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Bevezetés

Napjaink egyik leggyakrabban el6forduld kronikus betegsége a cukorbetegség, melynek
kozéppontjaban a szénhidrat-anyagcesere zavara all, kozvetve azonban a zsir,- és protein-
anyagcserét is érinti. 2013-as adatok alapjan vilagszerte a cukorbetegségben szenveddk
szama 382 milli6 f6, mely 2035-re elérheti az 592 milliot is. A diabetes mellitus egy
gyljtédfogalom, amelyen beliil az inzulinhatds hianya, vagy -elégtelenségét okozo
korfolyamat alapjan hatarozzuk meg a betegség tipusait. A diabétesz két f6 megjelenési
formaja az autoimmun eredetii, teljes inzulinhidnnyal jar6 1-es tipus, illetve a 2-es tipusu
cukorbetegség, melynek alapja a periférias szovetek inzulinérzékenységének csokkenésébdl
adodo relativ inzulinhiany és az ehhez altalaban késébb tarsuld B-sejt diszfunkcio. A
cukorbetegek kozel 10%-a az 1-es, mig a fennmaradé része a 2-es tipusba tartozik [1].

A betegség mindkét tipusara jellemzdéek a hosszabb-rovidebb fennallast kdvetden kialakulod
szOvOdmények. A cukorbetegség szovOdményei alapjaiban érintik a keringést ¢és az
immunolégiai folyamatokat. A leggyakrabban kialakuldé szovodmények a retinopathia, a
nephropathia, a neuropathia, és kiilonboz6 a keringési rendszert érintd megbetegedések, mint
pl. a periférias keringési zavarok, a stroke és az iszkémias szivbetegségek. Fentiek mellett
ismeretes még, hogy az egészséges populaciohoz képest a cukorbetegek fogékonyabbak az
akut és a kronikus infekciokra. Az 1-es tipusi cukorbetegekben a zajlo autoimmun
folyamatok részeként 5-7%-ban alakul ki autoimmun eredetli gastritis, mely rizikofaktora a
gasztrointesztinalis traktusban kialakul6 karcinoid-, és neuroendokrin sejtes tumoroknak [1,
2].

Az l-es tipusu diabetesre a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben talalhatod, az inzulin
elvalasztasaért felelds B-sejtek szelektiv pusztulasabol adodo abszolut inzulinhiany jellemz6
[3]. Az 1-es tipuson beliil megkiilonboztetiink gyorsan- és lassan progredialo varianst. A -
sejtek pusztuldsahoz vezetd tényezokrdl viszonylag keveset tudunk. A hattérben az esetek
tulnyomo tobbségében bizonyithatd az autoimmun folyamat jelenléte, azonban a betegség
kialakulasaért és fenntartasaért felelds tényezOkrdl csak kevés informécionk és van Az

egyetlen hatékony kezelési lehet6ség ma is az inzulin kiils6 forrasbol torténé potlasa [4].

A Chromogranin-A a granin csaladba tartozd savas kémhatasu fehérje, melyet a
neuroendokrin sejtek termelnek és ezek szekréciés granulumaibdl szarmazik. A

Chromogranin-A-bol szamos, jol és mindezidaig kevésbé tisztazott funkcioju fehérje



képzddik. Jelenleg a Chromogranin-A vérben mérhetd szintjének meghatarozasat elsésorban
a neuroendokrin sejtes daganatok laboratoriumi diagnosztikdjaban hasznaljak. Emellett
megfigyelték, hogy a Chromogranin-A is szerepelhet autoantigénként az 1-es tipusu diabetes
mellitus kialakulasaban. A Chromogranin-A egyik hasitasi terméke, a WE-14 fehérje a
hasnyalmirigy [B-sejtjeinek elpusztitasaban résztvevdé diabetogén T-sejtek wjonnan
felfedezett autoantigénje, mely megfigyelhetdé mind az 1-es tipusi diabetes mellitus
modellallatdban, a nem obes diabetogén egerekben, mind frissen diagnosztizalt 1-es tipusu
cukorbeteg személyekben [5, 6].

Jelen dolgozat célja az 1-es tipust diabetes mellitus és a Chromogranin-A kozotti
kapcsolatok ismertetése, a munkacsoportunk altal kezelt 1-es tipusi cukorbetegekben a
szérum Chromogranin-A szintek meghatarozasa kiilonboz6 iddpontokban utokovetéses
modszerrel, illetve az egyes idOpontokban a szérum Chromogranin-A koncentraciok

kapcsolata a kiilonb6z6 laboratoriumi paraméterekkel, és a beteg fennalld betegségeivel.



I. Elméleti 6sszefoglalo

1. Az 1-es tipusu diabetes mellitus [4, 7, 8]

1.1 A diabetes mellitus meghatarozasa és felosztasa

A diabetes mellitus (cukorbetegség vagy cukorbaj) olyan anyagcsere-betegség, melynek
kozéppontjaban a szénhidrat-anyagcsere zavara all. Alapvetd oka az inzulin teljes vagy
részleges hianya, illetve az inzulinhatas elmaradésa.

A cukorbetegség csak latszolag egységes korkép, szdmos tipusa és besorolasa ismert.
Klinikai tiinetei is részben attol fiiggenek, hogy milyen tipust diabetesrdl van szo.

A cukorbetegség korisméjét a klinikai tiinetek keltette gyanu alapjan, illetve sztir6vizsgalat
soran a vércukor-meghatarozas eredménye biztositja. A betegség diagnosztizalasahoz vénas
plazmat hasznalnak, és minden esetben laboratoriumi moddszerrel hatarozzak meg a
vércukrot. A betegség megallapitasdhoz egyarant hasznalhaté a nap barmely szakaban vett
(random) vércukorérték (>11,1 mmol/l), vagy az éhomi vércukorszint (>7,0 mmol/l), vagy
az oralis gliikdztoleranciateszt (OGTT) soran a két ora elteltével levett vér glilkoz-szintje

(>11,1 mmol/l).

1.1.1 Az 1-es tipusu diabetes mellitus osztalyozdsa

A cukorbetegség jelenleg érvényes osztalyozasa koroki csoportositasra torekszik.

Az 1-es tipusu, insulin dependens diabetes mellitus kialakulasaért a pancreas insulintermeld
B-sejteinek autoimmun gyulladas okozta pusztulasa felelds. A genetikailag hajlamos
személyekben, kornyezeti tényezOk — mint pl. virusfertdzések, vagy korai glutén és/vagy
tehéntej expozicio— hatasara alakul ki [7, 9].

Az 1-es tipusu diabetes mellitusra az inzulint termeld béta-sejtek teljes pusztulasa a jellemzd,
melynek kovetkeztében a betegnek az életben maradashoz inzulin adésa sziikséges. Inzulin
hianyaban ketoacidotikus koma, végiil halal kovetkezik be. A korkép klasszikus klinikai
tiinetei jellemzden 35 éves kor el6tt jelentkeznek.

Az 1l-es tipusu diabetes két alcsoportra oszthatd: autoimmun mechanizmust (1A) és
idiopathias (1B). Az 1A tipust cukorbetegségben a béta-sejtek pusztulasa T-sejtek altal
kozvetitett autoimmun reakcié kovetkezménye. A folyamatot a Langerhans-szigetekben
termeldd6 inzulin- és szigetsejt ellenes autoantitestek jelzik, melyek egyike a betegség

felismerésekor 85-90%-ban mutathatoéak ki a betegekben. A betegek jelent6s részében



tovabbi, mas specialis antitestek is kimutathatéak. Ez a forma gyakran tarsul egyéb
autoimmun korképekkel.

Kifejezetten a felndttkorra jellemzé a latens felndttkori autoimmun diabetes (LADA).
Progresszidja lassabb, tiinetei honapok alatt alakulnak ki, ezért inkabb a 2-es tipusu
diabetesre emlékeztet. Az 1-es tipusu cukorbetegségre jellemzd antitestek jelenlétének
igazoléasaval kiilonithetd el a 2-es tipustol.

Az idiopathias 1-es tipusu diabetes (1B) esetén autoimmun folyamatra utald jelek nem
ismertek, a béta-sejt pusztulas kivaltd oka ezen formanal ma még nem ismert. Az 1B tipusu

cukorbetegség gyakrabban észlelhetd azsiai €s afrikai szdrmazasu betegeknél.

1.2 Incidencia

A cukorbetegség eléfordulasa vilagszerte novekvd tendenciat mutat. Az 1-es tipus esetében
a novekvo incidencia oka — a kivaltd okhoz hasonldéan — ismeretlen. Europaban mintegy
kétmillio ember szenved 1-es tipust diabetesben [9]. Foldrajzi eloszlasat tekintve az északi
féltekén a betegség joval elterjedtebb.

A diabetes mellitus hazai prevalenciaja kb. 7%, az International Diabetes Federation 2015-
re vonatkoz6 adatai alapjan jelenleg 695.000 cukorbeteget kezelnek hazankban [10]. A
betegek csak kevesebb, mint 10%-a tartozik az 1-es tipusba [11]. Gyorsabb kialakulasa,
illetve az életet veszélyeztetd akut tiinetei miatt — a 2-es tipussal szemben — az 1-es tipusu
betegek szamarol joval pontosabb adatokkal rendelkeziink [12]. Az Egészségiligyi
Minisztérium 2007-t61 a gyerekkori diabetest a bejelentendd betegségek korébe sorolta és a

betegség elofordulasat regisztraljak.

1.3 Az 1-es tipusu diabetes mellitus pathogenezise
Az 1-es tipusu diabetes mellitus multifaktorialis korkép. Jelenlegi ismereteink szerint mind
genetikai faktorok, mind kornyezeti tényezok egyidejii megléte sziikséges hozza, hogy adott

egyénben a béta-sejtek pusztulasahoz vezeté autoimmun folyamat elinduljon.

1.3.1 Az autoimmun folyamat

Az 1l-es tipust diabetes mellitus kialakulasdnak alapjat a hasnyalmirigy Langerhans-
szigeteiben talalhatd, az inzulin elvalasztasaért felelés B-sejtek szelektiv pusztulasa okozza.
A térben el nem kilonilé glukagont termeld a-, s a szomatosztatint termeld d-sejtek a

folyamatban nem érintettek.



Bar a betegség patomechanizmusat Osszefiiggéseiben még nem ismerjiik, jelenleg négy
genetikai tényezd szerepe valoszinll a folyamat elinditasaban €s fenntartasaban. Az iker- és
csaladvizsgalatok alapjan a genetikai faktorok szerepe a betegség kialakulasaban 40-60%
kozottire becsiilheto [12].

Az autoimmun betegségek tobbségéhez hasonldan az 1-es tipusu diabetes is Osszefiigg
bizonyos HLA haplotipusok jelenlétével. Hajlamositd tényezonek tartjuk a HLA-DR3 és
HLA-DR4, valamint a DQ8 és DQ2 allélok meglétét [7]. Az inzulin génjében fellelhetd
polimorfizmusoknak is komoly jelentdséget tulajdonitanak. Akiknél az inzulin-génen
rovidebb VNTR szakaszok talalhatdk, azok nagyobb eséllyel betegszenek meg, mint akik
hosszabb szakaszokat hordoznak [9].

A folyamat az esetek kisebbik részében ismeretlen eredetli, mig az esetek tilnyomo
tobbségében azonban autoantitestek kimutatasaval bizonyithatd az autoimmunitas jelenléte
a hattérben. Ezeket szigetsejt ellenes autoantitesteknek (ICA: islet cell antibody) nevezziik.
Ide tartozik a glutaminsav-dekarboxilaz elleni antitest (GADA: glutamic acid decarboxylase
antibody), és a tirozin-foszfataz elleni antitest (IA2-A: insulinoma associated proteintyrosine
phosphatase antibody). Az inzulin ellen is termelddhet antitest (IAA: insuline autoantibody),
azonban ez nem része az ICA pozitivitasnak. Legtobbszor ez utobbi jelenik meg a
legkorabban, meghatdrozasanak azonban csak az inzulinkezelés megkezdése eldtt van
értelme [7].

A béta-sejtek karositdsaban a CD4* és CD8" T-sejtek, valamint a macrophagok szerepe tiinik
a legvaloszintibbnek [8]. A folyamat soran a macrophagok az egyik els6 immunsejt tipus,
melyek képesek infiltralni a pancreas szigetsejtjeit. Fontos szerepet jatszanak a (-sejtek
antigénként vald felismerésében és prezentdldsdban, majd a Tnl-es immunvélasz
indukalasaban [13]. A kozvetlen destrukcido porusképzés (CD8+ sejtek) és a B-sejtekre
toxikus TNF-a termelése (macrophagok) révén valosul meg [14].

Egészen 0j megfigyelés, hogy a Chromogranin-A is szerepelhet autoantigénként az 1-es
tipusu diabetes mellitus kialakuldsa soran. Stadinski és mtsai. az 1-es tipusu cukorbetegség
kisérletes modelljeként szolgdlo  NOD (non-obese diabetic) egerekben izolaltdk a
Chromogranin-A részét képez6 WE14 fehérjét, mint az erdsen diabetogén CD4" sejtek altal
felismert antigént. A WE14 atipusosan ko6tddik az MHC-II molekulahoz, erdsitve azt a
feltételezést, hogy az autoreaktiv T-sejtek rendellenesen prezentalt sajat fehérjékkel

reagalnak [5].



1.3.2 A reguldtoros T-sejtek szerepe

Folyamatosan novekszik azoknak az adatoknak a szama, amelyek a regulatoros T-sejtek
(Treg) fontossagat tamasztjak ala az autoimmun betegségek kialakulasaban. A Treg sejtek
mind a CD4", mind a CD8" szubpopulacion beliil megtalalhatoak. A periférids CD4"
szubpopulacidonak koriilbeliil 5-10%-at teszik ki.

Meggy6z0 adatok szdélnak amellett, hogy az autoimmun eredeti 1-es tipusu diabetes
kialakulasadban is szerepe lehet a regulatoros T-sejtek nem megfeleld miikodésének. A
CD4"CD25" Treg sejtek képesek mind a tobbi CD4™ sejt, mind a CD8" sejtek proliferacidjat
¢s citokintermelését gatolni. Egyes megfigyelések szerint 1-es tipusu diabetesben szenvedo
betegek az egészséges kontroll személyekkel azonos mennyiségii Treg Sejttel rendelkeznek,

ezek azonban nem képesek megfelelden ellatni funkcidjukat [15].

1.4 A diabetes mellitus tarsbetegségei és szovodményei

A diabetes mellitusra jellemzdéek a hosszabb-rovidebb fennallas soran kialakuld gyorsan
(akut) ¢és lassan megjelend (kronikus) tarsbetegségek, illetve szovédmények. A
cukorbetegség szovoédményei érintik mind a keringést és az immunoldgiai folyamatokat,
amelyek egyéb specifikus szovetkarosodasokkal egyiitt jelentds €letmindség-romlashoz,
magasabb mortalitashoz vezetnek. A leggyakrabban eléforduld tarsbetegségeket, illetve
szovédményeket az 1. tdblazatban foglaltuk Gssze.

A cukorbetegség immunszuprimalt allapotnak tekinthetd, aminek kovetkeztében az
egészséges populaciohoz képest gyakoribbak a boron at terjedé infekciok. A magas
vércukorszint, kiilonésen a ketontestek jelenlétével egylitt, gatlolag hat a
phagocytafunkciora.

A cukorbetegek sziv-érrendszeri kockazata jelentdsen magasabb a normalis szénhidrat-
anyagcserével rendelkezé tarsaikénal. A vaszkularis szovédmények (micro-, és
macroangiopathia) kialakuldsaban az endothel szerepe tlinik elsddlegesnek. A
cukorbetegekben az endothelfiiggd vasodilatatio elmaradasa jelzi a microcirkulacié
karosodasat. Kardialis dekompenzacid a cukorbetegek kozott 33%-kal fordul eld
gyakrabban az egészséges populdcidhoz viszonyitva. Kezdetben inkabb a diastolés funkciod
karosodik [16].

Az 1-es tipust diabetes sulyos akut szovodménye a diabeteses ketoacidozis, illetve az ezt
koveté még stlyosabb allapot, a ketoacidotikus koma. Mortalitdsa az inzulin felfedezése

elétt 100% volt, mara ez 4-8% kozé csokkent [7].
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1. tdblazat: A diabetes mellitusban leggyakrabban el6fordul6 tarsbetegségek és
szovédmények [7, 8, 16-18]

Szervrendszer Szovédmények Tarsbetegségek
Sziv- és érrendszer Angiopathia, stroke, infarktus Hypertonia, atherosclerosis
Vese Abluminuria, nephropathia
Idegrendszer Neuropathia
Erzékszervek Retinopathia
APS-2, APS-3A

Endokrin rendszer _ o
autoimmun thyreoiditis

Gasztrointesztinalis ] Autoimmun gastritis,
Gastropathia o
rendszer coeliakia, Chron betegség

1.5 Gasztrointesztinalis elvaltozasok az 1-es tipusu diabetes mellitusban

Az egészséges populacidhoz képest 1-es tipusu cukorbetegekben két-haromszor gyakrabban
jelennek meg parietalis sejt ellenes autoantitestek (PCA). A PCA pozitiv betegek kozel
egyharmadaban alakul ki autoimmun eredetti gastritis. Az autoimmun gastritises betegek
egy részében anaemia perniciosa alakul ki. Karcinoid gyomor daganatok az autoimmun
gastritisban szenvedd betegek 4-9%-aban alakul ki.

Az autoimmun gastritis korai diagnozisa T1DM betegek esetén rendkiviil fontos az
enterokromaffin-szertt (ECL) sejtes hiper- és diszplazia, illetve a karcinoid daganatok
megeldzése és kezelése szempontjabol.

De Block és munkatéarsai vizsgalataik soran PCA pozitiv (PCA™) és negativ 1-es tipusu
cukorbetegeket vizsgaltak. A PCA™ autoimmun gastritisben szenvedd betegek 33%-anal
talaltak proliferativ ECL-sejtes elvaltozasokat, beleértve egy esetben karcionid gyomor
daganatot is. A teljes lakossagra vonatkoztatva a PCA pozitivitast 9%-ra becsiilik. Javaslatuk
alapjan a PCA pozitiv 1-es tipusu diabéteszes betegeket rendszeresen vizsgalni kellene
carcinoid tumorok iranyaban, kiilondsen azon esetekben, ahol a diabetes felfedezése 3 éven

beliil tortént és ICA, GADess és thyroid peroxidaz antitest pozitivitas is igazolt [2].
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2. Chromogranin-A [4, 6]

A Chromogranin-A (CgA) egy, a granin gliikoprotein csaladba tartoz6 savas kémhatasu,
hidrofil, 439 aminosavbol (48kDa) allo fehérje, melyet szamos endokrin és neuroendokrin
sejttipus képes szintetizalni. Az elnevezés 1967-bdl szarmazik, amikor Blashko és mtsai.
szarvasmarhék chromaffin tipusu granulumaibdl szolubilis fehérjéket izolaltak, melyeket
chromograninoknak [19], mig a felfedezett fehérjék f6 komponensét Chromogranin-A-nak
nevezték el [20, 21].

A human szervezetben a CgA termelése a terhesség soran a 6. és 8. hetes embridkban
¢észlelhetd eldszor, a mellékvese primordiumaban, az emésztdszervek endokrin sejtjeiben,
majd a 9. héten megjelend, a chromaffin sejtek eldalakjainak tekinthetd ,,nagyméretii

sejtekben” mutathato ki [22].

2.1. Altalanos jellemzéi: bioszintézis, szekrécio, regulacié és biokémiai tulajdonsagok
A CgA bioszintézisének szabalyozasaban szamos intracellularis hirvivé molekula vesz részt.
A protein kinaz C jelatviteli utvonal sejt-specifikusan szabalyozza a CgA termelddését. A
hisztamin, a nikotin, az angiotenzin 11, a prosztaglandin E> és a kalium-ionok is elésegithetik
a CgA bioszintézisét, melyet a fesziiltségfiiggé kalcium-ioncsatornak aktivalasaval
fokoznak.

Egészséges allapotban is termelédik a szervezetben, vérplazma szintje cirkadian ritmust
mutat (reggel alacsonyabb, mig este magasabb) [23]. A molekula szérum szintjének az
egeészseges tartomanynal (19,4 - 98,1 ng/ml) intenzivebb novekedése altalaban valamilyen
koros, neuroendokrin sejtszaporulat kialakulasat jelzi [24].

A huméan CgA-t kodolo gén 12 kilobdzis hossziusagu, 8 exonbol all és a 14q32.12-es
lokuszon talalhato [25], az atirt fehérje 439 aminosav hosszt [26]. Szerkezete némileg
konzervalt a kiilonb6z6 fajok kozott, de a CgA mérete az egyes allatfajokban valtozo; a
legrovidebb 430 aminosavbol allo6 CgA fehérjével a sertések, mig a leghosszabb 445
aminosavbol all6 varianssal az egerek rendelkeznek. Minden vizsgalt allatfajban igazoltak
két darab cisztein reziduumot (Cys'’, Cys®) az amino-terminalis szakaszban, melyek kozott
egy diszulfid hid alakul ki. Ezen szerkezeti sajatossag megfigyelheté a Chromogranin-B, és
egyéb, a granin-csaladba tartozo fehérjékben is (1. abra) [27].

A CgA-t kodolo gén expresszidjat kiilonb6zé szteroid hormonok is befolyéasolhatjak; az
agyalapi mirigyben a gliikkokortikoidok fokozzak, az 6sztrogén pedig gatolja a CgA termelést
[26].
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A Chromogranin-A szamos mas biologiailag aktiv peptid eléalakja, amelyek a CgA
hasitasaval jonnek létre. Ezek koz¢ tartoznak a pancreastatin, a B-granin, a chromostatin, a
vasostatin ¢és a parastatin. A fehérje poszttranszlacios moédosulasai — glikolizacio,
foszforilacid, szulfatacid vagy karboximetilacio — soran a molekula mérete jelentdsen meg

IS néhet (akar 75-80kDa) (1. abra) [26, 28].

Aminozav IIIIJIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJIIIIIlI

Chromogranin A
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|
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1. abra: A huméan Chromogranin-A aminosav, fehérje és a CgA hasitasaval képz6dd
peptidek szerkezete, strukturalis és funkciondlis doménjei. A fehérje N-termindlis végén
egy diszulfid hid taldlhat6. A molekula egyes részei megegyeznek az aldbbi bioldgiailag

aktiv peptidekkel: B-granin, vasostatin, chromostatin (CST), pancreastatin (PANCST),
WE-14, katesztatin (cat) és a parastatin. Forras: [6].

2.2. A Chromogranin-A szervezetbeli eloszlasa

Legnagyobb mennyiségben a CgA a mellékvese velddllomanyanak chromaffin sejtjeiben
fordul eld, illetve a szimpatikus idegrostok elektrondenz vezikulumaiban. Az egyes
neuroendokrin sejtekben a CgA tartalom a szdvet tipusa szerint valtozik. A kdzponti és
periférias idegrendszer, az agyalapi mirigy és a mellékpajzsmirigy szintén CgA-ban gazdag
teriiletek. CgA-t termeld sejtek talalhatdak még a pajzsmirigy kalcitonin termeld C-
sejtjeiben, és a pancreas inzulin- és glukagon termeld exokrin szoveteiben is, illetve a
tiidében, a lépben, a prosztatdban, a csecsemOmirigyben, és a gyomor-bél traktusban
talalhato diffuz neuroendokrin rendszerben (DNES) is [29].

Fontos kiemelni, hogy a fentebb részletezet sejttipusokbdl kiindulé daganatok szintén CgA-
ban gazdagok lehetnek, ami a neuroendokrin eredetet igazolja (2. abra). Diagnosztikailag a
CgA emelkedett szintjének immunhisztokémiaval torténd igazolasa kiilonosen fontos a
DNES-bdl szarmazo6 daganatok, els6sorban a gyomor-bélrendszeri és a bronchopulmonaris

daganatok eseteiben [28, 30].

13




2. ébra: Fels6 panendoscopias vizsgalat soran vett, DAKO DAK-A3-as Chromogranin-A-t
kimutaté immunhisztokémiai festéssel kezelt biopszias mintak. A DAKO DAK-A3 kitben
talalhato antitestek segitségével a normal sejtek és a neuroendokrin eredetii hyperplaziak
kiilonithetdek el. A bal oldali mintdban hyperpldzia nem, mig a jobb oldali mintaban
linedris hyperplazia figyelhetd meg (nagyitas mérete: 200x). Fotd: Prof. Dr. Nagy Péter.
Forras: [6]

2.3. A Chromogranin-A és a beléle képz6dé fehérjék funkcioja a szervezetben

A Chromogranin-A megfelelé biologiai aktivitasahoz a fehérje proteolitikus modosulésai
sziikségesek, melyek mind intracellularisan, mind extracellularisan végbemehetnek. A CgA-
bol tobb, biologiailag aktiv fehérje is kialakulhat, egyes feltevések szerint azonban akar
tovabbi, mindezidaig még fel nem fedezett fehérjék is képzdodhetnek beldle. A legtobb
lehasado fehérje bioldgiai hatasanak pontos mechanizmusa ma még nem teljesen ismert [26,
28], de szamos olyan intra- és extracellularis hatas ismert, amelyeket 6sszefiiggésbe hoztak
a Chromogranin-A-val, illetve a bel6le képz6d6 peptidekkel.

A Chromogranin-A intracellularis funkcioi koziil nagy kapacitast és alacsony affinitast
kalcium-koto képessége emelendd ki, melyet elsGsorban a szekrécios granulumok érése €s
savasodasa soran a valtozé pH szabalyoz [31]. A H*- és Ca?*-ionok koncentracidja a
granulumban képes akar konforméacids valtozasokat is okozni a fehérjében, illetve a kalcium
képes fokozni a CgA membranokhoz vald kapcsolodasat is [32, 33]. A molekula aminosav
sorrendjének tobb régidja hasonldsdgot mutat jol ismert kalcium-kotd proteinek kalcium-
koté doménjeihez, mint példaul a kalmodulin vagy a bélrendszeri D-vitamin-fiiggé kalcium-

kot protein (kalbindin D9K). A fehérje kalcium-kotd sajatosassaga jarul hozza a molekula
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azon tulajdonségahoz is, hogy képes bizonyos peptidhormonok és neurotranszmitterek
kapcsolodas utjan torténd szelektiv valogatasara, majd a kapcsolddott fehérjék szekrécios
granulumba csomagoldsara. A Golgi ciszterndk kémhatdsa normal esetben semleges,
azonban a bearamlo H*- és Ca?*-ionok a kémhatast a savas iranyba tudjék eltolni. A transz-
Golgiban kialakuld savas eltolodas a CgA, ¢és az ahhoz kotodott fehérjék és
kovetden a szekrécidés granulumba zéarva valnak le a Golgi apparatusrél. A nem-CgA
kapcsolt fehérjék a levald granulumba nem keriilnek bele [26].

Extracellularis funkcioit a molekuldbol lehasado, szarmaztatott peptidek felfedezéseivel
bizonyitottdk. Az els6 bizonyitékot, hogy a CgA mas hormonfehérjék eldalakja lehet, a
gliikéz-indukalta inzulin kibocsatast gatlo pancreastatin, egy 49 aminosavbol allo, karboxil-
amidalt fehérje adta. A pancreastatin nagymértékii hasonlésagot mutat a sertésbol izolalt
CoA fehérje 240. és 288. aminosav kozotti szakaszaval. Fentiekbdl arra kovetkeztettek, hogy
a keletkezett fehérje a szervezetben in vivo alakulhat ki a CgA molekulabol [34].

A pancreastatin mellett tovabbi, a CgA-bdl szarmaztathatd, biologiailag aktiv fehérjéket
azonositottak. Ezek egyike a 20kDa méretii f-granin, amely a CgA 1-128. aminosav kozotti
szakaszanak feleltethetd meg. A fehérje a hasnyalmirigy p-sejtjeiben termelddik. In vitro
kisérletek soran a mellékpajzsmirigy sejt szekréciot gatld hatdsat mutattak ki, azonban
pontos funkcidja a szervezetben nem ismert [35].

Szintén in vitro kisérletekkel igazoltak, hogy a vasostatin, mely a korabban emlitett f-granin
szekvencian beliil talalhato (CgA-[1-76]), gatolja a véredények TNF-a altal indukalt
permeabilitasat és az endotelialis sejt-proliferaciot [36].

A chromostatin szintén a CgA egy hasitéasi terméke, mely a CgA gén VII. exonjan kddolodik
¢s 20 aminosavbdl all. Galindo és munkatarsai kimutattdk, hogy a chromostatin gatolja a
endokrin modulatora [37]. A hasnyalmirigy B-sejtjeiben termel6d6 chromostatin pontos

funkcioja ma még nem ismert.

2.4. A Chromogranin-A-boél szarmazo peptidek és a diabetes mellitus kapcsolata

A CgA ¢és a diabetes mellitus kapcsolatat a betegség gyakori eléfordulasa ellenére eddig igen
kevesen vizsgaltak [38]. Tobb kézlemény szamolt be arrdl, hogy a CgA-bdl képzddo
pancreastatin és a WE-14 nevii fehérjemolekula is szerepet jatszhat a cukoranyagcserében.

A pancreastatinrol kimutattdk, hogy szabdlyozza a cukor-, zsir- és fehérje anyagcserét a

crer
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expresszidjat a zsirszovetben. Csokkenti a m4aj cukorfelvételét, glikogenolizist indukal és
gatolja a glikogén szintézisét. Ezen hatasok kozvetitésében a pertussis-toxinra érzéketlen G-
protein (Gaqi) altal aktivalt foszfolipaz C B3-izoformaja jatszik szerepet a majsejtek
[39].

Sanchez-Margalet és mtsai. [40] a pancreastatin emelkedett szintjét figyelték meg terhesség
soran kialakult cukorbetegekben, gestacios diabetesesekben kontroll egyénekhez képest.
Ugyanebben a vizsgalatban pozitiv korreldciot mutattak ki a pancrestatin és egyes

catecholaminok (epinefrin és norepinefrin) szintje kozott.

2.4.1. Chromogranin-A a 2-es tipusi cukorbetegségben

Funakoshi és munkatarsai 2-es tipusti cukorbetegekben (T2DM) az étkezéseket kovetden
szignifikdns pancreastatin szint emelkedéseket figyeltek meg, kontroll személyekhez
hasonlitva [41]. A betegekben ez a kismértékii emelkedés feltehetéen a pancreastatint
termeld hasnyalmirigysejtek gliikkdz-érzékenységére utalhat, ami alapjan feltételezheto,
hogy a 2-es tipusu cukorbetegekben kialakuld kismérték(i pancreastatin hyperszekrécio
szerepet jatszhat a gliikoz-indukalta inzulin szekrécido gatlasdban, ami végsd soron
hyperglicaemiat valthat ki.

Soell kutatdcsoportja 2010-ben kezdte el vizsgalni 2-es tipust cukorbeteg, és egészséges
kontroll személyek bevonasaval a nyalban 1évé Chromogranin-A koncentraciokat. A
nyalmintakbol a CgA és szarmazékainak koncentracioit SDS-PAGE gélelektroforézist
kovetden immunoblottolasos (Western Blot) moddszerrel hatdroztdk meg. Eredményeik
mint Kilencszerese volt az egészséges egyénekhez képest [42].

Soell megfigyeléseit kdvetden egy brazil munkacsoport is vizsgéalni kezdte a nyalban
talalhatd6 Chromogranin-A kiilonb6zd hatasait 2-es tipust cukorbeteg személyekben. Els6
vizsgalatukba jol, és rosszul kezelt 2-es tipusu cukorbetegeket, illetve kontroll személyeket
vontak be. Mind a nyalban (3. abra), mind a vérben mérhet6 CgA szintek szignifikansan
magasabbak voltak a T2DM betegek esetében. llletve a magasabb Chromogranin-A
koncentraciok mellett mindkét cukorbeteg csoportban szignifikdnsan magasabb szamban
fordultak el kiilonb6z6 fogagybetegségek (vérzések, klinikai tapadasveszteség, magasabb

plakk index) [43].
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3. abra: Chromogranin-A koncentraciok (pmol/mL) jol és rosszul kezelt 2-es tipust

cukorbeteg, illetve egészséges kontroll személyek nyalaban. Forras: [43].

Szintén a brazil Kogawa és munkacsoportjanak megfigyelése, hogy a stimulalas nélkiili
labialis és teljes nyaltermelés a 2-es tipusu cukorbetegek esetében 1ényegesen alacsonyabb,
melyhez kapcsoldodoan magasabb Chromogranin-A szinteket mértek mind nyalbol, mind
serumbol. A fenti eredmények mellett a vizsgalat soran két CgA gén polimorfizmust (T-
415C ¢és Glu264Asp) is megvizsgaltak, amik eredményeik alapjan a 2-es tipust
cukorbetegség soran a nyalmirigyek alulmiikodését, illetve a nyalban mérhetd magasabb

CgA koncentraciokat okozhatjak [44].

2.4.2. Chromogranin-A az 1-es tipusii cukorbetegségben

Az 1l-es tipusu cukorbetegségben az autoreaktiv T-sejteknek a [B-sejtek ellen termelt
antigénjei kozponti szerepet jatszanak a pancreas B-sejtjeinek pusztulasaban mind a human
1-es tipusu cukorbetegségben (T1DM), mind pedig a TIDM modellallataiban, a nem-obes
diabeteszes (NOD) egerekben. A koran felfedezett autoreaktiv T-sejtek a [-Sejtek
pusztulasat jelezhetik eldre, illetve a pre-diabeteszes allapotok biomarkerei lehetnek [5].

A CgA-bol kialakulo WE-14 fehérjét (CgA-[359-372]) Guillemot és munkatarsai elsoként a
mellékveseveld chromaffin  sejtjeibdl kialakul6 catecholamin termeld tumorbol
(pheochromocytoma) izolaltdk. Az izolaciot kovetéen kimutattdk, hogy a fehérje

megtalalhatd mind az embridk, mind a felndttek chromaffin sejtjeiben is, illetve primer
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phacochromocytoma tenyészetekben is sikeresen detektaltak. Kisérleteik sordn igazoltak,
hogy a CgA-hoz hasonléan a WE-14 is kdnnyen detektalhatd egészséges egyének vérébol
vett mintakbol [45].

Késébb a WE-14 jelenlétét igazoltdk a hasnyalmirigy B-sejtjeiben és egyéb gastro-entero-
pancreatikus szovetekben is [5]. Haskins és munkacsoportja mar 1989-ben igazolni tudtak
NOD egerekben a diabetogén autoantitestek jelenlétét a hasnyalmirigy szigetsejtjeiben [46],
azonban az autoimmunitast kivaltd molekulat csak sokkal késébb, Stadinski és munkatarai
fedezték fel 2010-ben, proteomikai modszerekkel. Megallapitottak, hogy a WE-14 a j-
sejtekre diabetogén hatasu reaktiv CD4" T-sejt klonok antigénjeként funkcional. A WE-14-
en megtalalhaté antigén motivum ellenére hidnyoznak réla azok az N-terminalis
aminosavak, amelyek elfoglalnak az MHC II antigénjének, az I-A% p1-p4 kozotti peptidkotd
helyeit, melyek rendszerint sziikségesek a stabil MHC II kotéshez. Adataik alapjan
feltételezhetd, hogy a WE-14 C-terminalisa aspecifikus kdlcsonhatast alakit ki az I-AY egy
olyan kotéhelyén, mely kiviil esik a szokasos peptidkotd barazdan [5].

NOD egerek hasnyalmirigy B-sejtjei mellett tovabbi egyéb gastro-entero-pancreatikus
szovetmintakon is megvizsgaltdk a Chromogranin-A-ra adott immunreakciokat. E kisérletek
soran a hasnyalmirigy B-sejtjein kiviil az egyéb szovetekben CgA-indukalta autoimmun
folyamatok nem voltak igazolhatoak [47]. Hogy a NOD egerekben a (3-sejteken kiviil mas
szovetekben miért nem figyelhetd meg a B-sejtekéhez hasonld CgA indukalta autoimmun
reakcio, az jelenlegi ismereteink szerint még nem vilagos. Stadinski¢k [5] feltevései szerint
a CgA csak akkor miikddhet a hasnyalmirigyben autoantigénként, ha a molekula
hasnyalmirigy-specifikus poszttranszlacidos modositasokon esik at. Mig egy masik elmélet
szerint [48] a B-sejtek szelektiv pusztulasa annak tulajdonithat6, hogy azok nagyobb
érzékenységet mutatnak a gyulladasos karosoddsokra, mint az a tobbi szekretoros pancreas
sejttipus esetén megfigyelhetd.

A fenti két elmélet mellett Standinski¢k tanulmanyaban [5] felmeriilt a kérdés, hogy a
thymus fejlédése soran miként alakulhatnak ki olyan T-lymphocytak, amik kifejezetten a
CgA-ra specifikusak? Mint ismeretes a CgA mar a fejlédés korai szakaszdban nagy
mennyiségben termelddik a szervezetben [22], igy feltételezhetd lenne, hogy a thymusban
lejatszodd T-sejtek érése soran a CgA-érzékeny T-sejtek kelld6 mennyiségben
szelektalodnak. Azonban a thymus medullaris epithélium sejtjein végzett kisérletek soran
[49] a CgA gén mRNS-e nem volt detektalhato, és feltételezhetden ezen CgA-mRNS
hianynak lehet az oka, hogy nem szelektalddnak ki kelld mennyiségben a CgA-ra reagalo T-

sejtek az érés soran.
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A WE-14 fehérje antigén aktivitasa szoveti transzglutamindz enzim (TG4z) kezelés hatasara
dramaian megnd. A TG4z kiilonbozo fehérjék modositasat katalizalja, amely dezamidalas
(glutamin lebontasa glutaminsavva) €s a fehérjék keresztkotéseinek atalakitasa (a fehérjék
glutamin és lizin aminosav-oldallancai kozott alakit ki izopeptid koétéseket) [50]. A TGaz
kezelés hatasara bekovetkezd magasabb antigenitast a WE-14 fehérje esetében egyediil a
keresztkotések atalakitdsa okozza, a dezamidacidos modositasok esetén nem figyelheté meg
er6sebb antigenitas [51].

Delong ¢és munkatarsai az 1-es tipusu cukorbetegség kisérletes modelljeként szolgalo NOD
egerekben vizsgaltak a WE-14 és a TGéz kapcsolatat. Eredményeik alapjan a TGaz a WE-
14 fehérjét egy gyengén stimulald antigénbdl jelentds agonistava alakitja a CgA-reaktiv és
I-AY-korlatozott CD4* T-sejtek szamara. Az atalakitott fehérje alacsony koncentracidja nem
csak a diabetogén B-sejtekre jellemzé BDC T-sejt és BDC-2.5 TCR-Tg T-sejt klonok esetén,
hanem a nem-transzgén NOD egér T-sejt klonok estén is erds reakciokat mutatott. A primer
CD4" T-sejtek jelenléte a poliklonalis NOD populaciok esetén, — melyek szintén reagalnak
a megvaltozott WE-14 peptid esetén is — azt sugallja, hogy a WE-14 fehérje fontos
autoantigén epitop lehet az 1-es tipust diabetesben [51].

Gottlieb és munkatarsai frissen diagnosztizalt 1-es tipust cukorbeteg és egészséges kontroll
személyek vizsgalataval kimutattak, hogy a CgA-bdl kialakuld6 WE-14 fehérje az autoreaktiv
T-sejtek célpontjaként szolgal az Gjonnan diagnosztizalt 1-es tipusu diabeteses betegeknél,
mig az egészséges kontroll populdcidban az antigenitds nem volt igazolhaté. A TGaz
enzimmel modositott WE-14 egyes betegeknél tovabb fokozta az antigén hatast [52].

Jin és munkacsoportja [53] a transzglutaminaz mellett tovabbi fehérjemodositasokat is
feltételeztek a WE-14 molekula kapcsan. Eredményeik alapjan a fehérje poszttranszlacios
modositasai kiegésziilnek kiilonb6zé aminosav-lanc addiciokkal is, melyek a fehérje N-
terminalis végéhez kapcsolodnak. Az arginin-leucin-glicin-leucin (RLGL-) aminosav
szakasszal modositott WE-14-t tesztelték kiilonboz6 NOD egér T-sejt hibridoma vonalakon.
Megallapitottak, hogy az igy kialakitott RLGL-WE14 mar alacsony koncentracioban is
képes kapcsolatba 1épni a T-sejt receptorok Va, Ja, VB, JB és CDR3 hurkainak kiilonb6z6
szegmenseivel, igy kialakitva az immunreakciot a pancreas szigetsejtjeiben. Az N terminalis
végén extra-aminosavakkal kapcsolt WE-14 kialakulasaban nagy szerepet gondolnak a
reverz proteolizisnek, avagy transzpeptidaciés mechanizmusoknak, mely a prohormon
konvertaz altal vezérelt, teljes Chromogranin-A fehérjérdl torténd lehasadasat kovetden

jatszodhat le.
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Li és munkatarsai [54] az 1-es tipusti cukorbetegség kialakulasa soran szerepet jatszo T-
Chromogranin-A-val szemben HLA-A*0201 transzgenikus egérben és TIDM beteg
személyekben. A vizsgalatok soran az egérbdl szarmazo mChgAio-19 ¢s mChgAasz-s2 CgA-
fehérjeszarmazékokkal reagaltatott CD8" T-sejteknél jelentds IFN-y, perforin termelést
igazoltak. A CgA-reaktiv T-sejt klonok mellett egy masik CD8" T-sejt klonpopulacio
intenziv IL-17 termelésbe kezdett — melyet az mInsAz_10 indukalta CD8* T-sejteknél is
igazoltak — [55, 56], mely szintén szerepet jatszhat a betegség kialakitasaban.

Baker munkacsoportjanak legfrissebb eredményei alapjan [57] a Chromogranin-A deficiens
knockout egereknél (NOD.ChgA™), a vad tipusi NOD egerekhez képest az 1-es tipusu
cukorbetegség nem, vagy csak nagyon kis szamban alakul ki. A 12 hénapon at tartd
megfigyeléseik soran a betegség a vizsgalatba vont vad tipusi ndstény NOD egerek tobb
mint 90%-4nal volt megfigyelhetd, mig a NOD.ChgA™’ ndstények esetében a 118 egyedbél
csupan 3 mutatta a betegség tiineteit. A megfigyelés ideje alatt a him knockout egereknél
pedig a betegség nem is alakult ki (4. abra). Az 52 hetes megfigyelést kovetden patoldgiai
modszerekkel vizsgaltdk meg az egerek hasnyalmirigyeit, és a CgA deficiens egereknél a
hasnyalmirigy Langerhans szigeteiben kialakuld gyulladas, az insulitis csupan az allatok
kevesebb, mint 20%-ban volt igazolhato. Ugyanez a vad tipust egyedeknél 100-ban jelen
volt.

A kioperalt hasnyalmirigyekbdl immunologiai vizsgalatokat is végeztek. Kimutattak, hogy
a NOD.ChgA™ egerek hasnyalmirigyében, a vad tipusit NOD egerekéhez hasonlitva, az
infiltraciora képes CD4*, CD8", CD19" és CD45" T-sejt klonok szama szignifikdnsan
alacsonyabb [57].

2.5. A Chromogranin-A egyéb diagnosztikai felhasznalasa

A CgA kimutatdsa szérum vagy plazma vérmintakbdl radioimmunassay (RIA) vagy ELISA
technikakkal lehetséges. Fontos hangsulyozni, hogy a nemzetkozi ajanlasoknak megfelelden
— legyen sz6 RIA vagy ELISA technologiardl — a detektaladshoz csak a CisBio cég kettds,
monoklonalis antitestet hasznal6 reagensei hasznalhatoak [28].

Kiilon emlitést érdemel, hogy a hypoaciditasu, atrophids gastritis valamint a savszekrécio-
gatlas (pl. protonpumpagatld vagy hisztamin Hz-receptor blokkold kezelés) emeli a szérum
CgA szintet masodlagos hypergastrinaemia €s a gyomor enterochromaffin-szerti sejtjeinek
serkentése altal [58, 59]. A CgA mérése el6tt az ilyen tipust kezelések felfiiggesztése
javasolt, a gyogyszertipustol fliggéen legalabb harom felezési id6 erejéig [60].
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4. abra: A Chromogranin-A deficiens NOD egerek védve vannak az 1-es tipust
cukorbetegségtdl. Mind a him, mind a néstény NOD.ChgA ™ egereknél szignifikansan
alacsonyabb a betegség kialakulasa (p<0.01). Forras: [57].

2.5.1. A Chromogranin-A, mint keringd tumormarker

A karcinoid tumorok leggyakoribb peptid szekrécios termékei koziil klinikai diagnosztikai
szempontbol a CgA a legjelentdsebb. A szovetmintakban a CgA pozitivitds a daganatok
neuroendokrin sejtes eredetére utal. A legmagasabb CgA szinteket a gastrointestinalis
rendszer neuroendokrin sejtes tumorai esetében regisztraltak, kiilondsen a vékonybél
karcinomai és a hasnyalmirigy koros szigetsejtjei esetében [28].

A serum CgA vizsgalata kiilondsen informativ lehet azokban az esetekben, amikor a daganat
hormonalisan inaktiv. A legtobb neuroendokrin daganat esetében, a CgA vérkoncentracidja
jelentdsen meghaladja a normal tartomany fels6 hatarat, igy diagnosztikus értéke jo, bar fals
pozitiv és negativ eredmények is el6fordulhatnak [61].

A betegség aktivitasanak é€s a kezelés eredményességének nyomon kdvetésében is hasznos
a szérum CgA koncentracié meghatarozasa, a CgA érték ndovekedése a daganatos folyamat
progressziojat, a tumor ndvekedését is jelzi [60].

Az egyes nem neuroendokrin eredetli tumorok esetében is megfigyelhetdek emelkedett CgA
értekek, mivel a neuroendokrin tumorsejtek elszortan megjelenhetnek a kialakult

neoplasiakban, vagy esetleg kisebb klasztereket hozhatnak 1étre azok szoveteiben [62].

2.5.2. Chromogranin-A szintek nem onkologiai betegségek esetén
Kiilonb6zé mértékben emelkedett CgA szintek detektalhatok abban az esetben is, ha a
vizsgalt személy valamilyen gyulladasos bélbetegségben (pl. Crohn betegség), elérehaladott

majelégtelenségben, szivelégtelenség vagy atrofias gastritisban szenved. Az atr6fids gastritis
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esetén a magasabb CgA szintek a gasztrin enterochromaffin-szerii sejtekre (ECL) kifejtett
stimulacidja miatt alakulnak ki [63].

A legtobb jelentdés CgA novekedésrdl a veseelégtelenség miatt kialakulo csokkent peptid
szekrécio esetén szamoltak be. Intenziv sympathoadrenalis stimulacié (stressz, testmozgas)
képes akar a normalis kétszeresére megndvelni a CgA szintjét. Enyhe CgA emelkedésrol
szamoltak be menopauzas nék esetén is [63, 64].

A vasostatin (vasostatin-1 és vasostatin-2), mely a CgA N-terminalis fragmentuma, az
értonus befolyasoldsa révén szabalyozza a vérnyomdst. A CgA ¢és a humdan artérids
hypertonia kozotti dsszefiiggés elsé bizonyitéka 1985-bdl szarmazik, mikor is O’Connor
megfigyelte, hogy magas vérnyomasu betegekben magasabb a vérben mérheté CgA szintje,
mint egészséges személyekben [65].

Egyes CgA-eredetli peptidek képesek gatolni a katekolamin felszabadulasat. Ennek, a
katekolamint gatld6 molekulanak a katesztatin (human CgA-[352—372]) nevet adtak.
Hypertonids betegeknél, illetve a magas vérnyomas szempontjabol fokozott genetikai
kockazattal rendelkezdknél alacsonyabb katesztatinszintek mérhetdk, mint egészséges
kontrollszemélyeknél. Végstadiumli vesebetegségben szenvedd hypertonids betegeknél

szintén csokkent a katesztatin szintje [66].
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I1. Szérum Chromogranin-A szintek idébeli valtozasa 1-es tipusu

diabetes mellitusban

1. A vizsgalat célja

Vizsgalatunk soran arra kerestiik a valaszt, hogy olyan 1-es tipust cukorbetegekben, akiknek
a betegségiik soran Chromogranin-A concentracio szint mérés tortént, 3 év mulva valtozott-
e a mérheté szérum Chromogranin-A szint. A betegek a Semmelweis Egyetem II. sz.
Belgyogyaszati Klinika Anyagcsere ambulanciajan kezelt 1-es tipusu cukorbetegek voltak.
A betegek CgA szint valtozasai mellett vizsgaltuk azt is, hogy talalhato-e Osszefiiggés a
szérum Chromogranin-A szintek valtozasai és az 1-es tipusu diabetes mellitus mellett
kialakulo tovabbi autoimmun és nem-autoimmun megbetegedések megjelenésének
gyakorisaga, és egyes rutin- és immunlaboratoriumi paraméterek (pl.: HbA1C, koleszterinek,
gasztrin, vérkép, ATPO) valtozasai kdzott?

Fenti kérdéseink megvalaszolasa segithet annak megitélésében, hogy 1-es tipust diabetes
mellitusban szenvedd betegekben a szérum Chromogranin-A koncentracid vizsgalatat be

kell-e épiteni a betegek vizsgalati protokolljaba..

2. Vizsgalati modszerek és beteganyag [4]

2.1. Beteganyag

A Chromogranin-A-val kapcsolatos utokovetéses szlirévizsgalatainkba osszesen 79, 1-es
tipust diabetes mellitusban szenveddé személy vett részt, ebbdl 13 beteg latens felndttkori
autoimmun diabeteses (LADA). A betegek atlagéletkora 35.0 = 10.97 év (atlag + szoras)
volt. A vizsgalt személyeket szérum Chromogranin-A szintjeik alapjan két csoportba
osztottuk. A normal tartomanyon beliili szérum CgA szinttel rendelkez6 betegek életkora
34.8 + 11.41 év, mig a normal tartomanyon kiviili, emelkedett CgA szinttel (>98.1 ng/ml)
rendelkezd betegek életkora 35.4 + 9.37 év volt.

Mivel a savszekrécio-gatlas (pl. protonpumpa-gatloval térténd gyogyszeres kezelés) emeli a
szérum CgA szintet masodlagos hypergastrinaemia €és a gyomor enterochromoffin-szer
sejtjeinek serkentése altal [23], a vizsgalatban részt vevé személyek ez iranyu kezelését
ideiglenesen leallitottuk, a vérvétel napja el6tti egy hétben a betegek nem szedtek semmilyen

savcsOkkentd gyogyszert.

23



A Chromogranin-A koncentraciokat a vese karosodasai befolyasoljak [63, 64], a betegek ez
iranyu vizsgalata minden esetben megtortént, és a vesebeteg személyek adatait nem

hasznaltuk fel munkank soran.

2.2 Mintavétel

A vizsgélatban résztvevd személyeknél irasbeli hozzajarulasukat kovetéen éhgyomri
vérvétel tortént. A vérmintak egy részébdl, a vizsgalat szempontjabol fontosabb
laboratoriumi paraméterek meghatarozasa (vérkép, HbA1C, se glukoz, koleszterin, HDL,
LDL, triglicerid, kreatinin, hugysav, gasztrin, ATPO) az Egyetem Kozponti-, €s az Endokrin
laboratoriumaban tortént. A mintak masik részét pedig az altalunk elvégzett mérésekhez a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika Anyagcsere laboratoriumban
dolgoztuk fel.

A résztvevd betegektSl részletes anamnézist vettiink fel, rendszeresen szedett
gyogyszereikrol, életmodjukrol, étkezési szokasaikrol kérdeztiik ki Oket. Az alapvetd
fizikalis paramétereik — pl. testsuly, testmagassag, vérnyomas — meghatdrozésa is tortént.

A Chromogranin-A szintek meghatarozasahoz a levett nativ véreket 4°C-on 3000rmp-el
centrifugaltuk, a szérumot Eppendorf csdvekbe pipettaztuk, majd mérésig a mintakat -20°C-
on taroltuk.

Fenti vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Tudomanyos Etikai Bizottsdga engedélyezte

(SE TUKEB engedély szam: 21-8/1994).

2.3 Chromogranin-A meghatarozasa

A szérum Chromogranin-A szintek meghatarozasara a Cisbio Bioassays CGA-RIACT
radioimmunoassay (RIA) kitjét hasznaltuk. A CGA-RIACT egy szilard fazisu ,,szendvics”
immunradiometrias eljaras, melyhez két féle monoklonalis ellenanyagot alkalmazunk. Az
elsé a szilard fazisra kotve talalhatd (bevonatos cs), ehhez kotddik elészor a CgA molekula,
végil pedig a kialakult komplexhez kapcsolodik hozza a masodik antigén (125-6s jod
izotoppal radioaktivan jelzett molekula; nyomjelzd). A kialakulast kdvetden, ha nincs
megfeleld mennyiségli CgA molekula a mintdban, a nyomjelzd konnyen kimoshatd a
rendszerbdl.

A kitben talalhatd antigénnel bevont csovekbe eldszor 500ul puffer oldatot, majd az
elokészitett szérum mintakbol 50ul-t pipettaztunk. Minden vérmintabol duplikatumot

készitettiink. A mintakat vortexelést és 18-20 6ran at, szobahdmérsékleten (18-25°C) tartd
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inkubaciot kdvetden tobbszor atmostuk. Ezutan minden egyes mintahoz 500ul °1-al jelslt
nyomjelzé oldatot adtunk. A nyomjelz6 hozzaadasa utan egy 120 + 5 percig tartd inkubécio
kovetkezett, melyet folyamatos, 400rpm-es razas mellett végeztiink. Az elokészitett mintak
altal kibocsatott maradék gammasugarzast gamma-szcintillacios szamlaloval, RIA-mat 280
automatizalt RIA késziilékkel detektaltuk.

A kibocsatott sugarzasbol szamolt eredmények meghatarozasahoz a kithen talalhato
kalibrator mintakbol kapott standard gorbét hasznaltuk. Az adatok kiértékeléskor az egyes

mintaparok atlagat hasznaltuk.

2.4 Rutin- és immunlaboratériumi paraméterek meghatirozasa

A Semmelweis Egyetem kozponti laboratériuméaban hatdroztak meg a vérkép, az éhomi
vércukor, a HbA:C, a koleszterin, a HDL, az LDL, a triglicerid, a kreatinin, a magas
szenzitivitasu C reaktiv protein, a pajzsmirigy hormon, és a pajzsmirigy-ellenes antitestek
(ATPO) értékeit.

A gasztrin értékeket pedig a Semmelweis Egyetem Endokrin laboratoriumaban hataroztak

meg.

2.5 A szamitott glomerulus filtracios rata (eGFR) kiszamitasa
A vese allapotanak (vesefunkcio) a legjobb jelzéje a glomerulus filtracids rata (GFR). A
GFR meghatarozasa a legpontosabban izotopos clearance vizsgalatokkal végezhetd el,
illetve hasznalnak még egy moddszert is, a 24 oras vizeletgylijtésbol szamitott clearance
szamitast. A vizeletgylijtés nehézkesen végezvihetd. Fentiek miatt javasolta 2005-ben a
Magyar Nephrologiai Tarsasag a Magyar Laboratoriumi Diagnosztikai Tarsasaggal kozosen
kidolgozott ajanlasukban [67], hogy a GFR értékek képletekkel torténd szamitasat. 2006-t6l
felnéttekre a modositott 4v MDRD (,,175-6s”) formula javasolt:
eGFRper i = 175 + (0.0113 * Kreatinin)~115* x Kor~0203

eGFRys = 175 * (0.0113 * Kreatinin)~115% x Kor=9203 x 0.742

Fekete rasszba tartozo paciens esetén a fenti eGFR értéket még 1.21-el szorozzuk [68].

2.6 Statisztikai elemzések
Statisztikai elemzéseinket az R for Windows version 3.2.3 [69] és az RStudio version
0.99.891 [70] programmal végeztik. Az adatok elemzéséhez felhasznaltunk mind

parametrikus és nem parametrikus elemzéseket is. Az adatok értékeléséhez felhasznaltunk
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Wilcoxon-Mann-Whitney-féle U-tesztet, Wilcoxon-féle eldjeles rang probat, Spearman-
korrelcios elemzéseket, illetve Yates-korrekcioval alkalmazott y-teszteket. A kapott p-
értékek korrekciojat Holm modszerrel végeztiik el [71-73].

A Chromogranin-A szintek idében torténé modellezéséhez random konstans linearis kevert
modellt (random intercept linear mixed effect model) alkalmaztunk, melyekhez az nlme R-
csomagot hasznaltuk [74]. A kevert modellek segitségével a vizsgalt célvaltozot nem csak a
megfigyelt paraméterek (fix hatasok) fiiggvényében tudjuk elemezni, hanem un. random
hatas(oka)t is alkalmazunk az elemzések soran. A random hatasok mindig csak az egyes
megfigyelési egységekre vonatkoznak, €s elsdsorban a fix hatasok pontosabb becslése miatt
keriilnek bele a modellbe. Altaldban egy 0 varhato értékii normalis eloszlasa végtelen méretii
populacionak tekinthetok, és magat a hatast a vizsgalt paraméterhez tartoz6 adatokbol kapott

szorassal jellemezziik [75].

26



3. Eredmények

Kovetéses vizsgalatunkba 79, 1-es tipust diabetes mellitusban szenvedd beteg vett részt. A
betegeket a kiindulasi vérvételkor szérum Chromogranin-A szintjeik alapjan két csoportba
soroltuk. A normal tartomanyon beliili szérum CgA szinttel rendelkez6 betegek csoportjaba
63, mig a normal tartomanyhoz képeset emelkedett CgA szinttel (>98.1 ng/ml) rendelkez6
betegek csoportjaba 16 beteg keriilt besorolasra (5. abra). A betegek csoportositasat az
ismételt vérvételkor nem moddositottuk, minden beteg ugyanabban a kiinduldskori

csoportjaban maradt a vizsgalat legvégéig.
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5. abra: Szérum Chromogranin-A koncentraciok a két vizsgalt csoportban, a kiindulasi

vérvételkor (p<0.001).

3.1 A vizsgalt paraméterek és osszefiiggéseik a kiindulasi vérvételkor

A vizsgalatban részt vevé mindkét csoportban vizsgaltuk a Chromogranin-A, a gasztrin, a
rutin laboratoriumi paramétereket (vérkép, HbA1C, koleszterinek, magas szenzitivitasu C
reaktiv protein), az autoimmun pajzsmirigybetegségekre utalo ATPO, valamint a kor és a
diabétesz fennallasi idejét, illetve a paraméterek kozott az osszefiiggéseket.

A vizsgalatban résztvevO betegek laboratoriumi, és egyéb paramétereit a 2. tablazatban

foglaltuk Gssze.
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2. tablazat: A vizsgalt csoportok laboratoriumi és egyéb paraméterei a kiindulasi

idépontban (atlag & szoras)

Paraméter Normdl CgA csoport  Emelkedett CgA csoport
Chromogranin [ng/ml] 49.2 +18.35 385.2 + 329.55
Kor [év] 34.8+11.41 35.4 +9.37
Diabétesz fennallasi ideje [év] 12.6 £10.05 17.0+£7.41
Gasztrin [pg/ml] 42.2 +30.68 419.1 £ 189.90
Tiroidea-stimulaléo hormon
(TSH) [mIU] 2.7+3.27 1.9+ 1.98
Trijod-tironin (T3) [pmol/I] 4.7+0.79 32+1.25
Tiroxin (T4) [pmol/l] 13.7 £2.02 13.7+1.76
Vorosveértest [Tera/l] 5.0+ 0.58 4.6+0.49
Feheérversejt [Giga/l] 7.3+£1.99 8.0+£2.20
HbA:C [%] 7.8+ 1.84 10.0 £2.18
Koleszterin [mmol/I] 5.1+1.05 5.7+ 1.54
Kreatinin [umol/l] 75.4+£14.13 74.8 +£25.41
eGFR [ml/min/1.73m?] 100.9 + 21.53 97.6 + 25.82
ATPO [IU/mI] 109.3 + 178.07 173.7 + 254.28
BMI [kg/m?] 24.7+3.91 23.4+3.02

Az Emelkedett CgA csoportnal szignifikdnsan magasabb szérum Chromogranin-A
koncentraciokat igazoltunk (p<0.001) (6. abra). Szintén statisztikailag magasabb értékeket
kaptunk az Emelkedett CgA csoportban a diabétesz fennallési ideje (p=0.045), a szérum
gasztrin (p=0.00934) és a HbA1C (p=0.00545) koncentraciok esetében (6. és 7. abra). Mig
a trijod-tironin (p=0.00133) és a vorosvértest (p=0.0162) esetében szignifikansan
alacsonyabb értékeket figyeltiink meg az Emelkedett CgA csoportban (8. abra).

A laboratoriumi paraméterek mellett felmértiik a betegeknél a diabéteszhez tarsuld
autoimmun €s nem-autoimmun betegségek eléforduldsat. A két csoportban az eléfordulasi
gyakorisagokat Yates-korrekcioval alkalmazott y>-tesztekkel hasonlitottuk 6ssze. A Normal
CgA csoportban szignifikdnsan tobb esetben fordul eld (Normal CgA csoport: 12 eset,
Emelkedett CgA csoport: 1 eset) latens felnéttkori autoimmun diabetes (LADA). Az

Emelkedett CgA csoportban szignifikansan tobb esetben tarsult az alapbetegséghez anaemia
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perniciosa, illetve nagyobb szamban figyeltiink meg hypertoniat ezeknél a betegeknél, de

ennek az eredménye csak marginalisan volt szignifikans (3. tablazat).
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6. abra: Szérum gasztrin koncentraciok a Normal és az Emelkedett CgA vizsgalati

csoportokban, a kiindulasi iddpontban.
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7. abra: HbAC szintek a Normal és az Emelkedett CgA vizsgalati csoportokban a

kiindulési idépontban.
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8. abra: Vorosvértest koncentraciok a Normal és az Emelkedett CgA vizsgalati

csoportokban, a kiindulasi idépontban.

3. tablazat: A vizsgalt betegeknél eléforduld tarsbetegségek szazalékos eléfordulési ardnyai

a kiindulasi idépontban

Tarsbetegség

LADA

Hypertonia

Autoimmun megbetegedés
Vitiligo

Alopecia

Anaemia perniciosa

Pajzsmirigybetegség

Normdl CgA csoport Emelkedett CgA csoport P-érték
Nincs Van Nincs Van
81% 19% 94% 6% p=0.0103
63% 37% 50% 50% p=0.08697
75% 25% 75% 25% p=1
94% 6% 94% 6% p=1
95% 5% 94% 6% p=1
95% 5% 81% 19% p=0.004673
75% 25% 69% 31% p=0.431

3.1.1 A Normal CgA csoport paramétereinek osszefiiggései a kiinduldsi idépontban

A meghatarozott szérum Chromogranin-A koncentraciok alapjan 63 beteget soroltunk be a

Normal CgA csoportba. A csoport szérum CgA koncentracidja 49.2 £ 18.35 ng/ml volt (atlag
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+ szoras). A betegek tovabbi vizsgalt laboratoriumi és egyéb paramétereit részletesen a 2.
tablazatban korabban ismertettiik.

A csoporton beliill elemeztiik a vizsgalt paraméterek kozotti osszefliggéseket is. Emelked6
Chtomogranin-A szintek mellett névekvé HbA1C értékeket figyeltink meg (R: +0.25,
p=0.0497) (9. abra).
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9. abra: A Chromogranin-A és a HbA1C koncentraciok osszefliggése a Normal CgA

csoportban, a kiindulasi idépontban.

Korabbi publikaciokbol ismeretes, hogy a keringd magas szenzitivitasii C reaktiv protein
(hsCRP) és a testzsir mérészamai — mint amilyen pl. a testtomegindex (BMI) is — kozott
szoros Osszefiiggés figyelheté meg [76]. A Normal CgA csoportban ezt a megfigyelést mi is
igazolni tudtuk, a hsCRP szintek emelkedésével novekedtek a BMI értékek (R: 0.46,
p=0.012).

3.1.2. Az Emelkedett CgA csoport paramétereinek osszefiiggései a kiinduldsi idopontban
A szérum Chromogranin-A szintek alapjan az Emelkedett CgA csoportba 16 beteget
soroltunk be. A csoport Chromogranin-A koncentracioja 385,2 + 329,55 ng/ml volt. A
betegek tovabbi, a vizsgalat soran megfigyelt laboratériumi és egyéb paramétereit az 1.
tablazat (26. oldal) tartalmazza.

A Normal CgA csoporthoz hasonléan az Emelkedett CgA csoportnél is megvizsgaltuk a
paraméterek kozott fenndlld korrelacidokat. Az irodalombdl mar jol ismert 0sszefiiggések

kivételével, a Chromogranin-A koncentraciokkal, vagy a vizsgalat szempontjabol fontos
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paraméterekkel — mint pl. a gyomorkarcinomakban szintén jelentds szerepet jatszo gasztrin

— kapcsolatos uj korrelacios 6sszefliggéseket ebben a csoportban nem tudtunk igazolni.

3.2 A vizsgalt paraméterek és osszefiiggéseik az ismételt vérvételt kovetéen

A vizsgalatban részt vevé személyeket atlagosan kb. 3 év elteltével visszahivtuk az el6z6
eredmények kovetése céljabol. Az eltelt id6 3.5 = 1.68 év volt mind a 79 beteg esetében. Az
egyes csoportokban kiilon-kiilon vizsgélva az eltelt id6t, a Normal CgA csoportban 3.7 +
1.67, mig az ez Emelkedett CgA csoportban 2.6 + 1.54 év telt el a két vérvétel kozott. Az
elsd vérvételhez hasonloan mindkét csoportban vizsgaltuk az egyes paramétercket a
csoportok kozott, illetve a paraméterek kozott fennalld dsszefiiggéseket.

A masodik vérvételen megjelent betegek laboratoriumi, és egyéb paramétereit a 4.
tablazatban foglaltuk dssze.

A csoportok kozotti, a kiindulasi allapotban fennallod kiillonbségeket a visszaméréskor a
trijod-tironin  kivételével — melyet a betegeknél alkalmazott megfelelé pajzsmirigy-
kezeléssel magyarazunk — ismét igazolni tudtuk mind a Chromogranin-A (p<0.001), a
diabétesz fennallasi ideje (p=0.044), a gasztrin (p=0.00895), a vordsvértest (p=0.0124) és a
HbAI1C (p=0.0063) esetében is.

A fentiek mellett a koriil-beliil 3.5 év elteltét kovetden, a masodik vérvételkor szignifikansan
alacsonyabb, de még normal tartomanyon beliili szamitott glomerulus filtracios ratat

(p=0.021) igazoltunk az Emelkedett CgA csoportban (10. abra).
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10. ébra: Szamitott gromerulus filtracids rata (eGFR) a két vizsgalt csoportban, a masodik

idépontban tortént vérvételkor.
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4. tablazat: A vizsgalt csoportok laboratoriumi és egyéb paraméterei a masodik vérvétel

soran (atlag + sz6ras)

Paraméter Normdl CgA csoport  Emelkedett CgA csoport
Chromogranin [ng/ml] 59.9 £33.32 509.2 + 632.05
Gasztrin [pg/ml] 35.5+20.92 348.1 £ 353.55
Tiroidea-stimulalo hormon
(TSH) [mIUN] 2.0+2.00 1.5+0.98
Trijod-tironin (T3) [pmol/l] 4.3+0.57 4.0+ 0.57
Tiroxin (T4) [pmol/l] 12.8 £2.22 15.8 +£0.98
Vorosvertest [Tera/l] 4.9+ 0.46 4.6+0.34
Fehérvérsejt [Giga/l] 7.0+2.17 7.9+2.62
HbA:1C [%] 7.8 +£1.50 9.1+1.62
Koleszterin [mmol/l] 52+1.13 53+1.29
Kreatinin [umol/l] 72.3+14.01 94.4 +£54.08
eGFR [ml/min/1.73m?I] 106.4 + 25.58 88.0 +£42.82
ATPO [IU/ml] 90.5 + 158.73 136.9 + 199.46
BMI [kg/m?] 25.2+4.34 23.4+3.12

A laboratdriumi paraméterek mellett érdekelt minket az is, hogy az eltelt id6 soran kialakult-
e a betegeknél ujabb, a diabéteszhez tarsuld autoimmun és/vagy nem-autoimmun betegség.
A két csoport koziil egyediil a Normal CgA csoportban tudtunk igazolni ujonnan kialakult
tarsbetegség(ek)et. Ujabb tarsuld autoimmun eredetii pajzsmirigy megbetegedés 1 eseteben,
magas vérnyomas-betegség pedig 4 esetben alakult ki a vizsgalt személyeknél. Az
esetszamokban tortént valtozasok egyik esetben sem eredményeztek statisztikailag

szignifikans eltérést.

3.2.1 A csoportok paramétereinek osszefiiggései az ismételt vérvételt kiovetoen

A csoportok 0Osszehasonlitdsai mellett ismét megvizsgaltuk a paraméterek korrelacios
Osszefiiggéseit. A kiindulasi allapothoz képest a Normal CgA csoportban az emelkedd
Chromogranin-A koncentraciokhoz csokkené BMI értékeket igazoltunk (R: -0.28, p=0.035)
(11. abra).
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11. ébra: A szérum Chromogranin-A koncentraciok és a BMI értékek Osszefiiggése a

Normal CgA csoportban, a masodik vérvétel idépontjaban.

Az Emelkedett CgA csoportban, a kiindulasi vérvételhez képest tjabb dsszefliggéseket nem

talaltunk a visszahivasokat kdvetden.

3.3 A két vérvételi idépont kozott tortént valtozasok kiértékelése

Parositott statisztikai probakkal elvégeztiik a két vérvételi idépont kozott tortént valtozasok
elemzését. Az igy kapott valtozasok segithetnek megallapitani, hogy az adott csoportban a
betegek anyagcsere allapota, illetve az alkalmazott kezelés mennyire hatékony.

A szérum Chromogranin-A szintek valtozasait megvizsgaltuk az dsszes betegben, és a két
1d6pont kozott szignifikansan magasabb értékeket kaptunk a méasodik idépontban (p=0.024)
(12. abra).

3.3.1 A Normal CgA csoport viltozdsai

A Normdal CgA csoportnal a két vérvétel kozott az 0sszes betegnél kapott eredményhez
hasonloan szignifikdnsan magasabb Chromogranin-A értékeket mértiink a 2. vérvételkor
(1. vérvétel: 49.2 + 18.35, 2. vérvétel: 59.9 + 33.32, p=0.0035). A Normal CgA csoportban
6 betegnél a szérum CgA szintek a mésodik mintavételkor meghaladtak a laboratériumi
normaltartomany felsé hatarat (13. abra).

A betegek vizsgalt paramétereiben emelkedd értékeket figyeltiink meg a masodik
vérvételkor a magas szenzitivitast C reaktiv protein koncentraciok (1. vérvétel: 1.9 £+ 2.85,

2. vérvétel: 3.5 £ 5.87, p=0.020) és a BMI értékek (1. vérvétel: 24.7 + 2.91, 2. vérvétel: 25.2
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+ 4.34, p=0.032) esetén. A kreatinin koncentraciok (1. vérvétel: 75.4 £ 14.13, 2. vérvétel:
72.3 £ 14.01, p=0.012) esetén pedig csokkend tendenciat figyeltiink meg a laboratériumi
értékek vizsgalatakor (14. és 15. abra).
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12. abra: Szérum Chromogranin-A koncentraciok valtozasa az dsszes beteget vizsgalva a
két vérvételi idOpont kozott. Az egyes esetek az elsd vérvételi idopont szerinti emelkedd
sorrendben vannak abrazolva. (Az dbran a Chromogranin-A értékeket a jobb

abrazolhatosag végett logaritmikus skdlara konvertaltuk at.)
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13. abra: Szérum Chromogranin-A koncentraciok valtozasa a két vérvételi idépont kozott a
Normal CgA csoportban (p=0.0035). Az egyes esetek az els6 vérvételi idépont szerinti

emelkedd sorrendben vannak abrazolva.
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14. dbra: A vérben keringd magas szenzitivitasu C reaktiv protein (hsCRP) koncentraciok
valtozasa a két vérvételi idoépont kozott a Normal CgA csoportban. Az egyes esetek az elsé

vérvételi idopont szerinti emelkedd sorrendben vannak abrazolva.
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15. abra: BMI értékek valtozésa a két vérvételi idopont kdzott a Normal CgA csoportban.

Az egyes esetek az elsd vérvételi idopont szerinti emelkedd sorrendben vannak 4brazolva.

A kiindulasi 1d6ponttol eltelt koriil-beliil 3.5 év alatt 4 betegnél alakult ki Ujonnan
magasvérnyomas-betegség (p=0.4268), illetve 1 betegnél autoimmun eredetli pajzsmirigy
megbetegedés (p=0.8719) alakult ki. A két idOpont kozott az esetszam-valtozasok

statisztikailag mérhetd eltérést nem okoztak a betegségek eldforduldsi gyakorisagaban.
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3.3.2 Az Emelkedett CgA csoport valtozdasai

Habar az egyes betegek esetén a masodik vérvétel soran nagyrészt magasabb szérum
Chromogranin-A koncentraciokat mértiink (1. vérvétel: 385.2 +329.55, 2. vérvétel: 509.2 +
632.05, p=0.21), azok szignifikans eltérést a kiindulasi idéponthoz képest nem mutattak (16.

abra).
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16. abra: A szérum Chromogranin-A koncentraciok valtozésa a két vérvételi idépont kozott
az Emelkedett CgA csoportban. Az egyes esetek az elsd vérvételi idépont szerinti

emelked6 sorrendben vannak abrazolva.

A kiindulasi allapotban a betegek atlagos vércukorszintje a vérvételt megel6z6 harom
honapban, mely a HbA1C értékekkel hatarozhaté meg a csoportban 10.0 £ 2.18 % volt. A
masodik vérvételre a HbA1C értékek 9.1 + 1.62 %-ra csokkentek a szorosabb
szénhidratanyagcsere kovetésnek koszonhetéen. (p=0.016) (17. abra). Habar statisztikailag
csokkend tendencia figyelhetd meg, a betegek tovabbra is jobb anyagcsere helyzetiiek

maradtak.
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17. dbra: HbA1C értékek valtozasa a két vérvételi idépont kozott az Emelkedett CgA
csoportban. Az egyes esetek az elsé vérvételi idopont szerinti emelkedd sorrendben vannak

abrazolva.

3.4 Statisztikai modell a Chromogranin-A valtozasainak becsléséhez

A szérum Chromogranin-A koncentracidok iddben torténd valtozasanak becsléséhez egy
random konstans kevert modellt (random intercept linear mixed effect model) alkalmaztunk.
Az ilyen tipusu modellek a random faktorok segitségével képesek a vizsgalati egységekre
jellemzd egyéni hatasokat / eltéréseket is figyelembe venni. A modellben alkalmazhat6ak
olyan mintak is, amikhez csupan egyetlen egy mérési eredmény tartozik — nincs ismételt
(vissza)mérés —, illetve képesek akar 2-nél tobb, ugyanazon vizsgalati egységhez tartozo
esetet is kezelni.

A fenti tulajdonsagokat kihasznadlva egy olyan modellt terveztiink meg, amiben a 79
utokovetéses beteg CgA adati mellett felhasznaltuk tovabbi 57, 1-es tipusi cukorbeteg
mérési adatait is, akik az els6 vérvételt kovetden az ismételt mérésre mar eljonni nem tudtak.
Tovabba kigytijtottiik azokat a tovabbi Chromogranin-A mérési eredményeket is, amik a két
tervezett vizsgalati idopont kozott torténtek. 1dokozi mérés(ek) Osszesen 42 betegnél
tortént(ek), melyek célja az emelkedett, illetve a normal tartomany felsé hatarahoz kozel
1évé Chromogranin-A koncentraciokkal rendelkezd betegek szorosabb kontrollja volt.
Osszesen tehat 136 beteg, 291 darab Chromogranin-A mérési adatait tudtuk felhasznalni a

modellhez.
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A végso modellben a Chromogranin-A értékek természetes alapu logaritmussal transzponalt
értékeit hasznaltuk, mivel a modelldiagnosztikai elemzések soran a modellben a CgA, mint

célvaltozo novekedésével jelentésen nétt a modellben a reziduumok szorasa (18. abra).
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18. abra: A modelldiagnosztika reziduum-szorasi abraja az eredeti (bal oldalon), illetve a
logaritmizalt (jobb oldalon) értékekkel.

Az Chromogranin-A szintek becsléséhez fiiggd valtozoként a két vérvétel kozott eltelt idot
valasztottuk, random faktorként pedig az egyes betegeket (ID) jeloltiik ki. A végsd modell
(1. egyenlet):

log, (Chromogranin — A) ~ Eltelt id6; random = ~1|Beteg_ID
1. egyenlet: Az alkalmazott modell képlete

A modell lefuttatasat kovetden az években mért eltelt id6 (p=0.022778, p=0.002627) hatasa
szignifikdnsnak bizonyult. Mivel a célvaltozot logaritmussal transzformaltuk, a késobbi
becslésekhez visszaskalazas sziikséges, amit a fix hatas (2. egyenlet) mellett a random
faktoron is végre kell hajtani. A random hatas szorasa +0.7759801 volt, vissza-
transzformalaskor ennek kell venni az e-alapu hatvanyat. A kapott értékek alapjan a random
hatas értelmezése a kovetkezd: a fix hatdsok szorzédnak minden beteg esetében egy, a
betegtdl fliggd, iddben allandd, Gin. random tényezdvel, melynek értéke atlagosan 0.460 és

2.173 kozott volt (tehat kb. 46% és 217% kozott).
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Chromogranin — A= e(Intercept+ﬁ*Eltelt idd)

Chromogranin — A = e*15468 4 ¢(0.022778+Eltelt id5)
Chromogranin — A = 63.73157 x ¢(0:022778+Eltelt d6)
2. egyenlet: A modell eredménye alapjan a fix hatasok visszatranszformalasa a

Chromogranin-A szintek becslésére

A 2. egyenetet felhasznalva lehet6ség nyilik a betegek szérum Chromogranin-A
koncentracidinak jovObeni becslésére is. Egységnyi id6-intervallummal (1 év) megnovelve
az eltelt id6t a Chromogranin-A koncentraciok varhato értéke kozelitéleg 100*B%-al
valtozik meg (3. egyenlet). De a valtozasban még nagy szerepet jatszanak a random faktorok

is, amik tovabbi ingadozast (kb. 46 és 217 szazalék kozott) visznek a becslésiinkbe.

Chromogranin — A = 63.73157 * ef*(Eltelt id6+1)
Chromogranin — A = 63.73157 * ¢(frEltelt idd) 4 of
1+p0
BB
1+ B +57+ 37
3. képlet: Egységnyi iddintervallummal (1 év) megndvelt CgA becslés

eﬁz

A szérum Chromogranin-A koncentraciok a fenti egyenletekkel, 1 év elteltétvel bekovetkez6
novekedése — iddegységgel torténd valtozdsa — a fix €és random hatdsok egylittes
alkalmazaséaval 1.05 és 4.95 szazalék kozé becsiilhetd (100*p = 2.2778, random hatasok:
46% és 217%).

A modell ellendrzésekor (modelldiagnosztika) a reziduumok szordsa €s a normalishoz
kozelitd eloszléasa teljesiilt, azonban a random hatasok a normalis eloszlashoz képest egy
kisebb jobbra eltoltsagot mutattak. A modell tulajdonsagaibol adoddan a random hatasokrol
a fix hatasok — jelen esetben az id6hatas — le vannak valasztva, az eltoltsdgot egy masik,
ismeretlen paraméter okozza. Az eltoltsdgot megprobaltuk feloldani a mért paraméterek
segitségével oly mddon, hogy a random konstans (random intercept) helyett random
meredekség (random slope) kevert modellt alkalmazunk, ahol slope hatasként el6szor a
diabétesz fennallasi idejét, majd tobb labor paramétert is kiprobaltunk. Sajnos azonban a
jobbra eltoltsadgot egyik paraméter sem tudta feloldani, emiatt ezeket a modelleket elvetettiik

(19. abra).
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3.4.1 A Chromogranin-A vdltozdasainak becslése a vizsgdlati csoportokban
A teljes adatsorra alkalmazott modellt lefuttattuk a Chromogranin-A szerint felosztott
csoportokban is. Mind a Normal CgA, mind az Emelkedett CgA csoportban is felhasznaltuk
a teljes adatsornal emlitett kiegészitd adatokat (a visszajonni nem tud6 betegek, és a
kozbensd mérések eredményei).
A Normal CgA csoport esetén a modell szintén szignifikans eredményt adott a vérvételek
kozott eltelt id6 fiiggvényében (B= 0.019429, p= 0.002567). A random hatas szdrasa
+0.3653511 volt, a random tényez6 értéke atlagosan 0.694 és 1.441 kozott volt (tehat kb.
69% és 144%). A csoportban a szérum Chromogranin-A koncentraciok 1 év elteltével
bekovetkezd ndvekedése a fix és random hatdsok egyiittes alkalmazasaval 1.34 és 2.80
szazalék k6zé becsiilhet6 (100*B = 1.943, random hatasok: 69% és 144%) (4. egyenlet).
Chromogranin — A (Normal csoport) = 46.20819  g(0-019429+Eltelt id6)

4. egyenlet: A fix hatasok visszatranszformalasa a Normal CgA csoportban

A modelldiagnosztikai abrak esetén a reziduumok szorasa és eloszlasa megfeleld, azonban
arandom faktor eloszlasa a korabban az 6sszes adatnal megfigyelhetd jobbra eltoltsagot nem

mutatja (20. abra).

Az Emelkedett CgA csoportnal a modell futtatdsa az el6zd két esettel szemben csupan
marginalisan szignifikans eredményt adott a vérvételek kozott eltelt id6 fliggvényében (B=
0.061963, p=0.05707). A random hatas szorasa +£0.5657458 volt, a random tényezo értéke
atlagosan 0.568 és 1.761 kozott volt (tehat kb. 57% és 176%). A csoportban a szérum
Chromogranin-A koncentraciok egységnyi id6 alatt torténé novekedése a fix és random

hatasok egyiittes alkalmazasaval 3.53 és 10.91 szazalék k6zé becsiilhetd (5. egyenlet).

Chromogranin — A (Normal csoport) = 231.7914 * e(0-061963+Eltelt ids)

5. egyenlet: A fix hatasok visszatranszformalasa az Emelkedett CgA csoportban

Az Emelkedett CgA csoport modelldiagnosztikai abrai koriil-beliil azonosak az Osszes
adatnal latottakkal (21. abra).
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19. abra: Modelldiagnosztikai abrak a Chromogranin-A becslésére szolgalé modellhez. A
bal felsd abran a reziduumok szorésa, a jobb felsdn a reziduumok eloszlasa, a bal alson a
random hatéasok eloszlasa, mig a jobb als6 abran pedig a random hatasok jobbra toltsaga

olvashato le.
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20. abra: Modelldiagnosztikai abrak a Chromogranin-A becslésére szolgalé modellhez a
Normal CgA csoportban. A felsd dbran a reziduumok szérasa, a kozépson a reziduumok

eloszlasa, az alson pedig a random hatdsok eloszlasa olvashato le.
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21. abra: Modelldiagnosztikai abrak a Chromogranin-A becslésére szolgalé modellhez az
Emelkedett CgA csoportban. A felsé abran a reziduumok szorasa, a k6zépsén a

reziduumok eloszlasa, az alson pedig a random hatasok eloszlasa olvashato le.
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4. Megbeszélés

Irodalmi adatokbol ismeret, hogy a Chromogranin-A (CgA), mely klinikai diagnosztikai
szempontbol a karcinoid és neurodendokrin sejtes tumorok egyik leggyakoribb peptid
szekrécios tumormarker terméke [28, 60-62], szinte minden endokrin és neuroendokrin
sejttipus képes eléallitani [19-21]. A legfrissebb kutatasok soran megfigyelték, hogy a
Chromogranin-A is jelent6s autoantigén szerepet jatszhat az 1-es tipusu diabetes mellitus
kialakulasa soran [5]. A diabetes kialakulasakor a CgA-bol lehasado WE-14 fehérjemolekula
(CgA-[359-372]) a diabetogén T-sejtek CD4" és CD8" szubpopulaciot is képes aktivalni az
immunfolyamatok soran [5, 54], mely reakcid enzimekkel és poszttranszlacios
modositasokkal tovabb is fokozhatd [51-53]. A WEI14 termelése, a Chromogranin-A-hoz
hasonloan, a kiilonb6z6 neuroendokrin szovetekben széles korben megfigyelhetd [5, 45, 46].
A cukorbetegség kialakulaskor jelentés mennyiségii anti-CgA T-sejt mérheté [52, 54],
azonban a betegség progredialasa soran nem tudjuk mi torténik ezekkel a T-sejt
populaciokkal. Az 1-es tipust diabetes mellitus diagnosztikai paraméterei koz¢é tartozo
paraméterekrdl — szigetsejt ellenes antitestek (Islet Cell Autontibodies, ICA), glutaminsav-
dekarboxilaz ellenes antitestek (GAD), anti-inzulin antitestek, illetve a csokkent inzulin
termelésre utalo C-peptid — gyijtott ismereteink alapjan [77, 78] feltételezhetd, hogy az anti-
CgA antitestek is csokkennek a betegség eldrehaladtaval, de ennek a feltételezésnek a
jovObeni behatdbb tanulmanyozasa mindenképp sziikséges.

A munkacsoportunk altal kordbban kozolt esettanulméanybol tudjuk, hogy a neuroendokrin
daganatok eltavolitasat kovetden a szérum Chromogranin-A koncentraciok visszatérnek a
normal tartomanyba [79]. A publikaciéo megjelenését kdvetden azdta tovabbi 3 ilyen esettel
talalkoztunk, ahol a tumor sebészi eltdvolitasat kdvetden minden esetben rendezddtek a CgA
szintek.

Habar jelen dolgozat szerves részét nem képezte, korabbi vizsgdlatunk alapjan ismeretes,
hogy az emelkedett Chromogranin-A szintek mellett nagyobb szamban figyelhetéek meg
hyperplazids elvéaltozasok a gyomorban, melyek neuroendokrin tumorok eldalakjaként
definialhatoak [4]. A betegek visszahivasakor a hyperplazias elvaltozasok kontrollalasat
eddig csak kevés esetben tudtuk elvégezni — melyek rovid idon beliili elvégzését egyik
kovetkezd célunkként tliztiik ki —, de az eddig elvégzett endoszkopids vizsgalatok eredménye
alapjdan a Chromogranin-A szintek emelkedése mellett a hyperplézids elvaltozasok

progresszidja is megfigyelheto.
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Mindezen ismeretek birtokaban felmeriilt benniink a kérdés, hogy az 1-es tipust diabetes
mellitus kialakuldsat kovetéen a Chromogranin-A (és kozvetve annak egyéb fehérje
termékei) befolyasolja-e a betegség tovabbi alakulasat? Lehet-e valamilyen szerepe a
betegség progredialasa soran az egy¢€b, tarsulo betegségek kialakuldsaban? Meghatarozhato-
e a molekula szérum koncentracidinak valtozasdban valamilyen tendencia a betegség
fennallasi idejével ardnyosan? Ha igen, milyen idéintervallum alatt lehet jelentds a valtozas,
illetve milyen az irdnyultsaga?

Jelen dolgozatban arra kerestiik a valaszt, hogy talalhato-e valamilyen 6sszefliggés a szérum
Chromogranin-A szintek koriil-beliil 3.5 év alatt bekovetkezd valtozasai és egyéb, a
betegekben fennalld6 megbetegedések, illetve az immun- és a rutin diagnosztikaban hasznalt
laboratoriumi paraméterek kozott. Mindezek felhasznalasaval végsé célunk egy rutinszer(i
vizsgalati protokoll felallitasa, mellyel a szérum CgA szintek alapjan elére jelezhetnénk a
neuroendokrin tumoros betegségek kialakulasanak rizikojat, és a lehetdségekhez mérten
megeldzni vagy késleltetni ezek teljes manifesztalodasat, javitva ezzel a betegek
¢letmindségét és aktudlis allapotuk fenntartasat.

A Chromogranin-A-nak és fehérjeszarmazékainak jelentOs szerep jut az 1-es tipusu diabetes
mellitus kialakulasaban [5, 52, 54], azonban a betegség tovabbi alakulasa soran a fehérjével
kapcsolatos kisérleteket nem végeztek. Jelen vizsgalatunkba olyan 1-es tipusu cukorbeteg
személyeket vontunk be, akiknél a betegség atlagosan tobb mint 10 éve fennallt.
Eredményeink alapjan az 1-es tipust cukorbetegség fennallasi idejének novekedésével a
szérum Chromogranin-A koncentraciok emelkednek, és altalanossagban elmondhato, hogy
a normal tartomany felsé hatara felett, az emelkedett szérum CgA szintekkel rendelkez6
betegek anyagcsere allapota a normal tartomanyon beliili CgA-val rendelkezékéhez képest
szignifikdnsan rosszabb. Statisztikailag magasabb HbA:C és gasztrin szint mérheté az
Emelkedett CgA csoportban, illetve szignifikansan nagyobb szamban fordul elé az 1-es
tipusu cukorbetegség mellett kialakulé néhany tarsbetegség, mint pl. a hypertonia és az
anaemia perniciosa. Megemlitendd még munkacsoportunk folyodiratban eddig még nem
publikalt eredménye is — mely a 2014-ben leadott B.Sc. szakdolgozat f6 kérdése volt —,
miszerint a vizsgalt betegeknél az emelkedett szérum CgA szintek mellett
neuroendokrinsejtes hyperplazia a betegek 80%-anal igazolhato volt [4].

Az 1-es tipusu diabetes mellitus progressziojanak eldrehaladtaval egyre tobb és tobb
tarsbetegség és/vagy diabéteszes szovodmény jelenhet meg [7, 8]. Vizsgalatunkban a 3.5 év
elteltét kovetden egyediil a Normal CgA csoporton beliil figyeltiink meg Gjonnan kialakuld

tarsbetegségeket, azonban az esetszamok novekedése nem volt statisztikailag szignifikans.
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Az Emelkedett CgA csoportban 0j betegség nem jelent meg, viszont a betegek szadmitott
glomerulus filtracids ratdinak normal tartoményon beliili csokkenését figyeltiikk meg. Mivel
a Chromogranin-A koncentraciokat a vese karosodasai igen nagy mértékben befolyasoljak
[63, 64], a betegek ez iranya vizsgalata minden esetben megtortént, diabéteszes
veseszOvodmény, illetve egyéb vesebetegség nem mertilt fel a vizsgalati személyeknél.

A Chromogranin-A idében torténd valtozasainak modellezésével eddig igen kevesen
foglalkoztak [80, 81]. A molekula nem normalis eloszlasa — tumoros elvaltozasoknal pl. a
normal értékek tobb tizszerese is eléfordulhat — az elemzések és modellek kidolgozasat még
nehezebbé teszi. Jelen dolgozatban egy olyan modellt probaltuk Ilétrehozni, mely
segitségével a betegek jovobeni CgA koncentracioit becsiilhetjiik meg az id6 fiiggvényében.
El6zetes predikcidink alapjan kezdetben egy olyan statisztikai modellben gondolkoztunk,
melyben az eltelt id6 kiilonbdz6 hatvanyainak hatasat feltételeztiik, amivel a Chromogranin-
A-ra altalaban jellemz6 nem-linearitast modelleztiik volna. A végs6 modelliinkben azonban
az idének a linedris hatasat tudtuk kimutatni, a CgA valtozasat a Normal CgA csoportban 1-
3% emelkedés per év, mig az Emelkedett CgA csoport esetén az évenkénti emelkedést 3.5%
és 11% kozé becsiiltiik. A teljes populaciot egyiittesen vizsgalva pedig a becsiilt éves
Chromogranin-A novekedés 1% és 5% kozé tehet. A modellek ellenérzésekor felmeriilt,
hogy egy ismeretlen paraméter a random hatasok jobbra eltoltsagat okozza. Az eltoltsag
feloldasat tobb mért paraméter segitségével probaltuk feloldani, de a vizsgalt paramétereink
kozott egyik sem tudta az eltoltsagot megsziintetni. Mivel a Chromogranin-A-t sokféle
szovetben ki lehet mutatni [19-21], emiatt igen széles kori lehet azoknak a paramétereknek
a halmaza, melyek a CgA-ra hatva modelliinkben a jobbra eltoltsagot okozhattak. Ennek

felderitésére tovabbi kisérletek elvégzését tartjuk sziikségesnek.

Osszesitve a vizsgalatban kapott adataink alapjan a mér kialakult és progrediald 1-es tipust
diabetes mellitusban a betegség fennallasi idejének ndovekedésével a Chromogranin-A
szintek emelkedése figyelhetd meg, melyhez a betegséghez tarsul6 autoimmun és nem-
autoimmun megbetegedések nagyobb szamu megjelenése tarsul. Magas Chromogranin-A
szintek mellett a betegek anyagcsere allapota a normal CgA szintli betegekéhez képest
rosszabb, mely jelentésen befolyasolhatja a betegek életkilatasait. A szérum CgA szintek
évenkénti  1-5%, maximum 11%-0s emelkedését becsiltik statisztikai modellek
segitségével.

Osszegezve a fent részletezett megfigyeléseink alapjan javasoljuk az 1-es tipusu diabetes

mellitusban szenvedd betegek esetén a szérum Chromogranin-A rendszeres, rutinszerl
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vizsgalatat, melyet a szérum Chromogranin-A koncentracidk alapjan a laboratériumi normal
tartomany fels6 hatdranak kozelében (80 — 98.1 ng/ml) és felette (>98.1 ng/ml) évente, mig
a normal tartomany also és kozépso intervallumara esd értékek esetén az ismételt mérés

elegendo 2 évente.
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IT1. Osszefoglalas

Vizsgalatunkba 79, 1l-es tipusu cukorbeteget vontunk be. A Dbetegeket szérum
Chromogranin-A (CgA) szintjeik alapjan két csoportba osztottuk. A Normal CgA csoportba
63, mig az Emelkedett CgA csoportba (szérum CgA koncentracid6 magasabb, mint 98.1
ng/ml) 16 beteg kertilt.

Megmértiik a CgA, az ATPO, a gasztrin és rutin laboratoriumi diagnosztikdban hasznalt
paramétercket (vérkép, koleszterinek, HbA1C, kreatinin, pajzsmirigyhormonok, hsCRP).

A vizsgalatban arra kerestiik a valaszt, hogy talalhato-e valamilyen 6sszefiiggés a szérum
Chromogranin-A szintek koriil-beliil 3.5 év alatt bekovetkezd valtozasai és egyéb, a
betegekben fennallo megbetegedések, illetve az immun- és a rutin diagnosztikaban hasznalt
laboratoriumi paraméterek kozott. Mindezek felhasznalasaval végsd célunk egy rutinszerti
vizsgalati protokoll felallitasa.

Eredményeink alapjan a cukorbetegség fennallasi idejének emelkedésével ndnek a szérum a
CgA szintek. Az Emelkedett CgA csoportban magasabb HbA:C, és gasztrin, illetve
alacsonyabb vorosvértest és trijod-tironin koncentraciok figyelhetéek meg.

A Normal CgA csoportban szignifikansan tobb esetben fordul eld latens felndttkori
autoimmun diabetes (LADA), mig az Emelkedett CgA csoportban tobb esetben tarsult az
alapbetegséghez anaemia perniciosa, illetve hypertonia.

A 3.5 év elteltét kovetden egyediil a Normal CgA csoporton beliil figyeltiink meg Gjjonnan
kialakulo tarsbetegségeket, azonban az esetszamok novekedése nem volt szignifikans. Az
Emelkedett CgA csoportban viszont a betegek szamitott glomerulus filtracios ratainak
normal tartomanyon beliili csokkenését figyeltiik meg.

A Chromogranin-A idében torténé valtozasainak modellezésével a Normal CgA csoportban
1-3% emelkedés per év, mig az Emelkedett CgA csoport esetén az évenkénti emelkedést
3.5% és 11% kozé becsiiltiik. A teljes populacidt egylittesen vizsgalva a becsiilt éves
Chromogranin-A novekedés 1% és 5% kozé tehetd.

Osszesitve a vizsgalatban kapott adataink alapjan a T1DM fennallasi idejének
novekedésével a CgA szintek emelkedése figyelhetd meg, melyhez a betegséghez tarsulo
autoimmun ¢és nem-autoimmun megbetegedések nagyobb szami megjelenése tarsul. Fenti
megfigyeléseink alapjan javasoljuk TIDM-ben a CgA rendszeres, rutinszerli vizsgalatat,
melyet a szérum CgA szintek alapjan a laboratoriumi normal tartomany felsé hataranak

kozelében ¢€s felette évente, mig ezek alatt az ismétlés elvégzése 2 évente elegendo.
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V. Summary

Serum Chromogranin-A level changes in time in type 1 diabetes mellitus patients

Seventy-nine type 1 diabetic (T1DM) patients were enrolled into our study. The patients
were divided into two groups based on their serum Chromogranin-A (CgA) levels. 63
patients were rolled into the Normal CgA, and 16 patients to the Elevated CgA group (serum
CgA concentration was higher than 98,1 ng/ml).

Chromogranin-A, ATPO, gastrin and routine laboratory parameters (haematology,
cholesterols, HbA1C, creatinine, thyroid hormones, hsCRP) were measured.

The study goals were to find connections between serum CgA level changes after approx.
3.5 years and other existing autoimmune diseases and other immune- and routine laboratory
parameters. Our ultimate goal was to establish a routine test protocol based on CgA levels.
Our data suggest that with the mean duration of diabetes CgA levels are increasing. In the
Elevated CgA group higher levels of HbA:C and gastrin, and lower levels of red blood cell
and triiodothyronine were found.

In the Normal CgA group significantly more cases of latent autoimmune diabetes in adults
(LADA) occurred, while in the Elevated CgA group more cases of associated pernicious
anemia and hypertension were present.

After the 3.5 years newly developed associated diseases were only observed in the Normal
CgA group, however the increase of the cases was not significant. In the Elevated CgA group
we found a decrease in the normal range of the estimated glomerular filtration rate.

With the modeling of the changes in Chromogranin-A levels we found that in the Normal
CgA group the estimated CgA increase is 1-3% per year. The same estimation is between
3.5-11% in the Elevated CgA group. In the whole population our model estimated a 1-5%
Chromogranin-A increase in every year.

The data collected in the study suggests that with the increasing mean duration of type 1
diabetes Chromogranin-A levels are increasing as well, which is associated with a higher
number of coexisting autoimmune and non-autoimmune diseases. Because of these
observations we suggest that serum CgA should be tested regularly in TLDM patients with
the other routinely checked parameters too. If Chromogranin-A levels are near the upper
limit or above we are suggesting a CgA measurement in every year, otherwise it should be

done in every 2 years.
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