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Nieuwe ontwikkelingen bij bepaling van hCG, een overzicht

C.M.G. THOMAS

Zowel in het symposium over tumormarkers in de
urologische oncologie als in dit themanummer is uit-
gebreid aandacht besteed aan de klinische betekenis
die bepaling in serum van alfa-foetoproteine (AFP)
en humaan choriongonadotropine (hCG) heeft voor
de diagnostiek, therapiekeuze, begeleiding van de be-
handeling en de follow-up bij testiscarcinoom. Dit
overzicht is gebaseerd op merendeels actuele litera-
tuurgegevens en gaat in op recente ontwikkelingen in
de biochemie van hCG. Ook wordt de betekenis van
hCG in de fysiologische en pathofysiologische zwan-
gerschap besproken, evenals bij trofoblasttumoren en
andere vormen van kanker. Daarbij wordt eerst inge-
gaan op de structuur van hCG en isovormen, de syn-
these van hCG-subketens, het biologisch effect van
hCG en vervolgens worden de diverse moleculaire
vormen van hCG en synthese en metabolisme tijdens
de zwangerschap besproken. Daarna komt de meting
van hCG aan de orde en wordt ingegaan op de pre-
analytische fase met betrekking tot stabiliteit van
hCG in serum en urine. Na een overzicht van de di-
verse toegepaste antisera volgen de huidige, gangbare
soorten immuno-assays, de specificiteit van een aan-
tal moderne geautomatiseerde hCG-assays, de thans
beschikbare referentiepreparaten en een reeks van
nieuwe standaarden van de moleculaire vormen van
hCG en varianten. Tot slot volgt een overzicht van in
de literatuur gepubliceerde voorstellen tot standaard-
isatie van bepaling van hCG en de huidige opvat-
tingen op welke wijze vergaande standaardisatie zou
kunnen worden verkregen.

Structuur van hCG en isovormen

Het glycoproteinehormoon hCG behoort samen met
luteinizerend hormoon (LH), follikelstimulerend hor-
moon (FSH) en schildklierstimulerend hormoon (TSH)
tot dezelfde familie van glycoproteinen. Al deze hor-
monen zijn opgebouwd uit twee proteineketens. De
a- en de B-subketen (‘subeenheid’, ‘subunit’) worden
door ladingsverschillen (non-covalent) bijeen gehou-
den. De a-subketens, bestaande uit 92 aminozuren
(AA) met vijf disulfidebruggen, zijn vrijwel identiek
voor de vier glycoproteinen en hebben zelf geen in-
trinsieke biologische activiteit. De B-subketens heb-
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ben een grote mate van overeenkomst, waarbij de
verschillen tussen de ketens bepalend zijn voor de
biologische activiteit van het betreffende hormoon.
De homologie tussen de p-ketens van LH (121 ami-
nozuren) en hCG (145 aminozuren met zes disulfide-
bruggen) is ongeveer 80%; het verschil wordt be-
paald door het verschil in lengte. Het unieke, proline-
en serinerijke, 24 aminozuren tellende C-terminale
peptide (CTP) is bepalend voor de biologische wer-
king van het intacte hCG. De moleculaire massa
(MW) van hCG is ongeveer 37.500, 14.000 voor
hCGa en 23.500 voor hCGp. Ongeveer eenderde van
de moleculaire massa bestaat uit koolhydraten die op
acht plaatsen aan het hCG-molekuul zijn gebonden.
Twee stikstofgebonden (‘N-linked’) koolhydraatke-
tens zijn gekoppeld aan asparagine (Asn)52 en Asn78
van de hCG-a-subeenheid, twee andere zijn gebon-
den aan Asnl3 en Asn30 van de hCG-f-subketen, ter-
wijl vier zuurstofgebonden (‘O-linked’) suikerzijke-
tens gekoppeld zijn aan serine(Ser)121, Serl27,
Ser132 en Ser138 van het CTP van hCGp (1, 2).

Tijdens de normale zwangerschap en bij molazwan-
gerschap worden van de aan hCG gekoppelde stik-
stofgebonden (‘N-linked’) koolhydraatketens primair
mono- en biantennaire oligosaccharides aangetroffen,
terwijl de zuurstofgebonden (‘O-linked’) koolhydraat-
ketens van de hCG-f-subeenheid vooral uit tri- en
tetrasaccharideachtige suikerketens bestaan. Daar-
naast worden bij normale en molazwangerschappen
een klein aandeel meer complexe triantennaire stik-
stofgebonden oligosaccharides (0-30 %) en grotere
hexasaccharideachtige zuurstofgebonden koolhydra-
ten (0-20 %) aangetroffen (3). In tegenstelling daar-
mee werden vooral triantennaire stikstofgebonden
oligosaccharides (tot 100 %) en hexasaccharide-
achtige zuurstofgebonden oligosaccharides (tot 100
%) gevonden in hCG afkomstig van choriocarci-
noom. hCG met deze grotere stikstof- en zuurstof-
gebonden oligosaccharidezijketens wordt hyperge-
glycosyleerd hCG genoemd. Dit hypergeglycosyleerd
hCG komt ook in grote hoeveelheden voor in het be-
gin van de zwangerschap. Tijdens de zwangerschap
zitten aan het uiteinde van de hCG-koolhydraatketens
ongeveer 10-14 siaalzuurresiduen, terwijl in geval
van choriocarcinoom dit aantal siaalzuurresten kan
variéren tussen 0 en 19. Door deze aanzienlijke la-
dingsheterogeniteit kan hCG door iso-elektrofocus-
sering- of chromatofocusseringtechnieken in ladings-
componenten (isovormen) worden gescheiden, waarbij
hCGp iso-elektrische punten (pI) van 3 tot 5 en
hCGa pl-waarden tussen 5 en 8 laat zien (4). Boven-
dien kan de heterogeniteit van de lading de affiniteit
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van antilichamen voor hCG beinvloeden. Een tekort
aan siaalzuur kan een sterk verhoogde respons voor
hCG in competitieve immuno-assays opleveren, ter-
wijl een overmaat aan siaalzuur kan leiden tot verla-
ging van de respons (5).

Synthese van hCG-subketens

HCG-a-subketens worden gecodeerd door een enkel
gen op chromosoom 12q21.1-23, terwijl de hCG-§-
subketens, samen met LH-3-subketens worden geco-
deerd door zes, op chromosoom 19q13.3 geclusterde
nonallelische genen. Dit genencluster wordt aange-
duid met CGB1-CGp9. Twee pseudogenen, 1 en (2,
komen niet tot expressie, terwijl 4 codeert voor
LHP. Van de hCG-genen die tot expressie komen,
zijn B7 en B9 de inactieve (allele) varianten van
respectievelijk f6 en 3. Twee structureel verschil-
lende vormen van hCG worden tot expressie ge-
bracht. Dit betreft de genen P6/7, aangeduid met
type-I en coderend voor een proteine met aminozuur
alanine in positie 117, terwijl de type-II-genen [3/9,
5 en B8 coderen voor een proteine met asparagine-
zuur in positie 117. De expressie van type-I- en type-
II-genen is weefselathankelijk. Type-II-genen komen
voornamelijk tot expressie in weefsel van placenta,
maligne tumoren en testis, terwijl type-I-genen in
minieme hoeveelheden tot expressie worden gebracht
in normale, non-trofoblastaire weefsels (6).

Biologisch effect van hCG

LH en hCG hebben een gemeenschappelijke receptor
voor het mediéren van hun biologisch effect. Tijdens
de zwangerschap stimuleert hCG de productie van
steroidhormonen in de ovaria en is rond week 10 van
belang bij het overnemen van de progesteronpro-
ductie van het corpus luteum van de zwangerschap
(‘corpus luteum gravidarum’) door de trofobast. De
mogelijk belangrijkste biologische functie van hCG
is gelegen in het aanzetten van het corpus luteum tot
productie van progesteron. Reeds één week na de
midcyclische LH-piek die binnen 36 tot 48 uur wordt
gevolgd door ovulatie, kan hCG in meetbare hoeveel-
heden in bloed worden gedetecteerd, aangezien de
productie van hCG vrijwel direct na implantatie van
een bevruchte eicel op gang komt (2). De daartoe be-
nodigde hoeveelheid trofoblastweefsel voor productie
van detecteerbare hoeveelheden hCG is extreem laag.
Een hoeveelheid van tienduizend trofoblastcellen kan
al een stijging van de hCG-concentratie in het serum
veroorzaken (7). De subeenheden van hCG hebben
geen biologische activiteit, ofschoon hCG-f-subeen-
heden in staat lijken de groei van tumorcellen in vitro
te bevorderen door het verhinderen van apoptose (8).
Dit zou wellicht verklaren waarom expressie van
vrije hCG-B-subeenheden voorkomt bij agressieve
vormen van kanker.

Moleculaire vormen van hCG en concentraties
tijdens de zwangerschap

‘Nicked’ en ‘nonnicked’ hCG (hCGn en hCG)
Biologisch actief intact hCG is het zogenaamde ‘non-
nicked” hCG (‘niet gekliefd of gekerfd hCG’), dat in
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serum en urine voorkomt, samen met een scala van
gedissocieerde of gedegradeerde hCG-achtige mole-
culen die nauwelijks of geen biologische activiteit
hebben. ‘Nicked” hCG (hCGn) heeft een enkele split-
sing (een ‘nick’, klief) in de P-peptideketen tussen
aminozuur 47 en 48 en soms tussen aminozuur 43 en
44 of aminozuur 44 en 45. Zowel de ‘nonnicked’ als
de ‘nicked’ hCG-varianten verdubbelen elke 48 uur
en stijgen vanaf het begin van de zwangerschap ex-
ponentieel naar maximumconcentraties die worden
bereikt rond de tiende week na de laatste menstruatie.
De concentratie van ‘nonnicked” hCG daalt tussen
week 10 en week 16 naar ongeveer eenvijfde van de
piekwaarde en blijft op dit niveau tot het eind van de
zwangerschap. Het gemiddelde aandeel hCGn is in
de tweede maand van de zwangerschap ongeveer 9%
van het totaal aanwezige hCG en stijgt gemiddeld
door naar ongeveer 21% van het totale hCG in de
laatste maand van de normale zwangerschap. Verge-
lijkbare verhoudingen hCGn worden aangetroffen in
de urine (9). De hoeveelheid hCGn vertoont een grote
interindividuele variatie. Zo werd in serummonsters
uit het eerste trimester aan hCGn tussen 0 en 59%
van het totale hCG aangetroffen (10).

Vrije a-subunit (hCGa)

Twee vormen van vrije, niet gebonden a-subunit ko-
men voor in serum en urine. Dit betreft een reguliere
a-vorm die identiek is aan de a-subeenheid van het
intacte hCG en een grote vrije a-subketen (‘large free
a’). De grote vrije a-subketen is hypergeglycosyleerd
met grote, meer complexe stikstofgebonden oligosac-
charides die de binding van deze a-vorm met de {3-
subketen tot intact hCG verhinderen (11). Als zoda-
nig worden de grote vrije a-subketens uitsluitend
geproduceerd door trofoblastcellen als een vrije sub-
eenheid, die niet wordt geincorporeerd in hCG (11).
Uit elektroforesestudies is gebleken dat het meren-
deel van de vrije a-ketens in urine van zwangeren uit
grote vrije a-subketens bestaat (11). Beide soorten o.-
ketens kunnen met de gangbare immunochemische
bepalingen niet afzonderlijk worden gemeten, maar
worden samen bepaald. Het aandeel vrije a-ketens in
serum is ongeveer 5% van de gemiddelde hCG-con-
centratie in de tweede maand van de zwangerschap
en dit wordt op molaire basis ongeveer de helft van
de gemiddelde hCG-concentratie in maand negen van
de zwangerschap (9). In urine kan het aandeel vrije
a-ketens wat groter zijn (9). Evenals ‘nicked” hCG
kan het aandeel vrije a-ketens tussen personen aan-
zienlijk vari€ren.

‘Nicked’ en ‘nonnicked’ vrije f-subketen

(hCGPn en hCGP)

Beide vormen komen voor in serum en urine bij
zwangerschap. De vrije -concentraties vertonen een
zelfde patroon als intact hCG, met een piek rond de
tiende week van de zwangerschap, die minder dan
1% van het intacte hCG bedraagt en afneemt tot 0,5 %
van de hCG-concentratie in de negende maand van
de zwangerschap (9). In urine is de concentratie van
vrije B-ketens met 9 % tot 40 % van de hCG-concen-
tratie aanzienlijk hoger (9).



B-Core fragment (hCG Bcf)

Het terminale degradatieproduct van hCG is f-core
fragment (hCGpcf). Het is opgebouwd uit twee pepti-
deketens, de (-subketenfragmenten AA 6-40 en AA
55-92, die door vijf disulfidebruggen bijeen worden
gehouden (12). De grootte van hCGfcf (MW 9000)
is ongeveer eenvierde van de omvang van hCG (MW
37.500). Ofschoon hCGpcf het belangrijkste mole-
cuul in de urine van zwangeren is, is het (met minder
dan 0,3 % van de totale hCG-concentratie) nauwe-
lijks detecteerbaar in het serum van zwangeren (12,
13). In urine volgt het grofweg een zelfde patroon als
dat van hCG in serum, met een piek rond week 10,
waarbij de beginconcentratie van hCGfcf lager is dan
die van hCG. In week 5 van de zwangerschap stijgen
de waarden van hCGfcf sterk en worden in week 6-7
op molaire basis gelijk aan die van hCG en overtref-
fen deze in de periode daarna (9, 10). In de tweede
maand van de zwangerschap is de hCGfcf-concentra-
tie 58 % van die van de gemiddelde hCG-concentra-
tie in de urine en stijgt in de laatste maand van de
zwangerschap door naar 305 % van de gemiddelde
hCG-concentratie in urine (9, 10).

Hypergeglycosyleerd hCG

Tijdens de eerste weken van de zwangerschap en in
geval van choriocarcinoom is ‘invasive trophoblast
antigen’ (ITA), een hypergeglycosyleerde vorm van
hCG met extra lange zuurstofgebonden oligosaccha-
rideketens, de belangrijkste vorm van hCG (14). In
de zwangerschap wordt ITA reeds v6or de implanta-
tie geproduceerd door fenotypische invasieve cyto-
trofoblastcellen en bereikt een maximum rond week 5
a 6 van de zwangerschap. Naarmate de differentiatie
van cytotrofoblastcellen naar syncytiotrofoblastcellen
voortschrijdt, neemt de productie van ITA af en neemt
de door de syncytiotrofoblastcellen geproduceerde
hoeveelheid hCG toe (15). In geval van choriocarci-
noom en bij agressieve vormen van trofoblasttumo-
ren wordt voornamelijk ITA geproduceerd dat afkom-
stig is uit invasieve trofoblastcellen (3).

Synthese en metabolisme

‘Nonnicked” hCG, ‘nonnicked” vrije P-ketens en
grote vrije a-ketens worden gesecerneerd door geiso-
leerde trofoblastcellen, terwijl hCGn, vrije p-subke-
tens en hCGpcf niet door trofoblastcellen worden uit-
gescheiden. Uit immunohistochemische en in-vitro-
studies blijkt dat hCG na secretie wordt gekliefd (‘ge-
nicked’) door enzymen die worden geproduceerd
door aan trofoblastcellen gerelateerde macrofagen.
hCGn is instabiel en splitst snel in ‘ge-nicked’ vrij B
(hCGPBn) en vrij hCGa in serum. De vrijwel volle-
dige afwezigheid van hCGfcf in serum en de hoofd-
zakelijke aanwezigheid daarvan in urine is suggestief
voor de vorming van hCGfcf in de nieren. De afbraak
van hCG zou er als volgt uit kunnen zien (9): ‘non-
nicked” hCG — 'nicked’ hCG — ‘nicked’ vrij § — -
core fragment.

Veel grotere en gevarieerdere aandelen ‘nicked’” hCG,
vrij B en hCGfcf worden gezien in serum en urine
van Downsyndroomzwangerschappen, pre€clampsie
en trofoblastziekte. Serum of urine met uitsluitend
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‘nicked” hCG of vrij B en urinemonsters met enkel
hCGfcf zijn gevonden in bepaalde gevallen van
trofoblastziekte, testiscarcinoom of bij blaaskanker-
patiénten, evenals bij normale zwangeren 3-10 dagen
postpartum. Aangenomen wordt dat de enzymactivi-
teit voor ‘nicking’ en de wegen voor degradatie van
hCG actiever zijn in afwijkende zwangerschappen,
bij kanker en trofoblastziekte (16-18).

Onderlinge verhoudingen van hCG-vormen

Tijdens de normale zwangerschap, molazwangerschap,
persisterende trofoblastziekte (PTD), choriocarcinoom
en andere maligniteiten komen de diverse vormen
van hCG in wisselende hoeveelheden voor. Figuur 1
geeft een indruk van de mogelijke hCG-varianten in
serum en urine in de diverse klinische situaties en is
samengesteld uit gepubliceerde gegevens afkomstig
van Cole en Butler (19). Globaal kan daarbij een
onderscheid worden gemaakt tussen zwangerschap
(vroege zwangerschap: 3-6 weken, patroon 1; periode
daarna: 7 weken tot a terme, patroon 2), molazwan-
gerschap (voor afbreken (evacuatie) van de mola, pa-
troon 2; mola na evacuatie met uitgangswaarden van
hCG >100 IU/1, patroon 2, of <100 IU/1, patroon 3),
persisterende trofoblastziekte met stijgende serum-
hCG-concentraties, patroon 4, choriocarcinoom véor
behandeling, patroon 5, en overige maligniteiten met
aantoonbaar hCG in het serum of uitscheiding van f3-
corefragment in de urine, patroon 6. Bij de vroege
zwangerschap (3-6 weken, patroon 1) zijn de belang-
rijkste serumcomponenten hypergeglycosyeerd hCG
(ITA) en hCG met daarnaast nog een zeer minieme
hoeveelheid vrije B-subunit. Na deze periode van de
normale zwangerschap en in geval van molazwanger-
schap vO6r evacuatie, alsmede na afbreken (eva-
cuatie) van de molazwangerschap bij uitgangs-
concentraties van hCG >100 IU/1, is intact hCG de
belangrijkste component in serum, met daarbij mi-
nieme hoeveelheden ITA, hCGn, hCGf en hCGpn
(patroon 2). Na mola-evacuatie met hCG-uitgangs-
concentraties <100 U/l (patroon 3), zijn de belang-
rijkste vormen in serum het hCGn, hCGp en hCGfn,
terwijl ITA en hCG veel lagere concentraties laten
zien. In geval van PTD (patroon 4) en bij choriocarci-
noom voor behandeling (patroon 5) komen de patro-
nen overeen met patroon 2, echter met ITA in plaats
van hCG als de belangrijkste variant. Bij alle voor-
komende vormen van molazwangerschap (patronen 2
en 3) en in geval van PTD (patroon 4) is hCG-CTP
meestal afwezig, maar kan in sommige gevallen toch
sterk variabel en dominant aanwezig zijn. Choriocar-
cinoom vO6r behandeling vertoont maximale ITA-
concentraties en minimale hoeveelheden hCG, hCGn,
hCGp, hCGpn (patroon 5) en lijkt daarmee sterk op
patroon 4 van PTD. Soms is echter intact hCG bij
choriocarcinoom v66r behandeling (patroon 5) de be-
langrijkste bron van hCG-reactiviteit. In geval van
andere (nontrofoblastaire) maligniteiten (bijvoorbeeld
van voortplantingsorganen, ovariéle kiemceltumoren,
gastro-intestinale tumoren, urineblaas, long (patroon
6)) is hCGpn de belangrijkste variant, terwijl dit in de
urine geldt voor hCGpcf.
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Bepaling van hCG

Als leidraad voor de bespreking van de navolgende
aspecten over bepaling van hCG heeft een overzicht
van Cole uit 1997 gediend (1).

Pre-analytische fase: stabiliteit in serum en urine

‘Nonnicked” hCG is zeer stabiel in bloed en serum. In
onderzoek wordt voor ‘nonnicked’ hCG in bloed en
serum voor de dissociatie in vrije subunits een half-
waardetijd genoemd van 700 uur bij 37 °C (20).
Onderzoek van recentere datum geeft hiervoor 1300
uur bij 37 °C aan (21). Bij deze temperatuur was de
dissociatiegraad 14 % =+ 1,4 % per week voor serum,
maar voor urine was deze aanzienlijk hoger (34 % +
5,6 % per week). Bij 21 °C en 4 °C werd in serum
een lage dissociatie voor hCG gevonden die in beide
gevallen resulteerde in nauwelijks lagere hCG-con-
centraties (94 % = 3,1 % tot 3,8 %) na 4 weken (17).
Als oorzaak wordt degradatie door ‘nicking’, gevolgd
door een snellere dissociatie van hCGn genoemd (17).
In het eerste trimester van de zwangerschap kunnen
de concentraties van vrij hCGf in serum- of urine-
monsters na 1 week opslag of verzending bij kamer-

Patroon 1: zwangerschap, 3-6 weken

hCGR

Patroon 3: mola na evacuatie & hCG < 100 IU/L*
ITA

hCGRn E hCG

h(;(;n-g : hCGR

Patroon 5: choriocarcinoom voor behandeling

hCGn

hCGE hCGRn
hCG
(sterk
variabel)
ITA

temperatuur wel met een factor 20 tot 30 toenemen.
HCG§cf is veel stabieler en levert geen problemen op
voor eerste trimesterurine na opslag van een week bij
37 °C mits daaraan antibiotica zijn toegevoegd (21).

Toegepaste antisera

De traditionele hCG+p-RIA, meestal ten onrechte
aangeduid met ‘BhCG-RIA’, maakt gebruik van een
polyklonaal antiserum dat in konijn is opgewekt te-
gen vrije hCG-B-subunit, waaraan deze bepaling zijn
naam ontleent. De naamgeving is misleidend omdat
daar de suggestie van uit gaat dat hCG} wordt geme-
ten, terwijl heel algemeen gesproken alle verschil-
lende vormen van de B-subunit van hCG in vrije
vorm (‘nicked’ en ‘nonnicked’ vrije hCG-f-subunit)
of in de vorm van intact hCG (‘nicked’ en ‘nonnic-
ked” hCG) in onderling wisselende mate worden
meebepaald vanwege verschillen in affiniteit van de
antilichamen voor de diverse moleculaire vormen van
hCG of de subunits.

Meervoudige antilichaam-bindingsplaatsen zijn aan-
wezig op het hCG-molecuul en de daarvan afgeleide
varianten. Tabel 1 geeft een overzicht van de huidige

Patroon 2: zwangerschap, 7-40 weken; mola voor
evacuatie*; mola na evacuatie & hCG >100 IU/L*

hCGn hCGRn

hCGR~ i il

ITA
hCG

Patroon 4: PTD met stijgend hCG*

hCGnh~ hCGRn
hCGR

hCG

ITA

Patroon 6: andere maligniteiten

L

hCGRn

Figuur 1. Voorkomende profielen van moleculaire vormen van hCG en subunits in serum tijdens de zwangerschap, bij trofoblast-

ziekten en in geval van kanker (data ontleend aan Cole en Butler (19)).

* hCG minus CTP soms sterk variabel en dominant aanwezig.
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Tabel 1. Soort antisera en bijbehorende epitopen voor hCG, vrije subunits en degradatieproducten (data ontleend aan Cole (1))

Antilichaam-  Epitoop Locatie Geschikt voor
nummer meten van*
1 Anti-hCG-dimeer op overgang o:f} ‘nonnicked’ hCG a
2 Anti-algemeen-f31 gemeenschappelijk op hCG, vrij 3, B-core a-f
3 Anti-algemeen-32 verschillend gemeenschappelijk op hCG, vrij B (B-core?) a-e, £ (?)
4 Anti-f, C-terminaal gemeenschappelijk op hCG en vrij B a-b, d-e
4a Anti-f, C-terminaal gemeenschappelijk op ITA en vrij B-ITA h
5 Anti-algemeen-o gemeenschappelijk op hCG en vrij o a-c
6 Anti-vrij-f vrije-subunit-specifiek, verborgen op hCG d-e
7 Anti-’nonnicked’-vrij-f§ vrije-subunit-specifiek, dicht bij nickingsplaats d
8 Anti-vrij-f} + p-core gemeenschappelijk op vrij f en 3-core fragment d-f
9 Anti-B-corefragment anti-B-core fragment-specifiek, verborgen voor vrij 3 f
10 Anti-vrij-a vrije-subunit-specifiek, verborgen op hCG g

* a = ‘non-nicked’ hCG (hCG); b = ‘nicked’ hCG (hCGn); ¢ = hCG-CTP (hCG-CTP); d = ‘non-nicked’ vrij f (hCGp); e = ‘nicked’
vrij B (hCGPn); f = B-core fragment (hCGpct); g = vrij a of ‘large’ vrij o (hCGar); h = ITA, vrij B-ITA (ITA)

typen antisera en bijbehorende epitopen voor hCG,
vrije subunits en degradatieproducten. Van deze zo-
genaamde epitopen zijn verschillende discrete typen
aangetoond. ‘Nonnicked” hCG heeft 5 verschillende
epitopen en ‘nicked’ hCG 4, terwijl ‘nonnicked’ vrije
hCG-fB-subunit 6 en ‘nicked’ vrije B-subunit 5 ver-
schillende epitopen heeft. Het -corefragment heeft
er zelfs 4, terwijl vrije hCG-a-subunit 2 verschillende
epitopen heeft. De veelal commercieel beschikbare
antilichamen, gericht tegen deze epitopen, leveren
een grote verscheidenheid aan specificiteit op (tabel 1).
Slechts één antiserum (Ab-nr 1) is gericht tegen de
epitoop die zich bevindt op de overgang van de twee
subunits op het ‘nonnicked’ hCG, resulterend in een
antiserum gericht tegen ‘nonnicked” hCG. Overeen-
komstig zijn er in totaal 2 soorten antisera gericht te-
gen een epitoop, gelegen op de hCGa-subunit en niet
minder dan 8§ typen antisera zijn gericht tegen epito-
pen op de B-subunit van hCG. Daaronder bevindt
zich één antilichaam (B152, in tabel 1 aangeduid met
nummer 4a) dat specifiek gericht is tegen het CTP-
deel van de B-subunit van hypergeglycosyleerd hCG
en bindend aan zowel het intacte ITA als aan de vrije
[-subunit van ITA (22, 23).

Soorten immunoassays

Cole (1) inventariseerde in 1997 de destijds commer-
cieel verkrijgbare kwantitatieve bepalingen voor me-
ting van hCG, vrije subunits en degradatieproducten
van hCG. Tabel 2 geeft een samenvatting van de
soorten immuno-assays en rubriceert de bepalingen na
indeling op specificiteit, aantal bepalings(kit)metho-
den, aantal verschillende fabrikanten en toegepaste
typen antilichaam (voor antiserumcode zie tabel 1).
Voor hCG+f-assays kunnen ongeveer 5 a 7 typen kits
worden onderscheiden, terwijl voor bepaling van de
vrije subunits en fragmenten vier soorten bepalingen
beschikbaar waren.

Specificiteit van een aantal moderne geautomati-
seerde hCG-assays

In een overzicht uit 2001 werd door Cole en mede-
werkers (24) de geschiktheid van een aantal commer-
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cieel verkrijgbare hCG-immuno-assays nagegaan
voor de diagnostiek en begeleiding van de behande-
ling van trofoblastziekten. Zoals reeds gesteld hebben
patiénten met trofoblastziekten, naast het normale
intacte hCG, een aantal irregulaire vormen, onder
andere hCGn, hCG-CTP, ITA en vrije hCG [-subunit,
in het bloed. Het wordt als essentieel beschouwd om
alle vormen, zo mogelijk in gelijke mate (‘equimo-
lair’), mee te bepalen. Standaardmateriaal voor 5 van
deze irregulaire vormen van hCG (vrije B-subunit,
hypergeglycosyleerd hCG (ITA), hCGn, asialo-hCG,
hCG-CTP) werden door commerciéle laboratoria ge-
test (met opgave van de range van de ‘recovery’ voor
de vijf standaarden waarvan een molair equivalent
van elk 200 IU/l werd getest) in geautomatiseerde
immunometrische bepalingen voor hCG of hCGf
(Beckman Access hCGp (range 88-178%), Abbott
AxSYM hCGp (range 90-122%), Chiron ACS:180
hCGp (range 70-117%), Baxter Stratus hCG (85-95
%), DPC Immulite hCG (range 103-143%), Serono
MAIAclone hCGf (range 3,8-93%) en een hCG+{-
RIA (range 85-124%). Alleen de RIA en de DPC
Immulite detecteerden alle 5 irregulaire hCG-stan-
daarden met recoverypercentages van minstens 75%,
terwijl de 5 andere assays één tot vier van de vijf ge-
teste standaarden zeer onvoldoende bleken te meten.
Daarnaast leverden alleen de assays van Beckman,
DPC en Abbott resultaten op, die minder dan 25% af-
weken van de resultaten verkregen met de RIA voor
een panel van 59 patiénten met manifest aanwezige
trofoblastziekten. Uit deze data werd geconcludeerd
dat alleen de DPC Immulite de vijf irregulaire vor-
men van hCG detecteerde, daarbij resultaten ople-
verde die het best overeenkomen met die van de RIA,
en dat deze beide bepalingen het meest optimaal in
staat zijn fout-negatieve testresultaten in monsters
van trofoblasttumoren te voorkomen.

Als vervolg op voorgaande studie werd in een recent
overzicht (25) voor 9 verschillende commercieel ver-
krijgbare geautomatiseerde hCG-bepalingen nage-
gaan wat de meest waarschijnlijke oorzaak is voor
het optreden van tussenmethodenvariatie. Volgens de
fabrikant is één van de vergeleken assays specifiek
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voor hCG-meting (Dade Dimension RXL), maar vol-
gens de auteurs (25) vertoonde deze bepaling toch
kruisreactie met toegevoegd hCGf. Volgens opgave
van de fabrikant zijn 7 assays specifiek voor hCG
plus hCGp. Dit betreft Abbott AxXSYM, Bayer ACS-
180, Bayer ADVIA Centaur, Dade Stratus CS, Ortho
Vitros Eci, Roche Elecsys en Tosoh AIA600. Slechts
één bepaling meet volgens opgave alle belangrijke
varianten (DPC Immulite). Voor elk van de 9 assays
varieerde de verhouding tussen de laagste en de
hoogste meetwaarde voor elk individueel gemeten
serum en voor enkele pure hCG-kalibratoren (hyper-
geglycosyleerd hCG, vrij hCGf, hCGn en hCGfcf)
tussen 1,5 tot 3,3 en was de rangorde van de immuno-
chemische respons van de verschillende preparaten
voor alle geteste assays overeenkomend. Dit laatste
bleek eveneens uit de resultaten, verkregen uit bepa-
ling van vier verschillende hCG-isovormen met pl-
waarden van respectievelijk 3-4, 4-5, 5-6, en 6-7, die
waren verkregen na iso-elektrische focussering van
een gezuiverd intact hCG-preparaat. Cole en mede-
werkers concluderen dat de belangrijkste bron voor
tussenassayvariatie moet worden toegeschreven aan
de verschillen in specificiteit van de geteste assays en
aan de samenstelling van de kalibratoren (25).

Beschikbare referentiepreparaten en standaarden voor
de moleculaire vormen van hCG en varianten

De standaardisatie van hCG-bepalingen kent een lange
traditie. De meest bekende referentiestandaarden voor
intact hCG en de a- en -subunits zijn reeds in 1972
bereid en door de WHO uitgegeven. Dit betreft de
internationale referentiepreparaten (IRP) voor im-
muno-assay met de codes WHO 1st IRP 75/537 voor
intact hCG (identiek aan de latere Derde Internatio-
nale Standaard, 3rd IS), 1st IRP 75/569 voor de hCG-
a-subunit en Ist IRP 75/551 voor de hCG-f3-subunit.
De recent benoemde 4th IS voor intact hCG (75/589)

werd uit dezelfde batch bereid als de 3rd IS en is
daaraan identiek, met als enig verschil het tijdstip en
procedure van ampulleren. Vanwege de aanzienlijke
hoeveelheden contaminerende varianten van hCG en
andere onzuiverheden werd in 1992 besloten tot in-
stelling van een werkgroep voor standaardisatie van
immunoassays voor hCG (26). Belangrijk doel was
het ontwikkelen van nieuwe referentiepreparaten.
Daarnaast ondernam de werkgroep stappen voor het
ontwikkelen van drie nieuwe standaarden voor urine-
metabolieten van hCG. Dit betrof de ‘nicked’ vormen
van hCG (hCGn) en hCGp (hCGfn) en van het (-
corefragment van hCGf (hCGpcf). Behalve dat deze
potentieel klinisch belangrijke metabolieten vooral
voorkomen in urine, worden ze ook in serum aan-
getroffen. Het is dus van belang dat assays voor be-
paling van hCG en zijn varianten in urine deze meta-
bolieten kunnen meten. Ook werden substanti€le
hoeveelheden van deze metabolieten, naast sporen
van proteaseactiviteit, aangetoond in de gangbare
IRP’s, waaraan deels de variabiliteit van de 3rd en
4th IS in diverse commerciéle bepalingen voor hCG
kan worden toegeschreven. Contaminatie met hCGn
is ook een groot probleem omdat sommige assays
wel, en andere geen hCGn herkennen, waardoor kali-
breerfouten kunnen ontstaan. In een recent artikel
wordt de bereiding en karakterisering van de zoge-
noemde nieuwe WHO ‘Reference Reagents’ (RR) voor
immuno-assaystandaardisatie van hCG en hCG-gere-
lateerde varianten gerapporteerd (4). Uitgaande van
een ruw urinair hCG-preparaat van farmaceutische
zuiverheid (Diosynth, Akzo/Nobel) werd hCGfcf
door gelfiltratie op basis van molecuulgrootte geiso-
leerd en met behulp van Blue Sepharose en ‘reversed-
phase’ (RP) HPLC verder opgezuiverd. Uit de reste-
rende hCG-pool werd door anionwisseling, gebaseerd
op moderne chromatografiereagentia en -methoden
en na hydrofobe interactiechromatografie zuiver hCG

Tabel 2. Commercieel verkrijgbare kwantitatieve immuno-assaykits voor bepaling van hCG, vrije subunits en degradatieproducten

(data ontleend aan Cole (1))

Gebruik Aantal kits (fabrikanten) Toegepaste antilichamen*
capture Ab / labeled Ab
1. hCG+f- assays
hypergeglycosyleerd hCG (+vrij B-ITA?) 1 kit (1 fabrikant) 4a / 8
‘nonnicked’ hCG 9 kits (9 fabrikanten) 1/ 2 (in 8 kits)
1/ 5(n 1kit)
‘nicked’ + ‘nonnicked’ hCG 10 kits (9 fabrikanten) 5 /2 (in 8 kits)
5 /4 (in1kit)
‘nonnicked’ hCG + vrij 4 kits (4 fabrikanten) 146/ 2
‘nicked’ + ‘nonnicked’ hCG+ vrij 7 kits (5 fabrikanten) 4/ 2 (in 3 kits)

idem, +f-core?
idem, +f-core

2. Vrije-subunit- en fragmentassays

vrije o-subunit

‘nicked” + ‘nonnicked’ vrij §
[-corefragment
[B-corefragment + vrij 3 (gelijk)

7 kits (7 fabrikanten)
5 kits (5 fabrikanten)

2 kits (2 fabrikanten)
5 kits (5 fabrikanten)
4 kits (4 fabrikanten)
1 kit (1 fabrikant)

5+6 / 2 (in 3 Kkits)
3/ 2(in 1 kit)
3 /2

2 (competitief)

—_
0O ANO
~~ -~
NN W

* antilichaamnummer: zie tabel 1
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verkregen. Na herhaalde hydrofobe scheiding werd
bovendien eveneens hCGn verkregen. Daarnaast res-
teerde een uitgangspool van hCGP-vormen die na
RP-HPLC konden worden gescheiden in vrije CTP’s
en hCGp-vormen. Ter verkrijging van de hCG-sub-
units, hCGa, hCGf3 en hCGPn werd uitgegaan van
een hCG-preparaat van een min of meer gedefinieerde
zuiverheid (Canfield-Ross (CR)-kwaliteit) dat door
middel van ureum en anionwisseling hCGa en hCGp
van CR-kwaliteit opleverde, waaruit na diverse, op
RP-HPLC gebaseerde, zuiveringsstappen uiteindelijk
hCGa-, hCGfB- en hCGPn-preparaten werden geiso-
leerd. De zuiverheid van elk preparaat werd gecon-
troleerd door middel van SDS-PAGE, immunoblots,
IFMA’s en door N-terminale sequentieanalyse, terwijl
het eiwitgehalte van elk preparaat werd gekwantifi-
ceerd door middel van aminozuuranalyse.

Standaardisatie

Uit de bovengenoemde studie van Birken en mede-
werkers is duidelijk gebleken dat het nieuwe 1st RR
voor hCG veel minder hCGn, hCGp, hCGa en
hCGpcf bevat dan de 3rd/4th IS voor hCG (tabel 3)
(4). De beschikbaarheid van de nieuwe RR’s vormt
een solide basis voor het verbeteren van de standaar-
disering van bepalingen van hCG-gerelateerde mole-
culen. De 3rd IS voor hCG (75/537) werd in bio-
assays in IU’s tegen de 2nd IS gekalibreerd. Aan de
subunits die geen biologische activiteit bezitten, wer-
den arbitraire eenheden, ook IU’s, toegekend welke
waren gebaseerd op massa (1ug = 1 IU). Het gebruik
van dezelfde eenheden, IU, suggereert ten onrechte
dat er sprake is van een gemeenschappelijke basis
voor de ‘standaardisatie’ van hCG en zijn subunits.
Historisch gezien is dit een kunstfout die nog steeds
veel verwarring veroorzaakt. In hun commentaar be-
nadrukken Birken en medewerkers (4) dat waardetoe-
kenning op basis van biologische activiteit geschikt is
voor hCG-standaarden wanneer deze therapeutisch
worden toegepast, maar dat ijking van immuno-assays
veel informatiever wordt wanneer waardetoekenning
is gebaseerd op substantieconcentraties van de hCG-
standaarden welke zijn afgeleid van aminozuurana-
lyse, zoals is uitgevoerd en gerapporteerd voor de

RR’s. Als een eerste belangrijke stap in het verbete-
ren van de vergelijkbaarheid van hCG-immuno-assays
beschouwen deze auteurs dan ook het uittesten en be-
rekenen van de kruisreactiviteit van deze 6 hCG-
gerelateerde moleculen in commercieel verkrijgbare
assaysystemen. Het opgeven van deze data in de pro-
ductinformatie biedt de gebruiker inzicht in de rela-
tieve herkenning van deze moleculen in de aange-
boden bepalingen. Dit zou volgens Birken en
medewerkers voor de huidige beschikbare assays
haalbaar zou moeten zijn, terwijl zij ook aangeven
dat de primaire ijking van de volgende generatie
immuno-assays zal dienen te zijn gebaseerd op de
nieuwe (RR-)standaarden (4). Daarbij zal wel de
nodige zorg moeten worden besteed aan de wijze
waarop de primaire standaarden die geen ‘nicked’-
vormen bevatten, kunnen worden ‘vertaald’ in de se-
cundaire werkstandaard van de kit, die waarschijnlijk
wel ‘nicked” hCG-vormen zal bevatten. Naast de
implementatie zal de belangrijkste uitdaging voor de
laboratoriumgemeenschap echter liggen in het over-
tuigen van de klinisch werkzame collegae van de
voordelen, die het uitdrukken van molaire eenheden
voor hCG op termijn zal blijken te hebben. Zo zal het
gebruik van molaire eenheden bijzonder nuttig zijn
voor het vergelijken van de ratio’s van diverse vor-
men van hCG, zoals het geval is bij de diagnose van
Down-syndroom of bij trofoblasttumoren.

Een ander aspect is het gegeven dat de koolhydraat-
residuen van glycoproteinen de immunochemische
reactiviteit zelden beinvloeden, maar daarentegen
dikwijls een sterk effect hebben op de biologische
activiteit, bijvoorbeeld door het moduleren van de
verdwijnsnelheid (‘half life’) van circulerende glyco-
proteinen, of beinvloeden van receptorbinding en -ac-
tivering. Omdat de meeste antilichamen gericht zijn
tegen peptidenstructuren, zal de molaire hoeveelheid
proteine een betere maat zijn voor wat wordt gemeten
in een immuno-assay dan dat de uitslag wordt uitge-
drukt in termen van bioactiveiteenheden. Uitzonde-
ring op deze regel vormt de potenti€le toepassing van
hypergeglycosyleerd hCG in de vroege zwangerschap
en bij trofoblasttumoren (14, 23). Gebaseerd op het
hoge koolhydraatgehalte wordt dit hypergeglycosy-

Tabel 3. Verontreiniging van huidige WHO-referentiepreparaten en ‘Reference Reagent” voor hCG en metabolieten (data ontleend

aan Birken e.a. (4))

Referentiepreparaat Molecuul- Siaalzuur- Koolhydraat t.o.v. Assay voor (% mol/mol)
(WHO code) massa gehalte eiwitmassa (%)

(mol/mol) hCG* hCGB** hCGPet  hCGa
hCGY 3rd IS 75/537 37.500 n.b.? n.b. 100 39 0,8 1,4
hCG Ist RR 99/688 37.500 9.8 (12-16) 29 100 1,1 0,2 1,0
hCGn 1st RR 99/642 8,5 (12-16) 35 100 1.3 0,5 1,3
hCGp 1st RR 99/650 23.500 13,3 (8-12) 439 0,3 100 0,2 0,02
hCGfn 1st RR 99/692 8,8 (8-12) 83 0,017 100 1,0 0,3
hCGfcf  1st RR 99/708 14 0,004 n.v.t. 100 <0,001
hCGa 1st RR 99/720 14.000 2,0 (2-4) 29 0,031 0,015 0,04 100

*geldt ook voor hCGn, hCG-CTP; ** geldt ook voor hCGBn, hCGB-CTP, hCGpn-CTP, hCGfcf

D3rd IS identiek aan 4th IS; ? volledige koolhydraatanalyse niet uitgevoerd; siaalzuurgehalte (10,6 %, w/w) echter vrijwel identiek aan
dat van hCG 1st RR 99/688 (11,1 %, w/w); ¥ hoger dan verwachte siaalzuurgehalte van hCGf mogelijk een experimenteel artefact; 4
reden voor hoog suikergehalte van hCGfn onbekend; mogelijk niet-eiwitgebonden suikercontaminatie als gevolg van zuiveringsprocedure

14 Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2005, vol. 30, no. 1



leerd hCG herkend door een antilichaam (B152), dat

is gericht tegen het koolhydraatgedeelte en de pepti-

denstructuur in het CTP-gebied van hCGf (27).

Daarbij worden echter niet alle vormen van hyper-

geglycosyleerd hCG herkend (bijvoorbeeld de vor-

men die alleen zijn gemodificeerd in het ‘N-linked’
koolhydraatketengebied). Helaas is door Birken en
medewerkers (4) geen RR voor hypergeglycosyleerd
hCG ontwikkeld, omdat dit buiten het bestek van de
projectvraagstelling lag. Zij voegen verder aan de
discussie toe dat het onwaarschijnlijk is dat de aan-
wezigheid van diverse hypergeglycosyleerde hCG-
vormen in serum of urine tot fouten zal leiden in de
huidige commercieel verkrijgbare hCG-assays. Met
diverse technieken is aangetoond dat alle geteste mAbs
het hele spectrum van glycosyleringsvarianten, inclu-
sief gedeglycosyleerd hCG, asialo-hCG, varianten
van meer neutrale pl en sterk zure (hypergeglycosy-
leerde) varianten van hCG, afkomstig van zwanger-

schap of van tumoren, herkennen (28).

In een recente ‘editorial’ in Clinical Chemistry over

de te volgen weg voor het bereiken van verdere ver-

beteringen met betrekking tot standaardisering komt

Stenman (29) tot de volgende aanbevelingen:

- Gebruik de Ist RR’s voor hCG en hCGf om be-
staande assays voor hCG en hCGP opnieuw te ka-
libreren.

- Stel conversiefactoren vast voor vertaling van 1U/I
(E/1) naar mol/l voor bestaande assays.

- Rapporteer resultaten voor hCG zowel in IU/] als
in mol/l gedurende een overgangsperiode.

- Druk resultaten van subunits uit in mol/l.

- Karakteriseer assay specificiteit met de Ist RR-
preparaten. Pas, indien noodzakelijk, het assay
ontwerp aan.

- Rapporteer epitoopspecificiteiten van de gebruikte
antilichamen en bepaal ze zo nodig.

- Identificeer of produceer preparaten voor hCG en
hCGB, die vrij zijn van storende contaminanten en
die kunnen worden gebruikt als kalibratoren voor
klinische methoden.

- Produceer standaarden voor hypergeglycosyleerd
hCG.

- Start studies om de toepasbaarheid van referentie-
methoden en gekalibreerde serumpanels te evalu-
eren.

Samenvattend wordt gesteld dat een aantal van deze
aanbevelingen eenvoudig is te realiseren, maar dat
andere aanbevelingen voor tenminste enkele fabri-
kanten aanzienlijke veranderingen teweeg =zullen
brengen. Uiteraard zullen de te maken kosten moeten
opwegen tegen de te behalen voordelen waarvan er
enkele zeer voor de handliggend zijn.

Dankzegging
Dank aan prof. dr. C.G.J. Sweep voor waardevol commentaar.
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Prostaatspecifiek antigeen: biochemie

R.H.J. BRUIJNS

Prostaatspecifiek antigeen (PSA) is een zeer complex
molecuul. Opheldering van de biochemie van het
PSA heeft er zeker toe bijgedragen dat het bij uitstek
de marker geworden is voor het management van
prostaatcarcinoom. PSA is een glycoproteine met een
molecuulmassa van 28.400 Da (1) en bestaat uit 237
aminozuren (2). In het serum komen vijf isovormen
voor, twee biologisch actieve welke verschillen in de
mate van glycosylering, en drie biologisch inactieve
vormen (3). PSA bezit serineproteaseactiviteit ver-
gelijkbaar met chymotrypsine (4) en behoort tot de
familie van de kallikreines.

Monoklonale antilichamen gericht tegen PSA zijn in
1999 geclassificeerd door de ‘International Society for
Oncodevelopmental Biology and Medicine’ (ISOBM)-
TD-3-workshop (5). Groep 1 omvat de antilichamen
welke reageren met het vrij PSA-epitoop terwijl groe-
pen 2-6 reageren met de epitopen van de gecom-
plexeerde vorm.

PSA wordt gesynthetiseerd in de ductus en de epi-
theelcellen van de prostaat, vanwaar het wordt gese-
creteerd naar de zaadvloeistof in een concentratie van
0,5-2,0 g/1 (6). Uit recente literatuur werd al snel dui-
delijk dat de prostaat niet het enige weefsel is waar
PSA voorkomt (vandaar ook de nieuwe notatie met
kleine ‘s’). PSA wordt ook gevonden in de schildklier
(7), bij borsttumoren (8) en bij neuroblastoomcel-
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lijnen (9). De biologische functie van het PSA is in de
vervloeiing van het semencoagulum middels proteo-
lyse, waardoor de spermatozoa vrijkomen; het speelt
zodoende een belangrijke rol in het bevruchtings-
proces (10). De meest voorkomende vorm aanwezig
in het bloedplasma is het 80-90-kDa-complex van
PSA gebonden aan het a,-antichymotrypsine (ACT).
Vrij PSA vertegenwoordigt een klein (x15%) maar
variabel deel van het totale PSA. Kleinere fracties
van PSA zijn gebonden aan andere proteaseremmers,
het merendeel aan o»-macroglobuline (A2M), maar
ook aan de inter-a-trypsine-inhibitor (IATI) en in
hoge concentraties aan het o,-antitrypsine (AAT). In
de zaadvloeistof is zo’n 5% van het PSA tevens ge-
bonden aan de ‘protein C inhibitor’ (11). Vrijwel alle
commerciéle assays voor PSA kunnen het vrij PSA,
PSA-ACT, de PSA-AAT-complexen en waarschijnlijk
ook de PSA-IATI aantonen. De PSA-A2M-com-
plexen worden niet aangetoond omdat het PSA inge-
vangen wordt door het A2M en zodoende niet her-
kend kan worden door het monoklonale antilichaam.

In vitro wordt tot 60% van het uit zaadvloeistof af-
komstige vrij PSA binnen 1-3 uur gebonden aan het
A2M bij 37 °C. Binding aan het ACT duurt ongeveer
24 uur en aan AAT 48 uur. Na prostatectomie zal de
serum-PSA-waarde binnen 4 weken tot onder de 0,01
pg/l dalen. Stijging boven deze waarde is dan indica-
tief voor een terugval in de ziekte (12). Als de PSA-
waarde gedurende drie jaar onder de 0,01 pg/l blijft is
de kans dat er weer een prostaatcarcinoom ontstaat
kleiner dan 8% (13). Commercieel verkrijgbare as-
say’s voor de bepaling van het totale PSA hebben een
zeer lage detectielimiet (0,003 ug/l tot 1,0 pug/l). Het
merendeel van de commercieel verkrijgbare kalibra-
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