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Streszczenie

Chromogranina A (CgA) jest gléwnym, niespecyficznym markerem guzéw neuroendokrynnych (NET, neuroendocrine tumors). Wykorzy-
stuje sie ja w diagnostyce i kontroli efektéw leczenia pacjentéw z NET. Dostepne sg komercyjne testy pozwalajace oznaczy¢ stezenie CgA
w surowicy lub osoczu. Metody te cechujg sie réznie wysoka czuloscia i swoistoscig oraz réznia sie wieloma parametrami analitycznymi.
Istnieje wiele czynnikéw i patologii mogacych wplywa¢ na wynik oznaczenia stezenia CgA. Dlatego wydaje sie, ze oméwienie tych
zagadniefi moze by¢ przydatne w praktyce laboratoryjnej i klinicznej. (Endokrynol Pol 2009; 60 (5): 415-419)
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Abstract

Chromogranin A is a main, nonspecific neuroendocrine tumor marker (NET). It's estimation was applied for diagnostic purposes and for
monitoring the treatment of NET. Currently few commercial assays are available allowing measurement of CgA concentration in serum or
plasma. These methods have various sensitivity and specificity and differ in many analitycal parameters. Numerous factors and patholo-
gies may influence the outcome of the CgA measurement. Therefore, a review article on this matter may be useful for clinical and labora-

tory practice. (Pol J Endocrinol 2009; 60 (5): 415-419)
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Wstep

Chromogranine A (CgA) obecnie uwaza sie za gléwny
niespecyficzny marker guzéw neuroendokrynnych
(NET, neuroendocrine tumors). Na rynku powszechnie
dostepne sa testy pozwalajace oznaczy¢ stezenie tego
biatka w surowicy badz osoczu. Metody te odznaczaja
sie r6znie wysoka czuloscig i specyficznoscig oraz r6z-
nia sie wieloma parametrami analitycznymi. Ponadto
postuluje sie, ze wiele czynnikéw moze mie¢ wplyw
na uzyskane wyniki. W zwigzku z tym oméwienie tych
zagadnienn wydaje sie istotne dla praktyki klinicznej
i wladciwej oceny otrzymanych wynikéw.

Charakterystyka i rola fizjologiczna

Chromogranina A (CgA) jest kwasna hydrofilowa gli-
koproteing o masie 49 kDa, zbudowana z 439 amino-
kwaséw. Gen kodujacy CgA jest zlokalizowany na chro-

mosomie 14. Chromogranina A nalezy do rodziny gra-
nin, to znaczy kwasénych glikoprotein obecnych w ziar-
nistosciach wydzielniczych wiekszosci prawidlowych
inowotworowych komoérek neuroendokrynnych, zali-
czanych do systemu rozsianych komérek endokryn-
nych (APUD, amine precursor uptake and decarboxylation),
do ktérych naleza réwniez miedzy innymi chromogra-
nina B (CgB) oraz sekretogranina II (Sgll, CgC) [1, 2].
Dotychczas do kofica nie poznano funkgji biologicz-
nych tych biatek. Przypisuje sie im wiele funkgcji bio-
chemicznych w procesach wydzielniczych [3, 4]. Pro-
cesy biochemiczne, w ktérych uczestniczy CgA, moga
zachodzi¢ zaréwno poza komorka (prekursor biatek
bioracych udzial w réznych typach sekrecji), jak i we-
wnatrz komoérki (ksztaltowanie proceséw proteolitycz-
nych hormonéw peptydowych i neuropeptydéw, funk-
cje magazynowe oraz regulatorowe) [5-7].
Chromogranina A dziala jak prohormon. Po degrada-
¢ji CgA zostajg uwolnione biologicznie aktywne peptydy
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(m.in. wazostatyna, chromostatyna, pankreostatyna),
ktore pelnig rézne parakrynne i autokrynne funkgcje [8].

Chromogranina A jako krazacy
marker nowotworowy

Komorki neuroendokrynne produkuja specyficzne
peptydy, aminy biogenne i hormony. Badanie ich ste-
zenia we krwi wykorzystuje sie w diagnostyce bioche-
micznej NET, ocenie skutecznosci radykalnego lecze-
nia operacyjnego, monitorowaniu efektéw leczenia
farmakologicznego oraz w rokowaniu.

Markery nowotworowe dzielg sie na specyficzne
(charakterystyczne dla poszczegélnych guzéw) i nie-
specyficzne — wydzielane przez komorki i tkanki neu-
roendokrynne, niezaleznie od ich lokalizacji [9, 10].

Chromogranina A stanowi najczesciej uzywany
wskaznik niespecyficzny dla nowotworéw neuroendo-
krynnych, poniewaz jest bialkiem produkowanym,
magazynowanym i uwalnianym przez komérki neu-
roendokrynne i wydzielanym do krwi razem z innymi
hormonami na drodze egzocytozy [11].

Stezenia CgA sg znaczaco podwyzszone w wiekszo-
$ci NET, chociaz w bardzo matych guzkach (oprécz ga-
strinoma) jej stezenie moze miesci¢ sie w granicach nor-
my, na przyklad w insulinoma, paraganglioma, matych
rakowiakach oskrzeli i guzach przysadki [12].

Szczegblnie wysokie wartosci obserwuje sie w ze-
spole rakowiaka, w ktérym stezenie CgA moze by¢ pod-
wyzszone nawet kilkaset razy. Chromogranina A w gu-
zach neuroendokrynnych zoladkowo-jelitowo-trzust-
kowych (GEP-NET, gastro-entero-pancreatic neuroendocri-
ne tumors) moze stuzy¢ takze jako niezalezny czynnik
prognostyczny przezycia u chorych z NET [13], jednak
czulo$é tego badania jest r6zna w réznych guzach za-
leznie od ich potozenia i waha sie miedzy 10-100%,
a swoistos$¢ wynosi 68-100%. Najwyzsza czulosé¢ zaob-
serwowano w przypadkach gastrinoma, glukagonoma
i w rakowiakach. Jednoczesne oznaczanie innych mar-
keréw razem z CgA zwieksza czulo$¢ testu. Ostatnie
badania wykazaly, ze stezenie krazacej chromograni-
ny A wigze sie ze stopniem réznicowania nowotworéw
neuroendokrynnych (w nisko zréznicowanych steze-
nia CgA sa nizsze niz w guzach wysoko zréznicowa-
nych)iistnieje korelacja miedzy stezeniem CgA a masa
nowotworu. Najwyzsze stezenia CgA obserwowano
w przypadkach z przerzutami do watroby [14-17].

Oznaczanie CgA poza guzami z grupy GEP-NET
moze mie¢ znaczenie w pheochromocytoma, neurobla-
stoma, raku drobnokomérkowym pluc, raku rdzenia-
stym tarczycy, raku prostaty [18].

W monitorowaniu leczenia zaleca sie oznaczac ste-
zenie CgA co 2-3 miesigce w guzach nisko zréznicowa-
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nych, natomiast w pozostalych przypadkach co
6-12 miesiecy [19].

Metody badawcze

Chromogranine A uznano za marker nowotworowy
w polowie lat 80 XX wieku. Pierwszym testem byla
wprowadzona w 1983 roku metoda do oznaczania CgA
technika RIA [20]. Od tego czasu nastapit dalszy rozwéj
metod badania tego bialka, stuzacy celom klinicznym
i naukowym.

Obecnie dostepne s3 juz komercyjne testy do ozna-
czania stezenia CgA bazujace na metodach izotopo-
wych: IRMA i RIA (immunoradiometrycznych i radio-
immunologicznych) oraz metodzie nieizotopowej
— enzymoimmunologicznej (ELISA).

Najczesciej stosowanymi testami sg: IRMA; CGA-RIA
CT, CIS-bio International-Shering (CIS), (Gif-sur-Yvet-
te, Francja); DAKO Chromogranin A ELISA kit, DAKO
A/S, (Glostrup, Dania) oraz metoda RIA firmy EuroDia-
gnostica (ED) (Malmo, Szwecja), proponowana takze
przez firme BioSource (Belgia).

Podstawowa r6znicg miedzy tymi metodami badaw-
czymi jest zastosowanie odmiennych konstrukcji testow
oraz réznych przeciwcial i inaczej kalibrowanych stan-
dardéw. Uzyte w tych metodach przeciwciala mono-
klonalne lub poliklonalne sg skierowane przeciwko r6z-
nym domenom czasteczki chromograniny A lub jej frag-
mentéw. Test IRMA (CIS) zawiera 2 monoklonalne
przeciwciala skierowane do centralnej czgsteczki pep-
tydu (CgA 145-197 1 198-245), ktore wigza gtéwnie calg
nienaruszong czasteczke CgA (intact). W metodzie fir-
my ED (RIA) uzyto 1 poliklonalnego przeciwciata roz-
poznajacego sekwencje aminokwaséw w pozycji 116—
439 czasteczki CgA, ktére wigze cala czasteczke CgA
i odszczepione fragmenty. Natomiast w tescie ELISA
(DAKO) zastosowano 2 poliklonalne przeciwciala skie-
rowane do 23-kDa C-koficowego fragmentu czgsteczki
CgA, dzieki czemu istnieje tez mozliwo$¢ wigzania pew-
nej liczby fragmentéw tego bialka.

W metodach IRMA i RIA znacznikiem jest 125-], kt6-
rym wyznakowane jest jedno z przeciwcial w metodzie
IRMA i samo CgA w metodzie RIA, natomiast w tescie
ELISA jako znacznika jednego z przeciwcial uzyto en-
zymu peroksydazy. Testy IRMA oraz ELISA majg kon-
strukcje kompleksu immunologicznego typu kanapko-
wego (sandwich) z wykorzystaniem fazy stalej. Taka
konstrukcja testu stwarza mozliwo$¢ zastosowania wie-
cej niz jednego specyficznego przeciwciala, ktére moga
by¢ skierowane przeciwko réznym, odleglym prze-
strzennie epitopom czgsteczki CgA. Natomiast w tescie
firmy ED (RIA) zastosowano klasyczna, kompetycyjna
metode radioimmunologiczna.
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Tabela I. Pordwnanie trzech testow do oznaczania CgA w surowicy i/lub osoczu [21]

Table I. The comparison of three assays for measurement CgA concentration in serum and/or plasma [21]

IRMA ELISA RIA
Przeciwciata 2 monoklonalne 2 poliklonalne 1 poliklonalne
Standard rh CgA 23kD fragment Frakcja CgA oczyszczona
C-koncowy CgA z moczu pacjenta z rakowiakiem
Jednostka ng/ml j/ nmol/l

Gdrna granica normy Surowica: 98 ng/ml

Osocze (EDTA): 150 ng/ml

Surowica: 19./1 Surowica: 4 nmol/l

Specyficznoscé 93% 85% 88%
Czutos¢ 67% 85% 93%
Warto$¢ predykcyjna dodatnia 97% 91% 93%
Warto$¢ predykcyjna ujemna 63% 76% 88%

Brak miedzynarodowego standardu CgA sprawia,
ze poréwnanie otrzymywanych wynikéw z poszcze-
golnych testow jest trudne i dlatego zaleca sie, aby wy-
konywacé oznaczenia chromograniny A tym samym te-
stem w trakcie diagnostyki i na pdézniejszych etapach
procesu terapeutycznego. W wyzej wymienionych
metodach rézne byto Zrédio sposobu pozyskania stan-
dardu CgA i dlatego rézne sa tez jednostki i zakres po-
miarowy. W testach firmy CIS uzyto rekombinowanej
ludzkiej czasteczki CgA (E. coli, th-CgA) i wyniki sa
podawane w ng/ml. W metodzie ELISA firmy DAKO
uzyto jako standardu 23-kDa C-koncowego fragmentu
CgA, a wynik wyrazono w j./1. W tescie firmy ED uzyto
w tym celu oczyszczonej frakcji CgA (o sekwencji 116—
439 aminokwaséw), uzyskanej z moczu pacjenta
z rakowiakiem, a wynik wyrazono w nmol/l [21, 22].

Czulosé i specyficznoé¢ metod oznaczania chromo-
graniny A rézni sie miedzy testami. Wedlug Stridsber-
gaiwsp. metoda IRMA (CIS) ma 67-pocentowg czulo$é
i96-procentowa specyficznos¢, metoda ELISA (DAKO)
ma czulo$¢ i specyficznoé¢ wynoszaca 85%, natomiast
w tescie RIA (ED) czulo$¢ jest 93-procentowa, a specy-
ficznos¢ 88-procentowa [21].

Poréwnanie opisanych parametréw trzech dostepnych
testow do oznaczania CgA przedstawiono w tabeli L.

Materiat do badania i zakres referencyjny

Materialem do badania wedlug wiekszosci autoréw
moze by¢ osocze lub surowica. W metodach IRMA i RTA
mozna oznaczacé stezenie CgA zardwno w surowicy, jak
iw osoczu, ponadto firma ED dopuszcza uzywanie oso-
cza pobranego na EDTA albo heparyne. W tescie ELI-
SA stosuje sie osocze (EDTA lub heparyna). W niekto-
rych starszych metodach (RIA) zalecano oziebienie po-
branej prébki krwi w lodzie i szybkie jej zabezpiecze-
nie (odwirowanie i zamrozenie osocza), natomiast inni

uwazaja, ze kilkakrotne zamrazanie i rozmrazanie nie
uszkadza czasteczki CgA. Mozna wiec zastanawiac sie,
czy wobec postulowanej stabilnosci tego bialka na zmia-
ny temperatury nalezy przywigzywac wage do tego,
czy badanie CgA jest wykonywane w surowicy, czy
W 0s0czu oraz czy ma znaczenie rodzaj uzytego anty-
koagulantu. W niniejszej sprawie nie ma jednak ujed-
noliconych pogladéw. Uwage autoréw niniejszej pra-
cy zwrdcila jednak podana na stronie internetowej pro-
ducenta zestawéw CIS informacja méwiaca, ze gérna
granica zakresu referencyjnego dla CgA oznaczanego
w osoczu z EDTA jest znacznie wyzsza niz w surowicy
iwynosi az 150 ng/ml v. 98 ng/ml. Powstaje pytanie, jak
wytlumaczy¢ te duze réznice i czy dotycza one takze
innych dostepnych metod badania CgA.

Czy takim wytlumaczeniem moze by¢ to, ze CgA
jest bialkiem wigZacym jony wapnia i w obecnoéci wol-
nych kationéw jej czasteczka moze ulegac agregacji [12,
23]? Uzycie wiec jako antykoagulantu wersenianu sodu
lub potasu (EDTA), ktéry silnie wigze jony wapnia,
moze in vitro w probéwce zapobiegac takiej agregacji.
Czy w zwiazku z tym mozna uznag, ze oznaczanie CgA
w surowicy albo w osoczu z heparyna jest mniej pew-
ne i wartoéciowe niz oznaczanie w osoczu z EDTA? Na
razie trudno jest na te pytania odpowiedzie¢ z pelnym
przekonaniem. Na marginesie warto przypomnie¢, ze
prébki osocza po rozmrozeniu i zamieszaniu na mie-
szadle (vorteksie) powinny by¢ odwirowane (5-10 min/
/3500 obr./min) w celu oddzielenia strzepéw wiéknika.
Wiadomo bowiem, Ze oznaczenie wielu r6znych para-
metréw moze by¢ zafalszowane, jedli badane probki
zawieraja fibryne, sa metne, zhemolizowane lub lipe-
miczne.

We krwi oséb zdrowych znajduje sie pewna iloé¢
CgA i stezenie to nie zalezy od plci i wieku, natomiast
warto pamieta¢, ze po posilku stezenie chromograniny
A moze ulega¢ podwyzszeniu.
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Bardzo waznym kryterium w interpretacji kazdego
wyniku badania jest wlasciwie ustalony zakres refe-
rencyjny, a w przypadku CgA szczeg6lnie istotna jest
goérna warto$¢ tego zakresu okreslana jako ,granicz-
na” (cut-off). W tedcie ELISA (DAKO) zakres referen-
cyjny dla prébek osocza wynosi 2-18 j./1. W metodzie
RIA (EuroDiagnostic i BioSource) za punkt odciecia
przyjeto 4 nmol/l. W metodzie IRMA (CIS), jak juz
wspomniano, zréznicowano niedawno tak zwany gor-
ny putap na 150 ng/ml dla osocza z EDTA i 98 ng/ml
dla surowicy.

Autorzy niniejszej pracy, na podstawie wlasnych
obserwacji przeprowadzonych na kilkunastu prébkach
surowicy i osocza z EDTA pobieranych jednoczasowo
u tych samych pacjentéw, stwierdzili, Ze te r6znice faktycz-
nie siegaja okolo 40-50% przy stezeniach 40-150 ng/ml
i okolo 25-30% przy stezeniach 300—400 ng/ml.

Badanie poréwnawcze trzech wyzej wymienionych
zestaw6w, wykonane przez Stridsberga i wsp. [21] na
niezbyt duzym materiale u 77 pacjentéw (46 z guzami
GEP-NET i 31 bez tych guzéw), opieralo sie na préb-
kach osocza z heparyna i autorzy przyjeli dla zestawu
CIS gorna warto$¢ odciecia na 99 ng/ml (tj. taka jak
dla prébek surowicy), uzyskujac 67-procentowa czu-
tos¢ przy bardzo wysokiej 96-procentowej specyficz-
noéci. W tym aspekcie wazna wydaje sie publikacja
Zatelli i wsp. [24], w ktdrej, na podstawie znacznie
wiekszego materialu prébek surowic i osocza pocho-
dzacych od 202 pacjentéw z GEP-NET i 130 oséb zdro-
wych, autorzy poréwnali wyniki uzyskane w metodach
CIS i DAKO i wyznaczyli znacznie nizszy pulap gérnej
wartosci granicznej dla metody IRMA-CIS (53 ng/ml),
a tylko troche nizszy (16 j./1) dla zestawéw ELISA-
DAKO, uzyskujac ich zdaniem optymalne wskazniki
czulodci i specyficznosci dla tych testow, takie jak 78%
i71% dla metody firmy CIS oraz 84% i 85% dla meto-
dy firmy DAKO. Autorzy ci jednak nie podaja, czy
badano prébki osocza z EDTA czy z heparyna. Powsta-
je wiec wazne pytanie, ktéry punkt odciecia dla meto-
dy CIS jest prawdziwy i czy te zaskakujace duze rdz-
nice moga by¢ w czesci ttumaczone znanym juz wply-
wem na sekrecje CgA réznych czynnikéw albo towa-
rzyszacych innych zaburzen lub choréb, ktérych
producent zestawéw CIS nie uwzglednil, opracowujac
zakres referencyjny [24].

Wplyw réznych czynnikéw in vitro
i in vivo na oznaczenie CgA

We wszystkich publikacjach zwraca sie uwage na réz-
ne czynniki lub inne patologie, ktére moga mie¢ wplyw
na uzyskane wyniki CgA. Na przyklad nie wszyscy le-
karze zlecajacy badanie CgA pamietajg, ze krew powin-
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na by¢ pobrana na czczo, co najmniej 8 godzin po ostat-
nim positku.

Nalezy takze upewnic sie, ze pacjent nie stosuje le-
kéw, ktére moga istotnie wplywaé na produkcje lub
uwalnianie CgA z licznie rozsianych w przewodzie
pokarmowym komorek enterochromafinowych.

W wielu publikacjach zwraca sie uwage na fakt, ze
potencjalny silny wplyw na sekrecje CgA maja leki
z grupy inhibitoréw pompy protonowej (np. omeprazol),
po ktérych stezenie CgA moze wzrasta¢ nawet do war-
tosci obserwowanych w GEP-NET z przerzutami do
watroby. Wplyw ten zalezy jednak od czasu stosowa-
nia tych lekéw i od indywidualnej reakcji pacjenta. Dla-
tego, oile to mozliwe, zaleca sie, aby leki te odstawi¢ co
najmniej 7-14 dni przed pobraniem krwi na CgA.
Wzrost stezenia CgA wystepuje réwniez w trakcie sto-
sowania inhibitoré6w receptoréw H-2 (np. ranitydyny).
Pewien wplyw pobudzajgcy na CgA maja tez glikokor-
tykoidy. Stosowanie glikokortykosteroidéw moze po-
wodowaé nawet 2-krotny wzrost stezenia CgA, poza
tym w niektdrych czynnych guzkach kory nadnerczy
wydzielajacych w nadmiarze kortyzol stezenie CgA
moze by¢ troche podwyzszone, mimo ze w zasadzie
nie sg to guzy z grupy NET [25-27].

Wsréd réznych choréb (lub zaburzen funkgji),
w ktérych mozna obserwowaé mniej lub bardziej pod-
wyzszone stezenia CgA, najwieksza uwage przywiazuje
sie do przebiegajacego czesto skrycie zanikowego nie-
zytu blony §luzowej zotadka typu A, w ktérym, zapew-
ne na skutek braku sekrecji kwasu solnego i wzrostu
stezenia gastryny, dochodzi do pobudzenia i ewentu-
alnie przerostu komoérek enterochromafinowych [28].

Podwyzszone stezenia CgA obserwuje sie réwniez
w zaawansowanej, przewleklej niewydolnosci nerek (przy
stezeniu kreatyniny = 4 mg/dl stezenia CgA moga takze
dochodzi¢ do wartosci obserwowanych w NET), w nie-
wydolnoéci serca, w niektérych chorobach zapalnych je-
lit (np. w chorobie Crohna), w nowotworach watroby,
trzustki, okreznicy, raku sutka, nerki, prostaty, a takze
w reumatoidalnym zapaleniu stawow, przebiegajacym
z wysokim poziomem czynnika reumatoidalnego [29].

Wybrane, najwazniejsze przyczyny podwyzszenia
CgA, niezaleznego od NET, podano w tabeli I

W zwigzku z tym, zlecajac wykonanie oznaczenia
chromograniny Aiinterpretujgc wyniki, nalezy uwzgled-
ni¢ wszystkie patologie mogace powodowac zwiekszo-
ne wytwarzanie tego peptydu oraz wiasciwie umiej-
scowié oznaczenia CgA w algorytmie diagnostycznym.
Monitorowanie stezenia CgA w trakcie leczenia wyda-
je sie dobrym markerem oceny skutecznosci postepo-
wania terapeutycznego, ale nalezy uwzgledni¢ obser-
wowane samoistne wahania w stezeniach CgA, ktére
okresla sie na okoto 20% [30].
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Tabela II. Wptyw réznych czynnikow Iub chorob na wyniki
oznaczania CgA

Table II. The impact of various factors or diseases on the
results of concentration CgA

Istotny wzrost stezenia CgA obserwuije sig czesto:

— w gastritis atroficans (A)

— u o0s6b leczonych inhibitorami pompy protonowe;
— u 0s6b z uposledzeniem funkciji nerek

— w raku i przero$cie prostaty

— u 0s6b z podwyzszonym RF (IgM)

Niewielkie podwyzszenie stezenia CgA moze wystapié:

— w przypadkach upo$ledzenia funkcji watroby

— w chorobach zapalnych jelit

— w hiperkortykozolemii i stanach wzmozonego napigcia
uktadu sympatycznego

RF (reumatoid factor) — czynnik reumatoidalny

Konczac rozwazania na temat CgA, warto jeszcze
przypomnie¢ ogélna uwage, ze przy stosowaniu me-
tod immunochemicznych istnieje mozliwo$¢ otrzymy-
wania wynikéw ,falszywie dodatnich” lub ,falszywie
ujemnych”, spowodowanych wplywem in vitro rézne-
go rodzaju przeciwcial obecnych w prébkach pocho-
dzacych od pacjentéw (np. przeciwcial heterofilnych,
czynnika reumatoidalnego, przeciwciat anty-awidyna)
i ich reakcji z przeciwcialami uzytymi w tescie. Obec-
nie jednak producenci znajduja juz sposoby pozwala-
jace zapobiec tym niespecyficznym reakcjom.

Podsumowanie

O diagnostyce biochemicznej w przebiegu choréb no-
wotworowych dyskutuje sie od wielu lat. Niewatpli-
wie stanowi ona wazne zrédlo informacji o chorym.
Mozliwoé¢ oznaczania réznych markeréw nowotwo-
rowych pozwala na Sledzenie procesu chorobowego
oraz ocene jego dynamiki i skutecznoscileczenia, a tak-
ze ulatwia prognozowanie.

Chromogranina A jest waznym, niespecyficznym
markerem nowotworéw wywodzacych sie z komérek
neuroendokrynnych, ale jej pomiar nie r6znicuje w pel-
ni 0s6b zdrowych od chorych. Monitorujac efekty le-
czenia, nalezy postugiwac sie ta sama metodyka bada-
nia stezenia CgA.

Autorzy niniejszej pracy wyrazaja nadzieje, ze
przedstawienie charakterystyki dostepnych na rynku
testow do pomiaru stezenia CgA i zwrdcenie uwagi na
uwarunkowania mogace mie¢ wplyw na uzyskane
wyniki beda przydatne w praktyce klinicznej.
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