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1.GIRIS VE AMAC

Hiperprolaktinemi, prolaktininin (PRL) asir1 sekresyonu sonucu ortaya c¢ikan
hipotaloma-hipofizer aksin en yaygin endokrin bozuklugudur (1). Hiperprolaktinemi
menstriiel hastalik nedenlerinin 1/5 kadarmi olusturmaktadir ve PRL diizeyinin ilgili
laboratuvar tarafindan kullanilan referans araligin iizerinde olmasi olarak tanimlanir (2).

Prolaktin, ©on hipofizden salgilanan ve serum PRL’inin %85-95’ini olusturan
monomerik bir proteindir. Serumda Jel Filtrasyon Kromatografisi(GFC) ile tanimlanan
farkli molekiil agirlikli formlarinin oldugu bilinmektedir. Bunlardan biri total prolaktinin
%1’inden azmi olusturan ‘big-big” PRL diye de isimlendirilen ve ¢ogunlukla
immiinglobulin G (IgG)ile monomerik PRL birlesmesinden olusan makroprolaktindir
(2,3).

Makroprolaktin, biiyilk molekiill agirligi veya net yiikiindeki degisiklikler nedeniyle
kapiller damarlardan zor geger veya gegemez. Bu durum in vivo biyoaktivitesinin azligni
veya yoklugunu agiklamaktadir. Ayni nedenle bobrek klirensi azalmakta ve hipotalamik
feed-back mekanizmasi islememektedir. Hedef hiicrelere gecisin engellenmesi yiiksek
prolaktin diizeylerine ragmen klinik semptom olmamasma yol agmaktadir (3,4).
Makroprolaktin klinik bulgu vermeyen hiperprolaktinemiye neden olmaktadir ve
idiyopatik hiperprolaktinemiler arasinda 6nemli bir yer kaplamaktadir (4,5).
Makroprolaktinemi, makroprolaktin diizeyinin total prolaktinin %50’sinden fazla olmasi
olarak degerlendirilir. Her iki cinsteve ¢ocuklarda goriiliir. Genel populasyonun %1’ inden
azinda goriilmektedir. Hiperpolaktinemili hastalarda makroprolaktinemi sikligr %18-42
arasinda degismektedir (4).

Otuz yildir varligi bilinmesine ragmen makroprolaktin tan1 ve takip acgisindan
endokrinologlar ve laboratuvar uzmanlar1 i¢in halen bas agritict bir konudur.
Makroprolaktin, hiperprolaktinemili hastalarm siklikla yanlis tani1 ve tedavi almalarina

sebep olmaktadir. Bu nedenle hiperprolaktinemili hastalarin klinik 6zelliklerine gore



simiflandirilmadan her hastaya makroprolaktin tarama testi yapilmasi dnerilmistir. Boylece
hormonal ve radyolojik tetkiklerin tekrarlanmasi ve gereksiz tedavi verilmesinin Oniine
gegcilecektir. Bu nedenle bu biyolojik bozukluk i¢in her arastirma merkezinde rutin bir tan1
yonteminin bulundurulmasi 6nerilmektedir (5,6).

Makroprolaktin varligi kompleks yapisi nedeniyle kullanilan farkli rutin immiinometrik
yontemlerle farkli reaksiyonlar verir. Makroprolaktine duyarliligi en fazla olan immun
yontemin elektrokemiluminesans yontem oldugu ileri siiriilmiistiir. Makroprolaktinin temel
yapist otoantikor kompleksi oldugu i¢in Sl¢limler arasi farkliliklar capraz reaksiyonlar ile
aciklanabilir (6,7).

Arastirmacilar birgok tayin yontemini karsilastirmistir. Altin standart yontem GFC olmakla
beraber pahali ve zahmetli oldugu i¢in rutin kullanimda tercih edilmemektedir (2,3).
Alternatif yontemler icinde polietilen glikol (PEG) ile ¢oktiirme ucuz, kolay ve GFC ile
korele olmasi nedeniyle birgok laboratuvar tarafindan tarama yontemi olarak tercih
edilmektedir (4,6).

Bu c¢alismanin amaci, laboratuvarimizda prolaktin Ol¢limiinde kullandigimiz
immiinoassay yonteminin makroprolaktin ile etkilesim derecesini ortaya koymak ve PEG
ile ¢oktlirmeye dayali makroprolaktin tarama metodunu standardize ederek rutin klinik
kullanima sunmaktir. Bdylece hiperprolaktinemili hastalarm ne kadarmin gergek
hiperprolaktinemili oldugu tespit edilecek ve gereksiz ileri tetkik istemi ve gereksiz

tedaviye yonlenme engellenecektir.



2.GENEL BILGILER

1.Prolaktin

Prolaktin, ilk olarak 1933 yilinda, hayvan Orneklerinde 6n hipofizin bir iirlinii olarak
tanimlanmis ancak insanlarda 1971°de saflastirilmistir(8). Prolaktin, 6n hipofizdeki
asidofilik laktotrof hiicrelerde sentezlenen, molekiil i¢i 3 disiilfit bagi iceren 199
aminoasidlik tek polipeptid zincirden olusan globiiler bir proteindir.PRL hormonunu
sentezleyen gen 6. kromozomda yerlesmistir. Laktotrop hiicreler 6n hipofiz hiicrelerinin
%15-25 kadarmi olusturur.Hiicre miktar1 degismemekle beraber gebelik ve laktasyon
esnasinda laktotrof hiperplazi meydana gelir. Gebeligin son 2 trimestri ile laktasyonun ilk
birka¢ aymda laktotrop hiicre hiperplazisi 6nemli boyutlara ulasir ve takip eden aylarda
hiicreler eski haline doner. Bu degisiklikleri dstrojenin indiikledigi diistiniilmektedir (4,9).
On hipofizden ayrica gonadotropinler(FSH,LH), tirotropin(TRH), somatotropin(GH),
kortikotropin(lACTH) gibi diger hormonlar da salgilanmaktadir (10).

PRL ’nin sadece ©n hipofiz bezinde sentezlenmedigi; viicutta santral sinir
sistemi,bagisiklik sistemi, meme bezi epitel hiicresi, uterus ve plasenta gibi birgcok doku ve
organlarda da sentezlendigi ve salgilandig1 saptanmistir.Hipofiz disinda prolaktince en
zengin kaynak plesentadir.Plasentada desidual hiicreler tarafindan salinir ve human
plasental laktojen (HpL) olarak isimlendirilir.Ayrica uterin endometrium,myometrium ve
fibroidler tarafindan da iretilir (10,11). Desidual HpL ve GH pitiiiter prolaktine
biyolojik,kimyasal ve immiinolojik 6zellikler bakimindan benzemekle beraber insan GH ve
plasental laktojeni, PRL ile sadece sirasiyla %16 ve %13 aminoasit sira homolojisi
gosterirler.Bu ise kromozom 6°da bulunan ortak bir GH-PRL-HpL geninin duplikasyonu
esnasinda farkli genlere doniistiigiinii gosterir (10,11).

Prolaktin, 26 kDa molekiil agirlikli bir prehormon olarak sentezlenir ve proteolitik yikimla
23 kDa’luk olgun polipeptid meydana gelir.Bu monomerik form (little;kiiciik PRL) total

serum prolaktininin  bliylikk kismint  olusturur  (9,10). Normal kisilerde ve



hiperprolaktinemili hastalarin ¢ogunda dolasan total prolaktinin yaklasik %85’ini

monomerik PRL olusturmakla beraber serumda GFC ile tanimlanan diger molekiil agirlikl

PRL varyantlar1 da goriilmektedir.Bunlardan biri prolaktinin dimeri oldugu diisiiniilen 50

kDa molekiil agirlikli, dolasimdaki prolaktinin % 10-15’ini olusturan ‘big; biiyiik’

prolaktindir.Digeri dolagimdaki prolaktinin %]1’inden azin1 olusturan 150 kDa veya daha

biiyiik molekiil agirhikli ‘big big; biiyiik biiyiik’ prolaktin veya ‘makroprolaktin (MPRL)’

diye de isimlendirilen formdur.Dolasimda ayrica posttranslasyonel modifikasyonla olusan

glikozile ve fosforile varyantlar ile birlikte 8,14,16 ve 22 kDa’luk proteolitik formlara da

rastlanmistir (4,9,10). Tablo 1’de PRL’in dolasimdaki ana formlar1 goriilmektedir.

Tablo 1. Prolaktinin serumdaki formlar1

Prolaktin Izoformlar1 | Molekiiler ~ agirhk | Biyolojik aktivite Gozlendigi durumlar
(kDa)
Proteolitik 16 ? PRL reseptorlerine
fragmentler baglanabilir
Monomerik PRL 22-23 100% Serumdaki total
“little PRL” (mPRL) PRL’nin %85-90°
Glikozile 25 Az  veya  farkli | Gebeligin 3.
(G-PRL) aktivite trimesterinde baskin
yap1 olabilir
Agregatlar
Dimers “big PRL” 50-60 Az veya mPRL’e | Total PRL’in
(b- PRL) yakin %10’u,dimer yapida
Idiyopatik
“big-big PRL” Az veya yok hiperprolaktinomali
(b-b.PRL) > 100 hastalarin %25°1,
(MPRL) 3.trimester gebelerin

%2.7’s1




Kiiciik prolaktinin biyoaktivitesi ve immiinreaktivitesi glikozilasyon ile degistirilmistir.
Glikozile yap1 en baskin sekil olmakla birlikte 23 kDa’luk nonglikozile prolaktinin en etkin
sekil oldugu goriilmiistiir (10).

Bu PRL yapilarinin her birinin orani,fizyolojik,patolojik ve hormonal uyarilarla
degismektedir.Salgilanan formlarin heterojenligi arastrma konusu olmaya devam
etmektedir.

Fetal prolaktin sentezi gebeligin 12. haftasinda baglar. Normal eriskinde serum PRL diizeyi
kadmda 10- 25 pg/L, erkekte 10-15 pg/L ’dir.PRL sekresyonu pulsatil olup giini¢inde 90
dakika araliklarlal3-14 kez salgilanir,en yiiksek diizeylere uykudaki REM(hizli goz
hareketleri) fazinda ulasilir.Sabaha karsi 4.00 ile 6.00 aras1 30 pg/L’ye varan zirve
degerlerle karsilasilir(12).PRL’in dolagimdaki yar1 6mrii 50 dk kadardir.Serum PRL’1 %75
oraninda karaciger,%?25 oraninda da bobreklerden temizlenir (2,9,10).

Fizyolojik diizeyler gebelik ve laktasyonda daha yiiksek olmak iizere kadinlarda
erkeklerden daha yliksektir.Gebelik sirasindaki yliksek PRL seviyeleri nedeniyle
yenidoganlar yiliksek PRL seviyelerine sahiptirler ve bu durum 3 ay i¢inde normale
doner.PRL kizlarda pubertedeki artigla eriskin diizeyine ulasirken erkeklerde bu artis
goriilmez,bu erkeklerdeki diisiik diizeyi aciklar.Yasla her iki cinste PRL diizeyi azalir. Yasl
erkeklerde pulsatil patlamalarla salimimda azalma meydana gelir.Ayn1 sekilde
postmenopozal kadinlar premenopozal kadin veya erkeklerden daha diisiik serum PRL
seviyeleri ve puls hizina sahiptir (2,9,10).

Salintmini,PRL salinimi yapan faktorler(PRF) ve PRL salinimini inhibe eden
faktorler(PIF) kontrol ederler. PRL inhibitor santral kontrol mekanizmasi olmasi nedeniyle
benzeri olmayan bir hipofiz hormonudur.Hipotalamik saliverici faktorler tarafindan kontrol
edilen diger 6n hipofiz hormonlarmin aksine PRL sekresyonu, en énemlisi dopamin olan
PRL inhibe edici faktorlerin tonik inhibisyonu altindadir (10,11,12). Dopamin etkisi,her
biri membrani 7 kez gegen G proteinle kenetlenmis reseptor (GPCR) iist ailesinin bir iiyesi
olan multipl reseptdr alt tipleri araciligi ile ortaya ¢ikar. Hipotalamusta {iretilen
dopamin,sinir lifleriyle medyan eminense, buradan da portal dolasima gecip adenohipofize
ulasir ve laktotrop hiicre membranlarinda bulunan adenilat siklaz bagimli dopamin tip2
reseptorleri (D2) iizerinden etki yapar. D2 reseptorlerine baglanan dopamin adenilat siklazi
inhibe ederek siklik adenozin monofosfati (cCAMP) azaltir (11,12,13). Azalan cAMP, PRL

salmimmini azaltir. Dopamin ayni1 zamanda PRL‘nin biyosentezini RNA transkripsiyon



basamaginda direkt olarak da inhibe eder. Dopaminin bu 06zelliginden dolay1
hiperprolaktinemi tedavisinde dopamin agonistleri kullanilmaktadir. Hipofiz sapmin
devamliliginin bozularak dopaminin laktotroplara iletiminin engellenmesi, ya da bazi
ilaglar nedeniyle endojen dopamin reseptorlerinin blokaji,prolaktin sekresyonunda orta
derecede artisa neden olur. Dopamin,dopamin prokiirsorleri veya agonistleri PRL
sekresyonunu inhibe eder.Artan PRL hipotalamik dopamin yapimini artirirken,artan
dopamin kisa feed-back yolla PRL yapimini baskilar (10,12).

Vazoaktif intestinal peptid(VIP),tiroid salgilatict hormon(TRH) ve gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte,prolaktin
sekresyonunu uyarict etkiye sahiptir.Bunlarin ya direkt olarak hipofize etki ederek ya da
dopaminerjik blokayj veya deplesyon yaparak etki gosterdikleri
disiiniilmektedir.Glukokortikoidler ~ ve  tiroid hormonu ise PRL  salinimini
baskilar(10,12,14). Tablo 2 ’de PRL salinimini etkileyen kimyasal faktorler verilmistir.

Serum PRL diizeyleri egzersiz,yemek(aminoasitler),cinsel temas,kiiciik cerrahi
operasyonlar,akut myokard enfarktiisii ve diger akut stres durumlarinda artig
gosterir.Gebelik sirasinda 10 kata kadar(200-500ng/mL) carpict artiglar gosteren PRL
diizeyleri dogumdan 2 hafta sonra hizla diiser.Bebeklerini emziren annelerin PRL
diizeyleri yliksek kalir ve emzirme esnasinda PRL diizeyleri bazalin 8,5 katina ¢ikabilir

(2,9,12).

Tablo 2. Prolaktin salintmini etkileyen kimyasal faktorler

Inhibitor faktorler Stimtilator faktorler

DopaminTRH
SomatostatinVIP
GABAOstrojen
Glukokortikoidlerp-Endorfin
GnRH

Enkefalin

Serotonin




Insanlarda PRL reseptorleri meme ve gonadlarda bulunur.PRL reseptorii, GH ve IL-6
reseptorlerini igeren tip 1 sitokin reseptor ailesinin bir iiyesidir.Ligandin baglanmas1
reseptdr dimerizasyonuna, janus kinaz (JAK) yolunun intraselliiler haberlesmeyi
baslatmasima,bu haberlesme de sinyal ileti ve transkripsiyon aktivatorleri(STAT) ailesinin
degisik kompenentlerinin fosforilasyonuna neden olur.STAT proteinleri nukleusa gegip
hedef genlerde transkripsiyon aktivatorleri olarak etki gosterir.Memede PRL,plasental
laktojenler,artmis progesteron ve lokal parakrin biliylime faktorlerine yanit olarak
lobiilealveoler epitel prolifere olur ve kompleks multihormonal etkilesimlerin bir sonucu
olarak laktogenez ortaya ¢ikar (9, 11, 12)

Insan PRL’nin gdrevleri, aktivitesinin biiyiime hormonunkinden ayirt edilmesiyle ve
bunu takiben radyoimmiinoassaylerin gelismesiyle daha iyi tanimlanmigtir (2).
PRL’in temel fonksiyonu gebelikte ve lohusalikta laktasyonun baglatilip siirdiiriilmesi
olmakla beraber PRL ’in sadece laktasyonda rolii olmadigi, biiyiime-gelisme,
elektrolitdengesi, ireme, endokrin ve bagisiklik sistemi ile ilgili ¢esitli biyolojik
fonksiyonlara da sahip oldugu bilinmektedir (12).
Biiylime ve gelisme;PRL’ nin viicut agirhigmi artirdig, intestinal mukozanin boyutunda
artmaya yol actig1, vaskiiler diiz kas hiicreleri, prostatin epiteliyal hiicreleri,astrositlerin ve
cesitli immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonunu, akciger maturasyonu ve siirfaktan
tiretimini uyardig1 bildirilmektedir (11).
Ureme sistemi;overlerden progesteron iretimi dollenmis yumurtanin
implantasyonu,gebeligin devami ve ovulasyonun inhibisyonu i¢in gereklidir. PRL,
progesteron biyosentezi ve luteal hiicre hipertrofisi i¢in gebelik siiresince esansiyel olup
fizyolojik diizeylerde luteal hiicrelerden progesteron tiretimini uyarir. Uterusta progesteron
reseptorlerinin sayisini artirarak bu hormonun etkilerini gii¢lendirir. Hipotalamik GnRH ve
hipofizer gonadotropin sekresyonunu baskilamasi nedeniyle erkek ve kadinda gonadal
steroidogenez azalir,pulsatil LH salgilanmasi1 ortadan kalkar. Overlerde follikiilogenezi
engeller ve granuloza hiicresinin aromataz aktivitesini inhibe eder, bdylece
hipodstrojenemi ve anovulasyona neden olur.Bu sayede maternal laktasyon bir gebelik
tarafindan kesintiye ugratilmadan siirdiiriiliir (11,15).
PRL, erkekte leydig hiicrelerinin hiicresel morfolojisinin idamesinde yer alir veluteinize
edici hormon ile birlikte LH reseptor sayisini artirir. Sertoli hiicrelerinde FSHreseptor

sayisini, germ hiicrelerinde total lipitleri ve spermatosid-spermid doniislimiintiarttirir.



Prostatta ise androjen reseptor diizeyinin ve prostata 6zgii proteinlerin artisinda rolalir (12).
Bu hormonal degisiklikler hiperprolaktinemili hastalarda libidoyu ve fertiliteyi azaltir.
Bagisiklik sistemi;PRL immiin sistem {iizerine uyarict etkiye sahiptir. Humoral
vehiicresel immiin yanitlarin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.PRL’in lenfosit
maturasyonunu uyararak immiinojenik fonksiyona da sahip oldugu gosterilmistir (15,16 ).
Endokrinoloji ve metabolizma;memelilerde fetal akcigerde fosfolipit sentezini
vekaracigerde lipoprotein lipaz  aktivitesini uyarwr, safra salinmmini  arttirir.
Izolehepatositlerde  glikojen fosforilaz A’ nm  aktivasyonunu artirrr.  Insiilin
sekresyonunuuyarir, insiilin salinmimi i¢in glukoz esigini diisiiriir, glukokinaz ve glukoz

transporter(GLUT)-2’ yi artirarak pankreatik fonksiyon lizerine direkt etki gosterir (17).

2.1.1.Prolaktin ve Otoimmiinite

PRL, hem anterior hipofiz bezinde hem de ndronlar, prostat, desidua, meme epiteli, cilt ve
immun sistem gibi hipofiz dis1 dokularda alanlarda iretilir (18). PRL, yapisal olarak
sitokin/homeopoetik ailesi iiyelerine benzemekte, insanlarda ve hayvanlarda immun
cevabin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir (19). Immun sistem {izerindeki etkisini
endokrin ve parakrin/otokrin mekanizmasi ile gostermektedir. Bu etki tim immun ve
homeopoetik hiicrelerin membranlarinda eksprese edilen spesifik prolaktin reseptorlerine
baghdwr. Prolaktin reseptorii, IL-2, 3, 4, 6, 7, 12, 15 ve IFNy i¢in reseptorler iceren
sitokin/homeopoetik reseptor ailesine aittir (9,11). Birgok immunolojik cevabin
aktivasyonunda gorev aldigindan PRL artis1 otoimmunhastaliklardaki immun siirecin
ilerlemesini gelistirmektedir. Siklikla otoimmunhastaliklarda goriilen hiperprolaktinemi
bulgulari, PRL’nin kendi baginaimmunomodiilatdr rolii oldugunu gostermektedir. Prolaktin
ve otoimmun hastaliklar arasindaki iliski, insan prolaktin geninin HLA bodlgesine yakin
olan kromozom 6 ’nin kisa kolunda yer almasiylada agiklanabilir (20). HLA kompleksinin
bazi antijenlerinin bircok otoimmun hastalikla karsilikli iliskiye sahip olduklar1 ¢ok iyi
bilinmektedir. Son zamanlardaki ¢alismalarda, PRL geni ile romatoid artrit (RA) ve
sistemik lupus eritamat6z(SLE) ile iliskili oldugu bilinen major histokompatibilite
komplexi (MHC) geni arasinda bir baglant1 dengesizligi bulunmustur (21). Stevens ve
arkadaglar1 SLE lenfositlerinde PRL promoter aktivitesi ve mRNA seviyesinde degisiklik

yapan fonksiyonel olarak 6nemli polimorfizim gdstermislerdir (22).



2.2.Hiperprolaktinemi

Hiperprolaktinemi klinik endokrinolojide en sik karsilasilan hipotalomik-hipofizer aks
bozuklugudur.Hiperprolaktinemiden kaynaklanan klinik sendrom, c¢ok eskiden beri
bilinmekle beraber, biyokimyasal bozukluk 1971 yilinda PRL ile biiylime hormonunun
kesin olarak birbirinden ayrilmasi ile tanimlanabilmistir. Hiperprolaktinemi en az 2 ayri
Olclimde serum PRL degerinin laboratuvarca kabul edilen normal araligin(genelde 20-25
ng/ mL (ya da 400-500 mU /L ) {izerinde olmasi olarak tanimlanir (2,23).

Daha ¢ok kadinlarda goriilmekle beraber genel populasyondaki prevalanst %0.4’tir.
Hiperprolaktinemi prevalansi secilen hasta popiilasyonuna gore degisir. Reprodiiktif
bozuklugu olan kadinlarda %9-17 oranlarinda goriilebilmektedir. Prevalansi, bir aile
planlamasi kliniginde %?5,sekonder amenoreli kadmlar grubunda %9,polikistik over
sendromlu kadinlarda ise % 17 olarak bulunmustur (14,24).

Hiperprolaktinemi fizyolojik,farmakolojik ve patolojik olabilir.Fizyolojik nedenleri
basinda gebelik,laktasyon,stres gelmektedir. Hiperprolaktinemi ayiric1 tanisma her iki
cinste ilag kullanim1 ve kadinlarda gebelik dislanarak baglanmalidir (23,25). Patolojik
hiperprolaktinemi, prolaktin hipersekresyonunun fizyolojik nedenleri dislandiktan sonra
serum PRL degerlerinin siirekli olarak yiiksek olmasidir.Patolojik olarak ise basta prolaktin
salgilayan hipofiz adenomlari(prolaktinoma) olmak {izere hepatorenal hastaliklar,primer
hipotiroidi,bos sella sendromu,hipotalamusa bas1 yapan tiimorler gibi ¢ok cesitli patolojiler
sayilabilir. Ilaca bagl hiperprolaktinemi dislandiginda mikroprolaktinoma (<10mm) veya
makroprolaktinoma (>10mm) tanilar1 hiperprolaktineminin en sik sebeplerindendir (26).
Kadin erkek orani 10/1°dir. ilerleyen yaslarda prolaktinoma sikhigi her iki cinsiyet igin
aynmidir (23).

Hipotalamik dopamin sistemini ya da hipofizer dopamin reseptdplerini etkileyen her ilag
prolaktin diizeyinde yiikselmeye neden olabilir.Dopamin reseptdrlerini bloke ederek
dopamin nérotransmisyonunu azaltan ilaglar(fenotiazinler,butirofenonlar,metoklopramid
gibi), santral katekolamin depolarin1 bosaltan ilaglar (rezerpin gibi),trisiklik
antidepresanlar,opiadlar,verapamil ve yiiksek doz parenteral simetidin bu ilaglardan

bazilaridir (27).
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Klinik, hormonal ve ndroradyolojik arastirmalara ragmen serum PRL konsantrasyonunu

arttiran neden bulunamayan hastalardaki PRL yiiksekligi “idiyopatik hiperprolaktinemi”

seklinde isimlendirilmektedir. Heterojen bir gruptur ve biitiin hiperprolaktinemilerin %

8,5-40 kadarini1 olusturmaktadir.Yakin zamana kadar mevcut goriintiileme yontemleri ile

saptanamayan mikroprolaktinomalarin bu tablodan sorumlu olabilecegi diisiiniilmekte idi

(28).

Tablo 3.Hiperprolaktinemi nedenleri

Fizyolojik Nedenler
e Gebelik

e Emzirme

e Meme basi uyarisi

e Cinsel iliski

e Stres(cerrahi,
hipoglisemi,
miyokard

enfarktiisii,

senkop, travma)

e Uyku
o Egzersiz
e Yemek

Farmakolojik Nedenler

Noroleptik ilaglar
(fenotiazinler,
butirofenonlar,
klorpromazin)
Antidepresanlar
(trisiklik
antidepresanlar)
Anksiyolitikler
(benzodiazepin)
Antiemetikler
(metoklorpramid,
sulpirid, domperidon)
Opiyatlar
Antihistaminikler
Antihipertansifler
(reserpin, metil dopa)
Hormonlar (6strojen,

siproteron asetat, TRH)

Patolojik Nedenler
e Safprolaktinomalar
e Hipofizin mikst
adenomlar1
e Hipotalamus ve
hipofiz sap1
hastaliklar1
e Polikistik over
hastalig1
e Primer hipotiroidi
e Kronik bobrek
yetmezligi
e Siroz
e GOgiis duvari
travmasi
Idiyopatik Nedenler
e Makroprolaktinemi

e Digerleri

Ancak artik makroprolaktin denen PRL formunun serumda artiginin idiyopatik

hiperprolaktinemi nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Hattori ve arkadaslar1 208 idiyopatik



hiperprolaktinemili hastada %16 oraninda makroprolaktin pozitifligi tespit etmisler ve
makroprolaktini hiperprolaktineminin bir sebebi olarak gdstermislerdir (29). Tablo 3 ’te
hiperprolaktinemi nedenleri goriilmektedir.

Idiopatik hiperprolaktinemili hastalarda prolaktin diizeyi genelde 100 ng/mL nin altindadir
(30). Bu hastalarin 6 yil takip edildikleri bir ¢alismada vakalarin % 10’unda hipofizer
adenom gelistigi goriilmiistiir. Hastalarin iicte birinde 5-6 yil takip edildiklerinde PRL
diizeylerinin normale dondiigii, kalanlarin yarisinda da PRL diizeylerinin degismedigi
bulunmustur(19,30).

PRL seviyelerine gore olasi sebepler hakkinda fikir yiriitiilebilir. Fizyolojik ve psikolojik
streslerde PRL diizeyi artmakla beraber nadir olarak 40 ng/mL‘yi agar. Tiimdr boyu ve PRL
seviyeleri iyi korelasyon gosterir ve bir makroadenomda PRL seviyesi genellikle
200ng/mL ve iizeridir. ilaglara bagl hiperprolaktinemilerde ise deger 25-100ng/mL gibi
genis aralikta bulunabilir. Idiopatik hiperprolaktinemide nadiren 100 ng/mL’yi geger (2,

25, 30). Tablo 4’te seviyelere gore olast sebepler goriilmektedir.

Tablo 4. Prolaktin seviyelerine gore tani olasiliklar1

Prolaktin seviyesi (ng/ml) Neden

>150 (genellikle) Prolaktinoma

50-300 Mikroprolaktinoma

200-5000 (genellikle >250) Makroprolaktinoma

25-100 Psikoaktif ilaglar, Ostrojen veya idiopatik,

fiziksel ve psikolojik stres
25-150 (nadiren >150) Sap basisi

Not: Bu tanisal degerlere ragmen yine de prolaktinomalarin PRL seviyelerinde farkli
yiikselmelere yol agabilecegi dikkatten kagmamali. 12

Klinik olarak genellikle, kadinlarda galaktore, amenore,oligomenore ve/veya infertilite ile
erkeklerde ise libido azalmasi,impotans ve/veya oligospermi bulgulari ile ortaya ¢ikar (31).

Goriilen semptomlar tablo 5 ’te verildi.




Tablo 5. Hiperprolaktineminin klinik bulgular1

Hiperprolaktinemi ve hipogonadizm Kitle etkisi
¢ Oligomenore, amenore e Basagrisi
e QGalaktore e Gorme kaybi
e Libido kayb1 e Kraniyal noropatiler
e Killanma artig1 e Hipopitutarizm
e Akne e Nobetler
e Osteopeni-osteoporoz e Rinore
e Fertilitede azalma

Hiperprolaktinemi tanis1 genellikle, iki ayr1 6lglimde PRL degerinin yiiksek bulunmasi ile
konur.Hafif hiperprolaktinemide,damara girisin  yarattig1 stres nedeniyle olusan
hiperprolaktinemiyi engellemek igin,damara yerlestirilen vendz kaniilden 60-90 dk. sonra
alman kanda  degerlendirme yapmak uygundur (23).Prolaktinoma  disinda
hiperprolaktineminin en énemli ii¢ nedeni:gebelik, primer hipotiroidi ve ilaglardir.Ozellikle
ilag  kullanimi1  yoniinden dikkatli anamnezfizik muayene,biyokimyasal testler
hiperprolaktineminin nedenini belirleyemezse hastada biiylik ihtimalle hipotalamo-
hipofizer hastalik mevcuttur (25).

Hiperprolaktinemi nedeninin tiimoral olup-olmadigini ayirabilen giivenilir bir stimiilasyon
veya supresyon testi yoktur ve hicbir laboratuar verisi hipofiz veya hipofiz dis1 nedenleri
ayirt etmede yeterli degildir.

Belirlenebilen bir nedeni olmadan hiperprolaktinemisi olan ve PRL diizeyi 200 ng/mL’nin
tizerinde olan her hastaya hipotalamo-hipofizer inceleme yapilmalidir.Manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) sellanin ve 6zellikle mikroadenom denen 10mm altindaki lezyonlarin
en iyi goriintilenmesini saglar (31,32). Klinik ve hormonal arastirmalarla
hiperprolaktineminin tiim nedenleri ekarte edilip, MRI’da adenomun goriintiilener 13
olgularda ‘idiyopatik’ hiperprolaktinemiden soz edilir.

Hipotiroidi bulgusu olan hastalar tedavi sonrasi tekrar PRL agisindan degerlendirilmelidir.
[laglara bagh PRL yiiksekligi diisiiniiliiyorsa, ilact baslayan hekime danisarak, ilac1 72 saat
kesip tekrar PRL seviyelerine bakmak yeterli olur (25).




Hiperprolaktineminin nedeni belirlendikten sonra tedavinin gerekli olup olmadigina
bakilir.Tedavi endikasyonlar1 tiimoriin basisina bagli veya hiperprolaktineminin sebep
oldugu infertilite,amenore/oligomenore,osteoporoz; rahatsiz eden hirsutizm ve galaktore
gibi semptomlardir.Mikroprolaktinomalarda tedavinin amact prolaktin seviyelerinin
normale indirilmesi,gonadal fonksiyonlarin diizeltilmesi ve kronik hiperprolaktineminin
yan etkilerinin ortadan kaldirilmasidir.Dopamin agonistleriyle tedavi prolaktinomalarda
birinci segenek tedavidir.Makroprolaktinomal: hastalarda buna ek olarak,tiimoriin kitle
etkisinin ortadan kaldirilmast i¢in timdriin kiigiiltiilmesi gerekebilir.Mevcut tedavi
yontemleri,izlem,tibbi tedavi, cerrahi ve radyoterapidir (14).

Idiopatik hiperprolaktinenemili hastalar,gebe kalmay1 planlamiyorlarsa,hipogonadizm ya
da kemik yogunlugunda azalma bulgular1 yoksa seri prolaktin 6lgiimleri ile izlenebilirler
(25).

14
2.3.Makroprolaktin

1974’te Suh ve Frantz’in insan PRL’inin molekiil yapisinin heterojenligini  ortaya
koymasiyla ilk olarak big PRL tanimlandi. 1981°de Whittaker tarafindan
hiperprolaktinemili ancak fertil hastada ‘big big prolaktin® rapor edildi. Sonraki
caligmalarda yapis1 ortaya konulduk¢a makroprolaktin ismi kullanilmaya baslandi. Ancak
yapist ve fonksiyonu hala iyi anlagilmis degildir (29,32).

Makroprolaktinin dogas1 karmasiktir.Yapist ve olusumu ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
onceleri monomerik prolaktinin distilfid baglar1 ile bagli polimeri,ya da nonkovalent olarak
birlesmis prolaktin agregatlar1 olabilecegi 6ne siiriilmekteydi (33). Ancak daha sonra
yapilan ¢alismalarda big big prolaktinin en yaygm olarak monomerik prolaktin ile bu
monomerik PRL’e karsi olusmus IgG’nin olusturdugu IgG-PRL(antijen-antikor)
kompleksi seklinde oldugu gosterilmistir. Hattori idiyopatik hiperprolaktinemili 75
hastadan alinan hiperprolaktinemik 6rnegin 12’sinde(%16) anti-PRL otoantikoru tespit
etti.Daha sonra yapilan bir¢ok ¢alisma gosterdi ki makroprolaktin monomerik PRL ve anti-
PRL otoantikorlardan olusan biiylik bir antijen-antikor kompleksidir. Makroprolaktinin
molekiil agrligr 150-170 kDa ‘dur.IgG igeren makroprolaktin PRL-otoantikor kompleks
ozellikleri gosterebilmektedir. Makroprolaktinin yapisinda daima bulunan m-PRL’in bazi

vakalarda glikozile oldugu ortaya konmustur (34,35).Sonu¢ olarak makroprolaktin



degisken bir bilesime sahiptir ve bu nedenle molekiiler kitlesi ve immiinoreaktivitesi
degismektedir (36).

Sican lenfomas1 Nb2 deneyleri kullanilarak makroprolaktinin in vitro biyoaktivitesi oldugu
gosterilmistir. Bir¢ok calisma ile makroprolaktinin invitro olarak biyoaktivitesinin oldugu
halde,invivo  biyoaktivitesinin olmadigi veya minimal oldugu gosterilmistir.
Makroprolaktinin invivo biyoaktivitesinin olmamasinin, makroprolaktinemili hastalarin
cogunun hiperprolaktinemi semptomlar1 (amenore veya oligomenore, galaktore, infertilite)
gostermemesinin nedeni oldugu ileri siiriilmektedir (6,37,38). Makroprolaktinin, invivo
biyoaktivitesinin diisiikliigiiniin sebebi, makroprolaktinin hedef hiicrelere ulagmak i¢in
biiyiik molekiil kitlesinden &tiirii kapiller damarlardan zorlukla gegmesi veya gecememesi
ve intravaskiiler kompartmanda smirli kalmasidir. Ayni nedenle makroprolaktinin,
dolasimdan uzaklastirilmasi serbest prolaktine gore daha yavastir (39). Muhtemelen
molekiiler biiyiikligii ve/veya net yiikiindeki degisiklikler nedeniyle makroprolaktin
bobrek bariyerini gecememekte ve klirensi gecikmekte,ayn1 nedenle hipotalamusa
gecemediginden yiiksek PRL diizeyleri ile tetiklenen hipotalamik feed-back mekanizmasi
islememektedir.Bu durum makroprolaktinin serum diizeylerinin neden yiiksek kaldigmi da
aciklamaktadrr  (6,30).Makroprolaktinemili  hastalarin  ¢ogunda  hiperprolaktinemi
belirtilerinin olmayis1 veya hiperprolaktinemi belirtilerinden ¢ok az bir kismimnin olmasi
sebebiyle, bircok caligmada makroprolaktineminin ileri tetkik ve tedavi gerektirmeyen
selim bir durum oldugu ileri siiriilmiistiir (40, 41).

Biiyiikk molekiiler yap1 hedef hiicrelere gecisi engellemekte bu da yiiksek prolaktin
diizeylerine ragmen klinik semptom yokluguna yol acmaktadir.
Makroprolaktinin,hiperprolaktinemiye katkida bulunan bir durum oldugu son yillarda
anlagilmistir (42).

2.3.1.Makroprolaktinemi

GFC  kullanilarak  yapilan  Glglimlerde,hiperprolaktinemik  hasta  serumlarinda

makroprolaktin konsantrasyonunun total prolaktin konsantrasyonunun % 30’undan fazla

olmas1 anlamli makroprolaktinemi olarak kabul edilir (43).
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Hiperprolaktinemik  hastalarda  hormon  artisinin  direkt  semptomlar1  yoksa
(amenore,galaktore ve infertilite) ve/veya hipofiz tiimorii diisiindiiren radyolojik bulgu
yoksa makroprolaktinemi akla gelmelidir.

Normal bireylere intravendz TRH veya dopamin antagonisti (domperidon)uygulanmasini
takiben serum PRL seviyelerinde bir artig olusurken gergekhiperprolaktinemide bu cevap
olusmaz. Makroprolaktinemik hastalarin ¢gogunda bu uyariya cevap normal bireylerinki ile
benzerdir (44).

Es zamanli hipofiz tiimorii ve makroprolaktinemili bir hastada makroprolaktinin
dagilimminin incelendigi bir ¢alismada hipofizer ekstrakt,BOS ve serumda GFC ile
monomerik PRL ortaya konulurken makroprolaktin sadece serumda gdsterilebilmistir.Bu
durum makroprolaktinin,monomerik prolaktinin hipofizden salinimini takiben olustugunu
ve yiiksek molekiil agirligindan dolayi intravaskiiler alanda sinirl kaldigini gosterir (29).
Makroprolaktinemi prevalansi genel popiilasyonda %1’in altindadir. Makroprolaktin’ in
her iki cinste, gebelerde, fetal kord kaninda ve ¢ocuklarda da bulunabilecegi belirlenmistir
(45).Makroprolaktinemi saglikli kadinlarda % 0.2, erkeklerde ise % 0.02 diizeyinde
impotans ve infertilitesi olan erkeklerde %5 oraninda bulunmaktadir (46).

Otoimmiin  hastalikli kisilerde makroprolaktinemi insidans1 daha yliksektir.
Makroprolaktin nedeniyle hiperprolaktinemi SLE’de iyi tanimlanmistir ancak benzer iligki
RA’da gosterilememistir(47). Bu farklilik dolasan otoantikor tipi ile iligkilendirilebilir.
RA’da dolasimdaki baskin antikor IgM’dir ve PRL’e baglanamayabilir (15).
Prevalansindaki bu gesitlilik 6l¢cimiin yapildig1 topluma bagli oldugu gibi PRL 6l¢iim
metoduna ve kullanilan PRL immiin yontemine de baghdir (48).Prolaktini 6lgmek icin
kullanilan immiin ydntemin spesifitesi makroprolaktinemiye bagli hiperprolaktineminin
prevalansi iizerinde etkilidir (32).

Acikliga kavugmayan durum, makroprolaktinemili hastalarin hiperprolaktinemik
sendromun klinik ve radyolojik 6zelliklerini sergileyip sergilemedikleri ve bundan dolay1
ileri tetkik ve tedaviyi gerektirip gerektirmedikleridir (49).

Makroprolaktinemili hastalarin ¢ogunda hiperprolaktinemi belirtilerinin olmayis1 veya
hiperprolaktinemi belirtilerinden ¢ok az bir kisminin olmasi sebebiyle, bircok ¢alismada
makroprolaktineminin ileri tetkik ve tedavi gerektirmeyen selim bir durum oldugu ileri
striilmiistiir (29). Ancak makroprolaktinle ilgili ilk ¢aligmalar semptomu olmayanlarda

yapilmistir. Bu c¢aligmalarda esas olarak, prolaktin fazlali§i bulgular1 olmayip
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aciklanamayan hiperprolaktinemi oldugunda makroprolaktinemi akla gelmistir; bu da
makroprolaktineminin asemptomatik bir durum oldugunu giiglendirmeye yaramistir. Buna
karsin son zamanlarda yapilan ¢alismalar, bazi hastalarin, hiperprolaktinemi semptomlar1
ve adenom kanitlar1 gosterdigine dikkat ¢cekmislerdir (50, 51). Sonug olarak bazi hastalar
hiperprolaktinemi semptomlar1 gdsterirken bazilar1 gostermemektedir.
Bu klinik karigiklik olduk¢ga uzun zamandan beri bilindigi halde makroprolaktine
bagli hiperprolaktinemi testleri klinik laboratuvarlarda ¢ok fazla yayginlagsmamisgtir.
Bu belki biraz da,makroprolaktinin in vivo biyoaktivitesi ve klinik dnemi ile ilgili
suregiden tartismalar nedeniyle klinik biyokimyacilarin izlenecek en dogru
yolkonusunda ortak bir noktaya varamamigolmalarindan kaynaklanmaktadir.
Olukago,makroprolaktinemili bazi  hastalarin,hiperprolaktinemiksendromun
semptomlarini  gostermesinin  nedeninin,makroprolaktinin  biyoaktif prolaktinin
dolagimdaki deposu olarak gorev yapmasi ve bagh oldugu IgG’'den aralikli olarak
ayrilarak ortama monomerik prolaktin salmasi oldugunu ileri
surmektedir.Makroprolaktinin  neden oldugu hiperprolaktineminin tamamen
zararsiz olmadigini 6ne surmektedir. Dolayisiyla makroprolaktinin, bazilarinin
yaptidi gibi, makroamilaz veya makro-CK tip | gibimakroanalitlerle analojisine
bakarak analitik bir artefakt olarak kabul edilemeyecegini
tersine,makroprolaktinemi  potansiyel morbidite nedeni olan makroanalit
olgularindan biri olarak gorulmesi gerektigini savunmaktadir. Bu nedenle de,
baziyazarlarin sadece monomerik prolaktin ile reaksiyona giren ve makroprolaktini
tespit etmeyen prolaktin assayleri gelistiriimesini istemelerine karsilik Olukoga,
makroprolaktine duyarsizassaylerin makroprolaktin varliginin neden oldugu tani
karmasasini buyluk Ol¢gide Onlemekle beraber baz kisilerde gorulen ve
aciklanamayan semptomlarin nedenin makroprolaktine bagh hiperprolaktinemi
oldugunu belirlemeyibagsaramayacagini dolayisiyla, makroprolaktineminin klinik
semptomlara yol agabileceginin kanitlanmasinin makroprolaktin ile reaksiyon
verenprolaktin assaylerinin degerini artiracagini 6ne surmustur (52).
Bazi calismalarda, serumlarinda predominant formun makroprolaktin oldugu saptanan
hastalarin ¢cogunda hiperprolaktineminin tipik semptomlarinin olmadig: fakat bazilarinda
amenore, galaktore, libido azalmasi gibi semptomlarin oldugu ve makroprolaktinemi

varliginin hipofiz adenomunu dislayamayacag bildirilmistir (50, 52). 1999°da Olugoka ve
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Kane c¢aligmalarindaki 17 makroprolaktinemili hastanin  13’tinde en az bir

hiperprolaktinemi semptomunun bulundugunu ve 3 hastada hipofiz goriintiilemesiyle
saptanan mikroadenom bulundugunu bildirmistir (51). 2002°’de Hauache ve arkadaslar1
calismalarinda 113 makroprolaktinemili hastanin % 32.8’inde hipofiz mikroadenomu,
%6.22’sinde hipofiz makroadenomu bulmuslar ve makroprolaktinemi varligmin hipofiz
adenomunu dislayamayacagi sonucuna varmislardir (52). Strachan ve arkadaslar1 2003
yilinda yaptiklar1 ¢alismada hipofiz goriintiilemesiyle 36 makroprolaktinemili hastanin 5 °
inde mikroadenom, 1’inde makroadenom tespit etmisler ve monomerik PRL’nin
yiikselmedigi makroprolaktinemili hastalarda hipofiz adenomuna rastlanma olasiliginin
saglikli topluma yakin oldugu ve makroprolaktinemi tespit edildiginde hipofiz
goriintiilemesinin  gerekip gerekmediginin tartigmali oldugu sonucuna varmislardir
(28).Leslie ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda, makroprolaktinemili hastalarin %27 sinde klasik
hiperprolaktinemi semptomlar1 ve % 7.2’sinde hipofiz adenomu tespit etmislerdir (40).
Hattori ve arkadaslar1 15 makroprolaktinemik kadmn hastanin 11’inde normal mensler 2’
sinde oligomenore saptamiglardir. 2 hasta minimal galaktoreden yakinmaktaydi (53).

Bir bagka c¢alisma sonucunda, makroprolaktinemili hastalar hiperprolaktinemiyi
dusundurensemptomlar gosterseler veya hipofiz goéruntilemelerinde anormal
bulgulari olsa da bunun birnedensel iliski oldugunun kesin olmadigdi, eger
monomerik  prolaktin  konsantrasyonu anlamliderecede yuksek degilse
goruntuleme tetkiklerinin klinisyene ve hastaya bir yarar saglayip saglamadiginin
tartismali oldugu ve eger dopamin agonist tedavi dusunuliyorsa ¢ok siki takip
edilip ve semptomlarda bir dizelme olmazsa kesilmesi gerektigi 6ne surdlmagstur
(28).

2.4.Prolaktin Tayin Yontemleri

Prolaktin 6l¢timii reproduktif sistem hastaliklarmin degerlendirilmesinde en sik bagvurulan
tetkiklerden biridir (32).

Bioasaylar:Prolaktin i¢in en sensitif ve spesifik olan bioassay sigan lenfomasindan elde
edilen Nb2 hiicre dizisinin cevabina dayanan tekniktir (29,54).

Reseptor deneyleri:Bu deneylerde laktojenik aktivite,0rneklerin radyoiyotlu hormonun

membran reseptorlerine baglanmasini inhibe etme yetenegine gore ol¢iiliir.
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Bu iki test tlirii rutin kullanim icin sensitivite ve spesifiteleri diislik, pratik olmayan
tetkiklerdir.Daha ¢ok,hormonun klinik etkileri ile uyumlu olmayan immiinossay sonuglar1
s6zkonusu oldugunda,PRL biyoaktivitesini 6l¢gmekte yararhdirlar.

Radyoimmiinoassay: Immiinometrik immiinossaylerin gelismesi ile artik PRL tayininde
rutin kullanilmamaktadir.
Immiinoassayler:Ozellikle ~ saflastirilmis  insan  prolaktininin  elde  edilmesinin
kolaylagmasiyla birlikte prolaktinin tespitinde immiinoassayler rutin kullanimda 6n plana
cikmustir (2,15). Iki yonlii immiinometrik veya ‘sandvi¢’ yontemi en sik kullanilandir.Bu
yontemde,solid faz sistemine(tiip duvariplastik bilye,mikropartikiil,vs.) bagli antikorlar
ornekteki prolaktin molekiiliiniin hedef bolgesine baglanir.Daha sonra eklenen
isaretlenmis(radyoizotop,enzim,florofor veya kemilliiminesan etiket) antikorlar ortama
eklendiginde bu da prolaktin molekiiliiniin baska bir bolgesine baglanarak kompleks

olusturur.isaretler dlgiilerek miktar tayini yapilir (55). Sekil 1°de sandvi¢ model gosterildi.
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Sekil 1.Immiinoassay sandvi¢ prensibi

Ancak immiinossaylerde,plazma ve serum proteinleri(romatoid faktor, baglayict
proteinler),heterofil antikorlar,ilaglar ve ilag metabolitleri,hemoliz ve capraz reaksiyon
yapan maddeler interferansa neden olabilirler (55).Ayrica hiperprolaktineminin
degerlendirilmesinde makroprolaktin ve hook etkisine de dikkat edilmelidir (56).
Makroprolaktin polietilen glikol ¢oktiirme, ultrafiltrasyon ve GFC yontemleriyle

saptanabilir (57).Hook etkisi bazi dev prolaktinomalarda gdzlenmektedir. Iki yonlii



yontemle 6l¢iim yapan sistemlerde ¢ok yliksek diizeydeki PRL mevcut antikorla tamamen
birleseceginden, arda kalan PRL miktar1 i¢in antikor kalmayacagindan, PRL dogru olarak
Olgiilemeyecektir. Bunun i¢in serumun 1/100 oraninda sulandirilarak ¢aligilmasi bu sorunu
onleyecektir.Hook etkisi 6zellikle yeni tani alan ve PRL degeri hafif yiiksek saptanmis dev
makroadenomlu hastalarda akla getirilmelidir (57). Sekil 2’de immunometrik

immiinoassayda interferans yapan potansiyel faktorler gosterilmistir.
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Sekil 2. immiinoassayde bazi interferanslar A) IgG-PRL kompleksi olan makroprolaktin
cogu immiinossayde sandvi¢ kompleksi olusturdugundan dolay1 tespit edilir. B) Serum
PRL’indeki biiyiik artislarda meydana gelen ‘hook etkisi’C)Heterofil antikor varl 20
olusan sandvi¢ yapisi.

Prolaktin varyantlarmmin serumda bulunmalar1 diagnostik ve analitik olarak Onemlidir.

Prolaktinin immiinometrik 6l¢lim sonuglart ile klinik tablo arasindaki farkliliklarin



goriildiigii durumlar1 anlamamiza yardimecr olabilecegi belirtilmektedir(58). Ornegin
overlerin normal fonksiyona sahip oldugu, fertilite problemi olmayan ancak yiiksek PRL
diizeyine sahip hastalarin serumlarinda artmis miktarda yiiksekmolekiiler agirlikli PRL
oldugu gosterilmistir.  Hiperprolaktinemi  olmasma ragmen klinik  bulgunun
goriilmemesinden dolayr immiinometrik yontem ile bu kompleksin etkilesimi
arastirtlmigtir. Hiperprolaktinemisi olan ancak klinik bulgusu olmayan hasta serumlar1
farkli immiinometrik yontemler ile calisildiginda biitiin immiinometrik ydntemlerin
prolaktinin daha biiyiik formlarin1 monomerik prolaktine olan hassasiyet ile ayni oranda
tanimadig1 ve makroprolaktin’in PRL 6l¢limii i¢in kullanilanimmiinometrik yontemlerle
etkilesim gosterdigi cesitli caligmalar ile gosterilmistir(59,60). Makroprolaktin, prolaktin
tespitinde kullanilan immiinoassay tipine gore farkli etkilesim gosteren heterojen bir
prolaktin-IgG kompleksi ailesidir. Dolayisiyla prolaktin assaylerinin makroprolaktin ile
reaksiyonu da degiskendir. Prolaktin Olgen tiim yOntemlerin makroprolaktin ile
reaksiyonunun derecesi reaktifteki antikora baglhdir.

Cogu vakada makroprolaktinin bir otoantikor kompleksi oldugu disiiniiliirse farkl
yontemler ile alian sonuglarin bu kadar sag¢iliminin nedeni olarak;

a) PRL molekiiliiniin heterojen olusu,

b) Makroprolaktin molekiiliiniin yapisal farkliligi ve yontemdeki antikorlarca tanman
epitoplarin maskelenmesi,

c)Otoantikorun  baglanmasinin,antikor-prolaktin-antikor ~ sandvi¢inin ~ solid  faza
baglanmasini engellemesi

d) Immiinometrik yontemde kullamlan antikorlarm hormonun modifiye olmamis
monomerik formuna karsi ortayagikarilmis olmasi sonucunda modifiye ama biyoaktif
formlar1 saptayamamasi gibinedenler ileri siirlilmektedir (55, 58,61). Sekil 3’te
makroprolaktinin immiinossaylerle etkilesimi verilmektedir.

Bu nedenlerden dolayr PRL’1 saptamak i¢in kullanilan immiin yontemler makroprolaktini
tespit etme duyarlilig1 bakimindan farklilik gosterirler (29).

Caligmalarda makroprolaktine duyarliligi en fazla olan yontemin elektrokemiluminesans

immiin yontem(ECLIA) oldugu ileri stiriilmektedir (35,62).
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Sekil 3. Farkli immiinoassaylerle = makroprolaktin  tespitindeki  farkliliklar:
aciklayanteorilerA)Makroprolaktin varliginda yiliksek okuyan yontemler; tespit ve
yakalama antikorlarmna kars1 olusturulan epitoplar(sirasiyla 1 ve 2) antiprolaktin
otoantikoru tarafindan engellenmez, B)Makroprolaktin varhiginda diisiik okuyan
yontemler;yakalama antikoru (epitop 4) antiprolaktin antikoru tarafindan (epitop 3)
kapatilir (55).

UK NEQAS(United Kingdom National Quality Assesment Scheme) tarafindan prolaktin
Olcen immiinydontemler makroprolaktin ile etkilesimlerine bagl olarak 3 alt gruba
ayrimustir:

1) Diisiik

2) Orta

3) Yiiksek etkilesimli yontemler (63).
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2.5.Makroprolaktin Ol¢iim Yéntemleri

Makroprolaktinemiyi rutin olarak tespit edebildigimiz bir yontem yoktur. Makroprolaktin
tespiti i¢cin kullanilan yontemler yontemler jel filtrasyon kromatografisi, PEG ¢oktiirme,
protein A ve G sefaroz ile ¢oktlirme ultrafiltrasyon, Nb2 lenfoma hiicre kiiltiirii ve Western

Blotting’tir (35).

2.5.1.Jel Filtrasyon Kromatografisi (GFC)

Makroprolaktin varligin1 dogrulamak ve miktarmi tespit etmek i¢in kullanilan ‘altin
standart’ yontem olarak kabul edilmektedir.Prolaktinin ii¢ molekiiler formunun ayni anda
miktar belirlenmesinde tek yontemdir. Makroprolaktin sonucu ylizde olarak ifade edilir
(29,64). Bu yontemde kimyasal olarak inert olmasi1 gereken kat1 faz, bir jel ya da gézenekli
bir organik bilesiktir. Hareketli faz kati gozeneklerini doldurmustur. Ayirma, 6rnek
bilesenlerinin molekiil biiyiikliiklerine gore olur. En igteki gdzeneklere ulasabilen kiiciik
molekiillii bilesenler, kolonda uzun siire kalirken, biiyiik molekiiller daha kisa siire kalirlar
(65).

GFC metodu Olukago ve Kane tarafindan tam olarak belgelenmistir.Molekiil biiyiikligi
temeline dayanarak ayirim yapar.Sabit faz gozenek boyutlar1 iyi tanimlanmis boncuklardan
olusur ve bir kolon i¢indedir.Makroprolaktinli bir 6rnek kolona uygulandigi zaman MPRL
ilk olarak elue olur,takiben big PRL ve monomerik PRL elue olur (15).

Geleneksel olarak, hiperprolaktinemik hastalarda GFC ile 6l¢iilenPRL’in %30-60’mndan
fazlas1 makroprolaktin formunda ise makroprolaktinemiden s6z edilir (66).

GFC saglam ve tekrarlanabilir tekniginden dolayi referans yontem olarak kabul edilmekle
beraber dort temel dezavantaji vardir:

1)Diisiik afiniteli antikor kompleksi oldugu i¢in uzun jel fltrasyon caligmasi esnasinda
otoantikordan PRL’in ayrilmasi i¢in olanak saglar ve bu ylizden makroprolaktinin
serumdaki miktarindan daha az 6l¢iilmesine yol acar.

2)Makroprolaktini % olarak elde edebilmek i¢in 30-40 farkli fraksiyonda PRL ve
makroprolaktin seviyesi Ol¢iimii ile iligkili olarak 6nemli derecede dogal bir tutarsizlik

meydana gelir.
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3)Selektif jel filtrasyon g¢alismasi esnasinda denatiirasyon veya adsorpsiyon yoluyla
PRL immiinreaktif materyal kaybiizoformlarin oldugundan diisiik ya da yliksek
bulunmasina yol agar.

4) Zaman alici,yorucu ve pahali bir yontem olmasi rutin kullanimini engeller (29,43).

2.5.2.Polietilen Glikol (PEG) Coktiirme

PEG iyonik olmayan ve suda ¢Ozlinebilen bir polimerdir. Karisima polimer eklenmesi
immiin kompleks biiyiime hizinda artisa neden olur ve immiin kompleksin ¢dkelmesini
artirrr. En ¢ok istenen 6zellik yiiksek molekiiler agirlik, yiiksek derecede dogrusallik (az
dallanma) ve suda yiiksek ¢oziintirliiktiir. Polimerin molekiil agirligi1 4000°den daha biiytik
olmalidir (67). Protein ¢oktiirmede en fazla kullanilan PEG tipi, PEG-6000 ve PEG-20000
tirevleridir. % 20-30 PEG konsantrasyonunda maksimum protein ¢6kmesi gerceklesir
(68). PEG 6000 bu ozelliklerden dolayr 2,5 mg/dL konsantrasyonunda immiin
kompleksleri ¢oktiirme amacgl tercih edilmektedir (69). 1992°de Hattori tarafindan
tanimlandigimdan beri hiperprolaktinemik serumlarda makroprolaktin varligmin taranmasi
icin yaygm olarak kullanilmaktadir (29).Literatiirde diger molekiil agirhikli PEG
(4000,8000) tipleri de kullanilmaktadir (42,64). PEG c¢ozeltisi oda sicakliginda 3 ay
stabildir (70).

Yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin PEG ile ¢oktiiriilmesi GFC ile karsilastirildiginda
gayet iyi bir ayirma giicii ile makroprolaktin taramasinda kullanilmaktadir.Fahie-Wilson ve
Soule tarafindan oOnerilen bu ydntemde polietilen glikol 6000’in makroprolaktinleri
coktiirme yeteneginden yararlanilir ve siipernatanda PRL diizeyi Olglilerek % geri kazanim
(recovery) hesaplanir (71). PEG c¢Oktliirme sonrast siipernatandaki prolaktin
konsantrasyonunun  (monomerik  prolaktin)  kontrol  orneklerindeki  prolaktin
konsantrasyonuna(total prolaktin)oran1 recovery(diizeltme) orani1 olarak ifade edilir
(72).Sekil 4°te PEG ¢oktiirme islemi goriilmektedir. Geri kazanilan %PRL oran1 % 40’1n
altindaysa  makroprolaktin  pozitif,%60’in  lizerindeki degerler negatif olarak
degerlendirilir.%40-60 arasi1 degerler gri bolge olarak tanimlanir ve makroprolaktin ile
birlikte oligomerik ve monomerik prolaktin igeriyor olabilir.Bu durumda makroprolaktin

varligint teyit etmek icin GFC yapilmasi Onerilmektedir. Yaygin kullanilan birgok
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otomatik immiinoassayde,PEG makroprolaktin varligini gosteren onaylanmig bir tarama

testi olarak kullanilmaktadir (73, 74).

PRL
+
| »pro l M-PRL J PRL/de azalma = %40
PEG
Islenmenmis PEG ile presipite
serum edilmig siipernatant

M-PRL: Makroprolaktin

Sekil 4. PEG ¢oktiirme

Yontem ¢ogu grup arastirmaci tarafindan GFC’ye karst onaylanmis ve %40’ mn altindaki
PRL recovery oranlar1 makroprolaktin tespiti i¢in Onerilmistir. GFC ve PEG ¢oktiirme
arasinda iyi korelasyon var iken kantitatif makroprolaktin seviyeleri farklidir.PEG ile
serumu ¢oktiirmeyi takiben elde edilen makroprolaktin diizeyleri GFC ile elde edilenlerden
daha yiiksektir. Yani monomerik prolaktini daha diisiik gosterme egilimindedir. Bu
farkliligin olast nedeni normal serumda bulunan kiiciik miktardaki makroprolaktinle
birlikte monomerik prolaktinin énemli miktarinm PEG ile birlikte ¢cokmesidir.Monomerik
prolaktinin yaklasik %14°l PEG ile birlikte ¢okelir (75, 76).

PEG ¢oktiirme yontemi tekrarlanabilir,kolay ve ucuz olmasi nedeniyle bir¢cok laboratuvar
tarafindan tercih edilir (15, 29, 32). Bununla birlikte kesin prolaktin esik degerlerinden
ziyade % kullanarak ~ sonu¢  verildiginden yanliy  yorumlamalara  yol
agmaktadir.Ornegin,makroprolaktinin artmis miktarmin ve monomerik prolaktinin
suprafizyolojik seviyelerinin eszamanli birlikteligi durumlarinda;%40°’n altindaki recovery
degerlerinde gergek hiperprolaktinemi olabilir.Bazi hastalarda kesin olarak makroprolaktin
ve monomerik prolaktin birlikte artmistir.Klinik agidan 6nemli olan artmis monomerik

prolaktin varligidir ve bu durumda klinikg¢iyi bilgilendirmek gerekir (29).
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Makroprolaktin tespitinde yaygin olarak kullanimini sinirlayan bir baska neden piyasadaki
bazi immiinossaylerle interferans yapmasidir. Kullanilan immiin yonteme gore degismek

tizere pozitif, negatif veya degisken interferansa neden olmaktadir (77).

2.5.3.immiinpresipitasyon ve Adsorpsiyon

1992°de bagimsiz 2 grup, anti insan IgG ve protein A antikorlarinin herikisinin
makroprolaktini ¢oktiirme yeteneginde oldugunu gosterdi ve bu makroprolaktinin PRL-
IgG kompleksi oldugunun gii¢lii bir kanit1 kabul edildi (29, 78). Protein A,staf. aureus’un
hiicre duvar yapisinda bulunur ve antijen baglayan bolge ile interferans vermeden IgG
molekiiliiniin Fc bolgesine baglanma yetenegindedir.Yakin calismada makroprolaktin
tarama amag¢li immiinoassay Olctimii oncesi hiperprolaktinemik serumdan PRL-IgG
komplekslerinin uzaklastirilmasi i¢in protein A Sefaroz kullanildi (79).Insan IgG i¢in daha
spesifik protein G Sefaroz kullanimi ile elde edilen bulgularprotein A ile elde edilen
bulgularla benzerdi.Herikisi de immiinossay oncesi makroprolaktin baskin serumda
makroprolaktini ¢oktiirme yetenegindedir.Sonuglar gosterdiki serumdan makroprolaktini
uzaklagtrmada etkili olmakla beraber bu reaktiflerin muamelesi sonucu elde edilen
monomerik PRL sonuclar1 GFC ile elde edilen degerlerden yaklasik %30 daha yiiksektir.
Bunun nedeni bu teknikte biitiin IgG komplekslerinin ¢okmemesi ve nadir de olsa
makroprolaktinin IgG i¢ermemesidir. Bir diger dezavantaji ¢ok fazla diliisyon (1:20)
yapilmasidir (38). Bununla beraber protein A ve protein G,GFC ile karsilastirildiginda
tatmin edici korelasyon katsayilari elde edilmistir (sirasiyla 0.91,0.93) (29).

2.5.4.Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon plazma proteinleri i¢in spesifik membranlarin molekiiler kiitle segiciligine
dayanmaktadir.Fahie-Wilson,Heys,Craddock ve Quinn bu teknigi makroprolaktin igeren
serumlara uyguladilar ve PEG ¢oktiirmeye alternatif olarak kullanilabilecegini one siirdiiler
(29, 38). Bununla birlikte Prazeres GFC ve UF ile elde edilen makroprolaktin seviye 26
karsilagtirdiginda vakalarin cogunda yaygin tutarsizlik oldugunu gozlemlediler (37).

Prolaktin izoformlarm1 molekiiler biytikliiklerine gbére aywan ve dolayisiyla

timmakroprolaktin formlarinin tespiti i¢in sensitif bir tekniktir (80). Her ne kadar 4 saatlik



450g ’de sicaklik kontrollii santrifiijiin temini ve kullanimi bazi laboratuvarlar i¢in zor
olsada, cok daha basit, hizli ve ucuz olmasi ve makroprolaktinin hakim form
olmasidurumunda miktar tayinindeki dogrulugu bakimindan degerli olabilir.
Ultrafiltrasyonydntemi basitlik ve performans agisindan PEG yontemine énemli derecede
benzemektedir (60). Bu yontemin yakin gelecekte PEG ¢oktlirme yonteminin yerini almasi

beklenmektedir (15).



3. MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

3.1.1.Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Otoanalizor (ROCHE Modiiler Sistem, E170)
Santrifiij (EPPENDORF 5810)

Vorteks (NUVE,NM 110)

Manyetik Karistirict (IKAMAG RH)

3.1.2.Kullamilan Kimyasal Maddeler

Prolaktin Kiti( Roche Modiiler E170 kendi uyumlu kiti)
Diliient Universal (Roche Modiiler diliient)

Kontrol Ornekleri (Elecsys Precicontrol Universal 1 ve 2)
PEG 6000(MERCK)

PBS Tablet(MEDICAGO)
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3.2.Metod

3.2.1.Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Bu calismaya Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi arastirma etik kurulundan onay
alinarak  baglandi. Caligma, yapilan rutin tetkikler sonucu PRL diizeyleri
laboratuvarlarimizda kullanilan referans araligin iist degerinin (kadin igin 4.79-
23.3ng/mL,erkek i¢in 4.04-15.2 ng/mL aras1) lizerinde ve 200ng/mL altinda bulunan
bireyler iizerinde yapilmasi planlanmisken, uzun siirede son derece az numune gelmesi
nedeniyle ¢alismaya KTU Tip Fakiiltesi ve Trabzon Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran ve idiyopatik
hiperprolaktinemi tanist alan 43 hasta alindi. Tiim bireylerin onam formlar1 alindi. 43
kisinin 38’1 kadin,5 ’i erkekti.Calismaya gebelik ve travma hikayesi olan sahislar
almmamastir.

Arastirma icin kan alimi rutin tetkik ve tedavi iglemleri i¢in kan alimi sirasinda
gerceklestirilmistir.

Bir gecelik aglik donemini takiben bireylerden vakumlu jellidiiz tiiplere vendz kan 6rnegi
alinmigtir. Tlpler 3000rpm’de 10dk santrifiij edilerek serum elde edilmis ve gerekli tayinler
bekletilmeden yapilmustir.

Orneklerden 6ncePRL tayini gerceklestirildi. Makroprolaktinvarligmi degerlendirmek
icin,6rnekler PEG 6000 ile 6n islemden gectikten sonra tekrar PRL tayini yapildi.

3.2.2.Prolaktin Tayini

Kullanilan materyaller:

a) PRL M reaktifi:6,5ml;streptavidin kapl mikropartikiiller ve koruyucu madde igerir.
b) R1 reaktifi:10ml;biyotinli monoklonal anti-PRL antikor ve koruyucu madde igerir.

c¢) R2 reaktifi:10ml; rutenyum kompleksi ile isaretli monoklonal anti-PRL antikor,tamponu

ve koruyucu madde igerir.
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PRL tayini serumda Roche firmasma ait PRL tayin kiti ile Roche Modiiler E170
otoanalizdriinde yapildi.Serumdaki PRL miktari, elektrokemiluminesans
immiinossayyontemle sandvig¢ prensibiyle tayin edilmistir. Y ontemde PRL’e kars1 biotin ve
rutenyumla isaretlenmis 2 ayr1 monoklonal antikor kullanilir. Toplam test siiresi 18dk’dir
ve iki ayr1 inkiibasyon siklusundan olusur.Birinci inkiibasyonda 10pL. serum ve PRL’e
spesifik biyotinli monoklonal antikor ilk kompleksi olusturur.ikinci inkiibasyonda
rutenyum kompleksi ile isaretlenmis prolaktine spesifik monoklonal antikor ve streptavidin
kapli mikropartikiiller eklendikten sonra bir sandvi¢ kompleksi olusur ve biyotin ile
streptavidinin etkilesimi araciligi ile kati faza bagli hale gelir.Reaksiyon karigim,
mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak yakalandiklari 6l¢iim hiicresine
aspire edilir. Tutunamayan maddeler yikama islemi ile uzaklastirilir.Elektroda voltaj
uygulanmast  kemiliiminesans emisyonuna neden olur ve bu bir foton
sayici(photomultiplier) ile Olgiiliir.Sonuglar,2-noktal1 kalibrasyon ile cihaza 6zel olarak
olusturulmus bir kalibrasyon egrisive reaktif barkodu araciligiyla elde edilen bir ana egri
ile tayin edilir (57).

Otoanalizérde yapilan tayin islemleri giinliik kalite kontrol ¢aligmalarinin ardindan

gerceklestirildi.

3.2.3. PEG coktiirme ile Makroprolaktin Tayini

3.2.3.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Literatiirde PEG, distile su ve fosfat tamponu olmak ftzere iki farkli sekilde
hazirlanmaktadir.

Fosfat tamponu hazirlanmas1 (PBS, pH: 7.4,1L); Temiz bir beher alind1 ve igerisine
900 mL kadar saf su konuldu.10 tane PBS tablet behere konuldu ve magnetik bar
yardimiyla tabletler ¢oziinlir hale getirildi.pHmetrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra
¢ozeltinin pH’s1 7.4°e ayarland1.Cozelti balon jojeye aktarilarak,saf su ile son hacim 1 L’ye

tamamlandi ve 2-8°C’de sakland:.

Distile su ile %25’lik PEG 6000 in hazirlanmas1 (PEG1); 25g PEG 6000 tartilarak
behere konuldu ve yaklagik 60 mL distile veya deiyonize su i¢inde 18-25°C’de manyetik
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karistirict ile 15dk karistirildi.Cozelti balon jojeye aktarilarak distile su ile son hacim 100
mL’ye tamamlandi1 ve 20-25°C’de 10 giine kadar saklandi.

Fosfat tamponu ile %25’lik PEG 6000 in hazirlanmas1 (PEG2);25¢ PEG 6000
tartilarak behere konuldu ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan yaklagik 60 mL PBS
icinde 18-25°C’de manyetik karistirict ile 15dk karistirildi.Cozelti balon jojeye aktarilarak
PBS ile son hacim 100 mL’ye tamamland1 ve 20-25°C’de 10 giine kadar saklandi.

3.2.3.2. PEG ile ¢coktiirme

Calismaya baglarken kit prospektiisiinde yeraldigi sekilde PEG1 hazirlanarak ornekler
calisildi. Ancak daha sonra literatiirde PEG2 ile yapilmis ¢ok sayida yayin olmasi iizerine
PRL sonuglar1 ve ¢ozelti stabilitesi agisindan iki ¢ozelti arasinda fark olup olmadigini
gormeye karar verdik. Bu nedenle PEG1 ile 43 hastanin tamaminin serum 6rnegi muamele
edilirken PEG2 ile 30 hasta 6rnegi muamele edilmistir.

1-200 pL serum 200 pLPEGIlg¢ozeltisi ile karistirildi ve 10 sn. vortekslendi. 10 dk oda
isisinda inkiibe edildi.Karisim sonra 2200g’de 30 dk santrifiij edildi. Siipernatandan
prolaktin tayini yapildiAyni anda PEG ile islem yapilmamis serum,kontrol olarak
caligildi. Kontrol 6rnekleri 200 pL diliiente konulan 200uL serumla hazirland.

2-200 pL serum 200 pLPEG2 c¢ozeltisi ile karistirildi ve 10sn vortekslendi. 10 dk oda
isisinda  inkiibe edildi.Karisim 2200g’de 30 dk santrifiij edildi.Siipernatandan tekrar
prolaktin tayini yapildi.Kontrol 6rnekleri 200 pL diliilente konulan 200 pL serumla
hazirlandi (75).

PEG ile 6n islem yapilmadan 6lgiilen prolaktin ile PEG ¢oktiirme sonras1 dl¢iilen prolaktin
arasindaki fark makroprolaktini verir (81).Sonuglar hesaplanirken, PEG islemi esnasinda
meydana gelen diliisyon etkisi dikkate alinmalidir.PEG ile¢oktiirmeden sonra,her
laboratuar beklenen degerlerin kendi hasta popiilasyonuna uygulanabilirligini incelemeli ve
gerekiyorsa kendine ait referans araliklar1 belirlemelidir.

PEG ile makroprolaktinin coktiirtilerek ornekten uzaklastirildig:
yontemde,makroprolaktinin yan1 sira monomerik prolaktinin ortalama %14’iiniin (%0-40)

PEG ile ¢oktiigii bildirilmektedir.Recovery hesaplanmas1 asagida gosterilmistir (7,82).
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(PEG ile ¢coktiirme sonrasidlgiilen PRL diizeyi+0,14)x2

Diizeltme (Recovery) % =100 x
PEG ile ¢oktiirme oncesi olciilen PRL diizeyi

Diizeltme ; > % 60 Monomerik prolaktin
% 40-60 Monomerik ve makroprolaktin
< %40 Makroprolaktin

3.2.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda 6l¢iimle elde edilen veriler aritmetik ortalama (X), standart sapma (SD) ve
ortanca(minumum-maksimum) seklinde ifade edildi. Frekans veriler say1 (%) olarak
ifadeedildi.Verilerin normal dagilima uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ile
bakildi.Normal dagilima uyduklari i¢in eslestirilmis orneklerde t- testi ile anlamliliklarina
bakildiFarkli iki ¢0Ozelti arasindaki karsilastirmada Pearson korelasyon analizi
kullanild1. Anlamlilik diizeyi p<0.005 olarak alind1.

Metodun analitik hassasiyeti (precision) ve dogrulugu (accuracy) varyasyon katsayisi
(% CV) hesaplanarak ifade edildi.

% CV=(SD/X)x100



4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubunun Demografik Verileri

Calisgmamiza katilan 43  hiperprolaktinemik  kisinin tamami1 18 yas ve
iizerindeydi.Grubun yas ortalamasi 38,5£8,9(21-63) yil idi. Prolaktin degerlerinin
ortalamas1 71,14+38,4 (16,23-181,3) ng/ml bulundu.

PEGTI ile ¢oktiirme sonrasi 43 hastanin PRL ortalama degeri 50,53+30,3(3,94-140,2), PEG
2 ile ¢oktlirme sonrast 30 hastanin PRL ortalama degeri 54,5+33,6(3,8-144,8) olarak

bulundu.Bu degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,005).

4.2. Cahsma Yonteminin Performans Verileri

PRL o6lglimii yaptigimiz immiinoassay yOnteminin analitik hassasiyet ve dogruluk
degerlendirmesini kontrol niimuneleri ile yaptik. (Kontrol 1=Normal, Kontrol 2=yiiksek
seviye PRL  kontrolleri). Kontrol numunelerinde c¢alisma i¢i (intraassay)% CV kontrol
1’de %1 kontrol 2°de %1.3;hergiin yapilan 6l¢iimde giinler arasi (day to day) kontrol 1°de
%?3.4,kontrol 2°de %2.5 bulundu(n=5). Sonuglar ‘ng/mL’ cinsinden ifade edildi.Yine
makroprolaktin  icerenve  igermeyendrneklerle  (n=10) tekrarlanabilirligi  test
ettik. Makroprolaktin icermeyen hiperprolaktinemik serumda olglimler arasi (interassay)
total prolaktin ortalamasi 112.9 ng/mL ve % CV degeri 2.8,giinlerarasitotal prolaktin
ortalamast 119, % CV degeri 6.9 bulundu.Makroprolaktin pozitif serumda 6l¢limler arasi
total PRL degeri 61.1; % CV degeri % 3.2 ve gilinler aras1 total PRL ortalamas1 65.3
ng/mLCV degeri % 8.5 elde edildi. Bulgular tablo 6 ve 7 de verildi.
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Tablo 6. Prolaktininhassasiyet (precision) ve dogruluk (accuracy) kontrol sonuglar1



Ornek Okunmasi N Ortalama SD % CV Bias
gereken
deger
(ng/mL)
Cahisma ici
Kontrol 1 10.8+0.75 5 10,66 0,11 1 -0,14
Kontrol 2 40.242.81 5 39,7 0,55 1,3 -0,5
Giinler
arasi
Kontrol 1 10.8+0.75 5 10,82 0,37 %3,4 +0,02
Kontrol 2 40.242.81 5 39,9 1,03 %2,5 -0,3

SD = standart deviation, CV = coefficient of variation, n = 6l¢iim sayis1

Tablo 7.Hiper ve makroprolaktinemili numunelerde PRL i¢in CV degerleri

Ornek (n=10) Ortalama % CV
Hiperprolaktinemik Olgiimler aras1 112,9 2,8
Giinler arasi 119 6,9
Makroprolaktinemik Olgiimler aras1 61,1 32
Giinler arasi 64,8 8,5

4.3.Makroprolaktin taramasina ait sonuclar

Calisma grubunda PRL % geri kazanimdegerleri hesaplanarak serum prolaktin
degerlerindeki yiikseklige makroprolaktinin katkis1 arastirildi. Geri kazanim hesaplamasi

her iki ¢6zelti i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Calisma grubu demografik verileri, total PRL, PEGI
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vePEG 2 ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen degerler ve geri kazanim degerleri tablc 34

verilmistir.
Tablo 8.Total PRL, PEG1 vePEG 2 ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen degerler ve geri

kazanim degerleri.

Hasta | Cinsiyet | Yas | PRL PEGI1 PEG2 Recovery 1 | Recovery 2
No (%) (%)

1 Kadin 44 24 9 - %37,5 -

2 Kadin 30 126,3 98,6 - %78 -

3 Kadin 41 79,63 71,1 - %89,2 -

4 Kadin 42 58,96 52,06 - %88 -

5 Kadin 35 53,01 4,52 - %38,5 -
6 Kadin 37 74,38 64,72 - %87 -

7 Kadin 40 42,37 29,1 - %68 -

8 Kadin 40 52,61 50,06 - %96 -

9 Kadm 34 69,36 56,04 - %81 -
10 Kadin 49 41,6 14,96 - %35 -
11 Kadin 40 31,95 21,62 - %67 -
12 Kadin 42 87,59 59,46 - %67 -
13 Kadin 49 62,22 44,08 - %71 -
14 Kadin 38 113 70,44 70,4 %62 62,4
15 Kadin 46 68,12 46,14 52,6 %67 72.2
16 Kadin 48 181,3 106,5 124.4 %358 68
17 Kadin 22 41,24 15 16 %36 39
18 Kadin 40 54,12 39,3 41,4 %72 76,4
19 Kadin 32 102,3 72,18 74,7 %70 73
20 Kadin 21 46,7 29,68 31,7 %63 67
21 Erkek 28 147,2 104,52 105 %71 71
22 Erkek 32 76,4 59,1 58,2 %77 76
23 Kadin 34 103,9 72,96 77,8 %70 74,9
24 Kadin 40 60,3 55,84 48,4 %84 80,3
25 Kadin 34 60,36 44,54 47,1 %73 78




26 Kadin 48 41,8 35,3 35,6 %84 85
27 Kadin 39 61 45,5 44,1 %74 72
28 Kadin 26 89,6 67 66,5 %74 74,2
29 Kadin 48 83,2 64,8 70,4 %77 84
30 Kadin 31 32,74 21,04 23,16 %064 70
31 Kadin 33 93,71 64.9 63 %69 67
32 Kadin 36 50,25 37,1 39,1 %73 77
33 Kadin 49 128,6 110,8 111,5 %386 86,7
34 Kadin 26 95,44 73,2 71,8 %76 75,2
35 Kadmn A 2R 14 20 R 20 4 048R0 79,8
36 Kadin 50 56,59 47,1 46,9 %383 83
37 Erkek 34 69,81 51,7 51,7 %74 73
38 Kadin 63 29.9 11,5 10,96 %38,9 36,7
39 Erkek 29 31,84 24,3 26,7 %76 83
40 Kadin 33 180,2 140,2 144.8 %77 80
41 Kadin 39 36,11 24,2 29,2 %78 80
42 Erkek 59 16,3 3,9 3,8 %27 26,7
43 Kadin 39 65,1 29,7 30,1 %45 46

Geri kazanim oran1 <%40 olan hastalar makroprolaktin olarak degerlendirildigi zaman 43
hastanin 6’sinda makroprolaktin saptandi.Calisma grubumuzda makroprolaktin siklig1r %
13.5 olarak belirlendi. Bunlarin 5’1 kadm 1’1 erkekti.bekil 5 ve 6’da makroprolaktin
syklydy goriilmektedir.
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PEG1
B negatif
@ pozitif

Sekil 5. PEG 1 ¢oktiirme sonras1t makroprolaktin siklig1

Recovery oran1 %40-60 arasinda olan 2 hasta vardi.PEG1 ve PEG2 ile ¢Oktiirme sonrast
makroprolaktin pozitifligi taranan 30 hastadan hem PEG1 hem de PEG2 ile ¢oktiirme
sonras1t aynit 3 hastada makroprolaktin pozitifligi saptandi. Yani iki ¢ozelti arasinda
makroprolaktini yakalama agisindan fark bulunamadiTablo 9 ve 10°da makroprolaktin

pozitif hastalar verildi.



Sekil 6. PEG 2 sonras1t makroprolaktin siklig1

PEG2
B negatif
B pozitif
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Makroprolaktin agisindan pozitif bulunan serumlarin total PRL diizeyleri 100ng/mL’nin

altindaydi. Makroprolaktin negatif ve pozitif bulunan total PRL dederlerinin dadylymy
pekil 7°de goriilmektedir.

Tablo 9. PEG 1 ile ¢oktiirme sonras1 makroprolaktin pozitif hasta sonuglari

1.Hasta | 2.Hasta | 3.Hasta 4.Hasta 5.Hasta 6.Hasta
Yas 44 35 49 22 63 59
Total 24 53,01 41,6 41,24 29,9 16,3
PRL(ng/mL)
Monomerik 9 4,52 14,96 15 11,5 39
PRL(ng/mL)
Recovery (%) 37,5 8,5 35 36 38,9 27
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Tablo 10. PEG 2 ile ¢oktiirme sonrast makroprolaktin pozitif hastalar

1.Hasta

2.Hasta

3.Hasta




Yas 22 63 59

Total 41,24 29,9 16,3
PRL(ng/mL)
Monomerik 15 11,5 39
PRL(ng/mL)
Recovery (%) 36 38,9 27

PEG1
negatif pozitif
LR ) e
0,00 50,00 ED;LD 15000 20000 000 50,00 1;;05 15000 200,00

bekil 7. Makroprolaktin negatif ve pozitif bulunan total PRL dederlerinin dadylymy
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PEG 1 ve PEG 2 ile ¢oktiirme sonrast bulunan monomerik PRL diizeyleri arasinda giiglii

pozitif korelasyon bulundu (r=0,99,p=0.00).



HEEN

Sekil 8. PEG 1 ve PEG 2 ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen PRL sonuglarinin
korelasyon grafigi (PEG 1=PEG 1 sonrasi PRL degeri, PEG 2=PEG 2 sonrasi
PRL degeri)



5.TARTISMA

Gunumuzde  makroprolaktinemiye  bagh  hiperprolaktinemi  ile  gergek
hiperprolaktineminin ayrilmamasi hastanin yanlig yonlendiriimesine sebep
olacagindan guncelligini  hala koruyan bir konudur.Hiperprolaktineminin
makroprolaktinemiye bagli oldugunun anlagsilamamasi, semptomlarin gergek
nedeninin bulunmamasina yol agabilir. Bu durum, uygunsuz veya gereksiz
laboratuvar ve goruntuleme tetkikleri, medikal ya da cerrahi tedavi ile
sonuglanabilir. PRL varyantlari arasinda monomerik hiperprolaktineminin 6nemi
tedaviyle duzeltilebilen morbiditesinden ileri gelir. Monomerik prolaktinemi ile
makroprolaktinemi ayrimini klinik degerlendirmeyle yapmak uygun degildir.
Hiperprolaktinemisi olan butin hastalarda makroprolaktineminin arastiriimasi
gerektigi sonucuna varilmigtir (83).

Suliman ve arkadaslar1 (81)yaptiklar1 calismada monomerik hiperprolaktinemili
hastalardaoligomenore =~ veya  amenoreye  daha  sik  rastlanmakla  birlikte,
makroprolaktinemili hastalarda da sikg¢a rastlandigimi bildirmisler, istatistiksel olarak
anlamli olmakla birlikte bu farkliliklarin iki grubun birbirinden ayrilmasi i¢in yeterli
olmadig1 sonucuna varmislardir. Bu ve diger caligmalarda goriilen galaktore ve
oligomenore gibi klinik semptomlar ile makroprolaktinemi laboratuvar bulgusu arasindaki
iliskinin rastlantisal olma ihtimalinin yiliksek oldugunu ileri siirmiisler ve her
hiperprolaktinemili hastaya makroprolaktinemi i¢in tarama testi yapmay1 dnermislerdir.

Ancak yapilan cgaligmalarda 200 ng/mL ve Uzerinde total PRL degerlerinin
genellikle adenoma eslik ettigi gosterilmistir (84). Total PRL degeri 25-100 ng/mL
olan hastalarda makroprolaktinemiye daha sik rastlanmaktadir (2). 120
hiperprolaktinemik serumda yapilan bir calismada makroprolaktinemi prevalansi %
20 (20/120) bulundu ve bu 20 hastanin da PRL konsantrasyonu 89 ng/mL’nin
altindaydi (43).

Biz bu bulgulari goéz 6nune alarak ve maliyet olarak uygunlugunu da distnerek
calisma grubumuzu makroprolaktinemi gorulme sikligi yuksek olan 200 ng/mL’nin

altindaki degerlerden sectik.
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Vallette-Kasic (85) genis serili arastirmalari
sonucunda;makroprolaktineminin,hiperprolaktineminin major ama siklikla gézden
kacirilan bir nedeni oldugunu,hiperprolaktinemik hastalarda klinik tablo ve biyolojik
takip agisindan uyumsuz Dbulgular gozlemlendigi zaman arastiriimasi
gerektigini,sorunsuz gebelikle birlikte giden fertilitenin devamina ragmen olagan
hiperprolaktinemi semptomlarinin  mevcut olabildigini, prolaktin duzeylerinin
cogunlukla zaman icinde sabit kaldigini, dopaminerjik tedavinin bazen yararl
olabildigini ancak prolaktin konsantrasyonlarinin dusmesini her zaman
saglamadigini, prolaktinoma gibi hipofiz lezyonlarinin bazen birlikte gorilebildigini
ve radyolojik gorunttleme ile bertaraf edilmesi gerektigini ortaya koymusglardir.Yine
de makroprolaktinemi tanisinin, hormonal ve radyolojik tetkiklerin tekrarlanmasini
ve gereksiz tedaviyi onlediginden hareketle bu biyolojik bozukluk igin rutin bir tani
yonteminin tUm Ozelarastirma merkezlerinde bulunmasini tavsiye etmiglerdir.
Makroprolaktinemi tanisinda kullanilan referans yontemi olan GFC, prolaktinin t¢
molekulerformunun (m-prolaktin, b-prolaktinve bb-prolaktin)ayni anda miktar
belirlemesinde yegane yontemdir.Ancak bu yontem klinik labolatuvarlarda rutin
olarak kullaniimak icin ¢ok pahali ve zaman alicidir.Bu ylzden bb-prolaktinin
miktar belirlemesinde veya en azindan makroprolaktin taramasinda dahabasit bir
yontem arayigi dogmustur. Gunumuzde PEG ile ¢oktirme tarama amagli en sik
kullanilan yontemdir. YUksek molekul agirlikli proteinlerin PEG ile ¢Okturulmesi
GFC ilekarsilastinldiginda gayet iyi bir ayirma gucu ile makroprolaktin
taramasinda kullaniimaktadir (29).

Yapilan farkli caligmalarda hizli, ucuz ve her hastaya uygulanabilen bir teknik olan PEG
¢coktliirme yOnteminin hiperprolaktinemik hastalarda tarama testi olarak kullanilmasi
Onerilmistir (15-18). Maliyet acisindan da GFC’den 27 kat daha ucuzdur (15). Fakat
MPRL varhgini belirlemek i¢cin PRL’in tekrar istemi gerekmektedir. Maliyet olarak
kullanilan PEG'in fiyati da PRL tayinine ilave edilmelidir. Test bagina kilogrami 90
TL olan % 25ik hazirlanan PEG 6000'den 200ul kullaniimaktadir. Bu agidan
bakildiginda PRL tayini Uzerine kayda deger bir ek yuk getirmeyecegdi asikardir.
Fakat suda hazirlanan ¢Ozeltinin 15 gunluk stabilitesi g6z oOnunde
bulundurulmahdir (38).



Bu calismalar 1s1gindabizde laboratuvarimizda makroprolaktin igin rutin bir
tarama yontemi kurmayi amacladik vekullandigimiz immunoassay yonteminin
makroprolaktinle etkilesimini ortaya koymaya calistik. Avantajlarindan dolay! ve
kullandigimiz immiinoassay ile uyumlu oldugundan tarama yéntemi olaral 42
¢cOktirme yontemini secgtik. Bu yontemde c¢okturme fosfat tamponu ve su ile
yapilabilmektedir. Literaturde yaygin olarak fosfat tamponu ile hazirlanmig PEG
kullanilmaktadir (44,45,46).Su ile yapilan az sayida calisma vardir (85). PEG
fizyolojik sartlarda kristalize halde olan fosfat veya su ile hazirlandiginda basit
akodz stabil olmayan bir maddedir. Fosfat tamponu ile hazirlandiginda PEG’in
stabilizasyonu artmakta (2 ay) fakat yalniz daha dusuk geri kazanima neden
olmaktadir (38, 86).Laboratuvarimizda kullanilan immunoassay sisteminin reaktif
prospektusinde ise PEG’in distile veya deiyonize su ile hazirlanmasi
onerilmektedir. Bu sekilde hazirlandiginda ise stabilitesi 15 gundur (87).

Biz her iki sekilde de PEG ¢Ozeltisi hazirlayarak makroprolaktini degerlendirdik.
Ve ayrica hem geri kazanimlarini ve hemde iki ¢Ozelti arasinda fark olup
olmadigini inceledik. Geri kazanimlar agisindan durum iki ¢ozelti arasinda anlamli
bir fark bulamadik. Her iki ¢oOzelti ile muamale sonrasi elde edilen PRL
(monomerik) degerleri arasinda guglu bir korelasyon bulduk.

Serum PRL diizeyinin degerlendirilmesi dehala dnemli bir sorundur.Ciinkii PRL bir¢cok
fizyolojik durumda akut olarak artabilen bir hormondur.Ustelik monomerik PRL,big
PRL,big big PRL ve glikozile PRL olmak iizere birden ¢ok izotipi vardir.Bu hormonlarin
her birinin farkli biyolojik aktiviteleri vardir ve farkli antiserumlarla dlgiilebilirler. Ancak
giinlimiizde mevcut PRL o6l¢lim yontemleri,gesitli klinik durumlarda hiperprolaktinemi
varligimi yeterince yansitamamaktadir.Mevcut laboratuvar yontemleri arasinda PRL
Olciimiinde 6nemli derecede farkliliklar olabilmektedir.Prolaktini belirlemede kullanilan
immiinoassaylerin makroprolaktini saptamasi siirpriz degildir. Asil siirpriz olan ve hem
klinisyenlerin hem de laboratuvar bilimcilerinin ilgi alanindaki konu rutinde kullanilan
farkli PRL immiinasssayleri ile hiperprolaktinemik serumda makroprolaktinin
saptanmasindaki anlamli degiskenliktir. Kapsamli bir calismada Smith ve arkadaslar1 (61),
agirhikli olarak makroprolaktin iceren 10 serumda, PRL’yi 6lgmede en yaygin kullanilan
immiinoassay platformlarindan dokuzunun 6lgme becerisini incelemiglerdir. Bulgular, bu

10 serum Orneginde PRL’nin saptanmasinda kullanilan dokuz immunoassay sistemi



43

arasinda 2.3-7.8 kat arasinda degisen biiylik farkliliklar oldugunu goéstermistir. Ayrica bu
10 serumda GFC ile 6l¢iilen monomerik PRL diizeyleri ile immiinoassay ile dlciilen PRL
diizeylerinin karsilastirilmasi, tiim otomatik immiinoassay sistemlerinin makropr 43 i
bir dereceye kadar Slctiigiinii ortaya c¢ikarmistir. Her ne kadar bu 10 serumda Olgiilen
mutlak PRL diizeyleri degiskenlik gosterse de, tutarli bir tabakalasma s6z konusuydu ve
boylece elde edilen bulgulardaki hiyerarsi her bir dlglimde tekrarlanmistir.Yine UK
NEQAS tarafindan yapilan bir ¢aligmada makroprolaktinemili bir hastadan elde edilen
prolaktin sonuglar1 kullanilan immiin 6l¢iime bagh olarak 476-3212 mU/L arasinda
degisim gostermistir (88).Bir baska ¢alismada denenen 5 analizérde, makroprolaktin igeren
veigermeyen numunelerde sonuglar ¢arpici sekilde farkli bulunmustur (42).

Immiinoassayler arasindaki farkliliklar yanimda ¢ahisilan 6rnegin alinis zamani ve
kisinin mental durumununda goéz onilinde bulundurulmasi gerektigi unutulmamalidir. 70
hiperprolaktinemili kadindan dinlenme esnasinda rastgele alman kan 6rneklerinden PRL
Olctimii yapildiginda yaklasik % 30’unun stres iligkili hiperprolaktinemi oldugu ortaya
konmustur. Ozellikle sinirda olgularda,serum PRL diizeyi minimal travma ile ve aralikli
olarak alinan en az ii¢ kan 6rneginin ortalamasi seklinde 6l¢tilmelidir (2). Ancak bu durum
klinik pratikte uygulamast zor oldugu ve fazla is giici gerektirdigi i¢in pek
kullanilmamaktadir.

Biz ise hiperprolaktinemi tanimizi koyarken bu uygulamay:1 yapamasak da yine sik
kullanilan en az iki ayr1 dl¢gimde prolaktinin normal degerinin lizerinde olmas1 gerekliligi
protokoliinii uyguladik (23).

Hem klinik hem de biyokimyasal perspektife goére, birinci asamada gercek
hiperprolaktinemisi olan hastalarin dogru sekilde saptanmasi ve boylece gereksiz tetkik ve
tedaviden ka¢milmasi i¢in asir1 dikkat edilmesi gerekir. Bugiinlerde, hiperprolaktinemik
serum incelemesi, yalnizca, makroprolaktinin ayrigtirilmasindan sonra serumun PRL
acisindan yeniden analiz edilmesi anlamina gelmektedir. Makroprolaktinin 6l¢iilmesi ya da
incelenmesi ilk asamada hiperprolaktinemi bulundugu zaman gereklidir (89).
Makroprolaktinle giiclii tepkime veren immunoaasayleri kullanarak, makroprolaktin
arastirtlan her 100 hiperprolaktinemik ornekten yaklasik 25’1 (% 25) pozitif olacaktir.
Diisiik tepkime veren sistemler kullanildiginda, yiiksek tepkime veren assay sistemleriyle

saptanan 100 orijinal hiperprolaktinemik O6rnegin 80’1 hiperprolaktinemik olarak



bulunacaktir. Bu 80 oOrnekten de genellikle 5’den daha az1 (% 6.25) makroprolaktin
acisindan pozitif bulunacaktir (29).

Bizim laboratuvarimizda kullandigimiz sistem, makroprolaktin ile yiiksek etkilesim
gosteren sistemdir. Caliymamizda hiperprolaktinemikler arasinda makroprol 44
yakalama oranm1 % 13,5 olarak bulundu. Yiiksek etkilesim gosteren sistemlerle yapilan
caligmalara gore bizim yilizdemizin diisiik goriilmesinin nedeni endokrinoloji
polikliniginden makroprolaktinemi taramasi istenen hastalarm idiopatik
hiperprolaktinemili olmamasi seklinde yorumlanabilir.

Birgok farkli metodla yapilan ¢alismada PEG ile ¢oktiirme Oncesi ve sonrast PRL
Ol¢limiiniin analitik performansi degerlendirilmis ve %CV olarak ifade edilmistir.

Smith ve arkadaslar1 kullandiklar1 floroimmiinoassay sisteminin interassay % CV
degerini total PRL ortalama degeri 297 mU/L serumda % 5.3, PEG ¢Oktiirme sonrasi PRL
konsantrasyonu 1229mU/L’den 139 mU/L’ye inen serumda % 4.9 bulmuslardir(61). Bagka
bir caligmada kemiluminesans 6l¢iim yapan yontemin intraassay CV degerlerini kontrol
serumlarinda(iki seviye) sirastyla % 1.3 ve 3.6 olarak bulunmustur (82).

Biz ¢aligmamizda makroprolaktin icermeyen total prolaktin ortalamasi 112.9 ng/mL
olan serumda, Olglimler arasi varyasyon katsayisimi % 2.9,glinleraras1t % 6.4
bulduk.Makroprolaktin pozitif total PRL ortalamasi 61ng/mL olan Ornekte, giinler arasi
CV degeri % 8.5 olarak elde edildi. Makroprolaktinemik serumdaki bu artis
makroprolaktinin immiinoreaktivitesine bagladik. Yine kontrol numunelerinde ¢alisma ici
CV kontrol 1’de %1,kontrol 2°de % 1.3;glinler aras1 serum 1’de % 3.4, serum 2’de % 2.5
bulduk. Bu sonuglar literatiirlede oldukca uyumlu idi.

Cesitli  toplumlarda hiperprolaktinemi ve makroprolaktinemi  prevalansini
saptamaya yoOnelik arastirmalar yapilmigtir. Saghkli 10550 (8450 erkek, 2100
kadin) erigskinin 40'iInda (% 0.04) hiperprolaktinemi bulunmus ve bu 40
hiperprolaktinemili kisinin 10’'unda makroprolaktinemi saptanmigtir (90). Saglikh
660 (280 erkek, 380 kadin) erigkini iceren Norveg'te yapilan bir calismada sadece
1 kadinda makroprolaktinemi tespit edilmis, makroprolaktineminin saglikli kadin
populasyonundaki prevalansi % 0.02 olarak bildirilmigtir (46). Calismalarda
makroprolaktinemi prevalansi, gebelerde % 2.7 olarak bulunurken, prolaktinin
yukselmesine sebep olan ilag¢ kullananlarda % 4.8 ve prolaktinomali hastalarda %
2.7 olarak bulunmustur (83). Hiperprolaktinemili hastalar arasindaki
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makroprolaktinemi prevalansi prolaktini 6dlcmede kullanilan yonteme ve galisilan
hasta grubuna bagli olarak degismektedir.Fahie-Wilson ve arkadaslar1 tarafindan 955
hastadan olusan bir popiilasyonda 71 hastada serum prolaktini yliksek bulunmus. 69
hastada hiperprolaktinemi’ ye makroprolaktin’ in katkis1 olup olmadigiarastirildiginda 14
hastada (%20) makroprolaktin saptanmistir (71). Bu hasta populasyor 45
makroprolaktine bagl olarak gelisen hiperprolaktinemi prevalansi %1,5 tur. Yapilan cesitli
caligmalarda hiperprolaktinemi olgularinda makroprolaktinemi insidansi kesin olmamakla
beraber %18-42 arasinda degistigi goézlenmistir (40,71).Bjoro ve arkadaslar1 605
hiperprolaktinemik hastanin 157’sinde (%26) artmis makroprolaktin seviyesi saptamislar
(46). Leslie ve arkadaslar1 1225 hiperprolaktinemik serum Ornegini incelediklerinde
hastalarin 332 ’sinde (%26) makroprolaktin diizeylerini yiiksek olarak bulmuslardir (40).
Valette-Kasic ve arkadaglar1 1106 hiperprolaktinemik hastann %10 oraninda
makroprolaktinemi tespit etmislerdir. Bu 106 hastanin %61’inde normal menstriiasyon ve
%54’linde galaktore gézlemlediler (85). Donadio vearkadaslari da 135 hiperprolaktinemik
hastani %42’sinde makroprolaktin pozitifligi saptamislardir (91,92).

Bugune kadar hiperprolaktinemideki en duslik makroprolaktinemi prevalansi
Sanches-Eixeres ve arkadasglari tarafindan % 9 olarak bildirilmis olup, en yuksek
makroprolaktinemi prevalansi ise Hauache ve arkadaglari tarafindan % 46 ve
istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi tarafindan % 48 olarak bildirilmistir
(35).Referans laboratuarlarma gelen hiperprolaktinemili hastalarda makroprolaktinemi
insidans1 %18-42 arasinda bulunmaktadir.Bunun nedeni referans laboratuvarina gelen
numunelerin beklenmedik bicimde yliksek prolaktin iceren numuneler olmasidir.Buna
karsin endokrinoloji klinigine gelen hastalarda makroprolaktinemi insidans1 %10’a yakin
bulunmustur (15).

Biz ¢alismamizda PEG ¢oktiirme yontemini kullunarak taradigimiz 43 hiperprolaktinemik
hastanin 6’sinda(%13,5) makroprolaktin tespit ettik.Bu deger literatiir ile uyumlu idi.

Sonug¢ olarak makroprolaktin, hiperprolaktineminin ayirici tanisi i¢in kullanilan klinik
algoritmalardaki yerini almistir. Klinisyen ve laboratuvar uzmaninm iletisim i¢inde olup,
kullanilan immiinossay ile makroprolaktin etkilesimi hakkinda bilgi paylasiminda
bulunmalar1 gerekmektedir. PRL kiti ve cihazi iireten firmalarin da bu durumdan haberdar
olup kit ve cihaz prospektiislerinde etkilesim derecelerini bildirme ve uygun tarama

yontemi konusunda kullanicilar bilgilendirme zorunluluklar1 olmalidir.



6.SONUC VE ONERILER

Sonuglar

1.Total PRL diizeyleri 16.23-181.3 ng/mL arasinda olan 43 hiperprolaktinemik kiside
makroprolaktinemi prevalansi % 13.5 bulundu.

2.Distile su ve fosfat tamponu kullanilarak hazirlanan farkli PEG ¢dzeltileri arasinda
makroprolaktini tespit etme agisindan bir fark bulunamadi.

3.Makroprolaktin pozitifligi buldugumuz hastalarin total PRL degerleri 100 ng/mL ’nin
altindayd1.

Oneriler

1.Her laboratuvarin makroprolaktinemiyi tespit etmek i¢in bir stratejisi olmalidir.
2.Laboratuvarlar prolaktin 6l¢lim yontemlerinin makroprolaktinlerle etkilesme derecelerini
bilmeli ve klinisyenleri bundan haberdar etmelidirler.

3.Prolaktin kiti treten firmalar iriin prospektiislerinde makroprolaktin ile Olgiim
yontemlerinin ne derece etkilestigini belirtmeli ve makroprolaktin varligini tespit edecek
onaylanmis bir yonteme sahip olmalidirlar.

4PEG  ¢Oktiirme sonrast monomerik  prolaktin  miktar1  ger¢ek  prolaktin
konsantrasyonundan diisiik bulunabilir.Bu nedenle klinisyen laboratuvarda kullanilan
yontemin 6zellikleri agisindan bilgilendirilmelidir.

5. MPRL’nin Sosyal Guvenlik Kurumunun yayinladigi SUT (Saghk Uygulama
Tebligi) kitapgiginda yer almasi saglanmalidir.



6. Yaptigimiz galismada 200 ng/mL ‘nin altindaki hiperprolaktinemili hastalarda
makroprolaktinemi prevalansini % 13,5 bulmamizdan dolayi, klinisyenlerin bu

acidan uyariimalarinin dogru olacagi kanaantindeyiz.



7.0ZET

Bu c¢alisma ile endokrinoloji poliklinigine basvuran idiopatik hiperprolaktinemili
hastalarin serumunda, makroprolaktin 6l¢iimiiniin PEG ¢oktlirme yontemini kullanarak
degerlendirilmesi amaclandi.

Calismaya 38 kadm 5 erkek toplam 43 hasta dahil edildi. PRL miktar1 ECLIA
yontemi ile ol¢iildii. % 25°lik PEG 6000, distile su ve fosfat tamponu olmak tizere iki farkl
sekilde hazirlandi. PEG ile ¢oktiirme sonrasi siipernatanda PRL Oc¢limii yapildi.Geri
kazanim orant % 40’m altinda olanlar makroprolaktinemi olarak degerlendirildi. 43
hastanin 6‘sinda makroprolaktin pozitif bulundu. Makroprolaktini pozitif bulunan
hastalarm total PRL degerleri 100 ng/ml nin altindayd. Iki farkli PEG ¢ozelti ile ¢oktiirme
islemi sonrasi1 Ol¢iilen monomerik PRL seviyeleri arasinda giiclii pozitif korelasyon
goriildii. PRL Olglimiiniin  dogrulugunu ortaya koymak i¢in kontrol numunelerinde
yaptigimiz ¢alisma i¢i CV kontrol 1’de % 1, kontrol 2°de % 1.3; giinler aras1 serum 1’de %
3.4, serum 2’de % 2.5 bulundu.

Hiperprolaktinemili hastalarda makroprolaktinemi varlig1 akla getirilmesi gereken
onemli bir sebeptir. Fosfat veya su ile hazirlanabilen PEG ¢oktiirme yonteminin her
ikisininde kullanilabilecegi ve her laboratuvarinmakroprolaktinemiyi tespit etmek icin bir

stratejisinin olmas1 gerektigi kanaatine varildi.



8. SUMMARY

The aim of this study is to evaluate the idiopathic hyperprolactinaemic patients serum, who
applied to endocrinology polyclinic and to measure the macroprolactin with PEG
precipitation method in this patients.

The study include 38 women and 5 men at total 43 patients.PRL level measured with
ECLIA method.The PEG 6000 at % 25 was used with two different materials as distile
water and phosphate buffer.After precipitation with PEG the PRL is measured in the
supernatant.The recovery below the % 40 reffered as macroprolactinaemic.in 43 patient,
the macroprolactin of the six patients were positive.The total PRL levels were below the
100 ng/ml in the macroprolactin positive patients.The strong positive corelation was found
between the monomeric PRL levels which measured with two different PEG precipitation
methods. To confirm the accuracy of the prl measurement in control samples intraassay
CV’s % were control 1; % 1 and control 2; % 1.3.Another hand at day to day control CV’s
were, control 1; % 3.4 and control 2; % 2.5.

In hyperprolactinaemic patients the macroprolactinaemia should be come to mind as an
important reasen.In PEG precipitation method both the phosphate and distile water can be

used and each labrotary should own strategy to determine the macroprolactin.
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