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Zkusenosti s novou reagencni
soupravou Elecsys Prolactin 11

Moznosti presného a mezilaboratorné porovnatelného stanoveni prolaktinu, proteo-
hormonu diilezitého k navozeni a udrzovani laktace savcii, jsou v soucasné dobé ome-
zeny rozdilnou zkiiZenou reaktivitou protilatek jednotlivych reagencnich souprav na
Jednu z forem prolaktinu - biologicky neaktivni makroprolaktin. Laborator OKBH

Endokrinologického ustavu po dobu 20 mesicii sledovala u rutinnich vysetreni pro-
laktinu podil makroprolaktinu na celkovém obsahu stanovovaného analytu, a to po-
stupneé dvemi generacemi souprav firmy Roche - Elecsys Prolactin a Elecsys Prolactin
11 Vysledky jsou diskutovany v tomto clanku.

Uvod

Prolaktin (PRL, laktogenni hormon, mam-
motropin) je proteohormon tvofeny 198
aminokyselinami a secernovany laktotro-
py patficimi k acidofilnim bunkam adeno-
hypofyzy. Jeho hlavni fyziologickou funk-
ci je navozeni a udrzovani laktace u sav-
cl. U jinych zivoc¢isnych druht mize mit
1dalsi tcinky (napf. svlékani kize plaza) (1).
Prolaktin se v normalnim séru vysky-
tuje jako monomericky ,,maly* prolaktin
s molekulovou hmotnosti 23 kDa, se za-
stoupenim asi 85 - 95 % a dale “velky*
(big-PRL) prolaktin s molekulovou hmot-
nosti do 100 kDa. Dals§i moznou formou je
makroprolaktin (big-big prolaktin, makro-
PRL) o molekulové hmotnosti nad 150
kDa. Jde o komplex prolaktinu a anti-pro-
laktinu IgG. Mimo vyse zminovanych
agregatl prolaktinu se mohou v cirkulaci
objevovat také jeho fragmenty o velikosti
8 - 16 kDa (2). Sekrece prolaktinu je pulsa-
tilni a je kontrolovana prolaktin inhbi¢nim
faktorem (PIF). Cilovym organem pro pro-
laktin je mlécna zlaza, kdy béhem t¢hoten-
stvi hladina prolaktinu stoupa pod vlivem
vzrastajici produkce estrogenti a proges-
teronu. Kratce po porodu hladina estroge-
nu prudce poklesne a prolaktin stimuluje
mlécnou zlazu k iniciaci laktace. Prolaktin
ma vsak i dal$i metabolické funkce jako je
naptiklad retence draselnych a fosforec-
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nych iontd. Vysoké hladiny prolaktinu in-
hibuji steroidogenezu v ovariich (3).

Stanoveni hladin makroprolaktinu pfi
soucasném stanoveni prolaktinémie je du-
lezité pfedevsim z hlediska managementu
terapie, protoze za biologicky aktivni je
povazovan pouze monomericky prolaktin.
Makroprolaktin nevykazuje biologickou
aktivitu, ¢imz v8ak neni dotcena jeho
schopnost imunoreaktivity spojené
s tvorbou specifickych autoprotilatek rea-
gujicich s jeho makromolekulami (4). Zna-
mé procentudlni zastoupeni makroprolak-
tinu je vychozi pti diagnosticko-terapeu-
tickém algoritmu hyperprolaktinémii.

Hyperprolaktinémie je Casto pri¢inou
poruch menstruacniho cyklu, galaktorey
nebo sterility u Zen a impotence a gyneko-
mastii u muzi. Hypeprolaktinémie je nej-
Cast¢ji disledkem piitomnosti adenomu
hypofyzy - tzv. mikroprolaktinomu, a to az
v 90 % a dale pfi chronickém renalnim se-
lhéani, hypothyredze a iatrogenné pii 1écbé
nékterymi typy antidepresiv (5). Chirur-
gicka lécba je vyuzivana v piipadé makro-
prolaktinomiti s mechanickym ttlakem,
ostatni hyperprolaktinémie jsou feSeny
farmakologicky s pouzitim antagonisti
dopaminergnich receptorti napt. Bro-
mocriptin, Cabergolin (6).

Soucasna instrumentalni analyza nabi-
zi n€kolik moznosti stanoveni makropro-
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laktinu. K nejbéznéjsim patii gelova chro-

matografie, ultrafiltrace nebo precipitace

s polyethylenglykolem (PEG) v ndvaznos-
ti na stanoveni celkovych hladin prolakti-
nu imunochemicky (4,7,8).

Nase laboratof zapocala se stanovenim
prolaktinu v séru v roce 2004 s diagnos-
tickou soupravou Elescys Prolactin (Ro-
che) na automatickém analyzatoru Modu-
lar E170 vyuzivajicim principu elektroche-
miluminiscence. Pomérn¢ vysoké procen-
to vysledki nad referen¢nim rozmezim
s podezfenim na soucasnou detekci mak-
roprolaktinu si zanedlouho (fijen 2005) vy-
zadalo sou€asné rutinni stanovovani mak-
roPRL, a to metodou precipitace s PEG.

V kvétnu 2006 uvedla firma Roche na trh
novou soupravu Elecsys Prolactin II,

u které se predpokladalo vylepseni kitu
predevsim z hlediska minimalizace zkiize-
nych reakei s makroprolaktinem.

Tato prace se pokusila zmapovat stav
stanoveni prolaktinu a makroprolaktinu
s pouzitim diagnostické soupravy Elescys
Prolactin I. a nasledné II. generace.

Metodika, porovnavané
soubory

V ramci laboratofe OKBH Endokrinologic-
kého ustavu bylo provedeno v obdobi
31.10.2005-9. 1.2007 u pacientti celkem
1730 stanoveni prolaktinu, z toho ptivodni
soupravou Elecsys Prolactin 948 vysette-
ni(31.10.2005 - 2. 6. 2006) a novou sou-
pravou Elecsys Prolactin II 782 vysetfeni
(5.6.2006-9.1.2007). V tomto souboru
byli zahrnuti pacienti s nejriznéjsimi dia-
gnoézami, predevsim pak hyperprolaktiné-
mii, ovarialnimi dysfunkcemi, thyroiditida-
mi, hypofyzarnimi dysfunkcemi a jinymi
endokrinnimi onemocnénimi.

VySetieni byla provedena na imunoa-



nalyzatoru Modular E 170 pracujicim na
principu elektrochemiluminiscence.

U vzork se zjisténym obsahem prolaktinu
veétsim nez 50 ng/ml (1060 mIU/1) bylo na-
sledné vzdy provedeno recovery po vy-
srazeni podilu makroprolaktinu polyethy-
lenglykolem. Hranice 50 ng/ml byla stano-
vena Ucéelove pro potieby 1ékaiti naseho
zafizeni po dohodé¢ s nimi.

Metodika pfevzata z literatury (4) vyu-
ziva srazeni séra 25% roztokem PEG 6000
v fosfatovém pufru o pH 7,4 v podilu 1:1
(300 pl séra+ 300 ul 25% PEG protiepat na
vortexu 1 minutu, inkubace 10 minut pfi
laboratorni teploté a nasledna centrifuga-
ce pti 3000g 30 minut). V supernatantu byl
stanoven znovu prolaktin a vypocitano
recovery v % puvodniho stanoveni. Kvuli
spravné reprodukovatelnosti bylo druhé
stanoveni provadéno vzdy v tyz den jako
prvni, material nebyl mezitim zmrazovan
ani rozmrazovan.

Interpretace vysledki byla provadéna
dle schématu (tab. 1):

Uvadeéné vypocty a grafy byly vytvo-
feny v programu Microsoft Excel a statis-
tickém programu GraphPad Prism 4 (Gra-
phPad Inc., San Diego, CA, USA).

Vysledky

Zakladni statistika

Jak vyplyva z tabulky ¢.2., zavedenim no-
vé metody se zménily hodnoty referen¢ni-
ho rozmezi k niz§im hranicim jak u muzi,
tak u Zen. Ve shodé¢ s tim poklesly u nové-
ho stanoveni absolutni hodnoty vysledkii
vySetieni prolaktinu jak v priméru, tak

v medianu. Pocet vysledkt nad 50 ng/ml,
u kterych bylo tieba provadét doplikove
recovery vysetfeni obsahu makroprolakti-
nu, poklesl u nového testu zhruba o polo-
vinu - z 12,2 % na pouhych 6,3 %. Vzhle-
dem k tomu, Ze porovnavana obdobi sle-
dovani vysledkii u pacienti byla dosta-
tecné dlouha a skladba diagn6z v obou
obdobich prakticky shodna (graf ¢.1), Ize
predpokladat, ze tyto statisticky vyznam-
né zmény (Mann-Whitney test, P<0,0001)
byly zptisobeny zménou reagencni sou-
pravy.

Podil makroprolaktinu ve stanoveni

U vzork se zjisténym obsahem prolaktinu
vys$$im nez nami stanovena mez 50 ng/ml
jsme provadéli nasledné druhé stanoveni
po vysrazeni piitomného makroprolaktinu.

Recovery Interpretace

<30 % Vysledek ovlivnén pfitomnosti makroprolaktinu v séru

30 - 65 % Nejednoznacné vysledky - nelze presné urcit vliv makroprolaktinu
na vysledek vysetreni

>65 % V séru je predominantni monomericka slozka prolaktinu

Tabulka 1. Interpretace vysledkii pri stanoveni podilu makroprolaktinu

Elecsys Prolactin Elecsys Prolactin Il

Referenc¢ni rozmezi Muzi 4,6 - 21,4 4,1 - 15,3
(ng/ml) Zeny 6,0 - 29,9 4,8 - 23,4
Celkovy pocet vySetreni 948 782
Primeér (ng/ml) 30,1 19,2
Smérodatna odchylka 46,2 22,9
Median 17,7 13,2
Minimum 0,70 0,2
Maximum 639,3 228,5
Vysledky > horni referenéni mez 249 182

% z celkového poctu vysetreni 26 23
Vysledky > 50 ng/ml 116 48

% z celkového poctu vysetreni 12,2 6,3

Tabulka 2: Zakladni charakteristika soubori

Prolactin I (XI. 2005 - V. 2006) | Prolactin Il (V1. 2006 - 1. 2007)
Pocet % Pocet %
S makroprolaktinem 45 38,8 0 0
Nejednoznaéné 14 12,1 7 14,3
Bez makroprolaktinu 57 49,1 41 85,7

Tabulka 3: Stanoveni podilu makroprolaktinu ve vzorcich s obsahem prolaktinu > 50 ng/ml

V piipad¢ reagencni soupravy Elecsys
Prolactin §lo o 116 vzorkd, tj. 12,2 % z cel-

kového stanoveného mnozstvi. V piipadé

nové soupravy Elecsys Prolactin II pocet
vysokych vzorkt klesl na 48, tedy na
6,3 %. Zjisténé vysledky obsahu makro-

Zastoupeni jednotlivych diagnéz vysSetiovanych
osob

m thyroiditida
O zvétSeni stitné zlazy
W obezita

W poruchy nadledvin
O sexualni dysfunkce

| hyperfunkce hypofyzy
W ostatni diagnézy

m ostatni endokrinni onemocnéni O thyreotoxik6za

W onemocnéni slinivky, diabetes W opozdéna puberta

W hyperprolaktinémie
O PCOS, ovarialni dysfunkce
@ hypothyre6za

Wl hypopituitarismus
m hyperparathyre6za

m Cushinglv syndrom

Graf 1. Podil jednotlivych diagnoz u osob vySetfovanych na obsah prolaktinu v séru
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Graf 2: Souprava Elecsys Prolactin - % recovery po vysrazeni makroprolaktinu
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Graf 3: Souprava Elecsys Prolactin II - % recovery po vysrazeni makroprolaktinu
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Graf 4: % recovery u jednotlivych pacientii (obé vySetieni soupravou Prolactin 1)

prolaktinu vykazaly s novou reagencni
soupravou také zmény zobrazené v gra-
fech¢.2.ac.3.

Zatimco v pripad¢ ptivodni reagenéni
soupravy byla ve 38 % prokazana ve sta-
novovaném vzorku pfitomnost makropro-
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laktinu, u nové soupravy Elecsys Prolac-
tin II byl pocet vzorkt, ve kterych se na
celkovém obsahu prolaktinu podilel jed-
nozna¢né makroprolaktin, nulovy. Naopak
pocet vzorki bez prokazaného makropro-
laktinu vzrostl z 57 % na 86 %. (tabulka 3.)

Porovnani vysledkii stanoveni makropro-
laktinu u jednotlivych pacienti

Ve sledovanych obdobich jsme méli moz-
nost porovnat i data u konkrétnich paci-
entl, kterym byl prolaktin stanovovan
opakované po urcitém obdobi. Zatimco
hodnoty celkového prolaktinu se ¢asto

i vyrazné lisily v zavislosti na 1é¢bé i dal-
Sich faktorech, podil makroprolaktinu

u individualnich pacientd byl ve vétsing
pripadl na stejné urovni (viz graf4 a 5).
Jedinou vyjimku tvofili pacienti, u kterych
bylo kazdé méfeni provedeno jinou sou-
pravou. Pokud prvni souprava v tomto
ptipadé prokazala pfitomnost makropro-
laktinu, pfi stanoveni soupravou druhé
generace jiz detekovan nebyl (vzorky 1.-4.
v grafu 5).

Diskuse a zavér

Stanoveni prolaktinu je jednim ze zaklad-
nich vySetfeni v endokrinologii a repro-
dukéni medicing. Kvalitni laboratorni ana-
lyza je tak nezbytna pro dalsi diagnostiku
a eventualni terapii. Tato prace se pokusi-
la zmapovat trendy ve vyvoji stanoveni
prolaktinu a makroprolaktinu za pouziti
testu Elescys Prolactin (Roche) I. a II. ge-
nerace.

K samotnému porovnani byl pouzit
soubor osob 1é¢enych ¢i vysetiovanych
v Endokrinologickém ustavu v Praze v ob-
dobi roku 2005 - 2007. Mezi nejéastéjsi di-
agndzy vysetfovanych osob patiila thy-
roiditida, hyperprolaktinémie a syndrom
polycystickych ovarii.

Po zavedeni metodiky na odd¢leni
bylo nasim cilem zjistit, jak nami pouziva-
na souprava reaguje na pritomnost makro-
prolaktinu v séru. Vysledky zjisténé u na-
hodnych vzorkt byly podnétem k zahaje-
ni paralelniho rutinniho stanovovani po-
dilu makroprolaktinu na celkovém vysled-
ku ve vzorcich s vysokym obsahem pro-
laktinu. Pfi pouzivani reagencni soupravy
L. generace Elecsys Prolactin pii celkovém
zachytu 12 % pacientskych vzorkl nad
50 ng/ml ¢inilo mnozstvi vzorki s deteko-
vanym makroprolaktinem 38,8 %, bez mak-
roprolaktinu pak 49,1 %. Po pfechodu na
novou reagencni soupravu II. generace
Elecsys Prolactin II jsme pfi celkovém za-
chytu 6,3 % vzorkti nad 50 ng/ml v zad-
ném séru nedetekovali jednoznacné pii-
tomnost makroprolaktinu a mnozstvi vzor-
ki bez makroprolaktinu vzrostlo na 85,7



100,0
90,0 -
80,0 -
70,0
60,0
50,0 -
40,0

%

30,0 A

—6—1. vysledek —@— 2. vysledek

20,0
10,0 -

0,0 T T T T T

7 8 9
¢. pacienta

10 11 12 13 14

Graf'5: % recovery u jednotlivych pacientit (druhé vySetreni soupravou Prolactin II)
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