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Summary

Serum tumor markers: past, state-of-the-art, and future.
Thomas CMG and Sweep CGJ. Ned Tijdschr Klin Chem 2001;
26: 13-24.

Today, serum determinations of tumour markers are indispens-
able attributes in the diagnosis and treatment of cancer and,
therefore, have a definite place in clinical practice. After a
short historical flashback we systematically review a number
of contemporary aspects of serum tumour markers related to
various organ systems and briefly indicate possible future
developments.

Key-words: tumor markers; Dutch working group on tumor
markers

CA 15.3 en andere MUC1-testen

G.J. van KAMPL, A.A. VERSTRAETEN? en FG.M. SNIJDEWINT?

De mucine familie, die momenteel 9 leden omvat, be-
staat uit membraan-geassocieerde en gesecreteerde
mucines. MUC1-mucine wordt gedetecteerd met mo-
noclonale antilichamen, o.a. in de CA 15.3 assay. Di-
verse testen zijn verkrijgbaar die met verschillende
antilichamen het MUC1-mucine aantonen. Selectie
van geschikte monoclonalen kan o.a. geschieden met
epitoop fingerprinting. Prototype assays met verschil-
lende antilichaamcombinaties tonen aan dat verras-
sende nieuwe combinaties mogelijk zijn. MUC1-mu-
cine assays zijn niet geschikt voor screening, maar
lenen zich wel voor follow-up van patiénten met
mammacarcinoom.

Trefwoorden: MUC1, mucine, CA 15.3, tumormarker,
bor stkanker

Op het westelijk halfrond is borstkanker van alle ma-
ligne aandoeningen de belangrijkste doodsoorzaak bij
vrouwen en passeert als zodanig de hart- en vaat-
ziekten. Ongeveer 12% van de vrouwen wordt gecon-
fronteerd met borstkanker en 3,5% sterft aan deze
Ziekte. Het enorme aantal gevallen van deze malig-
niteit is waarschijnlijk de reden waarom meer geld
geinvesteerd wordt in borstkankeronderzoek dan in
onderzoek aan prostaatkanker. Het zwaartepunt van
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het onderzoek ligt bij het ontwikkelen van technieken
en markers die het mogelijk maken de aandoening in
een zodanig vroeg stadium te vinden dat een behan-
deling kan worden ingezet die zo min mogelijk bij-
werkingen heeft. Als eerste tumormarker werd CEA
(carcino-embryonic antigen) ontwikkeld voor detectie
en follow-up van darmkanker en later ook voor borst-
kanker. Voor het aantonen van borstkanker is CEA
echter te ongevoelig en te weinig specifiek. Daarom
wordt CEA nu voornamelijk gebruikt als een alge-
mene marker voor adenocarcinoma’s ter ondersteu-
ning van de diagnose en vooral bij de follow-up van
de patiént na behandeling.

De opkomst van de monoclonale antilichaam (MoAb)
techniek in de tachtiger jaren, maakte het ontwikke-
len mogelijk van tumormarkertesten met een veel
grotere specificiteit. Eén van de eerste testen die op
basis van MoAbs ontwikkeld werd was de CA 15.3
test, waarmee het borstkanker geassociéerde MUCI1-
mucine aangetoond kan worden. Deze test is nog
steeds één van de meest toegepaste tumormarker-
testen.

Mucines

Het MUC1-mucine behoort tot een steeds groter
wordende familie van mucines, genummerd van
MUCI1 tot momenteel MUC9. Mucines, de belang-
rijkste component van de mucus, zijn hoog-molecu-
laire glycoproteinen, die onderverdeeld kunnen wor-
den in membraan-geassocieerde (MUC1 en MUC4)
en gesecreteerde mucines (onder andere MUC2 en
MUCS3). Alle mucines hebben gemeenschappelijk dat
ze zijn opgebouwd uit een groot aantal zogenaamde
aminozuur “tandem repeats’, die sterk geglycosyleerd
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Figuur 1. Schematische weergave van de structuur van een
MUC1-molecuul.

zZijn en die een voor ieder mucine karakteristieke sa-
menstelling hebben. Het MUC1-gen is gelokaliseerd
op chromosoom 1g21 en bevat de code voor het
MUC1-transmembraanmucine. Het MUC1-mucine is
een glycoproteine met een gestrekte structuur en is
opgebouwd uit een variabel aantal (30-90) repeats
van 20 aminozuren (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH).
Het heeft een molecuulgewicht van 300-1000 kD,
waarvan 50% voor rekening van carbohydraten komt.
De moleculen strekken zich uit tot een lengte van
200-500 nm en zijn in de celwand verankerd via een
hydrofoob transmembraan-gedeelte en een cytoplas-
matisch gedeelte van 69 aminozuren (figuur 1). De
MUC1-mucine repeats bevatten relatief veel serine,
threonine en proline residuen en zijn in hoge mate
O-geglycosyleerd. N-glycosylering is aleen te vinden
aan het transmembraan gedeelte. Hier vindt ook pro-
teolyse van het mucinemolecuul plaats, waardoor het
mucine afgescheiden wordt in 0.a. melk en in geringe
mate ook in de circulatie komt.

Mucine komt voor op epitheelcellen in klierweefsel
van verschillende organen zoals de borst, pancreas,
endometrium, ovarium, testes en luchtwegen. Door
Zijn extreme grootte dekken de apicaal gerichte
MUCZ21-mucinemoleculen de cel effectief af. Andere
op de celwand aanwezige moleculen zoals receptoren
en adhesiemoleculen zijn daardoor moeilijk bereik-
baar. De cel wordt door MUC1-mucine beschermd
tegen proteolytische enzymen. Het mucine speelt ook
eenrol bij cel-celinteractie.

In vergelijking tot gezond borstweefsel isin maligne
borsttumoren de genexpressie verstoord, met als
resultaat een verhoogde synthese en een verminderde
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en afwijkende vorm van glycosylering. In maligne
weefsel is het MUC1-mucine niet langer apicaal
aanwezig, maar op het gehele celopperviak aan-
toonbaar. Dit proces kan leiden tot een verhoogde af-
splitsing van mucine en een toegenomen MUCI1-
mucineconcentratie in de circulatie. Ook wordt de
cel-celadhesie verstoord, resulterend in een lossere
weefsel structuur, wat kan leiden tot metastasering.

MUC1-testen

Testen voor het aantonen en kwantificeren van de se-
rum MUCI1-mucine concentratie zijn van belang ge-
bleken voor het volgen van de behandeling en verdere
follow-up van borstkanker patiénten. Door de veran-
derde glycosylering van het MUC1-mucine van
borstkankerepitheel worden immunogene gebieden
op de peptidekern van het molecuul beter toeganke-
lijk voor herkenning door MoAbs.

Er is een groot aantal MoAbs ontwikkeld, die reage-
ren met epitopen op het MUCI1-mucinemolecuul.
Enige van deze MoADbs zijn gebruikt voor het opzet-
ten van immunotesten voor het kwantificeren van
MUC1-mucine in lichaamsvloeistoffen. De oorspron-
kelijke Centocor CA 15.3 RIA-test was de eerste en
nog steeds in diverse vormen meest gebruikte
dubbelantilichaam sandwichtest met de combinatie
van de MoAbs 115D8 als “catcher” en DF3 als gela
belde “detector”. Andere MUC1-mucine bindende
MoADbs zijn gebruikt voor het ontwikkelen van een
aantal andere testen; daarvan zijn CA 27/29, CA 549,
ACSBR, CA 549 en BR-MA de meest bekende.

In gezond epitheel dekken suikerketens van het sterk
geglycosyleerde mucine, de eiwit “back-bone” vrij-
wel geheel af, zodat deze niet of nauwelijks toe-
gankelijk is voor het immuunsysteem (figuur 2). In
maligne weefsel, waar de glycosylering sterk is ver-

minderd, komt ten minste een deel van de aminozuur-

sequentie van de mucinerepeats vrij en dat geeft zo
de mogelijkheid tot binding van specifieke monoclo-

nale antilichamen gericht tegen (een deel van) het

peptide. Welk deel van het peptide door de bekende
monoclonale antilichamen herkend wordt, kan van

belang zijn voor het opzetten van MUC1-mucine-

testen. Door een geraffineerde techniek werd van een

groot aantal MoAbs een “fingerprint” gemaakt (1).

[ ] ". ] o8
o 0 "0’ cee ,‘. B
-H i: 'l' n. %-
e B GRe @
P 1Y STAPPAHGTSA STAPPARGTS
CilA D
. » »
-" .;g.il!’-q.u e ..- .{Cﬁ RPA,EI L
i l'm CETAPPANGTSA STAPPARGTS
SAA LHGERE

Figuur 2. Verschil in glycosylering van aminozuurrepeats in
gezond en maligne weefsel.
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Figuur 3. Bindingsspecificiteit van diverse MoADbs in epitoop
fingerprintexperiment.

MoAbs werden getest op hun reactiviteit met synthe-
tische 20-mer peptiden, elk beginnend met een ander
aminozuur uit het MUCI1-mucinerepeat. Hiervoor
werden de afzonderlijke peptiden gecoat op opeen-
volgende putjes van een microtiterplaat. De binding
van de MoAbs met deze peptiden werd bepaald. De
putjes, waar een peptide als coating was gebruikt dat
niet de epitoopstructuur bevat die herkend wordt door
het antilichaam, werden niet aangekleurd; zie als
voorbeeld figuur 3. De “dip” treedt op waar het
MoAb geincubeerd is in putjes met een peptide
waarin de specifieke epitoopstructuur niet aanwezig
is. Voor de MUC1-MoAbs DF3 en B27.29 bestaat de
noodzakelijke aminozuursequentie uit APDTRPAP,
terwijl het epitoop herkend door B-12 en Mab22 ge-
lokaliseerd zijn in hetzelfde gebied, maar wat korter,
respectievelijk wat langer zijn. De essentiéle amino-
zuurvolgorde in het epitoop voor een aantal MoAbsis
weergegeven in tabel 1. Het arg-residu, geflankeerd
door PDT- en PAP-sequenties, blijkt essentieel te zijn
voor het mucine-epitoop dat door de meeste anti-
MUC1-mucine MoAbs herkend wordt. Er wordt dan
ook gepostuleerd dat dit immunodominante gedeelte
een “knop” vormt op het eiwitmolecuul, hoewel re-
cente kristallografische studies van een anti-MUC1-
MoAb met het bijbehorende epitoop dit niet bevesti-
gen. De specificiteit van anti-MUC1-MoAbs kan
afhankelijk zijn van de mate waarin het MUC1-mole-
cuul is geglycosyleerd. Zo herkent een aantal MoAbs
alleen hypogeglycosyleerd mucine, terwijl andere
MoADbs, zoals die gebruikt worden in veel com-
merciéle testen, zowel normaal geglycosyleerd als
hypogeglycosyleerd, tumorgeassocieerd MUCL her-
kennen. Tot deze laatste groep behoren de in com-
merciéle testen gebruikte MoAbs 115D8 en Ma695,
die specifiek zijn voor een glycosylering afhankelijk
epitoop.

Het testen van " antibodies’

De “carcinomaspecificiteit” van verschillende combi-
naties van MoAbs kan bepaald worden door het éne
MoADb als “catcher” te coaten aan de vaste fase en het
tweede a's gelabeld detectorantilichaam te gebruiken.
Gepoolde sera van patiénten met borstkanker en een
hoge serum CA 15.3-concentratie werden in een
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Tabel 1. Identificatie van een epitoop door fingerprinting.
Door overlappende 20-meren op binding van diverse monoclo-
nalen te testen wordt bepaald welke aminozuren deel uitmaken
van het door het betreffende antilichaam herkende deel van het

epitoop.

Monoclonaal  (sub)klasse GVTSA PDTTQegAegGST APPAH
B12 1gG1 PDTRPAP
B27.29 1gG1 saPDTRpaP
DF3 1gG1 tsAPDTRPAP
BC4wW154 IgM DTRpAP
MF30 lgG1 PgSTAPPAH
Mab52 1gG1 GVTSAPDTRPAP
BC4E549 1gG1 TSAPDTRPAP

groot aantal MoAb-combinaties getest en de uitkomst
werd vergeleken met de resultaten van een serumpool
van gezonde controles. Een combinatie werd (arbi-
trair) specifiek genoemd als voor de serumpool van
de kankerpatiénten een 10x hoger signaal werd ver-
kregen dan voor het controleserum werd gevonden:
de test met de hoogste ratio maligne/normaal mucine
vormt volgens deze criteria de meest specifieke test-
combinatie. Een homologe test met Ma695 en een he-
terologe combinatie Mab52/B27.29 zouden de meest
specifieke testen opleveren, direct gevolgd door de
combinatie BC4W154/B27.29 (2). Het MoAb dat as
“catcher” het best scoorde in combinatie met andere
MoAbs als detector, is Ma695, een MoAb gericht te-
gen een carbohydraatgerelateerd epitoop. De meeste
andere MoAbs die goed scoorden a's vaste fase anti-
lichaam, zijn gericht tegen peptide-epitopen. Bij het
kiezen van een combinatie van MoAbs bij het ont-
wikkelen van een test, speelt niet aleen de specifici-
teit, maar ook de affiniteit van het antilichaam voor
het antigeen een cruciae rol. Daarom kan de reéle
waarde van een combinatie, in termen van specifici-
teit en effectiviteit, pas echt bepaald worden door een
groot aantal sera van kankerpatiénten én van gezonde
personen te testen.

De resultaten voor enige van de tientallen MoAb-
combinaties is weergegeven in tabel 2, waarbij met
name de combinaties zijn opgenomen zoals deze ge-
bruikt worden in commercieel verkrijgbare testen
(tabel 3). In deze testen worden vaak MoAbs gecom-
bineerd, waarvan én MoAb een geglycosyleerd
epitoop herkent en het tweede specifiek is voor een
peptide epitoop, zoas bijv. in de CA 15.3 en BR-MA
testen, resulterend in een goede ratio voor binding
aan en detectie van carcinoomgerelateerd MUCL en
“gezond” MUCL.

Verschillende MoAbs zouden, ook vanwege de hoge
affiniteit voor het antigeen, as combinatie zeer
interessante testen kunnen opleveren: bijvoorbeeld
MoAbs 115D8 met B12 of Ma 552 met DF3. Door de
overname van Boehringer Mannheim door Roche zou
de combinatie 115D8 met B12, respectievelijk uit
testen van beide firma's, een goede test kunnen op-
leveren.
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Tabel 2. Efficiéntie van diverse combinaties van antilichamen. Weergegeven is de ratio van de waargenomen binding aan serum van

borstkankerpatiénten en gezonde controles.

Detector-antilichaam

Vaste fase DF3 Ma695 BC4W154 B12 M38 B27.29
115D8 14,5 47 10,5 21,0 8,5 32,2
Mab52 24,0 20,1 26,3 13,0 131 40,2
Ma695 133 289 21 14,9 18,8 58
B27.29 135 8,9 28 72 9,6 9,8
BC4W154 29,0 8,9 55 9,6 14,0 355
Tabel 3. MUC1-mucine monoclonal e antilichaamcombinaties en labels in commerciéle testen.
MoAb label type test
catcher detector
Centocor CA 15-3 115D8* DF3 125) heterologe RIA
Roche Enzymun CA 15.3 115D8" DF3 Peroxidase heterologe EIA
Roche Elecsys CA 15-3 115D8* DF3 Ru-chelate el el ectrochemol uminescentie
assay
Roche MCA™ B-12 B-12 peroxidase homologe EIA
DPC BR-MA Mab52 Ma695 alk. phosphatase two-site sequentiéle
chemoluminescentie
Biomira Truguant BR CA27.29"*" B27.29 1251 competitieve inhibitie RIA
Bayer/Chiron ACSBR CA27.29"" B27.29 acridinium ester competitieve inhibitie

chemoluminescentie

*

*: 115D8 en MaB95 hinden aan een geglycosyleerd epitoop; *
backbone gerelateerd epitope) gecoate vaste fase.

Conclusie

Met MUC1-mucine (CA 15.3) testen wordt geen
mammacarcinoom specifiek antigeen gemeten; bij di-
verse maligniteiten van andere organen, zoals ova-
rium, prostaat en pancreas, kunnen ook verhoogde
CA 15.3 waarden gevonden worden. CA 15.3 is
daarom niet geschikt voor screening en toepassing als
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Figuur 4. Verloop van de CA 15.3 spiegel bij een premenopau-
sale patiénte met borstkanker met diverse MUC1-mucinetesten.
RT: radiotherapie; CHT: chemotherapie; PD: progressieve
zZiekte klinisch aantoonbaar. Tamoxifen is een anti-oestrogeen,
blokkeert de werking van oestrogenen; Orimeten is een aroma-
taseremmer, blokkeert de synthese van oestrogenen.
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: mucin breast cancer associated antigen; ***: CA27.29 antigen (eiwit

diagnostische parameter. Wel is er een goede correla-
tie met het ziekteverloop van >70% van de patiénten,
behandeld voor mammacarcinoom, zoals in figuur 4
geillustreerd.
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Summary

CA 15.3 and other MUC1-tests. Kamp GJ van, \erstragten AA
and Shijdewint FGM. Ned Tijdschr Klin Chem 2001; 26: 24-27.

The nine membered mucin family consists of membrane asso-
ciated and secreted mucins. MUC1 mucin can be detected
with a variety of antibodies, for instance as incorporated in the
CA 15.3 assay. Various tests are available, using different anti-
bodies. The properties of such antibodies can be evaluated
with epitope fingerprinting techniques. Prototype assays with
various antibody combinations reveal that surprising new com-
binations are feasible. Although not suitable for population
screening, MUC1 mucin assays are helpful in the follow-up of
patients with breast cancer.

Key-words: MUC1 mucin; CA 15.3; tumor marker; breast
cancer
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