli
NPM’siz NPM’li grup karsilastirmasi
Hi Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 3,15 (3,13-3,18) 3,17 (3,11-3,18) 0,89
50 3,26 (3,23-3,29) 3,09 (3,03-3,11) 0,042
100 3,15 (3,09-3,15) 3,12 (3,08-3,13) 0,22
200 3,11 (3,08-3,13) 3,11 (3,06-3,15) 0,49

Bu sonuglar C-peptitin 200 HI’ye kadar hemolizden etkilenmedigini gdstermektedir. Hemolizden

etkilenme olmadigi i¢in NPM’nin hemolize karsi koruyucu etkisinden bahsetmek anlamsiz olacaktir,

IGF-1

IGF-1’in diisik seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarli ol¢limlerde varyans analizi ile
karsilagtirildiginda anlamli iliski bulunamadi. IGF-1 seviyelerinde hemolize bagli anlamh diigis

ooriilmedi.
IGF-1"in distik seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
oruplarin Wilcoxon testi ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 7°de gdosterildi.

NPM’siz ve NPM’li gruplarin karsilastirilmasi sonucu anlamli p degeri bulunamadi.

Tablo 7. IGF-1 diisiik seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarmnin ortanca degerleri ve Wilcoxon testi

p degerleri.
IGF-1 Diisiik seviye IGF-1 Diisiik seviye NPM’siz ve NPMli
NPM’siz NPM’li grup karsilastirmasi
Hi Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p deZeri
SF 197,7 (192,8-210,5) 204,4 (194,9-210,1) 0,50
50 199,1 (174,5-206,2) 203,5 (189-206,4) 0,34
100 202,5(172,9-212,9) 192,4 (187,6-211,6) 0,50
200 204,6 (200,9-215,7) 202,5 (163-216,3) 0,50

[GF-1’in yiiksek seviyesinde artan hemolizat diizeyleri tekrarh Olgiimlerde varyans analizi ile

karsilastirildiginda anlamli bir iliski bulunamadi. IGF-1 seviyelerinde hemolize bagh anlamli diisiis

ooriilmedi.
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[[GF-1"in yiiksek seviyesinde NPM’siz ve NPM’li gruplarin ortanca degerleri ve NPM’siz ve NPM’li
oruplarin Wilcoxon testi ile kargilagtirilmasi sonucu elde edilen p degerleri Tablo 8’de gdsterildi.

NPM’siz ve NPM’li gruplarin karsilastirilmast sonucu anlamli p degeri bulunamadi.

Tablo 8. IGF-1 yiiksek seviyesinin NPM’siz ve NPM’li gruplarinin ortanca degerleri ve Wilcoxon testi

p degerleri.
IGF-1 Yiiksek seviye IGF-1 Yiiksek seviye NPM’siz ve NPM’li
NPM’siz NPM’li grup karsilastirmasi
HI Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Wilcoxon p degeri
SF 395 (388,3-425,1) 401,8 (379,6-415,7) 0,50
50 408,6 (360,8-417,7) 414,8 (387,2-425,2) 0,34
100 402,7 (376,2-415,8) 389,7 (387-419,5) 0,68
200 411,2 (402,3-413,3) 411,3 (354,5-429,7) 0,68

Bu sonuglar IGF-1'in 200 Hi’ye kadar hemolizden etkilenmedigini gdstermektedir. Hemolizden
etkilenme olmadign igin NPM’nin hemolize kargi koruyucu etkisinden bahsetmek anlamsiz

olacaktir.

V. Sonug ve Oneriler

I. ACTH ve insiilinde hemolize bagli degradasyon sonucu azalma tespit ettik. NPM’li gruplarda
ise proteolitik pargalanmay1 Snleyerek konsantrasyonlarda artig saptadik.

2. C-peptit ve IGF-1 icin galigtifimiz hemolizat seviyelerinde herhangi bir interferansla
karsilagmadik.
3. Bu veriler laboratuvarimizda hemolizli numuneyi reddetmede veya sonug¢landirmada bize
yardimer  olacaktir. Boylece laboratuvar hatalar1 azaltilarak klinisyenlere daha dogru sonuglar

verilecektir. Bu da yanlis tan1 ve tedavileri dnleyecektir.

VL. Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Calismamizda elde ettigimiz veriler bagka calismalarla desteklenirse maleimidli tiip Uretimine

bnemli katkida bulunacaktir,

VIL.  Saglanan Altyap: Olanaklari ile Varsa Gergeklestirilen Projeler
Yok

VIIL Saglanan Altyap:r Olanaklarinin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarmmdaki

Katkilari

Yok
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1.

2.

IX.

X.
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Ekler

a. Mali Bilango ve Agiklamalari

Biitce Kodu isin ady, tanim Baslangi¢ Harcanan Kalan
ve niteligi Odenegi
03.2 1 kutu insiilin 7.496.80 6.255,32 1.241.48
Tiiketime RIA/96 test kiti
Yapelik 1 kutu IGF-1
ial g2 RIA/96 test kiti
Malzeme
Alimlart Ayarlanabilir
Hacimli Pipet
Seti
03.5 80 Adet ACTH 7.603.20 7.040,00 563,20
Hizmet (sabah) &l¢limii
Alimlart 80 Adet C-
peptit (aglik)
olgtimii
80 Adet insiilin
(a¢lik) slgtimi
80 Adet IGF-1
Olgtimil
Toplam 15.100,00 13.295,32 1.804,68

Yok

b. Makine ve Teghizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimma Dair Agiklamalar

Ayarlanabilir hacimli pipet seti sonraki ¢aligmalarimizda da gerektiginde kullanilacaktir.

c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar
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d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyap: ve Yonlendirilmis Projeler icin
uygulanmaz)

Yok
e. Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyap: ve Yonlendirilmis Projeler
icin uygulanmaz)

Tez EK-1 olarak sunulmustur.

NOT: Verilen sonu¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonug¢ raporu
Komisyon onaymdan sonra ciltlenerek bir kopyasinm yer aldign CD ile birlikte
sunulacaktir. Sonu¢ raporunda proje sonuglarmi i¢eren, ISI’ nmm SCI veya SSCI
veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar aras: dizinlerce taranan hakemli
dergilerde yaymlanmig makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve
Bulgular béliimleri yerine kabul edilir.




