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1. UVOD
1.1. PROLAKTIN

1.1.1. Uloga i biokemijska obiljezja prolaktina

Prolaktin je jednolancani globularni polipeptidni hormon kojeg primarno sintetiziraju i
luce laktotropne stanice adenohipofize, ali ga mogu proizvoditi i mnoge druge stanice
(limfociti, kozni fibroblasti, stanice mozga, dojke i prostate, adipozne stanice). Glavna uloga
mu je stimulacija i odrzavanje laktacije kod sisavaca u postpartalnom razdoblju, iako ima i
druge bitne funkcije poput regulacije imunoloskog sustava, steroidogeneze jajnika
(antigonadotropni ucinak), osmoregulacije, regulacije metabolizma subkutane masti i
ugljikohidrata te fetalnog razvoja plu¢a (Burtis i Bruns, 2015; Ignacak i sur., 2012). Osim
navedenih uloga, takoder se smatra da pridonosi neurogenezi buduc¢i da stimulira
proliferaciju, diferencijaciju i migraciju neuronskih mati¢nih stanica (Capozzi i sur, 2015).
Djeluje kao ostali hormoni hipofize vezanjem na specifi¢ne receptore na membrani stanica
ciljnih organa kao $to su dojka, nadbubrezne zlijezde, jajnici, testisi, prostata, bubrezi i jetra
(Burtis i Bruns, 2015). Prolaktinski receptor (PRL-R) je membranski vezani protein koji
pripada Kklasi |  superobitelji citokinskih receptora. Vezanjem prolaktina dolazi do
dimerizacije prolaktinskog receptora i aktivacije JAK/STAT signalnog puta (Freeman i sur.,
2000; Ignacak i sur., 2012).

Molekulu prolaktina kodira GH1 gen. Inicijalno translacijom nastaje preprolaktin,
polipeptidni lanac od 227 aminokiselina (26 kDa), iz kojeg cijepanjem vodeée sekvence
nastaje monomerni prolaktin od 199 aminokiselina. Aminokiselina na poziciji 59 je glavno
mjesto N-glikozilacije, a unutar strukture postoje 3 disulfidne veze. U krvi cirkulira u vise
razli¢itih oblika: monomerni prolaktin (,,little* PRL, 23 kDa), dimerni prolaktin (,,big” PRL,
48-56 kDa) te polimerni oblik prolaktina, tzv. makroprolaktin (,,big-big“ PRL, > 150 kDa).
(Burtis i sur., 2012). Monomerni oblik se smatra najvise bioloski aktivnim i ¢ini 80-95%
ukupnog cirkuliraju¢eg prolaktina kod osoba S normoprolaktinemijom i pravom
hiperprolaktinemijom. U normalnim serumima manje od 10% ¢ini dimerna izoforma, a manje

od 1% polimerna izoforma prolaktina (Kasum i sur., 2014).

1.1.2. Sekrecija prolaktina
1.1.2.1. Cirkadijalni ritam

Prolaktin se Iuci epizodi¢no ovisno o budnosti organizma. Koncentracije mu rastu 60-90

minuta nakon ulaska u san, a porast nije ovisan o specifi¢noj fazi sna niti o kvaliteti spavanja.
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Najvise koncentracije postize izmedu 4 1 7 sati ujutro, a koncentracije mu padaju ubrzo nakon
budenja. Najnize koncentracije postize 2-3 sata nakon budenja. Dokazano je da za razliku od
npr. ACTH, porast koncentracije prolaktina nakon ulaska u san nije vezan za cirkadijalni
ritam, ve¢ samo za period spavanja, neovisno o tome kada se tijekom dana odvija (Gardner i

Shoback, 2007; Spiegel i sur., 1994).

1.1.2.2. Regulatorni faktori

Lucenje prolaktina regulirano je djelovanjem razli¢itih stimulativnih i inhibitornih
faktora. Oni djeluju na tri razine: putem dopaminergi¢nih neurona na razini hipofize,
vezanjem za specifi¢ne receptore na laktotropnim stanicama hipofize te lokalno kao autokrini
i parakrini ¢imbenici. Najznacajniju ulogu u regulaciji ima neurotransmiter dopamin koji
inhibira luéenje prolaktina vezanjem na D2 receptore na laktotropnim stanicama. Molekule
koje poticu sintezu i otpustanje dopamina Klasificiramo kao faktore inhibicije prolaktina
(PIF). Tu ubrajamo sam prolaktin, bombezin, peptid koji oslobada gastrin, neurotenzin,
acetilkolin, kalcitonin, atrijski natrijuretski peptid i dr. hormone koji stimuliraju aktivnost
tirozin hidroksilaze. Suprotni u€inak imaju faktori otpustanja prolaktina (PRF) kao §to su
noradrenalin, TRH, oksitocin, VIP, kolecistokinin, serotonin, grelin i dr. (Reinhoffer i sur.,
2013).

1.2. HIPERPROLAKTINEMIJA

1.2.1. Epidemioloske znacajke hiperprolaktinemije

Stanje u kojemu je koncentracija prolaktina u krvi povecana, tj. iznad gornje granice
referentnog intervala, zove se hiperprolaktinemija. U ukupnoj populaciji je zastupljena kod
10% ljudi, iako ucestalost klini¢ki vidljive hiperprolaktinemije prema studijama ovisi 0
obiljezjima odabrane populacije. ZabiljeZene prevalencije variraju od 0,4% kod neselektirane
zdrave odrasle populacije u Japanu do 5% kod klijenata u klinikama za planiranje obitelji.
Udio je jos veci kod pacijenata sa specificnim simptomima koji prate hiperprolaktinemiju.
Procjenjuje se da hiperprolaktinemiju ima oko 9% Zena medu pacijenticama s amenorejom,
25% Zena s galaktorejom te ¢ak do 70% zena s amenorejom i galaktorejom. Kod muske
populacije prevalencija je oko 5% za muskarce koji su impotentni ili neplodni (Serri i sur.,
2003).



1.2.2. Uzroci hiperprolaktinemije

S obzirom na etiopatogenezu, hiperprolaktinemiju mozemo klasificirati u dvije skupine:
funkcionalnu i1 organsku hiperprolaktinemiju. Jedan od najce$¢ih uzroka funkcionalne blage
do srednje hiperprolaktinemije su farmakoterapijska sredstva koja inhibiraju lucenje ili
djelovanje dopamina na razini hipofize. Tu ubrajamo razne antipsihotike (fenotiazini,
haloperidol, risperidon, reserpin), antidepresive (triciklicki i tetraciklicki antidepresivi,
inhibitori monoaminooksidaze, selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina),
antihipertenzive (a-metildopa, verapamil), antiemetike (metoklopramid, domperidon), opijate
(morfin, metadon), estrogene i dr. Funkcionalna hiperprolaktinemija se ¢esto javlja i kod
pacijenata sa sindromom policisti¢nih jajnika, bubreznim zatajenjem, jetrenom cirozom te
karcinomom bubrega i plu¢a. Takoder je prisutna kod endokrinopatija poput primarnog
hipotiroidizma i primarne insuficijencije nadbubrezne Zlijezde (Capozzi i sur., 2015). Osim
patoloskih i1 farmakoloskih uzroka, javlja se i kao posljedica fizioloskih ¢imbenika kao $to su
razni oblici stresa (veliki fizi¢ki napor, hipoglikemija, operacije, ozljeda zida prsnog kosa),
trudnoca, snosaj te stimulacija dojke sisanjem (Gardner i Shoback, 2007).

Glavni uzrok organske hiperprolaktinemije su prolaktinomi koji ¢ine 40-50% tumora
hipofize. Osim prolaktinoma, moguci uzroci mogu biti sarkoidoza, kraniofaringeom, sindrom
praznog turskog sedla, vaskularne malformacije, metastaze hipofize ili nefunkcionalni
adenomi koji pritiscu stablo hipofize (Capozzi i sur., 2015).

Kod odredenih pacijenata se ne moze naéi tocan uzrok povisenih vrijednosti prolaktina
zbog Cega im se postavlja dijagnoza idiopatske hiperprolaktinemije. Smatra se da se u vecini
takvih sluCajeva ne radi o pravoj hiperprolaktinemiji, tj. o poviSenoj koncentraciji
monomernog oblika prolaktina, nego o povecanoj koncentraciji polimernog oblika kojeg €ini
kompleks monomernog prolaktina i imunoglobulina G, tzv. makroprolaktina (Kasum i sur.,
2011).
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Slika 1. Uzroci hiperprolaktinemije (preuzeto i prilagodeno s
http://www.cmaj.ca/content/169/6/575/F1.1arge.jpg)

1.2.3. Klinicka slika hipeprolaktinemije
Simptomi hiperprolaktinemije su isti bez obzira na uzrok, a razlikuju se s obzirom na
spol. Kod premenopauzalnih Zena sa znacajno povisenim koncentracijama prolaktina javlja
se galaktoreja i amenoreja kao posljedica hipogonadizma, a nerijetko se javlja i osteopenija.

Stupanj hipogonadizma je generalno proporcionalan stupnju povecanja koncentracije



prolaktina. Umjereno povecane koncentracije prolaktina uzrokuju skrac¢enje luteinske faze,
smanjen libido i neplodnost.

Za muskarace s hiperprolaktinemijom je karakteristican smanjen libido, impotencija,
smanjena proizvodnja sperme, neplodnost, ginekomastija te u rijetkim slucajevima
galaktoreja. Impotencija u ovom sluc¢aju ne odgovara na terapiju testosteronom i javlja se
zajedno sa smanjenom miS$i¢nom masom, smanjenom dlakavoS$¢u i osteoporozom (Serri i
sur., 2003). Budu¢i da su simptomi kod muskaraca teze uoc€ljivi u odnosu na poremecaje
menstrualnog ciklusa kod Zena, vecina prolaktinoma u muskaraca se ne dijagnosticira sve do
kasne faze kada se javljaju glavobolje, oSte¢enje vida zbog pritiska tumora na opticku

hijazmu te hipopituitarizam. (Gardner i Shoback, 2007; Burtis i Bruns., 2015).

1.2.4. Laboratorijska dijagnostika hiperprolaktinemije

Za dijagnosticiranje hiperprolaktinemije preporucuje se jedno mjerenje prolaktina iz
seruma (Melmed i sur.,, 2011). Prve metode kojima se odredivao prolaktin bile su
radioimunokemijske metode koje su danas zamijenile imunokemijske metode na sendvic¢
principu. One se temelje na koriStenju dva razli¢ita monoklonska protutijela usmjerena na
razliite epitope molekule prolaktina (Burtis i sur., 2012). U vecini laboratorija koriste se
automatizirani imunokemijski analizatori koji rade na principu kemiluminiscencije (Beda-
Maluga i sur., 2014; Can i sur., 2011; Zupanié i sur., 2013). Oni su uglavnom standardizirani
na tre¢i internacionalni standard za prolaktin (54/500) Svjetske zdravstvene organizacije
prociS¢en iz humanih ekstrakta hipofize, sastavljen od isklju¢ivo monomernog prolaktina
molarne mase 23 kDa (Smith i sur., 2007). U praksi se susre¢emo s dva glavna analiticka
izazova koja interferiraju s odredivanjem koncentracije prolaktina, makroprolaktinemijom i
prozonskim uc¢inkom (Fliers i sur., 2014).

Prozonski ucinak (engl. hook-effect) je poznati fenomen koji se javlja kod
imunokemijskih mjerenja. Kada su koncentracije antigena vrlo visoke dolazi do zasi¢enja
protutijela u tekucoj fazi §to sprjecava formiranje sendvi¢ kompleksa s protutijelima vezanih
na ¢vrstu fazu. Dolazi do gubitka obiljezenog protutijela iz tekuce faze Sto posljedi¢no vodi
do lazno snizenih vrijednosti prolaktina (Fliers i sur., 2014). Ovaj problem se ne javlja na
svim analizatorima, a rjeSava se serijskim razrjedivanjem uzorka u omjeru 1:100 prije

ponavljanja mjerenja (Melmed i sur., 2011).



1.2.5. Interpretacija i dijagnostic¢ki znacaj hiperprolaktinemije

Zbog velikog broja mogucih uzroka hiperprolaktinemije, prije postavljanja dijagnoze
potrebno je dobiti uvid u detaljnu povijest bolesti pacijenta uz fizikalni pregled te podatke o
svim lijekovima koje je pacijent primao. Odredivanje koncentracije prolaktina u krvi ima
najveci znacaj u dijagnostici prolaktinoma. Prije svega, potrebno je iskljuciti druge moguce
uzroke hiperprolaktinemije te slikovnim metodama (MRI ili CT) utvrditi prisutnost tumora
hipofize. U slucaju hiperprolaktinemije bez klinickih simptoma ili kod sumnje na
hiperprolaktinemiju uzrokovanu stresom preporucuje se ponoviti viSekratno odredivanje
prolaktina uzorkovanjem kroz kanilu iz antekubitalne vene (Whyte i sur., 2015).

Koncentracije prolaktina izmedu 20 pg/L (425 mIU/L) i 200 pg/L (4255 mlIU/L) javljaju
se kod pacijenata s razli¢itim uzrocima hiperprolaktinemije. Opéenito vrijedi da koncentracija
prolaktina linearno raste s veli¢inom prolaktinoma (Serri i sur., 2003). Vrijednosti prolaktina
u serumu iznad 6000-8000 mIU/L gotovo uvijek upucuju na laktotropni adenom. Na temelju
velike serije histoloski potvrdenih slu¢ajeva pacijenata s nefunkcionalnim makroadenomima
utvrdeno je da koncentracije prolaktina kod takvih pacijenata gotovo nikada (< 2%) nisu
iznad 2500 mlU/L. Koncentracije prolaktina u serumu izmedu 2500 i 8000 mIU/L ¢ine tzv.
sivu zonu prema kojoj se ne moze sa sigurno$c¢u postaviti dijagnoza (Karavitaki i sur., 2006).
Koncentracije iznad 500 pg/L (10638 mIU/L) ukazuju na makroprolaktinom (Capozzi i sur.,
2015). Rano postavljanje dijagnoze prolaktinoma je od kritine vaznosti jer terapija
dopaminskim agonistima poput bromokriptina moze znacajno smanjiti veli¢inu tumora i

kontrolirati njegovu daljnju progresiju (Burtis i sur., 2012).

1.3. MAKROPROLAKTINEMIJA

Makroprolaktinemija je stanje u kojemu su koncentracije kompleksa prolaktina i
imunoglobulina G znacajno povecane u serumu. Zbog svoje velike molekularne mase i
promijenjene tercijarne strukture, takav oblik ima duZe vrijeme polueliminacije te nema
znacajnu aktivnost jer se ne moZe normalno vezati za prolaktinske receptore niti pro¢i kroz
endotel krvnih Zila do mjesta djelovanja (Can 1 sur.,, 2011). Veéina pacijenata s
makroprolaktinemijom zbog toga nema izrazene simptome karakteristicne za
hiperprolaktinemiju. Unato¢ tome, zabiljezeni Su slucajevi pacijenata s amenorejom,
galaktorejom i neplodnos¢u kod pacijenata u kojih se dogada intermitentna disocijacija
izmedu auto-protutijela i prolaktina (Lippi i Plebani, 2016; ). Dakle, samo na temelju

simptoma ne mozemo razlikovati pravu hiperprolaktinemiju od makroprolaktinemije zbog



cega se preporucuje uvodenje rutinskih pretrazivanja na makroprolaktin za sve pacijente s
hiperprolaktinemijom (Jamaluddin i sur., 2013).

Makroprolaktin se stvara u krvi nakon sekrecije monomernog prolaktina, a vjerojatno je
posljedica geneticke predispozicije ili posttranslacijskih modifikacija nativhog hormona
(glikozilacija, fosforilacija, deamidacija) koje uzrokuju stvaranje auto-protutijela usmjerenih
na nove epitope (Vaishya i sur., 2010). Anti-prolaktinska protutijela su pretezno IgG4
podklase imunoglobulina koji nastaju kao posljedica kroni¢ne stimulacije antigenima (Hattori
I sur., 2005). Iako nema bioloski znaCajan u¢inak u organizmu, makroprolaktin zadrzava
imunoreaktivnost na anti-prolaktinska protutijela koja se koriste u komercijalnim
imunokemijskim metodama (Lippi i Plebani, 2016).

Zbog nemoguénosti imunokemijskih analizatora da razlikuju monomerni prolaktin i
makroprolaktin javlja se problem prividne hiperprolaktinemije. Ukoliko se on ne ukloni,
moze doc¢i do pogresne dijagnoze i lijeCenja pacijenata kojima terapija zapravo nije potrebna
(Hattori i sur., 2016). S obzirom na broj i vrstu epitopa koje prepoznaju anti-prolaktinska
protutijela, razlikujemo nisko-, srednje i visoko-interferiraju¢e metode (Vaishya i sur., 2010).
Makroprolaktin je pokazao sljedecu kriznu reaktivnost kod najcesce koristenih metoda za
odredivanje koncentracije prolaktina: Roche Elecsys > Bayer Immuno 1 > Abbott AXSYM >
Bayer Centaur > Beckman Access, pri ¢emu je Cenatur pokazao vecu varijabilnost u odnosu
na druge analizatore (Schneider i sur., 2001). Dokazano je da na imunoreaktivnost utjecu i
drugi Cimbenici jer postoji razlika izmedu reaktivnosti na makroprolaktin kod Roche
Enzymun i Elecsys metode koje koriste ista protutijela, ali na razli¢itim ¢vrstim fazama i
sustavima za stvaranje signala. Osim toga, bitno je i vrijeme inkubacije koje je direktno
povezano s reaktivno$¢u na makroprolaktin $to je dokazano na Wallacovoj DELFIA (engl.
Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay) metodi (Fahie-Wilson i sur.,
2005). Na slici 2. prikazana je velika varijabilnost u mjerenjima koncentracija prolaktina u
uzorcima seruma pacijenata s makroprolaktinemijom komercijalnim imunokemijskim

analizatorima.
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Slika 2. Srednje koncentracije prolaktina izmjerenih u 10 uzoraka pacijenata s

makroprolaktinemijom na 9 razli¢itih imunokemijskih analizatora (preuzeto i prilagodeno iz
Smith i sur., 2007).

Unato¢ opseznom znanju i trudu uloZenom U rjeSavanje ovog analitiCkog problema,
proizvodaci jo$ uvijek nisu uspjeli proizvesti protutijelo koje bi bilo usmjereno na epitop
specifi¢an za monomerni prolaktin. Prepoznavanje predanalitickih ¢imbenika koji uzrokuju
hiperprolaktinemiju (makroprolaktinemija, lijekovi, stres i sl.) znacajno smanjuje broj
zahtjeva za upotrebu slikovnih tehnika ili primjenu terapije agonistima dopamina (Whyte i
sur., 2015). Upravo zbog toga dobra laboratorijska praksa nalaze da je potrebno obaviti
pretrazivanje na makroprolaktin kod svih pacijenata s hiperprolaktinemijom i odrediti

koncentracije prolaktina nakon uklanjanja makroprolaktina iz uzoraka (Kasum i sur., 2012).

1.3.1. Metode eliminacije makroprolaktina
Pretrazivanje makroprolaktinemije, odnosno probir na makroprolaktin, provodi se
metodom talozenja s polietilen glikolom, a potvrdne i kvalitativne metode ukljucuju gel
filtraciju, afinitetnu kromatografiju na kolonama s proteinom A/G te uporabu prolaktina
obiljezenog radioaktivnim jodom (*?°I-PRL). Prednosti i nedostaci spomenutih metoda
navedeni su u Tablici 1. (Shimatsu i Hattori, 2012).



Tablica 1. Prednosti i nedostaci metoda koje se koriste za dijagnozu makroprolaktinemije
(preuzeta i prilagodena iz Shimatsu i Hattori, 2012)

Prednosti Nedostaci

Polietilen glikol | Jednostavna i jeftina metoda Niska specifi¢nost
Pretrazivanje na makroprolaktin

Gel filtracija | Precizna za potvrdu Dugotrajna i skupa metoda
makroprolaktinemije

Protein A/G | Identifikacija prolaktina vezanog Skupa metoda

za lgG
125]-PRL vezanje | Identifikacija anti-PRL Dugotrajna, koristenje
autoprotutijela radioaktivnih izvora

Gel filtracija je zlatni standard za otkrivanje makroprolaktinemije i kvantifikaciju
molekularnih oblika prolaktina iz seruma, uklju¢uju¢i monomerni oblik, ali je vrlo dugotrajna
i skupa zbog Cega se u laboratorijima primarno koriste alternativne metode (Parlant-Pinet i
sur., 2015; Baban i Farid, 2009). Ukoliko nakon gel filtracije makroprolaktin ¢ini 30-60%
ukupnog prolaktina, mozemo sa sigurno$¢u potvrditi da se radi o makroprolaktinemiji
(Shimatsu i Hattori, 2012).

U laboratorijima se najéesce koristi metoda talozenja makroprolaktina polietilen glikolom
budu¢i da je brza, jednostavna i jeftina. Polietilen glikol je inertni polimer koji uklanja
otapalo iz otopine povecavaju¢i efektivhu koncentraciju proteina do prelaska granice
topljivosti zbog Cega dolazi do njegovog talozenja (Veljkovic i sur., 2012). Nedostaci ove
metode su analiticka interferencija polietilen glikola s metodama analizatora odredenih
proizvodaca (npr. AXSym (Abbott), Access 2 (Beckman Coulter) i Immulite 2000 (Siemens))
te nedovoljna preciznost u mjerenjima (Quinn i sur., 2006; Beltran i sur., 2008). Dodatni
problem koji se javlja je sutalozenje monomernog prolaktina ¢ak do 20% uz makroprolaktin
zbog Cega je potrebno izraditi posebne referente intervale za prolaktin nakon taloZenja prema
reprezentativnoj zdravoj populaciji (Overgaard i Meller Pedersen, 2017). Drugo predlozeno
rjeSenje je odredivanje monomernog prolaktina iz koncentracija prolaktina poslije talozenja
polietilen glikolom preko regresijske jednadzbe izvedene iz korelacije izmedu prolaktina
nakon taloZenja i koncentracija monomernog oblika odredenih gel filtracijom. Ova;j pristup bi

kompenzirao gubitak monomernog oblika tijekom talozenja PEG-om i omogué¢io uporabu



uspostavljenih referentnih intervala za prolaktin (McCudden i sur., 2010). U praksi se
postupak probira na makroprolaktin na nalazu izvjestava na dva nacina:

a) Omjer izmjerenog prolaktin monomera u supernatantu nakon talozenja PEG-om i
inicijalno izmjerenog prolaktina u serumu prije talozenja (iskoristenje, engl.
Recovery). Iskoristenje prolaktina iznad 60% nakon talozenja s PEG-6000 potvrduje
odsutnost makroprolaktina. Podrucje izmedu 40 1 60% Ccini sivu zonu u kojoj ne
mozemo sa sigurnoS¢u reci je li makroprolaktin prisutan ili odsutan. Iskoristenje
manje ili jednako 40% govori o prisutnosti znacajnih koli¢ina makroprolaktina u
uzorku (Jamaluddin i sur., 2013).

a) Koncentracija izmjerenog prolaktin monomera uz prikaz posebnih referentnih
intervala za prolaktin koji su izraCunati na koncentracijama prolaktina u
supernatantu nakon talozenja PEG-om u zdravoj populaciji, tzv. post-PEG referentni
intervali (Beda-Maluga i sur., 2014; Smith i Fahie-Wilson, 2010).

Medutim nacin izvjeStavanja koncentracije prolaktina nakon provedenog postupka taloZenja
PEG-om jo$ uvijek nije harmoniziran. U Endokrinoloskom laboratoriju KBC Sestre
milosrdnice se rezultati izvjeStavaju samo u obliku koncentracija prije i nakon taloZenja
prolaktina polietilen glikolom uz pripadni referentni interval za Elecsys imunokemijski

analizator (Tablica 2).

Tablica 2. Referentni intervali za prolaktin i prolaktin nakon talozenja polietilen glikolom
(preuzeta i prilagodena iz Beltran i sur., 2008)

v

7 M
PRL (mIU/L) . 102-496 86-324
PRL-PEG (mIU/L) | 75-381 63-245

Dosada su uspostavljeni referentni intervali za monomerni prolaktin nakon talozenja
PEG-om za Sest razli¢itih imunokemijskih analizatora pri ¢emu je koriSten PEG molekularne
mase 6000 (PEG-6000). Bitno je uzeti u obzir vrstu polietilen glikola koja se koristi za
taloZenje makroprolaktina jer postoji znacajna razlika izmedu koncentracija nakon talozenja s
PEG-6000 i PEG-8000. Budu¢i da PEG-8000 nema neku znacajnu prednost u odnosu na
PEG-6000, preporucuje se koristenje PEG-6000 kako bi se olaksSala interpretacija dobivenih
rezultata (Veljkovic i sur., 2012).

Druge metode uklanjanja makroprolaktina iz seruma uklju¢uju predobradu uzorka

proteinom A ili G, anti-humanim imunoglobulinom G i ultrafiltraciju. U studiji provedenoj
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2006. godine Kavanagh i suradnici su usporedili sve prethodno navedene metode s obzirom
na zlatni standard. Dokazali su da je srednja vrijednost koncentracija prolaktina odredena
ultrafiltracijom najbliza onoj dobivenoj gel filtracijom, ali unato¢ tome ta metoda ima najnizi
koeficijent korelacije te je vrlo neprecizna. Predobrada s proteinima A i G te anti-humanim
imunoglobulinom G vodi do znacajnog precjenjivanja koncentracija monomernog prolaktina.
lako su sve tri metode prihvatljive preciznosti, veliko odstupanje u rezultatima od to¢ne
vrijednosti i varijabilnost izmedu uzoraka ograni¢ava njihovu uporabu za uklanjanje
makroprolaktina. Mjerenje preostalog prolaktina nakon talozenja polietilen glikolom
pokazalo je najbolji koeficijent korelacije s gel filtracijom, iako se rezultati tih dviju metoda i
dalje razlikuju zbog sutalozenja monomernog prolaktina polietilenglikolom (Kavanagh i sur.,
2006).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Prolaktin je proteinski hormon koji obavlja brojne funkcije u organizmu. Njegovo
luéenje je visoko reguliran proces na koji utjecu brojni ¢imbenici. Poremecaj u hekom od tih
¢imbenika dovodi do stanja hiperprolaktinemije koje je u vecini slucajeva posljedica
pretjeranog luCenja prolaktina zbog postojeéeg tumora hipofize, tj. prolaktinoma.
Laboratorijski nalazi su od klju¢ne vaznosti za isklju¢ivanje odredenih moguéih uzroka
hiperprolaktinemije i uspostavljanje to¢ne dijagnoze i terapije. Jedan od glavnih analitickih
problema predstavlja makroprolaktinemija koja uzrokuje laznu hiperprolaktinemiju. Kako bi
se sprijecilo iracionalno lijeenje pacijenata kod kojih se javlja ovakvo benigno stanje
potrebno je prethodno obraditi uzorak jednom od metoda za eliminaciju makroprolaktina
kako bi se uklonila moguca potencijalna interferencija. U Endokrinoloskom laboratoriju
probir na prisutnost makroprolaktina provodi se za svaki uzorak kod kojeg je koncentracija
prolaktina iznad gornje granice referentnog intervala prema prikazanom protokolu (Slika 3.).
U postupku se primjenjuje metoda taloZzenja makroprolaktina polietilen glikolom. Ciljevi
ovog rada bili su:

1. Ispitati incidenciju makroprolaktina u odabranoj populaciji pacijenata s
hiperprolaktinemijom.

2. Utvrditi postoji li razlika u prevalenciji makroprolaktinemije izmedu spolova.

3. Usporediti nacine izvjeStavanja rezultata nakon taloZzenja makroprolaktina.

4. lIspitati moguénosti racionalizacije postupka taloZenja makroprolaktina polietilen
glikolom podizanjem grani¢ne vrijednosti. Predlozeni kriteriji za probir na
makroprolaktin su izmjerene koncentracije prolaktina od 700 mIU/L i 1000 mIU/L.

5. lIspitati postoji li statisticki znacajna razlika u testu iskoriStenja kod ispitanika koji su
dosli ponovno na vadenje krvi nakon godinu dana i kod kojih je postupak taloZenja

PEG-om ponovljen.
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3. MATERUALI I METODE
3.1.ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno retrospektivno u periodu od sijeénja 2016. do rujna 2017. na
odraslim pacijentima s koncentracijom prolaktina iznad gornje granice referentnog intervala
kod kojih je napravljen probir na makroprolaktin. Obuhvaceno je 1136 ispitanika, od kojih je
994 bilo zenskog, a 142 muskog spola. Dob ispitanika bila je u rasponu od 18 do 88 godina, s
medijanom od 32 godine.

Rutinski su talozeni svi uzorci s koncentracijama prolaktina iznad gornje granice
referentnog intervala za odgovarajuéi spol (Tablica 2.), osim za pacijente ¢ije su vrijednosti
prolaktina iznad 10 000 mIU/L. Iskljuceni Su pacijenti s poznatim uzrokom
hiperprolaktinemije poput trudnica, dojilja i pacijenata kojima je dijagnosticiran prolaktinom
Slici 3. taloZzenje makroprolaktina se ne ponavlja kod pacijenata kojima su unutar godinu
dana ponovljeni zahtjevi s omjerom > 40%. Pacijentima s omjerom < 40% se ponovno

provodi taloZenje bez obzira na ucestalost zahtjeva.

3.2. UZORKOVANJE

Koncentracije prolaktina ovise o brojnim prethodno spomenutim ¢imbenicima pa tako
emocionalni stres, vjeZbanje ili npr. prehrana bogata proteinima povecavaju njegovu
koncentraciju u krvi (Burtis i sur., 2012). Zbog toga pacijenti prije vadenja krvi moraju biti 8
do 10 sati nataste, a preporuceno vrijeme uzorkovanja je najmanje 2 sata nakon budenja. 30
minuta prije samog vadenja krvi pacijent treba biti u stanju mirovanja (Ignacak i sur., 2012).

Za uzorkovanje krvi koriSteni su spremnici Greiner Bio-One GmbH od 4 ili 6 mL,
Kremsmuenster, Austria. Uzorci su centrifugirani na centrifugi Hettich Rotanta 460RC 10

minuta na 3100 okretaja po minuti.

3.3. TALOZENJE PROLAKTINA POLIETILEN GLIKOLOM

3.3.1. Pribor i materijali
Postupak talozenja provodi se prema radnoj uputi za talozenje makroprolaktina polietilen
glikolom. U njoj su navedeni potrebni materijali:
e PEG molekularne mase 6000
e staklena ¢asa 20-50 mL
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e pipetaod 10 mL
e analiticka vaga
e magnetska mijeSalica i magnet

e epruveta 10-15 mL

e otopina 25% PEG

e pipeta 100-1000 uL

e Vortex

e prazna plasti¢na epruveta (13x75 mm)

e sample cup/hitachi

Za pripremu 25% otopine polietilen glikola potrebno je odvagati 2,5 grama PEG-a
molekularne mase 6000 te ga dodati u 10 mL destilirane vode. Tako pripremljena otopina se
stavi na magnetsku mijesalicu oko 10 minuta. Pripremljenu otopinu treba staviti u epruvetu

oznacenu s 25% PEG i datumom pripreme.

3.3.2. Nacelo 1 postupak
Prije taloZenja potrebno je u LIS-u zadati prolaktin nakon taloZenja te ispisati barkod.
Njime se oznaéi epruveta u koju se stavi 300 uLL seruma i 300 pL 25% otopine polietilen
glikola. Dobivena smjesa stavi se na Vortex 10 sekundi te potom centrifugira 10 minuta pri
3100 okretaja po minuti. Dobiveni supernatant se odpipetira u hitachi cup koji se prethodno

obiljezi novim barkodom.
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Vrijednost PRL (mIU/L) 1
496 za zene 324 za musSkarce

|

Da

710 000 mIU/L —_— C\Ie taloZiti >
1 Ne

Dg prolaktinom
Trudnoca
Laktacija
Lijekovi

Da

> ( Ne taloziti >

‘ Ne/Nepoznato

Unutar godinu
dana omjer > 40%

Da*
—>< Ne taloziti >

lNe

( Taloziti >

Slika 3. Kriteriji za probir talozenjem polietilen glikolom; *odluka o ponovljenom talozenju

za omjer 40-60% po odluci odgovorne osobe
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3.4.ODREDIVANIJE PROLAKTINA

3.4.1. Reagensi
Radne otopine potrebne za metodu odredivanja prolaktina su:
e Roche Elecsys Prolactin Il reagens
e Pomoc¢ne otopine: ProCell M, CleanCell M, Preclean M
e PreciControl Universal za provodenje unutarnje kontrole kvalitete

e Prolactin CalSet Il za kalibraciju reagensa

Postupci kalibracije i unutarnje kontrole kvalitete provode se u skladu s unutarnjom politikom

laboratorija za automatizirane sustave.

3.4.2. Nacelo i postupak

Vrijednosti  prolaktina odredene su elektrokemiluminescentnom metodom na
automatskom analizatoru Cobas e 601 tvrtke Roche Diagnostics. Mjerenje ukupno traje 18
minuta.  Analizator mjeri  prolaktin  na  sendvi¢  principu ECLIA  (engl.
Electrochemiluminescence Immunoassay) metode koriStenjem dva monoklonska protutijela
specifi¢no usmjerena na humani prolaktin (Slika 5.).

U prvom koraku mijesa se 10 pL uzorka s reagensom koji sadrzi biotinom obiljezena
anti-prolaktin protutijela i rutenijem obiljezena anti-prolaktin specificna protutijela. Slijedi
inkubacija od 9 minuta pri ¢emu dolazi do vezanja protutijela za molekulu prolaktina u
uzorku. U drugom koraku dodaju se streptavidinom obloZene paramagnetske mikrocestice te
potom slijedi inkubacija od 9 minuta. Dolazi do vezanja biotinom obiljeZenih protutijela na
streptavidinom presvucenu povrSinu mikrocestica. Nakon druge inkubacije reakcijska smjesa
koja sadrzi imunokemijske komplekse prenosi se u mjernu ¢eliju. Imunokemijski kompleksi
su magnetski zarobljeni na radnoj elektrodi, a nevezani reagens i uzorak se ispire s ProCell
otopinom.

ECLIA metode koriste rutenijev(11)-tris(bipiridil) [Ru(byp)s]?* kompleks i tripropilamin
(TPA), dvije elektrokemijski aktivne supstance klju¢ne u reakcijama koje vode do emisije
svjetlosti. Obje supstance su stabilne sve dok se ne primijeni napon. Reakcija izmedu rutenij-
tris(bipiridil)>* i tripropilamina odvijaju se na povrsini elektrode od platine (Slika 4.).
Primjenom napona stvara se elektricno polje na koje sve supstance unutar njega reagiraju pa
tako dolazi do oksidacije TPA pri cemu nastaje slobodni TPA radikal koji uzrokuje prijelaz

rutenijevog kompleksa iz osnovnog u pobudeno stanje.
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Pobudeni oblik je vrlo nestabilan zbog ¢ega brzo dolazi do prelaska u osnovno stanje uz
emisiju fotona na 620 nm. Tako zavrSeni ciklus se moZe ponavljati. Budu¢i da se rutenijev
kompleks u osnovnom stanju kontinuirano obnavlja, moze se koristiti u sljede¢im ciklusima.
Iz jednog kompleksa antigen-protutijelo moze se stvoriti mnogo fotona. Upravo zbog toga
dolazi do amplifikacijskog efekta koji pridonosi osjetljivosti metode. Emisija svjetlosti mjeri
se pomoc¢u luminometra, a koli¢ina proizvedenog zracenja direktno je proporcionalna koli¢ini

prolaktina u uzorku. Koncentracija prolaktina evaluirana je i izraCunata prema kalibracijskoj

krivulji koja je uspostavljena na temelju standarda poznate koncentracije prolaktina.

povrsina
elektrode

24+
P h pobudeno stanje
ani F

0osnovno Sstanje raw (620 nm)

Slika 4. Elektrokemiluminiscentna reakcija na povrsini elektrode (preuzeto i prilagodeno s

http://www.unitedlabs.com.kw/sopdoc/training files/cobas/cobas.pdf)
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SENDVIC PRINCIP

Slika 5. Sendvi¢ princip ECLIA metode (preuzeto i prilagodeno s
http://www.unitedlabs.com.kw/sopdoc/training_files/cobas/cobas.pdf)

3.5.STATISTICKE METODE

Za prikaz rezultata i statistiCku obradu podataka koristeni su racunalni programi Excel
2016, Microsoft office (Microsoft USA) i MedCalc v.17.8.6. (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgija). Normalnost raspodjele podataka ispitana je D'Agostino-Pearsonovim
testom. Statisti¢ki znacajna razlika u pojavnosti makroprolaktina izmedu spolova ispitana je
Fisherovim egzaktnim testom. Wilcoxonov parni test je primijenjen za ispitivanje statistic¢ki
znacajne razlike u skupini pacijenata kod kojih je ponovljeno taloZenje prolaktina prema
prilozenom protokolu prikazanom na Slici 3. Svi rezultati interpretirat ¢e se na razini

statisticke znacajnosti P < 0,05.

18


http://www.unitedlabs.com.kw/sopdoc/training_files/cobas/cobas.pdf

4. REZULTATI
4.1. DESKRIPTIVNA STATISTIKA REZULTATA MJERENJA

U istrazivanju je sudjelovalo 1136 odraslih pacijenata, od kojih je 994 bilo zenskog, a 142
muskog spola. Od ukupnog broja pacijenata, njih 37 (1 muskarac i 36 Zena) je imalo
iskoriStenje (engl. Recovery) prolaktina u supernatantu manje ili jednako 40% sto upucuje na
prisutnost povecanih koli¢ina makroprolaktina u uzorku. U ispitivanoj skupini incidencija
makroprolaktina bila je 3,26%.

U Tablici 3. prikazana je raspodjela podataka s obzirom na dob i spol te medijan i
interkvartilni raspon vrijednosti inicijalnih mjerenja prolaktina u serumu, koncentracije
prolaktina u supernatantu nakon taloZenja polietilen glikolom te iskoriStenja. Fischerovim
egzaktnim testom smo ispitali postoji li statisti¢ki znacajna razlika u udjelu makroprolaktina
prema spolu (P = 0,0754).

Tablica 3. Prikaz raspodjele makroprolaktina i koncentracije prolaktina po spolu u ispitivanoj

populaciji.
M Z Ukupno
N 142 994 1136
Dob

medijan (min-max) 47,5 (18,0 - 88,0) 31,0 (18,0 -79,0) 32,0 (18,0 - 88,0)

PRL mIU/L 543,35 676,05 664,40
medijan (IQR) (447,80 — 825,60) (563,30 — 978,20) (550,80 — 964,55)

PRL-PEG mIU/L 438,00 540,30 532,80
medijan (IQR) (371,80 - 691,80) (453,00 — 789,00) (441,90 - 770,40)

PRL% 86,11 (82,46 —90,28) 83,61 (78,64 —87,48) 84,01 (78,91 - 87,91)
medijan (IQR)

N - broj pacijenata s iskoriStenjem > 40%

IQR — interkvartilni raspon

PRL — koncentracija prolaktina prije taloZenja polietilen glikolom
PRL-PEG — koncentracija prolaktina nakon taloZenja polietilen glikolom
PRL% - iskoristenje prolaktina u supernatantu

U tablici 4. prikazan je broj pacijenata s obzirom na nacin izvjeStavanja rezultata nakon
talozenja makroprolaktina polietilen glikolom. Od ukupno 1136 pacijenata, 37 je imalo
iskoriStenja manje ili jednako od 40% $to oznacava pseudohiperprolaktinemiju, tj. prisutnost

velikih koli¢ina makroprolaktina koji lazno povisuje koncentraciju monomernog prolaktina.
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Medu njima je 31 pacijent prema post-PEG referentnim intervalima takoder klasificiran u
grupu s makroprolaktinemijom jer su koncentracije prolaktina nakon talozenja unutar granica
pripadnog referentnog intervala. Posebnu kategoriju ¢ini 6 pacijenata kod kojih iskoristenje
upu¢uje na makroprolaktinemiju, a post-PEG referentni intervali na pravu

hiperprolaktinemiju.

Tablica 4. Raspodjela pacijenata s obzirom na iskoriStenje i post-PEG referentne intervale

HPRL (+) HPRL (-)
PRLY% < 40% 6 31
PRL% > 40% 1070 29

HPRL (+) — prava hiperprolaktinemija (koncentracije prolaktina nakon talozenja iznad gornje
granice post-PEG referentnog intervala)
HPRL (-) — pseudohiperprolaktinemija (koncentracije prolaktina nakon taloZenja unutar
granica post-PEG referentnog intervala)

U tablici 5. prikazan je broj pacijenata kod kojih bi se primijenio protokol taloZenja s
PEG-om prema predlozenim grani¢nim koncentracijama prolaktina i ukupan broj otkrivenih
pseudohiperprolaktinemija s obzirom na postavljene kriterije. Skupina A ozna¢ava pracenje
standardnog protokola koji obuhvaca sve pacijente s koncentracijama prolaktina iznad gornje
granice referentnog intervala. Skupina B odnosi se na sve pacijente koji imaju koncentraciju
prolaktina iznad 700 mIU/L, a skupina C na sve pacijente koji imaju koncentraciju prolaktina
iznad 1000 mIU/L.

Tablica 5. Broj pacijenata prema skupinama i s obzirom na prisutnost makroprolaktinemije

Skupina N N (MaPRL)

A 1136 37
B 515 18
C 267 7

N - ukupan broj pacijenata

N (MaPRL) - broj pacijenata s PRL% < 40%
A - standardni protokol (iznad GGRI za PRL)
B - PRL > 700 mIU/L

C - PRL > 1000 mIU/L
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4.2. STATISTICKA ANALIZA PONAVLJANIH MJERENJA

Za pacijente kod kojih je prema ve¢ opisanom vremenskom periodu ponovljen postupak
talozenja PEG-om ispitivali smo postoji li statisticki znacajna razlika izmedu dva mjerenja
pomoc¢u Wilcoxonovog parnog testa (Tablica 6.)

Koristeni su podaci svih pacijenata s ponavljanim mjerenjima za omjer prolaktina nakon
talozenja polietilen glikolom i prolaktina (PRL%, iskoristenje). Isti test proveden je i za
pacijente koji ne obuhvacaju sivu zonu mjerenja (iskoristenje > 60%), one koji obuhvacaju
sivu zonu (iskoriStenje > 40%) te pacijente koji imaju makroprolaktinemiju (iskoristenje <
40%).

Tablica 6. Rezultati Wilcoxonovog parnog testa za ponavljana mjerenja PRL%

Skupina N P-vrijednost
A 71 0,0001
B 52 0,0002
C 65 0,0001
D 6 NP

A - svi pacijenti kojima su ponavljana mjerenja

B - pacijenti s ponavljanim mjerenjima cije su vrijednosti iskoriStenja > 60%
C - pacijenti s ponavljanim mjerenjima ¢ije su vrijednosti iskoristenja > 40%
D - pacijenti s ponavljanim mjerenjima ¢ije su vrijednosti iskoristenja < 40%
NP - nije primjenjivo
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5. RASPRAVA

U opcoj populaciji prevalencija makroprolaktinemije iznosi oko 3-4% bez obzira na spol,
a za pacijente s hiperprolaktinemijom ona varira izmedu 15 i 35% (prosje¢ni udio 25%)
ovisno o koristenoj metodologiji i karakteristikama ispitivane populacije (Shimatsu i Hattori,
2012; Favresse i sur., 2017; Kasum i sur., 2017). Analizom prikupljenih podataka incidencija
makroprolaktinemije u ispitivanoj populaciji iznosi 3,26% Ssto je nize odnosu na prethodne
studije. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu spolova kao $to se pokazalo u
vecini ostalih istraZivanja.

Postupak talozenja makroprolaktina polietilen glikolom je jednostavan nacdin za
uklanjanje polimernog oblika prolaktina iz krvi pri ¢emu se racuna iskoriStenje (engl.
Recovery), tj. omjer izmjerenog prolaktin monomera u supernatantu nakon taloZenja
polietilen glikolom i prethodno izmjerenog prolaktina u serumu prije taloZenja. Vrijednost
iskoriStenja omogucava razlikovanje prave hiperprolaktinemije i pseudohiperprolaktinemije
uzrokovane interferencijom makroprolaktina. Najces¢a predlozena grani¢na vrijednost
iskoriStenja za taloZenje polietilen glikolom iznosi 40% pri ¢emu vrijednosti jednake ili
manje od 40% upucuju na makroprolaktinemiju, dok vrijednosti ve¢e od 40% upucuju na
pravu hiperprolaktinemiju. Razlikovanje patoloSkog od benignog stanja ovisi o grani¢noj
vrijednosti koja nije zadovoljavajue dijagnosticke specifi¢nosti 1 moze dovesti do krive
interpretacije u uzorcima koji imaju povecanu razinu monomernog prolaktina istovremeno s
makroprolaktinom (Samson i sur., 2015). Zbog toga se preporucuje uz iskoriStenje koristiti i
referentne intervale nakon taloZenja polietilen glikolom, tzv. post-PEG referentne intervale
(Smith i Fahie-Wilson, 2010). U studiji iz 2014., Beda-Maluga i sur. usporedili su
podudarnost u detekciji makroprolaktinemije koriStenjem grani¢ne vrijednosti za iskoriStenje
od 40% i post-PEG referentnih intervala. Uocili su da je u 57% uzoraka iskoristenje manje ili
jednako 40% pri ¢emu su koncentracije prolaktina nakon talozenja bile unutar granica post-
PEG referentnog intervala koje predlaze proizvodac. S druge strane, kod 43% pacijenata s
makroprolaktinemijom (iskoriStenje manje ili jednako 40%) izmjerena koncentracija
prolaktina bila je iznad gornje granice post-PEG referentnog intervala Sto oznacava pravu
hiperprolaktinemiju (Beda-Maluga i sur., 2014). U nasSoj studiji je 83,78% uzoraka imalo
iskoriStenje manje ili jednako 40% uz koncentraciju prolaktina unutar post-PEG referentnih

intervala, dok je 16,22% uzoraka prema iskoriStenju imalo makroprolaktinemiju, iako su im
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koncentracije prolaktina nakon talozenja ostale iznad gornje granice post-PEG referentnih
intervala.

Pretrazivanje na makroprolaktin prvenstveno se provodi kako bi se sprijecilo nepotrebno
lijecenje zdravih pacijenata s laznom hiperprolaktinemijom. Osim toga, omogucéava i uStedu
jer je smanjen broj slikovnih pretraga i koriStenja lijekova (Gibney i sur., 2005). Unatoc¢
tome, de Soarez i sur. su u studiji iz 2009. uocili da usteda nije veoma znacajna buduci da
lije¢nici i dalje narucuju dodatne pretrage bez obzira na laboratorijske rezultate (de Soarez i
sur., 2009). S ciljem smanjenja broja nepotrebnih dodatnih testiranja na makroprolaktin,
pokusali smo podiéi grani¢nu vrijednost za provodenje taloZenja polietilen glikolom, ali su
rezultati pokazali da bi se na taj nacin propustio znaCajan broj pacijenata s laznom
hiperprolaktinemijom. Podizanjem grani¢ne vrijednosti na 700 mIU/L propustilo bi se 19
pacijenata , a koriStenjem grani¢ne vrijednosti od 1000 mIU/L ¢ak njih 30, stoga dosadas$nji
protokol koji koristi gornju granicu referentnog intervala kao grani¢nu vrijednost ima
opravdanu primjenu.

Patogeneza makroprolaktinemije nije jo§ u potpunosti poznata. Postoje razne studije u
kojima se istrazuje povezanost stvaranja anti-prolaktinskih protutijela i razli¢itih autoimunih
bolesti poput sistemskog eritemskog lupusa, iako do sada nije utvrdena korelacija izmedu ta
dva fenomena. Smatra se da najvecu ulogu imaju genetski i okoli$ni ¢imbenici koji utjecu na
imunoloski odgovor organizma na slican nacin kao 1 kod drugih autoimunih bolesti. Nastala
protutijela ostaju stabilna kroz duzi period Zivota (duZe od 10 godina) zbog cega se moZe reci
da je makroprolaktinemija kroni¢no stanje (Kasum i sur., 2017). Upravo zbog toga, potrebno
je provoditi inicijalni probir na makroprolaktin kod svih novih pacijenata s
hiperprolaktinemijom te ponavljati postupak za svako kontrolno odredivanje kod pacijenata
kojima je ve¢ utvrdena makroprolaktinemija. U studiji iz 2012., Hattori i sur. pratili su
unutar 4 godina pacijente s utvrdenom makroprolaktinemijom te utvrdili da se udio
makroprolaktina u serumu znacajno ne mijenja u tom razdoblju (Hattori i sur., 2012).
Ogranic¢enje nase studije je nedovoljan broj pacijenata s makroprolaktinemijom kojima se
opetovano izvodio probir da bi se moglo zakljuciti postoji li statisticki znacajna razlika
izmedu mjerenja. S druge strane, htjeli smo takoder utvrditi postoji li potreba za
ponavljanjem probira na makroprolaktin kod pacijenata koji dolaze kontrolirati
hiperprolaktinemiju nakon godinu dana. Dosadasnja dugoro¢na pracenja pacijenata upucuju
da se makroprolaktinemija razvija prije srednjih godina pa mogucénost pojave ove
interferencije kod pacijenata koji ju prethodno nisu razvili i dalje postoji (Shimatsu i Hattori,

2012). Ispitali smo postoji li statisticki znacajna razlika izmedu mjerenja kod svih pacijenata
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kojima je probir ponovljen te s obzirom na skupinu u koju ih svrstavamo prema iskoristenju.
Kod svih pacijenata kojima je utvrdena prava hiperprolaktinemija, bez obzira nalaze li se u
sivoj zoni ili iznad nje, postoji statisticki znacajna razlika izmedu ponavljanih mjerenja $to

upucuje na zakljucak da postoji potreba za ponavljanjem probira nakon godinu dana.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Incidencija makroprolaktinemije u ispitivanoj populaciji je 3,26% $to je nize u odnosu
na druge studije kod kojih je prosjek oko 25%.

Prevalencija makroprolaktinemije u populaciji nije statisticki znacajno razliCita
izmedu muskaraca i Zena Sto se podudara s rezultatima ostalih istrazivanja.

Rezultate nakon taloZenja makroprolaktina polietilen glikolom trebalo bi izvjeStavati
u obliku postotka iskoriStenja te kao apsolutni broj uz pripadaju¢e post-PEG
referentne intervale kako se ne bi propustili pacijenti kod kojih je prisutna
makroprolaktinemija uz pravu hiperprolaktinemiju.

Racionalniji pristup uz podizanje grani¢nih vrijednosti nije se pokazao opravdanim jer
bi se na taj nain propustio znatan broj pacijenata s laznom hiperprolaktinemijom.
Dosadasnji postupak ponovljenog talozenja koji se primjenjuje na bolesnike koji
opetovano dolaze kontrolirati hiperprolaktinemiju, pokazao se opravdanim, budu¢i da

postoji statistiki znacajna razlika u izmjerenim koncentracijama prolaktina.
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8. SAZETAK/SUMMARY
8.1. SAZETAK

Odredivanje koncentracije prolaktina u serumu ima najve¢i klinicki znacaj U
diferencijalnoj dijagnostici hiperprolaktinemije. Budu¢i da je fiziologija djelovanja i
regulacije lucenja prolaktina u krvi vrlo sloZena, postoje razli€iti ¢cimbenici koji utjeCu na
vrijednosti izmjerenih koncentracija. Jedan od glavnih analitickih interferenata prilikom
odredivanja koncentracija prolaktina u serumu je povecana prisutnost polimernog oblika,
makroprolaktina.

Ciljevi ovoga rada bili su ispitati uc¢estalost makroprolaktinemije u ispitivanoj populaciji
te utvrditi postoji li statisticki znacajna razlika u prevalenciji izmedu spolova. Takoder je
napravljena usporedba nacina izvjeStavanja rezultata nakon taloZzenja makroprolaktina
polietilen glikolom te ispitana mogucnost racionalizacije postupka talozenja podizanjem
grani¢ne vrijednosti na 700 mIU/L, tj. 1000 mIU/L. Wilcoxonovim parnim utvrdeno je
postoji li statisticki znacajna razlika u testu iskoriStenja (engl. Recovery) kod ispitanika
kojima je postupak talozenja polietilen glikolom ponovljen nakon godinu dana.

Ispitivanje je provedeno na 1136 uzoraka seruma odraslih pacijenata prikupljenih u
razdoblju od sije¢nja 2016. do rujna 2017. kojima su koncentracije prolaktina bile iznad
gornje granice referentnog intervala. Koncentracije prolaktina prije i nakon taloZenja
polietilen glikolom izmjerene su elektrokemiluminiscenthom metodom na analizatoru Cobas
e601. Koncentracije prolaktina koje su unutar referentnog intervala nakon taloZenja smatraju
se laznim hiperprolaktinemijama.

Prema rezultatima ispitivanja utvrdena je ucestalost makroprolaktinemije u ispitanoj
populaciji od 3,26% pri ¢emu nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu muskaraca i zena u
prevalenciji makroprolaktinemije. Usporedbom nacina izvjestavanja rezultata nakon talozenja
makroprolaktina polietilen glikolom uocena je vaznost paralelnog prikazivanja postotka
iskoriStenja uz apsolutne vrijednosti koncentracija prolaktina nakon taloZenja i pripadnih
post-PEG referentnih intervala. Podizanje grani¢nih vrijednosti nije opravdano jer bi se
propustio veliki broj pacijenata s makroprolaktinemijom, a rezultati Wilcoxonovog parnog
testa potvrduju potrebu za ponavljanjem taloZenja polietilen glikolom nakon godinu dana za

sve pacijente s hiperprolaktinemijom.

31



8.2. SUMMARY

Determination of serum prolactin concentration has the highest clinical relevance in the
differential diagnosis of hyperprolactinemia. Since the physiological activity and regulation
of prolactin secretion is very complex, there are many different factors that affect prolactin
serum concentration to consider. Macroprolactin, a polymeric form of prolactin, is the major
cause of falsely increased prolactin.

Aims of this study were to establish the prevalence of macroprolactinaemia in our study
population and to see whether there is a statistically significant difference between men and
women. A comparison of the method of reporting the results after the precipitation of
macroprolactin with polyethylene glycol was also made, as well as the possibility of
rationalizing the precipitation process by increasing the limit value to 700 mIU/L, i.e. 1000
mIU/L. Wilcoxon's paired test was used to determine whether there was a statistically
significant difference in recovery in subjects whose polyethylene glycol precipitation was
repeated after one year.

The study was conducted on 1136 adult patients' sera samples which were collected from
January 2016 to September 2017. All samples had prolactin above corresponding upper
reference limit. Measurements before and after PEG-precipitation were performed with
electrochemiluminescence method on Cobas e601 analyzer. Post-PEG prolactin
concentrations that fall within corresponding reference interval are considered false
hyperprolactinemia.

According to the results of the study, the incidence of macroprolactinemia in the
examined population was 3.26%, with no statistically significant difference between men and
women. By comparing the method of reporting the results after the precipitation of
macroprolactin with polyethylene glycol, the importance of the parallel representation of the
percentage of recovery and absolute values of prolactin concentrations after precipitation,
along with corresponding post-PEG reference intervals, was observed. Raising the limit
values is not justified because a large number of patients with macroprolactinemia would be
missed, and Wilcoxon's paired test results confirmed the need to repeat the precipitation with

polyethylene glycol after a period of one year for all patients with hyperprolactinaemia.
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9. PRILOZI
9.1. POPIS KRATICA

PRL-R — prolaktinski receptor

PRL — prolaktin

ACTH — adrenokorotikotropni hormon

PIF — faktori inhibicije prolaktina

PRF — faktori otpusStanja prolaktina

TRH — hormon koji otpusta tireotropin

VIP — vazoaktivni intestinalni peptid

MRI — magnetska rezonancija

CT — kompjuterska tomografija

IgG — imunoglobulin G

PEG — polietilen glikol

LIS — laboratorijski informacijski sustav

ECLIA — elektrokemiluminiscentna imunometoda
TPA — tripropilamin

MaPRL - makroprolaktin

PRL-PEG — koncentracija prolaktina nakon talozenja polietilen glikolom
PRL% - iskoriStenje prolaktina u supernatantu

HPRL - hiperprolaktinemija
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SAZETAK

Odredivanje koncentracije prolaktina u serumu ima najveéi klinicki znacaj u diferencijalnoj dijagnostici hiperprolaktinemije.
Buduc¢i da je fiziologija djelovanja i regulacije lucenja prolaktina u krvi vrlo sloZena, postoje razliciti ¢cimbenici koji utjecu
na vrijednosti izmjerenih koncentracija. Jedan od glavnih analitickih interferenata prilikom odredivanja koncentracija
prolaktina u serumu je povecana prisutnost polimernog oblika, makroprolaktina. Ciljevi ovoga rada bili su ispitati ucestalost
makroprolaktinemije u ispitivanoj populaciji te utvrditi postoji li statisticki znacajna razlika u prevalenciji izmedu spolova.
Takoder je napravljena usporedba nacina izvjeStavanja rezultata nakon taloZenja makroprolaktina polietilen glikolom te
ispitana moguénost racionalizacije postupka taloZenja podizanjem grani¢ne vrijednosti na 700 mIU/L, tj. 1000 mIU/L.
Wilcoxonovim parnim utvrdeno je postoji li statisticki znacajna razlika u testu iskoriStenja (engl. Recovery) kod ispitanika
kojima je postupak talozZenja polietilen glikolom ponovljen nakon godinu dana. Ispitivanje je provedeno na 1136 uzoraka
seruma odraslih pacijenata prikupljenih u razdoblju od sije¢nja 2016. do rujna 2017. kojima su koncentracije prolaktina bile
iznad gornje granice referentnog intervala. Koncentracije prolaktina prije i nakon taloZenja polietilen glikolom izmjerene su
elektrokemiluminiscentnom metodom na analizatoru Cobas e601. Koncentracije prolaktina koje su unutar referentnog
intervala nakon taloZenja smatraju se laznim hiperprolaktinemijama. Prema rezultatima ispitivanja utvrdena je ucestalost
makroprolaktinemije u ispitanoj populaciji od 3,26% pri cemu nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu muskaraca i Zena u
prevalenciji makroprolaktinemije. Usporedbom nacina izvjeStavanja rezultata nakon taloZenja makroprolaktina polietilen
glikolom uocena je vaznost paralelnog prikazivanja postotka iskoriStenja uz apsolutne vrijednosti koncentracija prolaktina
nakon taloZenja i pripadnih post-PEG referentnih intervala. Podizanje grani¢nih vrijednosti nije opravdano jer bi se propustio
veliki broj pacijenata s makroprolaktinemijom, a rezultati Wilcoxonovog parnog testa potvrduju potrebu za ponavljanjem
talozenja polietilen glikolom nakon godinu dana za sve pacijente s hiperprolaktinemijom.
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SUMMARY

Determination of serum prolactin concentration has the highest clinical relevance in the differential diagnosis of
hyperprolactinemia. Since the physiological activity and regulation of prolactin secretion is very complex, there are many
different factors that affect prolactin serum concentration to consider. Macroprolactin, a polymeric form of prolactin, is the
major cause of falsely increased prolactin. Aims of this study were to establish the prevalence of macroprolactinaemia in our
study population and to see whether there is a statistically significant difference between men and women. A comparison of
the method of reporting the results after the precipitation of macroprolactin with polyethylene glycol was also made, as well
as the possibility of rationalizing the precipitation process by increasing the limit value to 700 mIU/L, i.e. 1000 mIU/L.
Wilcoxon's paired test was used to determine whether there was a statistically significant difference in recovery in subjects
whose polyethylene glycol precipitation was repeated after one year. The study was conducted on 1136 adult patients' sera
samples which were collected from January 2016 to September 2017. All samples had prolactin above corresponding upper
reference limit. Measurements before and after PEG-precipitation were performed with electrochemiluminescence method
on Cobas e601 analyzer. Post-PEG prolactin concentrations that fall within corresponding reference interval are considered
false hyperprolactinemia. According to the results of the study, the incidence of macroprolactinemia in the examined
population was 3.26%, with no statistically significant difference between men and women. By comparing the method of
reporting the results after the precipitation of macroprolactin with polyethylene glycol, the importance of the parallel
representation of the percentage of recovery and absolute values of prolactin concentrations after precipitation, along with
corresponding post-PEG reference intervals, was observed. Raising the limit values is not justified because a large number of
patients with macroprolactinemia would be missed, and Wilcoxon's paired test results confirmed the need to repeat the
precipitation with polyethylene glycol after a period of one year for all patients with hyperprolactinaemia.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 33 pages, 5 figures, 6 tables and 41 references. Original is in Croatian language.

Keywords: Hyperprolactinaemia, macroprolactin, precipitation with polyethylene glycol, screening test

Mentor: Nada Vrki¢, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Reviewers: Nada Vrki¢, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Sandra Supraha Goreta, Ph.D. Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry
Olga Gornik, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was accepted: March 2018.

35



