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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom
Jahrlich werden in Deutschland etwa 58.500 bésartige Neubildungen der

Prostata diagnostiziert. Damit ist das Prostatakarzinom (PCa) mit 25,4% in
Deutschland wie auch in den USA die haufigste Krebserkrankung des Mannes (1).

Bei den zum Tode fuhrenden Krebserkrankungen steht das Prostatakarzinom
in Deutschland mit 10% an dritter und in den USA mit 9% an zweiter Stelle (1).

Das mittlere Erkrankungsalter der Patienten liegt bei 70 Jahren. Dieses ist
etwa 2 Jahre spater als fur maligne Erkrankungen im Allgemeinen. Die Pravalenz
dieser Erkrankung steigt mit zunehmendem Alter erheblich an (2). Die Risikofaktoren
fur das PCa sind weitestgehend unbekannt. Bei jingeren Mannern wird jedoch eine
genetische Disposition diskutiert, was auch das gehaufte Auftreten des PCa in
bestimmten ethnischen Gruppen erklaren kdonnte (1). Des Weiteren gibt es Hinweise
darauf, dass Ubergewicht, Bewegungsmangel und eine fettreiche Ernéhrung
Risikofaktoren fir ein PCa sind (3).

Uber die Lokalisation des PCa ist bekannt, dass das Karzinom — im
Gegensatz zur benignen Prostatahyperplasie (BPH) — eher in der ,peripheren Zone*
der Driuse auftritt, wahrend die BPH sich eher in der zentralen Zone der Prostata
entwickelt (4).

Die Prognose des PCa hangt stark von Tumorstadium, Ausbreitung und
mdoglicher Metastasenbildung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ab. Die
Heilungschancen bei einem lokal begrenzten Tumor ohne Lymphknotenbefall liegen
bei nahezu 100%, wahrend bei Kapseliberschreitung oder gar Metastasierung in
andere Organe die 5-Jahres-Uberlebensrate deutlich sinkt (1).

Die Tatsache, dass die Aggressivitdt des PCa gehauft bei jungeren Mé&nnern
als hoch und im Allgemeinen die klinischen Symptome als gering einzustufen sind,
verdeutlicht die Notwendigkeit einer zuverlassigen Friherkennung (1). 1971 wurde
ein gesetzliches Fruherkennungsprogramm fir Manner ab dem 45. Lebensjahr
eingefiihrt. Dieses ,Screening” sieht eine jahrliche Kontrolle mittels Anamnese und
digitaler rektaler Untersuchung (DRU) vor. Die Palpation der Prostata ist allerdings

stark vom Untersucher abhangig und daher schwer zu standardisieren. Hinzu kommt,



dass sich der Tumor bei einem auffalligen Tastbefund schon in Gber 70% der Falle in
einem fortgeschrittenen Stadium befindet oder bereits metastasiert ist. Daher ist die
DRU als alleinige Screening-Methode unzureichend (5). In den 80er Jahren wurde
die Bestimmung des Prostataspezifischen Antigens (PSA) als weitere
Friherkennungsmethode eingefuhrt. Mit der Etablierung des PSA als Marker stieg
nicht nur die Rate der entdeckten Neuerkrankungen drastisch an, sondern es war
zudem eine deutliche Verschiebung zur Entdeckung lokal begrenzter Tumoren zu
verzeichnen (6). In den 90er Jahren beschrieben verschiedene Forschungsgruppen
erstmals unterschiedliche molekulare Formen des PSA (7-9). In der Hoffnung, die
Spezifitat des PSA-Tests erh6hen zu kbnnen, waren nun diese Unterformen des PSA
Gegenstand der Forschung. Es ist namlich bekannt, dass der PSA-Wert auch bei
nicht malignen Verdnderungen der Prostata sowie nach Manipulationen ansteigen
kann und damit nicht sehr spezifisch ist (10).

Heutzutage kann das PCa bei etwa 91% der Patienten im lokalen Stadium
diagnostiziert werden (1), was neben der Verbesserung technischer Methoden
(transrektaler Ultraschall und Anzahl der Biopsien) v.a. auf die verbesserte
Friherkennung durch den PSA-Wert zurickzufihren ist. Das PSA und seine
verschiedenen molekularen Formen sollen nun Gegenstand des nachsten Kapitels

sein.



1.2 Prostataspezifisches Antigen (PSA)

1.2.1 Geschichte, Biochemie und Funktion des PSA

Vor mehr als zwei Jahrzehnten wurde das PSA in die urologische Praxis
eingefihrt. Bis heute wird dieser Biomarker fur die Friherkennung, das Staging und
die Verlaufskontrolle des PCa routinemaRig eingesetzt. Es war der erste durch die
»,Food and Drug Administration® zugelassene Tumormarker zur Detektion des PCa
bei Mannern ab dem 50. Lebensjahr (11).

Biochemisch gesehen ist das PSA ein Glykoprotein, bestehend aus 237
Aminosauren mit einer Kohlenhydratkette. Es hat ein molekulares Gewicht von
28.430 Da (12) und besitzt die Funktion einer Serinprotease. Das Protein wurde in
den frihen 70er Jahren entdeckt und fand in dieser Zeit in den Arbeiten
verschiedener unabhangiger Forschungsgruppen Erwadhnung (13;14). Sensabaugh
benutzte als erster die Immunelektrophorese, um die Spezifitdt des Antigens fur
Seminalplasma  nachzuweisen. Aufgrund des von ihm  festgestellten
Molekulargewichts von 30 kDa (15) nannte er das Prostataspezifische Antigen P30.
Die Benennung des Antigens als Prostataspezifisches Antigen erfolgte 1979 durch
Wang et al. (16).

PSA ist ein Produkt des Kallikrein-Genlokus auf dem langen Arm des
Chromosoms 19 und wird fast ausschliel3lich in den Epithelzellen der Prostata
exprimiert (17). Aufgrund seiner Lokalisation auf Chromosom 19, seiner Funktion als
Serinprotease, der Regulierung durch Androgene und seiner Ahnlichkeit in DNA- und
Aminosauresequenz wird das PSA den humanen Kallikreinen zugeordnet (17).
Zusatzlich zum PSA konnten in Zukunft auch andere in der Prostata gebildete
humane Kallikreine, wie z.B. das humane glandulare Kallikrein 2 oder das humane
Kallikrein 11 oder 15, in der PCa-Diagnostik an Bedeutung gewinnen (18;19).

Das PSA konnte im endoplasmatischen Retikulum, in den Sekretgranula und
den luminalen Zelloberflachen der Prostata nachgewiesen werden (15). Allerdings
kommt PSA in sehr geringen Mengen auch in anderen Geweben vor, beispielsweise
in Paraurethraldrisen, der Brustdrise, der Schilddriise sowie in Speicheldrisen,
Lungen, Hoden und Uterus (20).



Die Synthese des Antigens erfolgt zunachst als Préprotein mit 261
Aminosauren. Nach der Prozessierung wird proPSA, ein aus 244 Aminosauren
bestehendes Protein, in das Drisenlumen sezerniert. Durch proteolytische
Abspaltung von sieben Aminosauren entsteht das enzymatisch aktive PSA (12). In
seiner Funktion als Serinprotease spaltet es Peptidbindungen an der Carboxylgruppe
von Leucin und Tyrosin (21). Nach abgeschlossener Prozessierung und Sekretion
besteht das Molekul dann nur noch aus den oben genannten 237 Aminosauren (12).
Das von den Epithelzellen synthetisierte PSA wird per Exozytose ins Lumen der
Drise abgegeben und gelangt nur zu einem sehr geringen Anteil in den
systemischen Kreislauf. Es dient im Seminalplasma der Verflissigung des Samens
nach der Ejakulation durch Proteolyse der gebildenden Proteine Fibronektin und
Semenogelin | und Il (22). Die Konzentration des PSA im Sperma liegt bei 0,5-3 g/,
wohingegen die Konzentration im Serum gesunder Manner weniger als 4 ug/l betragt
(22). Damit ist die Serumkonzentration des PSA normalerweise etwa eine Million Mal
geringer als in der Samenflussigkeit. Der PSA-Grenzwert von 4 pg/l wird in der
urologischen Praxis als die Referenzgrenze betrachtet, bei deren Uberschreitung
weitere Diagnostik notwendig ist (23).

Durch die Zerstbrung der Basalmembran der Epithelzellen der Prostata kann
es zum exzessiven Ausstol3 von PSA ins Blut kommen. Diese Zerstérung kann auf
unterschiedlichste Weise begrindet sein: sowohl durch mechanische Manipulation
als auch durch das ungehemmte Wachstum von Tumorgewebe, aber auch durch
schlichtes GroRenwachstum wie bei der BPH (19).

Im hyperplastischen und gesunden Gewebe gelangt das PSA durch schmale
interzellulare Zwischenraume Uber die Extrazellularflissigkeit ins Serum (25). Im
Karzinomgewebe sind sowohl Aufbau und Polarisation der Epithelzelle wie auch die
Sekretionswege gestort. Es ist zwar noch nicht geklart, wie genau der Ubertritt von
PSA in den Blutkreislauf vonstatten geht, jedoch konnte erwiesen werden, dass
durch die zerstorte Matrix beim PCa-Patienten das PSA im Serum in wesentlich
hoherer Konzentration auftreten kann als beim Gesunden (24). Ist PSA einmal ins
Blut Gbergetreten, wird ein grofl3er Teil an endogene Proteinaseinhibitoren gebunden,
ein kleinerer Teil verbleibt ungebunden bzw. frei. Auf diese molekularen Formen des

PSA wird im folgenden Kapitel genauer eingegangen.



1.2.2 Molekulare Formen des PSA

Anfang der 90er Jahre wurde entdeckt, dass PSA im Blut in verschiedenen
molekularen Formen vorliegt: dem komplexierten PSA und dem freien PSA. Wéahrend
das freie PSA ungebunden im Blut zirkuliert, liegt das enzymatisch aktive PSA
gebunden an andere Proteine vor (8).

Komplexiertes PSA wird im Serum an Proteinaseinhibitoren, so wie zum
Beispiel an al-Antichymotrypsin (ACT-PSA), und a2-Makroglobulin (AMG-PSA)
gebunden. Diese Proteinaseinhibitoren liegen im Blut in einer vielfach héheren
Konzentration als das PSA vor. In sehr geringen Mengen (etwa 5%) kann PSA auch
an al-Proteinaseinhibitor (API) und Protein C (PCI) gebunden werden (25). Diese
Bindung an Proteinaseinhibitoren geschieht vermutlich, da PSA ansonsten als
Serinprotease fungiert und moglicherweise sonst im Blut als solche aktiv ware (10).

Als Gesamt-PSA oder totales PSA (tPSA) wird die Summe aus freiem und
gebundenem PSA bezeichnet; komplexiertes PSA wird die Summe aus ACT- und
API-PSA genannt (25).

Das al-Antichymotrypsin bindet irreversibel den grof3ten Teil des PSA. Der
ACT-PSA-Komplex hat eine Halbwertszeit von ca. 2-3 Tagen und ist mit einem Anteil
von 70-90% der bedeutendste Anteil des komplexierten PSA (7:9). Bei
Karzinompatienten ist der relative Anteil an ACT-PSA héher als bei BPH-Patienten
(7). Initiale praanalytische Probleme bei der Erfassung des ACT-PSA mit fehlerhaft
erhohten Werten, hervorgerufen durch die Bindung der Testantikérper an ACT-
Cathepsin-G-Komplexe, konnten mittlerweile gelést werden (26). Trotz einer
erfolgreichen Uberarbeitung der Testsysteme konnte sich dieser Marker nie in der
Routine durchsetzen; seine Fahigkeit, zwischen PCa und BPH zu unterscheiden wird
noch immer kontrovers diskutiert (27;28). Ein Testsystem der Fa. Roche wurde vom
Markt genommen, ein weiteres Testsystem ist nicht kommerziell erhaltlich (29).

Das a2-Makroglobulin bindet weitaus schneller und aggressiver an das PSA-
Molekil und bildet so den zweiten wichtigen Komplex: AMG-PSA (30;31). AMG-PSA
konnte lange nicht immunologisch nachgewiesen werden, da das AMG wegen seiner
GroRRe die PSA-Epitope komplett umhullt und somit verdeckt (25). Durch eine neues

Testverfahren ist dies nun moglich geworden: Die Nutzung von PSA-
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Immunoadsorption gefolgt von einer Manipulation am pH-Wert erméglicht die Losung
des PSA-Moleklls von dem 25-fach grof3eren a2-Makroglobulin und damit seine
Messung (32).

Des Weiteren wird dieser Komplex sehr zlgig hepatisch eliminiert, was eine
Bestimmung der Serumkonzentration erschwerte. Im Gegensatz zum freien und an
al-Antichymotrypsin gebundenen PSA gibt es einige Hinweise, dass die Bindung
durch a2-Makroglobulin die enzymatische Aktivitdt des PSA nicht komplett verhindert
(33).

In sehr geringen Mengen kann das PSA auch Bindungen mit dem
al-Proteinaseinhibitor eingehen und wird dann API-PSA genannt (34). Der
Medianwert des Anteils von API-PSA am tPSA ist bei BPH-Patienten signifikant
hoher als bei PCa-Patienten (0,9% bei PCa, 1,6% bei BPH) (35). Ein routinemafiger
Einsatz des API-PSA ist trotz aktueller Weiterentwicklung ist aufgrund des sehr
geringen Anteils am tPSA eher unwahrscheinlich.

Etwa 10-30% der PSA-Molekile liegen in freier, ungebundener Form vor. Das
heil3t, sie bilden keine Komplexe mit Proteinaseinhibitoren und sind enzymatisch
inaktiv. Freies PSA wird glomerular filtriert und hat im Gegensatz zum ACT-PSA nur
eine Halbwertszeit von wenigen Stunden (36). Das freie PSA und seine Subformen
werden im folgenden Abschnitt detailliert besprochen.

1.2.3 Subformen des freien PSA

Das freie PSA (fPSA) liegt sowohl im Prostatagewebe als auch im Serum in
verschiedenen Subformen vor. Man unterscheidet das intakte fPSA (fPSAI), welches
eine durchgehende Aminoséurekette aufweist, vom so genannten ,nicked” fPSA, das
aus einer in sich gespaltenen Aminosaurekette besteht.

Das so genannte benigne PSA (bPSA) besteht, wie das reife PSA, aus 237
Aminosauren, allerdings mit einem Bruch der Kette bei Lys 182 und Lys 145. Das
bPSA wurde erstmalig im Jahr 2000 von Mikolajczyk et al. (37) beschrieben. Diese
Subform des fPSA befindet sich tiberwiegend in der Ubergangszone der Prostata. Im
Gewebe der BPH hat das bPSA einen Anteil von bis zu 11,4% am tPSA, wahrend es
in normalen oder neoplastischen Gewebe lediglich etwa 4,9% betragt. Das bPSA
konnte im Serum als Marker fir die BPH nachgewiesen werden, nicht jedoch als
Marker fir das PCa (38). Bisher ist keine biologische Funktion des bPSA bekannt, es
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scheint lediglich ein Produkt eines posttranslationalen proteolytischen Kettenbruchs
im Prostatagewebe zu sein (39).

Als fPSAI wird eine intakte, aber enzymatisch inaktive Subform des fPSA
bezeichnet. Eine Untersuchung der Arbeitsgruppe um Steuber et al. (40) ergab keine
signifikanten Konzentrationsunterschiede von fPSAi bei PCa- und BPH-Patienten.
Allerdings war der Quotient aus fPSAi und fPSA war bei den Tumorpatienten im
Gegensatz zu den Patienten mit BPH signifikant erhoht (40:;41).

Das proPSA ist eine Unterform des fPSA und besteht wie bereits erwéhnt aus
244 Aminosauren mit einer in sich intakten Aminosaurekette. Es wird nach Sekretion
ins Drusenlumen durch Abspaltung von 7 Aminosauren am N-terminalen Ende zum
enzymatisch aktiven PSA. Die Spaltung findet zumeist zwischen Arginin und
Isoleucin statt (42). Es existieren mehrere Formen des proPSA, die native und die
abgeschnittene Variante, bei der sich eine bis fiunf Aminosauren in der Pro-Peptid-
Sequenz befinden, statt der sonst vorhandenen sieben. Alle Formen kdnnen sowohl
im Prostatagewebe als auch im Serum vorliegen. Das [-7]proPSA ist die eben
erwahnte Form, mit 244 AS. Des Weiteren gibt es das [-5]proPSA (2 AS
abgespalten), das [-4]proPSA (3 AS abgespalten), das [-2]proPSA (5 AS
abgespalten) und das [-1]proPSA (6 AS abgespalten) (43;44).

Fur die Friherkennung des PCa sind insbesondere [-2]proPSA (p2PSA) und
[-4]proPSA von Bedeutung, da sie sich bei PCa-Patienten offenbar vermehrt
anreichern. Ein Grund fur die Anreicherung gerade dieser Molekiile konnte sein, dass
sie durch den Bruch in ihrer Aminosaurekette seltener aktiviert werden (45): im
Gegensatz zu [-5]proPSA und [-7]proPSA werden [-2]proPSA und [-4]proPSA nicht
vom humanen Kallikrein 2 aktiviert (39).

Im Jahre 2003 konnte die Forschungsgruppe um Catalona et al. an 1091
Patienten bei 90%-iger Sensitivitat den diagnostischen Vorteil des Quotienten aus
proPSA und fPSA (proPSA/fPSA = %proPSA; Spezifitat: 21%) gegenuber dem
%fPSA (13%) nachweisen (46). Diese Studie schloss Patienten mit einem PSA
zwischen 2 und 10 pg/l ein, wobei der grél3te diagnostische Vorteil im niedrigen PSA-
Bereich (2-4 ug/l) lag. Abbildung 1 zeigt den Anteil der verschiedenen proPSA-
Formen am fPSA.

11



Komplexiertes
PSA

Intaktes,
nicht-aktives PSA
39%

16% freies
PSA

Abb. 1 Anteile des freien PSA im Serum von PCa-Patienten mit einem PSA von 4-10 pg/l. In
einer Probe von 157 Mannern mit nachgewiesenem PCa und PSA-Werten von 4-10 g/l
reprasentierte das %fPSA 16% des totalen PSA. BPSA reprasentierte 28% des fPSA,
wahrend proPSA 33% des fPSA darstellte. Der restliche Anteil des fPSA wird als inPSA
(inaktives, intaktes PSA) beschrieben, da diese Form des fPSA nicht proPSA ist und aus
weitestgehend intaktem, aber inaktivem PSA zu bestehen scheint, das keinen Komplex mit
Serumproteinen bildet. Das inPSA wird berechnet, indem bPSA und proPSA vom fPSA
subtrahiert werden. Gezeigt werden die Proportionen der drei Formen des proPSA (39).

1.2.4 Einflussfaktoren des PSA

Seit Mitte der 80er Jahre zahlt die Messung des PSA zu den besten
Vorsorgeuntersuchungen der heutigen Medizin (10;47). Zudem ist in Deutschland ein
steiler Anstieg der Neuerkrankungsrate zu verzeichnen, der nicht zuletzt auf die
verbesserten Friherkennungsmethoden zurtickzufiihren ist. Der PSA-Wert ist jedoch
nicht karzinomspezifisch: Die alleinige Nutzung des PSA in der PCa-Diagnostik
verfugt nur Uber einen geringen positiv pradiktiven Wert und eine eingeschrénkte
Spezifitat (10;48). So zeigen aktuelle Studien zum Screeningverfahren durch PSA
sogar unterschiedliche Ergebnisse beziglich des Risikos an PCa zu versterben
(49:50). Neben erhohten PSA-Werten bedirfen aber auch aufféllige Tastbefunde
einer weiteren Abklarung. Zum histologischen Nachweis des PCa ist die
Prostatabiopsie notwendig. Aufgrund der hohen Zahl falsch-positiver PSA-Werte wird
in 60-80% der Falle histologisch kein PCa nachgewiesen. Die Biopsie ist ein
invasives Verfahren, das neben dem Risiko von Infektionen und Blutungen sowie
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Verletzungen der umgebenen Strukturen auch eine grol3e psychische Belastung fur
den Patienten darstellt und zudem hohe Kosten verursacht (47).

Es gibt neben der BPH eine Reihe von weiteren Einflussfaktoren, die zu falsch
hohen Werten fihren kénnen, wie die subklinische und akute Prostatitis (51),
Harnverhalt (52), stattgehabte Ejakulation oder manuelle Manipulation an der
Prostata kdnnen den PSA-Wert falschlicherweise erhdhen (53).

Die medikamentdse Behandlung von Prostatabeschwerden kann die tPSA-
Werte im Serum senken und somit falsch-negative Befunde verursachen (10:54). So
kann die Behandlung mit dem 5a-Reduktase-Hemmer Finasterid einen Abfall des
tPSA um ungefahr 50% bewirken (55). Da das fPSA im gleichen Mal3e abfallt, hat die
Behandlung mit Finasterid kaum eine Auswirkung auf den Quotienten f/tPSA
(%fPSA) (56). Durch eine Prostatitis aber wird das fPSA offenbar starker als das
tPSA beeinflusst, so dass das %fPSA nicht als Unterscheidungsparameter zwischen
Prostatitis und Karzinom herangezogen werden sollte (57). Auch intraindividuell
schwanken die Serumwerte des PSA um ca. 20% (58).

Die Nutzung von verschiedenen PSA-Testsystemen zeigt neben
Unterschieden zwischen den tPSA-Werten v.a. sehr gro3e Differenzen beim %fPSA
(59). Im PSA-Bereich zwischen 4 und 10 ug/l, der so genannten ,Grauzone*, hat sich
die Unterscheidung zwischen BPH und PCa als besonders schwierig erwiesen. In
verschiedenen Studien wurde zudem gezeigt, dass durch die strikte Anwendung des
konventionellen Grenzwerts von 4,0 yg/l eine bedeutende Anzahl von lokal
begrenzten, jedoch zum Teil aggressiven PCa ubersehen wird (50;60;61).
Andererseits wirde die alleinige Absenkung des Grenzwertes das Problem ebenfalls
nicht l6sen, da dadurch bis zu drei Viertel der Patienten mit einem PSA < 4 ugl/l

unnotigerweise bioptiert wirden (62).

1.2.5 Verbesserungen der PSA-Diagnostik

Eine Methode zur Verbesserung der PSA-Diagnostik ist die PSA-
Anstiegsgeschwindigkeit oder auch PSA-Velocity (PSAV). Eine Anstiegs-
geschwindigkeit von uUber 0,75 pg/l pro Jahr wurde mit einem Karzinomrisiko
assoziiert (63). Folgestudien ergaben widersprichliche Ergebnisse, so dass
letztendlich die Anstiegsgeschwindigkeit nur bei Mannern mit einem normalen tPSA

und einem niedrigen Referenzlimit von 4,0 ug/l von klinischem Nutzen ist (64:65). Ein
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grol3er Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass grof3e intraindividuelle
Unterschiede engmaschige Kontrollen Gber mindestens zwei Jahre erfordern, bevor
eine diagnostische Aussagekraft erreicht werden kann (66:67). Weitere aktuelle
Studien zeigten einen klaren Nutzen der PSAV fir die PCa-Diagnostik (68) bzw.
einen sehr starken Zusammenhang zwischen dem initialen PSA-Wert und der PSAV
(69). Im Gegensatz dazu sind die Ergebnisse anderer Studien mit sehr grof3en
Patientenzahlen sehr zuriickhaltend beziiglich des Nutzens der PSAV im Vergleich
zum PSA allein (70). Eine Absenkung des Grenzwertes der PSAV von 0,75 auf
0,4 pg/l/Jahr erscheint jedoch v.a. fir jungeren Patienten sinnvoll, um eine
ausreichende Sensitivitat beizubehalten (71).

Eine weitere Methode zur Optimierung der Frihdiagnostik des PCa ist die
Bestimmung der PSA-Dichte oder auch PSA-Density (PSAD). Sowohl bei der BPH
als auch beim PCa konnen die PSA-Werte erhdht sein. Der Unterschied liegt hierbei
darin, dass die BPH aufgrund ihrer Zellvermehrung und somit Volumenzunahme
mehr PSA ins Serum entlasst, das PCa jedoch aufgrund der zerstérten Matrix. Die
PSA-Dichte ist somit beim Karzinom gréf3er. Einige Studien konnten die Wirksamkeit
dieser Methode nachweisen (72;73). Jedoch ist auch dies ein kontrovers diskutiertes
Verfahren, da es sich auf das schwer zu standardisierende Mittel der
Prostatamessung mittels transrektalen Ultraschalls bezieht. Limitierende Faktoren
der PSA-Dichte-Bestimmung bestehen in ihrer Abhangigkeit vom Untersucher und
der damit verbundenen Prostatavolumenbestimmung mittels TRUS (74). Bereits
geringe Messungenauigkeiten im Millimeterbereich kdénnen zu erheblichen
Fehleinschatzungen des Prostatavolumens fuhren. Hinzu kommt, dass nur das
Epithel der Prostata zur PSA-Produktion fahig ist und damit das ermittelte
Drisenvolumen nicht zwingend mit dem Serum-tPSA korreliert, da die Relation von
Epithel zu Struma intraindividuell schwankt (75).

Eine weitere Moglichkeit zur verbesserten PSA-Diagnostik wurde ebenfalls
Anfang der 90er Jahre beschrieben. Hierbei handelt es sich um die alterspezifischen
PSA-Grenzwerte (76). In einer prospektiven Studie an 2.119 gesunden Probanden
fand sich eine direkte Korrelation zwischen dem PSA-Serumspiegel und dem Alter
sowie Prostatavolumen mit einer Festlegung altersspezifischer Grenzwerte (76). An
einer Gruppe von 1716 Mannern im Alter zwischen 40 und 79 Jahren konnte gezeigt
werden, dass die oben erwahnten alterspezifischen PSA-Werte fur Patienten < 60

Jahre zu hoch sowie fir Patienten > 70 Jahre zu niedrig waren (77). Partin et al.
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zeigten, dass sich die Karzinomerkennungsrate in der jiingeren Patientengruppe um
18% erhohte, wahrend sie jedoch in der Gruppe alterer Patienten um 22% abnahm
(78).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass altersspezifische PSA-Werte in der
Diagnostik des PCa einen Spezifitatsgewinn bei Jingeren und eine Abnahme der
Sensitivitat bei Alteren erzielen. Ihr Nutzen in der klinischen Praxis ist daher fraglich.
Ihre Verwendung ist weder von der FDA genehmigt, noch wird sie von den
Herstellern kommerzieller PSA-Assays empfohlen (10).

Die oben genannten Konzepte der PSAV, PSAD und der altersspezifischen
Referenzgrenzen wurden initial entwickelt, um die Rate der falsch-positiven und
falsch-negativen Befunde eines PCa im Vergleich zum PSA zu reduzieren. Trotz
aktueller Diskussionen vor allem beziglich der PSAV, dass diese Verfahren die
Aussagekraft des PSA verbessern, haben sich die Erwartungen jedoch nur teilweise

erfullt.

1.3 Stand der Forschung

1.3.1 Nachweis molekularer Formen des PSA

Um die Spezifitdit des PSA-Wertes weiter zu verbessern, wurde nach der
Entdeckung der molekularen Formen des PSA von Lilja et al. und Stenman et al. die
Forschung auf diesem Gebiet intensiv vorangetrieben (7:9;24).

Der Quotient aus fPSA und tPSA zeigte 1998 in einer richtungsweisenden
prospektiven Studie von Catalona et al. eine Spezifitdtserh6hung von 20% bei einer
Sensitivitat von 95%. Diese Studie wurde an 773 Patienten mit unauffalligem
Tastbefund und einem PSA-Wert zwischen 4 und 10 pg/l durchgefuhrt (79). Auch
andere Untersuchungen wiesen eine Verbesserung der Spezifitat und die erhoffte
Reduktion der wunndtigen Biopsien nach (80;81). Die unterschiedlichen
Verbesserungen der Spezifitaten sind teilweise durch die verschiedenen
Testsysteme und Grenzwerte erklarbar. Auch im niedrigen PSA-Bereich unter 4 pg/l
ist der %fPSA-Wert von diagnostischer Wertigkeit (60). Eine Studie von Jung et al.

konnte eine Verbesserung der Spezifitdt bei 95%-iger Sensitivitat im PSA Bereich <
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4 ug/l mithilfe des %fPSA von 16% auf 42% im Vergleich zum tPSA zeigen (82).
Weitere Arbeiten zeigten ebenfalls den Vorteil des %fPSA im niedrigen PSA Bereich
(83:84).

Seit Ende der 90er Jahre konzentrierte sich die Forschung auf die
Identifikation weiterer Isoformen des freien PSA, wie dem proPSA, einer Vorform des
fPSA, dem so genannten ,benignen PSA*®, oder auch bPSA und dem intakten fPSA
(fPSAI) (37;44.85). Das bPSA wurde in erhdhter Konzentration im Prostatagewebe
der Transitionalzone bei BPH-Patienten nachgewiesen und daher als ,benign
prostatic hyperplasia associated PSA* — bPSA — bezeichnet. Es konnte zwar zur
Diagnostik der BPH, jedoch nicht zur Unterscheidung zwischen PCa und BPH
herangezogen werden (37).

Das fPSAI als weitere Isoform des fPSA ist enzymatisch inaktiv und bildet mit
ACT keine Komplexe (86). Trotz initialer Mdglichkeit, serologisch zwischen PCa und
BPH zu unterscheiden, ist die Verbesserung mithilfe des fPSAI gegeniber dem
%fPSA eher nur marginal (40). Bisher gibt es fir das fPSAiI kein kommerziell
erhaltliches Testsystem.

Somit liegt der Schwerpunkt der Forschungsaktivititen beziglich der
Subformen des fPSA bei dem proPSA.

In einer Studie von 2000 konnten Micolajczyk et al. durch Untersuchungen im
Prostatagewebe feststellen, dass proPSA fast ausschlie3lich im Tumorgewebe und
nicht im normalen Gewebe der Prostata vorhanden ist (85). Des Weiteren wurde von
selbiger Arbeitsgruppe im Serum nachgewiesen, dass das [-2]proPSA bei Mannern
mit Prostatakrebs einen Anteil von 25%-95% des freien PSA, jedoch bei gesunden
Mannern lediglich 6%-19% ausmacht (45).

Die Arbeitsgruppe Khan et al. konnte im Jahr 2003 weitere Vorteile des
proPSA eruieren (87). Die proPSA-Formen [-2], [-4] und [-7]proPSA waren im
Bereich der Grauzone eines tPSA zwischen 4 und 10 pg/l in der Lage, signifikant
zwischen Patienten mit und ohne PCa zu unterscheiden. Durch die Zuhilfenahme
univariater logistischer Regression wurden tPSA, %fPSA und die Summe der drei
proPSA-Formen als unabhangige Pradiktoren fir das PCa identifiziert. Bei 90%-iger
Sensitivitat erreichten diese drei Variablen eine gemeinsame Spezifitat von 44%.

Sokoll et al. zeigten 2003 vielversprechende Ergebnisse in einer Studie mit
119 Méannern. In einem PSA-Bereich von 2,5 bis 4 ug/l wurde durch die Bestimmung
von %pPSA (proPSA/fPSA) bei einer Sensitivitat von 75% die Spezifitat von 33%
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(%fPSA) auf 59% gesteigert (88). In einer anderen Studie von Catalona et al. konnte
nachgewiesen werden, dass unter Zuhilfenahme von %pPSA nicht nur PCa
signifikant von BPH unterschieden werden kann, sondern dass aul3erdem
aggressivere Tumoren (Gleason Score 7 oder hoher) besser detektiert werden (46).
Alle proPSA-Tests waren bis vor kurzem Mikrotiterplattentests. Erst seit 2007
ist ein Testsystem der Firma Beckman Coulter fur Forschungszwecke nutzbar,
welches als Plattform den automatisierten Access Analyser hat. Hierzu zeigten
initiale Daten von Sokoll et al. an 123 Patienten, dass der Quotient [-2]proPSA zu
fPSA (%[-2]proPSA oder auch %p2PSA) die grofite Flache (area under the curve,
AUC) unter der ,Receiver operating characteristic® (ROC)-Kurve mit 0,69 hatte,
wahrend das %fPSA nur eine AUC von 0,61 aufwies (89). Die Anwendung dieses
vielversprechenden automatisierten Testsystems an einer deutlich groReren

Patientengruppe ist der Schwerpunkt dieser Arbeit.

1.3.2 Einsatz multivariater Auswertemodelle

Neben dem Aufbau verschiedener Testsysteme fir die Subformen des PSA
und vor allem des fPSA zeigte der Einsatz von multivariaten Auswertesystemen wie
der logistischen Regression (LR) und den artifiziellen neuronalen Netzwerken (ANN)
eine weitere Moglichkeit der Verbesserung der Spezifitdt des PSA und des %fPSA.

Das Prinzip des ANN stammt vor allem aus der klinischen Chemie, der
Biochemie und Neurophysiologie (90). Der erste erfolgreiche Neurocomputer wurde
1958 entwickelt (91). Die Einfihrung der ANN in die PCa-Diagnostik gelang 1994
durch Snow et al. (92). Dabei wurden Daten von 1.787 Patienten bertcksichtigt,
wobei mithilfe des ANN 87% der Patienten korrekt klassifiziert wurden. Nach der
klinischen Einfihrung des %fPSA demonstrierten mehrere Arbeitsgruppen einen
diagnostischen Vorteil bei Einbeziehung des %fPSA in die verschiedenen LR- und
ANN-Modelle (93-96).

Verschiedene Studien zeigten, dass vor allem die Bericksichtigung des
Testsystems fur die optimale Nutzung des ANN wichtig war (97). Um eine bessere
Vereinheitlichung der verschiedenen PSA- und fPSA-Tests zu ermdglichen, wurden

uniforme Referenzmaterialien entwickelt (98). Die Kalibrierung mit dem so genannten
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WHO-Referenzmaterial fur tPSA und fPSA soll eine bessere Harmonisierung
zwischen den Tests bewirken. Diese Problematik der Anpassung eines Testsystems
an den WHO-Standard ist der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit.
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2. Aufgabenstellung

PSA ist der in der urologischen Praxis meistgenutzte Tumormarker. Aufgrund
der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Probleme und Einschrankungen
wurden in den letzten Jahren viele Aktivitditen unternommen, um diesen Marker
beziglich der Spezifitat und des positiv pradiktiven Wertes zu verbessern. Im
Rahmen dieser Forschung wurden zunachst das fPSA und spater die Isoformen des
fPSA beschrieben. Gerade das proPSA gibt an dieser Stelle Hoffnung auf eine
bessere Methode zur Friherkennung des PCa. Diese Arbeit widmet sich daher der

verbesserten Diagnostik des PCa. Sie hat hierbei folgende Ziele:

1. Die diagnostische Aussagekraft des [-2]proPSA bezuglich seiner
Spezifitat fur die Detektion des PCa zu prfen.

2. Die Bewertung der Quotienten des [-2]proPSA zum fPSA fir die
verbesserte Diagnostik des PCa sowie deren Einsatz innerhalb von
ANN-Modellen zu testen.

3. Einen Methodenvergleich zwischen der traditionellen Hybritech-
Kalibrierung und der neuen WHO-Kalibrierung mit dem Access 2000
(Beckman Coulter) fir die Parameter tPSA, fPSA und %fPSA

durchzufihren.
Die Zielstellung dieser vorliegenden Arbeit ist es, anhand einer grof3en

Patientengruppe die oben genannten Fragestellungen zum [-2]proPSA und zum

Methodenvergleich umfassend zu beantworten.
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchte Probanden

Die Bestimmungen erfolgten an Serumproben von insgesamt 642 Probanden,
bei denen die Blutenthnahme im Zeitraum von August 2001 bis Juni 2007 erfolgte.
Alle Messungen wurden im Juli und August 2007 durchgefihrt. Alle Probanden
wurden in der Klinik und Poliklinik fur Urologie der Charité — Universitatsmedizin
Berlin, Charité, Campus Mitte rekrutiert. Grinde fur die Patienteniberweisung waren
erhohte PSA-Werte, auffallige DRU, Symptome einer BPH oder bereits durch Biopsie
gesicherte PCa sowie die urologische Vorsorgeuntersuchung.

Von den insgesamt 642 Probanden hatten 337 Patienten ein histologisch
gesichertes PCa. Die verbleibenden 301 Probanden hatten entweder eine
histologisch gesicherte BPH oder chronische Prostatitis bzw. normales
Prostatagewebe in der feingeweblichen Untersuchung der Prostata. Zusatzlich
wurden in die Studie einige klinisch prostatagesunde Probanden (n=4) mit niedrigen
PSA-Werten ausschlieBlich  fir den WHO-Vergleich der Testsysteme
eingeschlossen. Alle Patienten unterzogen sich einer DRU und einer transrektalen
Ultraschalluntersuchung (TRUS) mit Volumenmessung der Prostata. Alle Probanden
waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme weder hormonell noch operativ vorbehandelt,
noch litten sie unter einer anderen malignen Erkrankung. Die Diagnosen von 638
Probanden wurden durch Prostatastanzbiopsien gesichert, wobei von 311 der 337
PCa-Patienten zusatzlich das operativ entfernte Prostatektomiepréparat histologisch
nach der TNM-Klassifikation und dem Gleason-Grading untersucht wurde. Die
histologischen Untersuchungen erfolgten routinemaflig im Institut fir Pathologie an
der Charité Berlin.

Fir den Methodenvergleich wurden alle verfligbaren Patientendaten
verwendet, d.h. nur dort wurden auch die Daten der vier prostatagesunden
Probanden ohne histologische Sicherung einbezogen, so dass insgesamt 642
Probanden fur den Methodenvergleich ausgewahlt wurden.

Fur die Analyse des [-2]proPSA wurden lediglich Daten von 586 Patienten in
die Untersuchung einbezogen, von denen 311 an einem PCa und 275 an einer BPH
erkrankt waren. Die Beschrankung auf 586 Serumproben erklart sich aus einem
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reprasentativ gewahltem tPSA-Bereich sowie der eingeschréankten Verfiigbarkeit der

Serumproben.

3.1.1 Probenmaterial

Die Serumproben wurden vor der Stanzbiopsie bzw. mindestens 3-4 Wochen
nach jeglichen Manipulationen an der Prostata (DRU, TRUS) entnommen, um
maogliche Beeinflussungen der Ergebnisse zu vermeiden.

Nach der Abnahme wurden die Proben 10 Minuten bei 4° Celsius mit 1600G
zentrifugiert und das aus dem Uberstand gewonnene Serum anschlieRend bei -80 T
aufbewahrt. Die Proben wurden erst am Tage der Messung bei Zimmertemperatur

aufgetaut und innerhalb von 3 Stunden analysiert.
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3.2 Messungen

3.2.1 tPSA- und fPSA-Bestimmungen

Die Bestimmungen der funf Parameter tPSA (WHO-Kalibration), tPSA
(Hybritech-Kalibration), fPSA (WHO), fPSA (Hybritech) und [-2]proPSA (Research
use only, RUO-Testkit) wurden an dem vollautomatischen Immunoassay-Gerat
Access® (Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) durchgefiihrt.

Die Messungen am Access® erfolgten bei den Parametern PSA-WHO, PSA
Hybritech, fPSA-WHO und fPSA Hybritech mit der ,Sandwich-Technik®. Die Proben
werden hierbei zusammen mit einem Konjugat aus monoklonalen Antikdrpern (Maus)
mit fPSA bzw. tPSA, alkalischer Phosphathase sowie paramagnetischen Partikeln in
ein Reaktionsgefd? gegeben. Die paramagnetischen Partikel sind ihrerseits mit
einem zweiten monoklonalen Anti-PSA-Maus-Antikorper beschichtet. Das totale bzw.
freie PSA der Probe bindet sich an das immobilisierte monoklonale Anti-PSA der
Festphase, wahrend gleichzeitig das Konjugat aus Antikorpern und alkalischer
Phosphatase mit verschiedenen Antigenbindungsstellen des totalen bzw. freien PSA
reagiert. Nach Inkubation in einem Reaktionsgefald werden die an die Festphase
gebundenen Stoffe in einem Magnetfeld gehalten. Somit kénnen die ungebundenen
Stoffe durch Auswaschen entfernt werden. Daraufhin wird das chemilumineszente
Substrat Lumi-Phos* 530 hinzugegeben und das bei der Reaktion erzeugte Licht mit
Hilfe eines Luminometers gemessen. Die erzeugte Lichtmenge ist der Konzentration
von tPSA bzw. fPSA der Probe direkt proportional. Der Analytgehalt der Probe wird
anhand einer gespeicherten Mehrpunktkalibrationskurve bestimmt.

Der Access® wurde mit herstellerspezifischem Kalibrationsmaterial geeicht
und regelmafig nach den Vorgaben des Herstellers mit Kontrollproben auf Prézision

und Richtigkeit gepruft.

3.2.2 Messung des [-2]proPSA

Die Messung des [-2]proPSA wurde analog zum tPSA und fPSA in
Einzelbestimmungen mit Hilfe des RUO-Testkits p2PSA durchgefiihrt. Die

Kontrollmaterialien MAS Tumor Marker (Microgenics Corporation, Freemont, CA)
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Levels | bis Ill und Lyphocheck Immunoassay Plus Control (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA; cat. no. 40192) sowie ein hauseigener Serumpool wurden genutzt, um
die Inter-Assay-Prézision fur das p2PSA zu bestimmen.
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3.3 Methodenvergleich

Zum Methodenvergleich wurden Serumproben von 642 Mannern mit und ohne
PCa mit den beiden verschiedenen tPSA- und fPSA-Kalibrierungen nach WHO und
nach Beckman Coulter gemessen.

Die beiden PSA-Standards ,Prostate-specific antigen [90:10], First
International Standard, NIBSC Code 96/670, Version 03, 18 February 2004" und
.Prostate-specific antigen [Free], First International Standard, NIBSC Code 96/668,
Version 03, 18 February 2004" (im Folgenden als WHO-Standards 96/670 und
96/668 bezeichnet) wurden vom ,National Institute for Biological Standards and
Control* (South Mimms, GroRRbritannien) erworben.

Proben mit einem tPSA von 2 und 10 pg/l und verschiedenen Anteilen des
WHO-Standards 96/670 (der zu 90% ACT-PSA und zu 10% freies PSA enthielt) und
des WHO-Standards 96/668 (der nur freies PSA enthielt) wurden in 20 mmol/l
Phosphatpuffer (pH 7,4) mit 1% humanem Albumin vermischt, um die Aquimolaritat
der Tests zu untersuchen.

Das Kontrollmaterial Access Hybritech PSA QC, Access Hybritech free PSA
QC [Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA; cat. no. 37209 and 37219] und
Lyphocheck Immunoassay Plus Control [Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA,;
cat. no. 40192] sowie ein hauseigener Serumpool wurden fiir die Messungen

genutzt.
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3.4 Klinische Untersuchung

3.4.1 Prostatavolumenbestimmung

Das Prostatavolumen wurde von erfahrenen Untersuchern mittels TRUS
bestimmt (Combison 330, Kretz Technik, Zipf, Osterreich). Hierbei wurde die prolate
Ellipsoid-Formel verwendet (H6he x Breite x Lange x 0,52).

3.4.2 Digitale rektale Untersuchung

Alle Manner unterzogen sich einer DRU. Die Kriterien fur einen unauffalligen,
also negativen Befund (DRU=0) waren gute Abgrenzbarkeit, eine prall-elastische
Struktur, eine glatte Oberflache und keine Induration der Drise, auch wenn diese
vergroRert war. Als auffallig und damit positiv bzw. karzinomsuspekt (DRU=1) galten

Drisen mit Induration, Verhartung und Knotenbildung.

3.4.3 Histologie

Alle 337 PCa wurden mit 6- bis 12-facher Stanzbiopsie histologisch gesichert.
Bei 26 der Patienten erfolgten anschlieRend die hormonelle Therapie und/oder die
Strahlentherapie bzw. eine aktive Uberwachung. Alle 311 verbliebenen PCa-
Patienten wurden laparoskopisch radikal prostatektomiert. Das Tumorstadium dieser
311 Patienten wurde nach dem revidiertem TNM-System von 2002 festgelegt. Es
ergaben sich folgende pathologische T-Stadien der 311 Prostatektomiepréparate:
pT1l, n=7; pT2, n=227; pT3, n=76; pT4, n=1. Die pathologische Gleason-Summe
(GS) war GS 4, n=4; GS 5, n=35; GS 6, n=88; GS 7, n=137; GS 8, n=32; GS 9,
n=14; und GS 10, n=1. Die Gruppen mit dem Gleason Score < 6, 3+4, 4+3 und = 8
beinhalteten damit insgesamt 127, 116, 21 und 47 PCa Patienten.

Bei 123 der 311 PCa-Patienten erfolgte zuséatzlich eine laparoskopische
pelvine Lymphadenektomie. Kein Patient hatte dabei Lymphknotenmetastasen (pNO,

n=123), noch waren andere Metastasen vor der Therapie nachweisbar.
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Die BPH, chronische Prostatitis bzw. der fehlende Nachweis einer
Prostataabnormalitdt wurde bei allen 301 Patienten ohne Malignitadtsnachweis
ebenfalls durch Gewebeproben gesichert. Hierbei erfolgte auch eine 6- bis 12-fache
TRUS-gestltzte Prostatabiopsie. In der Gruppe der 275 Patienten ohne Malignitét in
der Biopsie und einer unauffalligen DRU, deren Daten im Rahmen der proPSA-
Messung ausgewertet wurden, unterzogen sich 158 einer transurethralen Resektion
der Prostata. Bei 29 Patienten wurde aufgrund eines sehr grof3en Prostatavolumens

eine offene Adenomektomie durchgefuhrt.
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3.5 ANN

Mit Hilfe der MATLAB Neuronal Network Toolbox (The Mathworks, Natick,
Mass. USA) wurden die verschiedenen ANN-Modelle fiir die tPSA-Bereiche von
2-10 pug/l  aufgebaut. Unter verschiedenen Moglichkeiten  wurden  zwei
Netzwerkmodelle ausgewahlt (99). Auf die Eingange des einen wurden
ausschlie3lich Laborparameter, wie PSA, %fPSA, p2PSA/fPSA (im Folgenden
%p2PSA genannt), und das Patientenalter gegeben, beim anderen kam ein
zusatzlicher Eingang fiur das Prostatavolumen hinzu. Die Nutzung von drei
verborgenen Neuronen wurde fir optimal befunden, und das Ausgangsneuron
beschrieb die Wahrscheinlichkeit des PCa. Eine Uberanpassung wurde mittels der
Bayesian regularisation wahrend des Trainings des ANN vermieden, welche Teil des
Software-Pakets von MATLAB ist. Vorteilhaft ist dabei, dass bei dieser Trainings-
Methode kein Validierungsdatensatz erforderlich ist, wahrend das ANN trainiert wird
(95).

Die interne Validierung dieser ANN erfolgte mit der Leave-one-out- (LOO)
Methode, einem Spezialfall der Kk-fachen Kreuzvalidierung. Bei einem
Stichprobenumfang von N Patienten wird N mal jeweils ein Patient mit dem aus N-1
Patienten trainierten ANN getestet. Gerade bei kleineren Patientenkollektiven ist
diese Validierungstechnik empfehlenswert. Die genutzte LOO-Trainingsmethode
erwies sich somit auch als vorteilhaft gegeniiber der vormals genutzten zehnfachen
Kreuzvalidierung (96;100).

Um die Wichtigkeit jedes einzelnen Parameters fir die Klassifizierung mit dem
ANN-Modell objektiv darzustellen, wurde als neuer Begriff die ,Importance”
eingefihrt. Die ,Importance” zeigt an, in welchem Mal3e ein Eingangsparameter zur
Klassifikationsleistung des ANN-Modells beitragt. Zu ihrer Bestimmung wurde jeder
Parameter wurde einmal ausgewahlt und zuféllig auf das Patientenkollektiv verteilt,
wahrend alle anderen Parameter unverandert blieben. Dieser Datensatz wurde auf
das zuvor trainierte ANN-Modell gegeben, dessen Klassifikationsleistung wurde mit
Hilfe der AUC bestimmt und mit der AUC des ANN-Modells ohne zufallige Verteilung
dieses Parameters verglichen. Je gréRRer die Differenz in der Klassifikationsleistung
(der AUC) bei zufélliger Anordnung eines Parameters war, desto starker war sein
Einfluss innerhalb des ANN auf die AUC. Fiur die LR wird die ,Importance” eines

jeden Parameters mit dem Wald-Koeffizienten beschrieben.
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3.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen und die Erstellung der Graphen erfolgten mit
den statistischen Softwareprogrammen MedCalc® Version 9.0.1.0 (MedCalc
Software, Belgien), GraphPad Prism® 4.03 (GraphPad Software, USA) und Excel
2003 fur Windows (Microsoft Excel 2003, 11.5612.5606, Microsoft Office
Professional Edition 2003).

Fur den Methodenvergleich wurden Verfahren nach Passing-Bablok (101) und
Bland-Altmann benutzt. Die diagnostische Bewertung der Parameter tPSA, %fPSA,
[-2]proPSA und der Quotienten [-2]proPSA/fPSA (%p2PSA), [-2]proPSA/tPSA und
[-2]proPSA/(%fPSA) erfolgte mittels ROC-Analyse (102). Es wurden sowohl die AUC
als auch die Grenzwerte bei 90%-iger und 95%-iger Sensitivitdt miteinander
verglichen (103).

Die Signifikanz wurde definiert als p < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Bei der Bewertung des proPSA erfolgte die Auswertung der Daten von
insgesamt 586 Patienten. Davon hatten 275 Manner keinen Hinweis auf Malignitat in
der Prostatastanzbiopsie (engl.: no evidence of malignancy; als NEM bezeichnet),
311 Manner waren an einem PCa erkrankt. Die NEM-Patienten hatten ein mittleres
Alter von 67,2+7,01 Jahren und ein mittleres Prostatavolumen von 59,7 cm3. Das
durchschnittliche Alter der PCa-Patienten betrug 62,1+5,63 Jahre, wahrend das
mittlere Prostatavolumen in dieser Gruppe bei 41,1 cm? lag. Die ermittelten PSA-
Werte im Gesamtkollektiv reichten von 0,26 pg/l bis 29,5 ug/l bei einem Mittelwert
von 5,55 ug/l.

Der Altersmedian aller Patienten belief sich auf 65 Jahre, bei den
Karzinompatienten auf 63 und bei den NEM-Probanden auf 67 Jahre. Im Bereich des
tPSA von 2-10 ug/l lag der Altersmedian bei 64 Jahren, der Median der an PCa
Erkrankten betrug 63 und der Median der NEM-Probanden ebenfalls 67 Jahre. Der
Median der Prostatavolumina des Gesamtkollektivs lag bei 44 cm3, bei den Patienten
mit PCa bei 40 cm3 und bei Patienten mit BPH bei 53 cm3. Tabelle 1 bietet eine
Ubersicht tber die Verteilung der tPSA-Werte des Patientenkollektivs.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die PCa- und NEM-Probanden in den beiden durchgefiihrten
Studien zum Kalibrierungsvergleich und zum [-2]proPSA aufgeteilt nach Patienten mit PCa
bzw. ohne Malignitat in den jeweiligen tPSA-Bereichen.

Studie: Kalibrationsvergleich Studie: [-2]proPSA
tPSA
Alle PCa NEM Gesunde Alle PCa NEM
(g/l)
<1 29 12 14 3 13 7 6
1-2 57 16 40 1 53 16 37
2-10 487 275 212 475 264 211
10-20 63 32 31 42 23 19
> 20 6 2 4 3 1 2
Alle 642 337 301 4 586 311 275
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4.2 ProPSA

4.2.1 Analytische Daten zum neuen p2PSA-Assays

Bisher gab es noch keine Daten Uber das neue p2PSA-Testsystem von
Beckman Coulter. Daher wurde die analytische Genauigkeit des neuen Testsystems
unter Festlegung der Detektionsgrenze bestimmt. Die Prazision innerhalb und
zwischen den jeweiligen Assays wurde ermittelt, indem Versuche unter kinstlichem
Zusatz von proPSA durchgefiihrt wurden (Spiking-Experimente). Mithilfe dieser
~Spiking-Experimente” konnten ebenfalls  Aussagen zur  analytischen
Wiederherstellung, der Linearitat, der Kalibrierung des Tests und mdglicher
Interferenzen getroffen werden.

Die untere Detektionsgrenze des [-2]proPSA im p2PSA-Assay liegt bei
2,27 ng/l. Dieser Wert wurde aus 136 Messungen mit dem Null-Kalibrator ermittelt
und auf der Basis des Mittelwertes mit der zweifachen Standardabweichung
berechnet.

Die Inter-Assay-Préazision des p2PSA wurde in einem Zeitraum von elf Tagen
in einem Serumpool (Median 17,5 ng/l, Variationskoeffizient (coefficient of variation;
CV 4,4%) und drei Kontrollen (2,33 ng/l, CV 7,5%, 21,76 ng/l, CV 5,9% und 99,4 ngl/l,
CV 4,2%) mit bekannten [-2]proPSA-Konzentrationen von 2,59 ng/l; 23,54 ng/l und
107,7 ng/l bestimmt.

Zuséatzlich ergaben die wahrend der Experimente und zwischen den
Experimenten durchgefihrten Bestimmungen der CVs fiur die Intra-Assay-Prazision
5,63%, 2,14%, 2,45% und 2,03% sowie 7,99%, 4,54%, 3,58% und 3,1% fir die Inter-
Assay-Prazision (4 Proben mit [-2]proPSA Konzentrationen von 2,43 ng/l, 21,22 ng/l,
95,73 ng/l und 1637 ng/l).

Sechs Patientenseren wurden mit [-2]proPSA auf Zielwerte von 10, 75, 250,
2.000 und 4.500 ng/l beladen. Jedes beladene Patientenserum wurde unabhangig
getestet und damit die lineare Regression zwischen erwartetem und tatsédchlichem
Wert berechnet. Der Anstieg (0,959 bis 1,055) und die durchschnittliche
Wiederherstellung (92,75 bis 102,55%), die fur jedes einzelne Serum beobachtet

wurden, lagen in analytisch akzeptablen Bereichen.
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4.2.2 Analyse des proPSA

Analysiert wurden die Daten von zwei verschiedenen Gruppen: erstere
bestehend aus allen Patienten (initialer tPSA zwischen 0,26 pg/l und 29,5 pg/l) und
die zweite aus Patienten mit einem PSA-Wert zwischen 2 ug/l und 10 pg/l. Das
p2PSA unterschied signifikant zwischen NEM (Median: 9,71 ng/l) und PCa (Median:
10,78 ng/l, p=0,021) in der ersten Gruppe (tPSA 0-30 ug/l), jedoch nicht in der
zweiten Gruppe (tPSA 2-10 pg/l; p = 0,065).

Aus den gemessenen Parametern tPSA, fPSA und [-2]proPSA (durch den
p2PSA-Test) wurden folgende Quotienten erstellt: %fPSA (fPSA/tPSA), %p2PSA
(P2PSA/fPSA), p2PSA/PSA und p2PSA/%fPSA (aquivalent zu p2PSA * tPSA/fPSA).
Der Quotient p2PSA/tPSA konnte in keiner Form die Ergebnisse des p2PSA,
%p2PSA oder p2PSA/%fPSA verbessern. Deshalb wurde auf eine Darstellung
verzichtet. Die Werte von tPSA, %fPSA, %p2PSA, und p2PSA/%fPSA,
unterschieden sich immer signifikant bei NEM- und PCa-Patienten, sowohl fur den
PSA-Bereich 0-30 ug/l als auch fir den Bereich zwischen 2 und 10 pg/l (s. Tabelle
2). Der p-Wert belief sich bei dem Kollektiv 0-30 ug/l bei dem tPSA auf 0,0013,
wahrend er bei p2PSA bei 0,021 lag. In der Patientengruppe 2-10 pg/l des tPSA war
der p-Wert beim tPSA 0,0203 und beim p2PSA 0,065 (kein signifikanter
Unterschied). Fur alle anderen Parameter (%fPSA, %p2PSA, p2PSA/%fPSA, Alter
und Prostatavolumen) war der p-Wert stets < 0,0001 beim Vergleich von PCa und
NEM.

In den Korrelationsanalysen zeigten sich innerhalb der zwei tPSA-Bereiche
0-30 pg/l und 2-10 pg/l sowohl starke Korrelationen zwischen p2PSA und tPSA
(rs=0,47-0,63, p immer <0,0001), als auch zwischen p2PSA und fPSA (rs=0,62-
0,72). Bei der separaten Analyse von PCa und NEM beziglich der Korrelation

ergaben sich keine Unterschiede.
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Tabelle 2: Mediane der PSA-Formen und ihrer Quotienten, Alter und Prostatavolumen der

Patienten mit PCa, NEM und dem Gesamtkollektiv untersucht in den PSA-Bereichen
0-30 pg/l und 2-10 pg/l

tPSA Bereich 0-30 pg/l 2-10 pg/l
Alle PCa NEM Alle PCa NEM
(n=586) | (n=311) (n=275) (n=475) (n=264) (n=211)
tPSA (ugll) 5,22 5,47 4,9* 53 5,46 5,21*
%fPSA 16,15 13,24 20,44~ 15,64 13,04 19,7*
p2PSA (ng/l) 10,16 10,78 9,71* 10,34 10,79 9,95
%p2PSA 13,76 16,78 11,57 13,7 16,87 11,29*
p2PSA/%fPSA 0,683 0,857 0,467* 0,706 0,859 0,521*
Alter (in Jahren) 65 63 67* 64 63 67*
Volumen (cm®) 44 40 53* 45 40 55*

* signifikanter Unterschied zum PCa in der entsprechenden Gruppe
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4.2.3 ROC-Analyse und ANN-Auswertung

Im Rahmen der Auswertung wurden ROC-Kurven fur alle Parameter inklusive
tPSA, %fPSA, p2PSA, %p2PSA, p2PSA/%fPSA und dem Prostatavolumen erstellt.
Des Weiteren wurden zwei ANN-Modelle und zwei LR-Modelle (jeweils mit und ohne
Prostatavolumen) aufgebaut, um zu prifen, inwieweit diese noch besser als alle o.g.
Parameter zwischen PCa und NEM unterscheiden konnten. Die ANN- und LR-
Modelle wurden ebenfalls in den PSA-Bereichen 0-30 und 2-10 g/l erstellt.

Tabelle 3 zeigt alle gemessenen bzw. berechneten Parameter mit den
entsprechenden Werten: AUC, Spezifitdt und Sensitivitat bei 90% und 95%
Sensitivitat bzw. Spezifitdt im PSA-Bereich von 2 pg/l bis 10 pg/l. ANN und LR sind in
dieser Tabelle jeweils ohne Verwendung des Prostatavolumens aufgefuhrt. Tabelle 3
beinhaltet zudem die Signifikanz-Angaben im Vergleich mit dem %fPSA sowie
zusatzlich die p-Werte beim Vergleich der AUC. Sowohl hinsichtlich der AUC als
auch beziglich der Sensitivitdt und Spezifitit der entsprechenden Grenzwerte
schneiden tPSA und p2PSA als Einzelparameter jeweils signifikant schlechter ab als
das %fPSA. Die Analyse der Prostatavoluminae verbessert verglichen mit dem tPSA
die AUC auf 0,73. Allerdings konnte auch hier die Diskriminationsfahigkeit des
%fPSA (AUC: 0,77) nicht Ubertroffen werden.

Von grolRer Bedeutung ist, dass sowohl das ANN- als auch das LR-Modell,
(ohne Zuhilfenahme des Prostatavolumens) signifikant bessere AUC-Resultate in
allen tPSA-Bereichen zeigten als %fPSA. Untereinander waren die AUC von ANN
und LR aber nicht unterschiedlich.

In allen verglichenen Parametern (AUC, Sensitivitat und Spezifitdt) war das
ANN-Modell signifikant besser als das %p2PSA und der Quotient p2PSA/%fPSA.
Das LR-Modell war dagegen bei einer Sensitivitdt von 90% nicht signifikant besser
als %p2PSA und p2PSA/%fPSA. Auch bei beiden Spezifitat-Grenzwerten erreichte
die LR bei 90% Sensitivitat keine Signifikanz zu %p2PSA und p2PSA/%fPSA. Der
Ubersichtlichkeit halber sind in Tabelle 3 lediglich die ANN- und LR-Modelle ohne
Prostatavolumen aufgefiuihrt. Es konnte keine Verbesserung der Ergebnisse bei
Einschluss des Prostatavolumens in das ANN- oder LR-Modell festgestellt werden
(AUC ANN 0,835 versus 0,85, LR 0,84 versus 0,835). Deshalb wird auf eine
gesonderte Abbildung der ANN- und LR-Modelle mit Einschluss des

Prostatavolumens verzichtet. Zudem unterschieden sich ANN- und LR-Modell im
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tPSA-Bereich 0-30 pg/l nicht von den Modellen im klinisch relevanten tPSA-Bereich
von 2-10 ug/l, sodass auch hier auf eine separate Abbildung verzichtet wird.
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Tabelle 3: ROC-Kurven-Analyse bezlglich der PSA-Formen, ihrer Derivate, der

Prostatavolumina, der ANN- und LR-Modelle innerhalb des tPSA-Bereiches von 2-10 pg/l.

Darstellung der AUC mit Konfidenzintervallen (Cl), Spezifitdt und Sensitivitat an den

gegebenen Grenzwerten

Spezifitat bei

Sensitivitat bei

Variable AUC (ClI) p* 90% Sens. (Cl) | 95% Sens. (CI) | 90% Spez. (Cl) | 95% Spez. (Cl)
tPSA 0,562 <0,0001 22,7 11,4 9,8 4,9
(0,51-0,61)# (18,1-28)# (8-15,7)# (7-13,4)# (3-7,8)#
%fPSA 0,769 - 45,5 26,1 43,6 22,7
(0,73-0,81) (39,7-51,4) (21,1-31,5) (38,4-48,8) (18,6-27,4)
p2PSA 0,549 <0,0001 12,3 7,6 12,1 7,6
(0,50-0,60)# (8,8-16,7)# (4,8-11,3)# (9-16)# (5,1-10,9)#
%p2PSA 0,779 0,33 41,7 17,5 47,0 30,3
(0,74-0,82) (36-47,6) (13,4-22,4) (41,8-52,2) (25,7-35,3)
p2PSA/%fPSA 0,749 0,068 41,7 22,7 36,7 22,0
(0,70-0,79) (36-47,6) (18,1-28) (31,8-41,9) (17,9-26,6)
Prostata- 0,728 0,0003 38,4 26,1 23,9 17,0
volumen (cm3) (0,68-0,77)# (32,8-44,2)# (21,1-31,5) (19,6-28,6)# (13,4-21,3)#
ANN 0,846 <0,0001 62,1 45,5 56,1 42,4
(0,81-0,88)# (56,3-67,6)# (39,7-51,4)# (50,8-61,2)# (37,3-47,7)#
LR 0,835 <0,0001 53,1 41,2 56,8 33,3
(0,80-0,87)# (47,2-58,9)# (35,5-47,1)# (51,6-61,9)# (28,5-38,4)#

* p-Werte fur jeden Parameter im Vergleich zum %fPSA

# Signifikanter Unterschied zu %fPSA
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Bei Nutzung der ,Importance” der unterschiedlichen Eingangsparameter fir
die Klassifikationsleistung der ANN-Modelle ergaben sich wichtige Zusammenhange.
Das Randomisieren der Parameter Alter, tPSA oder Prostatavolumen verkleinerte die
AUC der jeweiligen ANN nur leicht (p > 0,05) im Vergleich zu demjenigen ANN (AUC
0,85), bei dem kein Parameter randomisiert wurde. Dieser Zusammenhang lasst
darauf schlie3en, dass diese Parameter offenbar nur geringen Einfluss auf die
Trennscharfe (Klassifikationsleistung) innerhalb des ANN-Modells haben. Als
hingegen das %fPSA randomisiert eingesetzt wurde, verringerte sich die AUC
signifikant von 0,85 auf 0,8 (p = 0,0002). Beim randomisierten %p2PSA fiel die AUC
um den grof3ten Betrag auf 0,74. Somit hat das %p2PSA den grof3ten Einfluss auf
die Trennscharfe des ANN-Modells. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den
erhaltenen Wald-Koeffizienten bei der Nutzung des LR-Modells mit und ohne
Prostatavolumen. In den LR- und ANN-Modellen ohne Bericksichtigung des
Prostatavolumens hat jeweils PSA den kleinsten und %p2PSA den grof3ten Einfluss
auf die Fahigkeit der Unterscheidung zwischen PCa und NEM innerhalb des Modells.
Ein ANN ohne den Parameter %p2PSA zeigt mit 0,80 ebenfalls eine signifikant
geringere AUC als das ANN mit %p2PSA (Abb. 2).

Um zusatzlich die wichtige diagnostische Verbesserung speziell bei hohen
Sensitivitaten zu zeigen, sind die Spezifitaten fur %fPSA, %p2PSA sowie das ANN-
und LR-Modell bei einer Sensitivitdt zwischen 85 und 100% in Abb. 3 aufgetragen.
Interessanterweise konnte die hochste diagnostische Effizienz des ANN-Modells
(Summe der Sensitivitat und Spezifitdt geteilt durch 2) nicht nur an einem speziellen
Punkt, sondern innerhalb der Spezifitat zwischen 70 % und 62% (Daten teilweise in
Abb. 3 zu sehen) und in einer Sensitivitdtsregion zwischen 85 % und 100% gezeigt
werden.

Bei der Analyse von p2PSA und seinen Quotienten fiel zudem ein deutliches
Potenzial des %p2PSA und p2PSA/%fPSA auf, aggressive PCa mit einem Gleason
Score = 7 ausfindig zu machen sowie zwischen Tumoren der Stadien pT2 und pT3
zu unterscheiden. Wahrend %fPSA bereits in der Lage war, in beiden tPSA-
Bereichen signifikant zwischen Gleason Score < 7 und =2 7 PCa (p =0,004 und
0,008) zu unterscheiden, erreichten %p2PSA (p =0,0008 und < 0,0001) und
p2PSA/%fPSA (p < 0,0001 und 0,0003) deutlichere Signifikanzstufen. P2PSA ist in
beiden PSA-Bereichen zwischen pT2 und pT3 signifikant unterschiedlich, aber
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%p2PSA und p2PSA/%fPSA erreichen eine bessere Signifikanzstufe (p < 0,0001 bis
0,0015).

Abb. 2: ROC-Kurven fir tPSA, %fPSA, ANN ohne %p2PSA (nur Alter, tPSA und %fPSA),

LR und ANN mit den jeweiligen AUCs von 0,56; 0,77; 0,8; 0,84 und 0,85
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Abb. 3: Partielle ROC-Kurven fur tPSA, %fPSA, ANN ohne %p2PSA (nur tPSA, %fPSA und

Alter), LR und ANN bei Sensitivitdten zwischen 80 und 100%. Dieses Diagramm zeigt eine

generelle Verbesserung der Spezifitat um 15-20% beim ANN-Modell verglichen mit %fPSA
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4.3 Methodenvergleich

4.3.1 Analytische Prazision der Hybritech und WHO k

fPSA Testsysteme

=== ANN
—LR

== ANN ohne
%p2PSA

---- %fPSA

-—-tPSA

alibrierten PSA und

Die auf konventionellem Weg kalibrierten Access Hybritech Immunoassays

wurden bereits in einigen vorangegangenen Studien untersucht (104;105).

Die neue optionale WHO-adaptierte Test-Kalibration funktioniert mit den

gleichen Reagenzien und unterscheidet sich lediglich in Hinsicht auf die Anpassung
an die zwei WHO-Standards 96/670 und 96/668 anstelle des hauseigenen Hybritech-
Kalibrators prEN ISO 17511. Tabelle 4 zeigt, dass die Prazision beider tPSA und

fPSA- Systeme gut miteinander vergleichbar waren.
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Tabelle 4: Prazision zwischen den Versuchslaufen des Hybritech kalibrierten tPSA (tPSA-
Hyb) und fPSA (fPSA-Hyb) sowie des WHO kalibrierten tPSA (tPSA-WHO) und fPSA (fPSA-

WHO) 2

Kontrollmaterial

Traditionelle Hybritech-Kalibratio

n

Neue WHO-Kalibration

tPSA-Hyb fPSA-Hyb tPSA-WHO fPSA-WHO
(Hg/l) CV (%) (na/l) CV (%) (Ha/l) CV (%) (Hg/l) CV (%)

Access Kontrollen”

Level | (n=14) 1,01 2,1 1,02 3,2 0,80 34 0,78 2,6

Level Il (n=14) 15,7 2,5 12,7 2,2 11,8 24 10,1 2,6

Level Il (n=14) 88,5 1,6 - - 69,3 2.4 - -
Lyphocheck® (n=14) 3,57 2,4 2,26 4,0 2,72 2,1 1,72 2,9
Serumpool (n=12) 7,61 2,8 1,15 6,7 5,77 2,4 0,90 6,2

4 Daten reprasentieren Mittelwerte und Variationskoeffizienten (CV) mit der Anzahl der

Versuchslaufe.

® Kontrollmaterialien: Access Hybritech PSA QC und freies PSA QC (cat. no. 37209 and
37219) von Beckman Coulter.
¢ Kontrollmaterial: Lyphocheck Immunoassay Plus Control (cat. no. 40192) von den Bio-Rad

Laboratorien.

tPSA-Hyb und fPSA-Hyb: totales und freies PSA gemessen mit der traditionellen Hybritech-

Kalibration

tPSA-WHO und fPSA-WHO: totales und freies PSA gemessen mit der neuen Access WHO-
Kalibration; CV, Variationskoeffizient (coefficient of variation)
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4.3.2 Aquimolaritat des tPSA WHO Tests

Die Aquimolaritat des WHO tPSA-Tests wurde anhand von Proben, die den
WHO-Standards 96/968 und 86/970 entsprechen, getestet. Die tPSA-
Konzentrationen von 2 pg/l und 10 pg/l enthielten jeweils sechs verschiedene
Konzentrationen von fPSA (10, 20, 30, 50, 80, 100%). Mittels Dreifachbestimmungen
wurde eruiert, ob die Konzentration von fPSA einen Einfluss auf die tPSA-
Konzentration ausibt. Abbildung 4 zeigt, dass die Konzentrationen von fPSA
innerhalb der Probe die Messergebnisse nicht beeinflussten. Der Anstieg der
linearen Regression wich nicht von Null ab. Somit ist auch die Aquimolaritat des

WHO-tPSA-Tests nachgewiesen.
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Abb. 4:

PSA Molekularplots der neuen Access WHO-tPSA-Kalibrierung im Vergleich zum PSA-
WHO-Standard. TPSA-Konzentrationen von 2 und 10 pg/l, bereitet aus den WHO-PSA-
Standards 96/668 und 96/970 mit verschiedenen Anteilen von fPSA, gemessen als
Dreifachbestimmungen und als Mittelwerte dargestellt. Der Anstieg (mit 95%
Konfidenzintervall in Klammern) lag bei 0,002 (-0,001 bis 0,005) fur 2 pg/l und bei 0,003
(-0,003 bis 0,009) fur 10 pg/l.
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4.3.3 Proben der Studie in bestimmten PSA-Bereichen

In Tabelle 5 ist eine Ubersicht aller tPSA-, fPSA- und %fPSA-Mediane mit den
beiden Test-Kalibrierungen dargestellt. Wahrend bei dem tPSA-WHO und fPSA-
WHO-Test ca. 20-25% geringere Werte als beim tPSA-Hybritech und fPSA-
Hybritech-Test verzeichnet wurden, unterschieden sich die %fPSA-Werte der beiden

Kalibrierungen jedoch nicht.

Tabelle 5 TPSA-, fPSA- und %fPSA-Mediane in den jeweiligen Gruppen, basierend auf der
Messung nach der traditionellen Hybritech-Kalibration und dem neuen WHO-Standard.

Studiengruppe

Variable

Alle Patienten

(n=641)

PCa-Patienten

(n=336)

NEM-Patienten

(n=305)

Total PSA (ug/l)
tPSA-Hyb

tPSA-WHO

5,27 (0,26-29,5)

4,03 (0,21-23,2)

5,61 (0,46-29,5)

4,31 (0,36-23,2)

4,9 (0,26-28,4)

3,7 (0,21-20,8)

Freies PSA (ug/l)
fPSA-Hyb

fPSA-WHO

0,77 (0,02-8,44)

0,60 (0,02-6,72)

0,70 (0,07-7,98)

0,55 (0,05-6,58)

0,86 (0,02-8,44)

0,67 (0,02-6,72)

%fPSA (%)
%fPSA-Hyb

%fPSA-WHO

16,2 (3,65-57,4)

16,2 (3,96-56,9)

13,3 (3,65-53,7)

13,3 (3,96-56,9)

20,5 (6,39-57,4)

20,8 (6,4-56,4)

Mediane mit (Messbereich). Signifikante Unterschiede sind zwischen PSA-Hyb und tPSA-
WHO als auch zwischen fPSA-Hyb und fPSA-WHO vorhanden, jedoch nicht zwischen den
%fPSA-Medianen.
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4.3.4 Methodenvergleich

Die Methodenvergleiche unter Zuhilfenahme der Regression nach Passing-
Bablock und Bland-Altmann sind in Abbildung 5 aufgezeigt (101). Separate
Regressionsanalysen fur PCa- und NEM-Patienten wurden aufgrund sehr &hnlicher
Regressionsgleichungen nicht gezeigt.

Daher beinhalten alle Berechnungen die kombinierten Datenséatze aus beiden
Patientengruppen. Die Anstiege, die Regressionsgleichungen und ebenso die
prozentualen Anderungen in den Bland-Altmann-Plots waren fiir tPSA und fPSA in
beiden Kalibrierungsvergleichen sehr @hnlich (Abb. 5a, b). Die Korrelation zwischen
den tPSA- und fPSA-Konzentrationen beider Kalibrierungen war mit 0,999 fast mit 1
identisch. Die Korrelation zwischen den %fPSA-Werten betrug 0,996. Bei
Gleichsetzung der tPSA- und fPSA-Werte nach Hybritech als 100% ergaben die
arithmetischen Mittelwerte nach WHO-Kalibrierung 76,2% (SD: 2,2%) und 77,0 (SD:
2,4%) verglichen mit der traditionellen Hybritech-Kalibrierung. Die Konsequenz aus
dieser starken Ubereinstimmung von tPSA und fPSA der verschiedenen
Kalibrierungen ist, dass die %fPSA-Werte, die mit der WHO-Kalibrierung gemessen
wurden, praktisch unverandert bleiben, wenn man sie mit denen aus der Hybritech-
Kalibrierung vergleicht (102,2% versus 100%, siehe Abb. 5c).

Abb. 5: Passing-Bablok (jeweils links) und Bland-Altman-Plots (jeweils rechts) fir (A) tPSA,
(B) fPSA und (C) %fPSA gemessen mit dem WHO kalibrierten Tests im Vergleich zu den
traditionellen Hybritech kalibrierten Tests. Die Test-Charakterisierungen sind in den

jeweiligen Abbildungen eingefiigt. Cl: Konfidenzintervall SD: Standardabweichung
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4.3.5 Diagnostische Genauigkeit

Zum Vergleich der diagnostischen Genauigkeit der Tests wurden ROC-
Kurven-Analysen durchgefihrt. Dabei waren die ROC-Kurven fur tPSA und %fPSA,
gemessen nach Hybritech- und WHO-Kalibrierung, in hohem MalRe kongruent. Die
AUC fur tPSA-Hybritech (0,58) und tPSA-WHO (0,58) zeigten keinerlei Unterschiede.
Bei einer Sensitivitdt von 95% ergab sich eine Spezifitdt von 9,8% bzw. 9,5% und
zeigte somit auch keinen statistisch signifikanten Unterschied. Fir %fPSA konnte
ebenfalls kein Unterschied zwischen beiden Kalibrierungen hinsichtlich der AUC
festgestellt werden (jeweils 0,75). Die Spezifitdt bei 95% belief sich auf 22,6% fur
%fPSA-Hybritech und auf 21,6% fur %fPSA-WHO, der Unterschied war statistisch

nicht signifikant.
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5. Diskussion

5.1 ProPSA

Die vorliegende Studie wurde mit Hilfe des p2PSA-Testsystems durchgefuhrt,
um erstmals an einer gréReren Population unter Berticksichtigung multivariater
Auswertemodelle die diagnostische Aussagekraft des [-2]proPSA zu evaluieren.
Gegenstand der Untersuchungen war die Bewertung der Spezifitdt des [-2]proPSA
und seiner Quotienten fir die verbesserte Diagnostik des PCa sowie der Einsatz
dieser Quotienten innerhalb von ANN-Modellen. Bei der Studie handelte es sich um
eine retrospektive Kohortenstudie. Zusatzliches Augenmerk lag hierbei auf der
diagnostischen Aussagekraft des [-2]proPSA bezuglich seiner Detektion des
aggressiven PCa. Der Methodenvergleich zwischen der traditionellen Hybritech-
Kalibrierung und der neuen WHO-Kalibrierung mit dem Access 2000 fir die
Parameter tPSA, fPSA und %fPSA wird im nachsten Kapitels diskutiert.

Diese Studie wurde im Einklang mit den ,Reporting Recommendations for
Tumor Marker Prognostic Studies” geplant, durchgefiihrt und ausgewertet (106).

Zunachst zeigte die analytische Bewertung des neuen p2PSA-Tests, dass vor
allem die Prazision innerhalb und zwischen den Testlaufen wie auch die analytische
Genauigkeit absolut vergleichbar mit schon bestehenden Testsystemen wie dem
tPSA und fPSA war. Ein gro3er Vorteil des p2PSA-Assays von Beckman Coulter
gegenuber dem bereits eingefuhrten [-2]proPSA-Assay von Catalona et al. ist zum
einen, dass der Access die Untersuchung der Proben vollautomatisch durchfthrt
(46). Im Vergleich zu manuell durchgefihrten Messungen sind die bessere
Reproduzierbarkeit und der schnellere Probendurchsatz nur einige von mehreren
Vorteilen. Zum anderen konnten bei einer Nachweisgrenze unter 3 ng/l auch
proPSA-Werte in Proben mit geringsten tPSA Konzentrationen gemessen werden.

Mit Hilfe von fast 600 Patienten konnte der klinische Nutzen des proPSA
erstmals an einer gréf3eren Kohorte evaluiert werden. Alle Patienten hatten dabei
eine histopathologisch gesicherte Diagnose. Als alleiniger Biomarker zeigte das
p2PSA lediglich in dem Patientenkollektiv mit tPSA 0-30 ug/l signifikant hdhere Werte
bei PCa-Patienten als bei NEM-Patienten. Mithilfe des p2PSA als Einzelparameter ist
sowohl gegentber dem tPSA als auch dem %fPSA keine Verbesserung der PCa-
Detektion mdglich (Tabelle 2).
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Innerhalb des tPSA-Bereichs von 2-10 pg/l gab es nur eine geringe Tendenz
zu signifikant hoheren p2PSA-Werten bei PCa-Patienten (p =0,065). Allerdings
waren diese hoheren p2PSA-Werte der PCa-Patienten immer nur dann sichtbar,
wenn auch das tPSA > 2 ug/l war. Interessanterweise sind diese Daten kontrar zu
bereits bestehenden Studien mit dem manuellen [-2]proPSA-Testsystem, in denen
hohere proPSA-Konzentrationen in einer Studie bei PCa—Patienten, in einer anderen
Studie jedoch bei NEM-Patienten gefunden wurde (107). Weitere Studien zum
proPSA, welche sich allerdings der Detektion des [-5,-7]proPSA widmeten,
([-5, -7]proPSA Assay, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) zeigten
ebenfalls signifikant unterschiedliche proPSA-Konzentrationen zwischen PCa- und
NEM-Patienten, jedoch nur in einem tPSA-Bereich von 4 bis 10 pg/l (108). Andere
Studien berichten lediglich Uber eine Erhdhung des proPSA bei NEM-Patienten,
jedoch nicht tber eine Verbesserung der diagnostischen Aussagekraft durch das
[-5, -7]proPSA (109;110).

Die Analyse der drei [-2]proPSA-Quotienten dieser vorliegenden Arbeit,
pP2PSAIPSA, p2PSA/fPSA und p2PSA/%fPSA, zeigte, dass mit p2PSA/tPSA
gegenuber dem %fPSA kein diagnostischer Gewinn mdglich ist. Daher wurden diese

Daten ausgespart.

Mit Hilfe der beiden anderen Quotienten, p2PSA/fPSA (%p2PSA) und
p2PSA/%fPSA, konnte jedoch deutlich signifikant unterschieden werden zwischen
PCa und NEM (siehe Tabelle 2). Dies bestatigt eine frihere Studie der
Forschungsgruppe Catalona et al. (111), wo gezeigt werden konnte, dass der
Quotient von [-2]proPSA/fPSA die gréfite AUC innerhalb der tPSA-Gruppe 2-4 ug/l
bei Auswertung der ROC-Kurven hatte.

Innerhalb der Gruppe mit einem tPSA von 4-10 ug/l zeigte der Quotient aus
allen proPSA-Formen (kombinierte Summe von [-2]proPSA, [-4]proPSA und
[-5, -7]proPSA) nur minimal bessere Resultate als der Quotient
[-2]proPSA/fPSA(111).

Sokoll et al. zeigten mit den ersten Untersuchungen des neuen
automatisierten p2PSA-Testsystems an 123 Patientenseren, dass %p2PSA mit 0,69
die grofdte AUC erreichte, gefolgt von %fPSA mit einer AUC von nur 0,61 (89).
Dieses steht im Gegensatz zu den eigenen Daten, wo zwischen %p2PSA,
p2PSA/%fPSA und dem Klinischen Routineparameter %fPSA nicht zwischen PCa
und NEM unterschieden wurde. Der Grund hierfir kdonnte moglicherweise darin
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liegen, dass %fPSA in der eigenen Untersuchungsgruppe bereits gut zwischen der
PCa- und der NEM-Gruppe diskriminierte (AUC 0,77). Ursé&chlich hierfur konnte die
Tatsache sein, dass die eigene NEM-Gruppe bereits zu zwei Dritteln aus Klinisch
behandlungsbediirftigen BPH-Patienten bestand. Das %fPSA scheint besser
zwischen BPH- und PCa-Patienten zu unterscheiden als z.B. zwischen PCa- und
NEM-Patienten in einer Screening-Population. Ungeachtet dessen muss jeder neue
Parameter flir die Detektion des PCa neben dem tPSA mit dem %fPSA verglichen
werden. Diese Forderung nach Bewertung neuer Marker nur im Vergleich mit dem
bestmoglichen aktuellen Parameter der PCa Diagnostik ist unumgéanglich (112). Das
%fPSA zeigte in einer bedeutenden prospektiven Studie eine signifikant verbesserte
Unterscheidung zwischen PCa und NEM im Vergleich zum tPSA mit einem
Spezifitatsgewinn von 20% (79).

Die Anwendung des %p2PSA in einem ANN war ein weiterer Schwerpunkt
dieser Arbeit. In der ersten multizentrischen ANN-Studie von Stephan et al. (96) im
Jahre 2002 an 1.188 Patienten mit einem PSA zwischen 2 und 20 pg/l konnte das
ANN mit Hilfe des Parameters %fPSA die Spezifitdt des %fPSA von 23% auf 35%
bei einer 95%-igen Sensitivitat erhdhen. Betrachtet man nur den tPSA-Bereich
4-10 ug/l, so war sogar eine Verbesserung der Spezifitat von 21% auf 41% sichtbar
(96). Es gibt mehrere Probleme der Vergleichbarkeit der verschiedenen o0.g. ANN-
und LR-Modelle. Zum einen werden die Testsysteme in verschiedenen tPSA-
Bereichen angewendet, zum anderen werden in verschiedenen Laboratorien auch
unterschiedliche tPSA- und fPSA-Testsysteme genutzt. Dies lasst eine direkte
Vergleichbarkeit kaum zu. In einer Studie an fast 4.500 Patienten aus funf
verschiedenen urologischen Zentren mit funf unterschiedlichen tPSA- und fPSA-
Testsystemen zeigte sich, dass die Berticksichtigung des jeweiligen Testsystems fur
die Vergleichbarkeit und den optimalen Einsatz in einem ANN notwendig waren (97).
Die Aussagekraft auf LR basierender Nomogramme sowie ANN-Modelle war bereits
Gegenstand einiger Studien. Wahrend LR-basierte Nomogramme Vorteile
gegenuber den alleinigen PSA-Bestimmungen zeigten (113), postulierte eine
Arbeitsgruppe sogar einen Vorteil der LR gegenuber ANN-Modellen beztglich der
Genauigkeit der Ergebnisse (114). Andere Arbeitsgruppen belegen hingegen einen
Vorteil der ANN gegeniber der LR (94;95). Eine umfangreiche Ubersichtsarbeit zum
direkten Vergleich aller LR- und ANN-Modelle zur Detektion des PCa wurde von
Schréder und Kattan veroffentlicht (115).
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Eine der wichtigsten Erkenntnisse in dieser Studie ergab sich nach der
Erstellung eines ANN-Modells lediglich mit Laborparametern und dem Alter der
Patienten jedoch ohne die Verwendung der Prostatavoluminae als Variable.

Interessanterweise zeigte das LOO-ANN-Modell mit Bayesischer Regulation
immer leicht bessere Werte als das jeweilige LR-Modell. Eine einzige Ausnahme
wurde bei einer Spezifitdt von 90% beobachtet. Ein weiterer Vorteil des ANN war das
signifikant bessere Abschneiden gegeniber %p2PSA und p2PSA/%fPSA in allen
verglichenen Werten, wahrend mithilfe des LR-Modells keine Signifikanz zum
%p2PSA oder p2PSA/%fPSA bei 90% Sensitivitat erreicht werden konnte. Das LR-
Modell war ebenso nicht in der Lage, die Sensitivitdit des %p2PSA an den
Spezifitatsgrenzwerten zu verbessern.

Wie bereits erwahnt, verbesserte die Einbeziehung des Prostatavolumens in
die LR- und ANN-Modelle die diagnostische Aussagekraft derselben nicht. Dieses
mag begrindet sein in einer relativ starken Korrelation zwischen Prostatavolumen
und %fPSA (rs=0,35) und %p2PSA (rs= -0,44). Zur verbesserten PCa-Diagnostik
innerhalb von ANN-Modellen sollten eher Parameter genutzt werden, die ihrerseits
nicht direkt mit dem tPSA, %fPSA oder %p2PSA korrelieren. Ungeachtet dessen
bringt ein ANN-Modell, in das die Prostatavolumenbestimmung nicht mit
eingeschlossen ist, verschiedene Vorteile. Bei der TRUS-basierten Prostatavolumen-
bestimmung gibt es, wie eingangs erwéahnt, eine grof3e Variabilitat. Die damit
verbundene schlechte Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Werten kénnte somit
vermieden werden. Des Weiteren gébe es dadurch fir den Patienten keine
Notwendigkeit mehr, sich der unangenehmen Prozedur des TRUS zu unterziehen,
bevor nicht die Indikation zu einer Stanzbiopsie gestellt wurde.

In vorangegangenen Arbeiten der Gruppe um Stephan et al. hatte das

Prostatavolumen einen hohen Einfluss auf die Ergebnisse (108;116).

Innerhalb des klinisch genutzten ANN ,ProstataClass” ist das Prostatavolumen
ebenfalls ein wichtiger und notwendiger Parameter (96). Bislang war es nur teilweise
und vor allem nur in spezifischen tPSA-Bereichen mdglich, ANN-Modelle ohne
Anwendung des Prostatavolumens zu erstellen. In einer Studie gelang dies in einer
spezifischen Populationsgruppe (108), in anderen Studien konnten vom Prostata-
volumen unabhangige ANN mit Hilfe der humanen Kallikreine 2 (117) oder 11 (118)
erstellt werden. Auch die DRU hatte stets einen hohen Stellenwert zur
Unterscheidung zwischen NEM und PCa (96:100). Sollte das neue p2PSA-
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Testsystem als moglicher zuklUnftiger Screening-Test in Frage kommen, wird die
Notwendigkeit, das Ergebnis der DRU zu kennen, gering sein. Um maogliche
Einflisse in dieser Hinsicht zu umgehen, wurden in diese Studie lediglich Patienten
mit negativer DRU eingeschlossen.

Die Analyse von p2PSA und seinen Quotienten zeigte ein deutliches Potenzial
des %p2PSA und p2PSA/%fPSA, aggressive PCa mit einem Gleason Score = 7
bevorzugt zu entdecken. Das tPSA war hingegen nicht in der Lage, zwischen
Gleason < 7 und = 7 PCa zu unterscheiden. Wahrend %fPSA in beiden tPSA-
Bereichen signifikant zwischen Gleason < 7 und = 7 PCa (p =0,004 und 0,008)
unterschied, erreichten %p2PSA (p =0,0008 und < 0,0001) und p2PSA/%fPSA
(p < 0,0001 und 0,0003) deutlichere Signifikanzstufen. Dies ist ein weiterer Vortell
des [-2]proPSA verglichen mit dem [-5, -7]proPSA-Testsystem, wo in zwei Studien
keine Unterscheidung zwischen aggressiveren und weniger malignen PCa madglich
war (110;119). Dieser Fakt unterstutzt weiterhin die These, dass [-2]proPSA eher
karzinomassoziiert sein koénnte (42;120). Diese Fahigkeit des p2PSA, bevorzugt
aggressive PCa und auch kapseliiberschreitende Tumoren zu erfassen, ist ein
Vorteil gegentber dem %fPSA, obwohl weitere Studien diesen Zusammenhang erst
bestatigen mussen.

Alle Berechnungen in dieser Studie erfolgten sowohl in der Gesamtpopulation
(tPSA 0-30 ug/l) als auch im tPSA-Bereich 2-10 ug/l. Die Bildung in Subgruppen (2-4
und 4-10 pg/l) wurde fur nicht sinnvoll erachtet, da der Grenzwert von 4 pg/l als
Uberholt betrachtet werden kann. Dies liegt begriindet in der Detektionsrate von PCa
bei niedrigen tPSA-Konzentrationen, welche auf ein ahnliches Risiko fir ein PCa in
den Bereichen 2-4 ug/l (61) wie auch in der klassischen Grauzone von 4-10 g/l
hindeuten.

Eine Studie mit funf unterschiedlichen tPSA- und fPSA-Testsystemen von
verschiedenen Herstellern zeigte relevante Auswirkungen auf klinische
Entscheidungen zur Karzinomdetektion (121). Daher soll an dieser Stelle noch
einmal betont werden, dass alle tPSA- und fPSA-Messungen in dieser Studie
ausschlieRlich mit dem Access® (Fa. Beckman Coulter) vorgenommen worden sind.
Durch die Benutzung von PSA-Testsystem-spezifischen ANN-Modellen kénnen
diese Unterschiede nur begrenzt, jedoch nicht komplett ausgerdumt werden
(97:122).
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Der Einsatz des [-2]proPSA innerhalb eines %fPSA-basierten ANN ist bisher
noch nicht untersucht worden. Die kombinierte Nutzung von %fPSA und tPSA
innerhalb eines LR-Modells hatte jedoch in den letzten Jahren bereits eine
Spezifitatsverbesserung gegentber dem %fPSA gezeigt (123;124). Die Nutzung von
verschiedenen ANN-Modellen mit der Einarbeitung von Parametern wie tPSA,
%fPSA und anderen klinischen Daten hat spater eine weitere Verbesserung der
Spezifitat um 11 bis 49% gegeniuber dem %fPSA gezeigt (93-95;100). Mit dem hier

vorliegenden %p2PSA-basierten ANN konnte eine weitere Verbesserung der

Spezifitat (verglichen mit %fPSA allein) um 15-20% nachgewiesen werden. Diese
Verbesserung basiert hauptsachlich auf %p2PSA, da es Uber den besten Wald-
Koeffizienten beim LR-Modell und Gber die héchste ,Importance” innerhalb beider
ANN-Modelle verfugt. Diese Steigerung der Spezifitat gegeniber dem %fPSA um 15-
20% ist vergleichbar mit den Resultaten des ,ProstataClass“-ANN mit den
Parametern Alter, tPSA, %fPSA, Prostatavolumen und DRU-Status (96). Der Vorteil
des %p2PSA-basierten ANN liegt darin, dass auf die Nutzung des Prostatavolumens
und des DRU-Status verzichtet werden kann, da diese ohnehin subjektive Parameter
sind. Daher kdnnte p2PSA madglicherweise als Ersatzparameter fur Prostatavolumen
und DRU in zukinftigen ANN eingesetzt werden. Ein ausschlieBlich auf
Laborparametern basierendes ANN ware ein Vorteil fur die zuklnftige Nutzung.
Dennoch ist es notwendig, diese vielversprechenden Resultate in anderen
Kohortenstudien zu uberprifen.

Zusammenfassend zeigen die Daten mit dem neuen p2PSA Testsystem in der
hier untersuchten Population gegeniber dem tPSA und %fPSA eine verbesserte
Effizienz des %p2PSA und p2PSA/%fPSA, aggressive PCa zu detektieren.
Allerdings konnte kein Vorteil des p2PSA als alleiniger Parameter zur Erkennung von
PCa beobachtet werden. Die Nutzung des neuen p2PSA innerhalb eines %fPSA-
basierten ANN ohne die Notwendigkeit der Eingabe des Prostatavolumens
verbessert die Frihdiagnostik des PCa.

Bevor p2PSA allerdings als Routineparameter in zukinftigen ANN eingesetzt
werden kann, mussen Folgestudien zum Beispiel in Screening-Populationen oder

multizentrischen Kohorten diese Resultate bestatigen.

51



5.2 Methodenvergleich

Fur die Friherkennung des PCa sind im Laufe der Zeit eine Vielzahl von
tPSA- und fPSA-Tests entwickelt worden. Sie unterscheiden sich jedoch nicht nur
hinsichtlich ihrer Messtechniken, sondern kdnnen sich innerhalb einer Technik auch
in der Kalibrierung unterscheiden. Diese Unterschiede variieren untereinander zum
Teil so stark, dass die verschiedenen Ergebnisse schwer vergleichbar sind und damit
zu Fehlinterpretationen und mdglicherweise falschen klinischen Entscheidungen
fuhren konnen (121). Bedingt durch diese Problematik wurde bereits Mitte der 90er
Jahre verstarkt auf eine internationale Standardisierung gedrangt, um eine bessere
Vergleichbarkeit unter den einzelnen Testsystemen herzustellen (125). Vor allem die
uneinheitlichen Kalibrierungen schienen fur die differierenden Messergebnisse
verantwortlich zu sein (126;127). Daraufhin wurden uniforme Referenzmaterialien
entwickelt (98), wobei insbesondere die Kalibrierung mit dem WHO-Referenzmaterial
und die Einfuhrung weiterer aguimolarer Methoden die bessere Harmonisierung der
PSA-Systeme erhoffen lassen (128;129). Ein h&aufiges Problem fur den klinisch
arbeitenden Arzt ist jedoch, dass Uber die Kalibrierung oder das Messsystem und die
damit verbundenen Einschrankungen und Besonderheiten nur selten ausreichend
Kenntnis vorhanden ist (127).

Das akkurate Angleichen der Kalibratorkonzentrationen eines jeden PSA-
Tests an die WHO-PSA-Standards und die Aquimolaritat jedes PSA-Tests sind zwei
entscheidende Voraussetzungen, um die Vergleichbarkeit der verschiedenen
Ergebnisse zu verbessern (130). Mehrere unabhangige Studien haben gezeigt, dass
es immer noch eine grol3e Streuung zwischen den verschiedenen tPSA- und fPSA-
Testsystemen gibt (131-134). Viele Hersteller haben daraufhin ihre tPSA- und fPSA-
Testsysteme bereits nach WHO-Standards, dem erklarten ,First International PSA
Standard® kalibriert.

Der manuelle Hybritech-Tandem-R-tPSA-Test und nachfolgend auch der
Tandem-E tPSA-Test waren die ersten Messsysteme, die 1986 die Zulassung bei
der ,Food and Drug Administration“ erhielten und seither den ,Goldstandard” fur
andere PSA-Hersteller darstellten. Im Jahre 2000 entwickelte Beckman Coulter die
Tandem-tPSA- und fPSA-Tests weiter zu vollautomatischen Immunoassays,

durchfihrbar auf dem Access. Eine multizentrische Studie zu diesem Thema
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bestatigte die Gleichwertigkeit der Messergebnisse zwischen manueller und
vollautomatischer Prozedur (104). Kalibriert wurden beide Beckman Coulter
Hybritech Tests (sowohl tPSA als auch fPSA) immer mit dem hauseigenen Kalibrator
prEN 1ISO 17511, hergestellt aus reinem humanen PSA. Der konventionelle und weit
verbreitete Grenzwert von 4 ug/l, altersbedingten Referenzwerten und Grenzwerte
fur die PSA-Dichte sowie die PSA-Velocity wurden anhand von Daten mit diesem
Testsystem entwickelt (72;76;135;136).

Mitte der 1990er Jahre konnte gezeigt werden, dass das Hybritech-

Kalibrierungsmaterial, welches mit einer Proteinquantifizierungstechnik der 1980er
Jahre arbeitete, die PSA-Konzentrationen der Préaparate stets unterschatzte und
somit Uberhohte PSA-Werte lieferte (137). Mehrere klinischen Empfehlungen und
Leitlinien entwickelten sich allerdings aus einer Vielzahl von Studien mit dem
.Goldstandard® Hybritech-PSA-Testsystem. Die exzellente analytische Stabilitat der
Hybritech Assays fihrte dazu, dass die Firma (jetzt Beckman Coulter) ihre
traditionelle Kalibrierung fur tPSA und fPSA beibehielt. Die derzeitige Forderung
nach groRerer Ubereinstimmung zwischen den von verschiedenen Herstellern
produzierten PSA-Tests hat Beckman Coulter nun veranlasst, eine alternative WHO-
gemalde Kalibrierung fur ihre tPSA- und fPSA-Assays anzubieten. Dieses ist fur die
metrologische Ruckfuhrbarkeit und Vergleichbarkeit von PSA Testsystemen von
Bedeutung. Parallel dazu wird Beckman Coulter aber weiterhin die konventionell
kalibrierten Hybritech-tPSA- und fPSA-Testsysteme fir jene Nutzer anbieten, die das
bewahrte tPSA- und fPSA-Testsystem v.a. fur eine bessere Vergleichbarkeit im
Verlauf beizubehalten wiinschen.

Diese oben genannten Aspekte erforderten einen Vergleich der traditionellen
Hybritech-kalibrierten tPSA- und fPSA-Testsysteme mit den neuen WHO-kalibrierten
Testsystemen, um die analytische und klinische Bedeutung beider Kalibrierungen
beurteilen zu konnen. In dieser vorliegenden Arbeit wurde deshalb der
Kalibrierungsvergleich an einer Population von 641 Mannern vorgenommen. Die
analytischen Parameter der beiden Testsysteme stimmten weitestgehend mit den
Daten verschiedener Studien des tPSA und fPSA (berein, deren
Variationskoeffizient zumeist unter 5% lag (59;131). Unterschiede zwischen den zwei
verschieden kalibrierten Tests wurden nicht verzeichnet. Da der neue WHO-
Kalibrator auf den gleichen Reagenzien basiert wie der traditionelle Access-

Hybritech—Test, waren die aquivalenten Ergebnisse nicht Uberraschend.
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Der PSA Molekularplot fir den tPSA-WHO-Test (Abb. 4) zeigte unveranderte
tPSA-Konzentrationen trotz verschiedener Zusatze des fPSA. Dieses ist eine weitere
wichtige analytische Voraussetzung flir zuverlassige PSA-Messungen, da nicht-
aguimolare PSA-Tests bedingt durch die bevorzugte Erkennung von fPSA
falschlicherweise hohere tPSA-Konzentrationen mit steigenden fPSA-Werten
messen (138). Vorangegangene Studien mit dem traditionellen Hybritech-Assay
gaben eine Verzerrung der Aquimolaritat von bis zu 10% an (104;132). Dabei wurde
eine Abweichung von 10% als eine zu akzeptierende Verzerrung definiert (130).
Entsprechend den Daten dieser Studie ohne wesentliche Abweichung des tPSA bei
fPSA-Zusatz (siehe Abb. 4) sind die Voraussetzungen fir zuverlassige Messungen
von tPSA und fPSA durch die WHO-gemalRe Kalibrierung des Access als erfillt zu
betrachten.

Fur den Methodenvergleich wurden ausschliel3lich Patientenproben
verwendet, da der Einsatz von artifiziellen Proben, wie in einem grof3en englischen
Ringversuch publiziert (132), zusétzliche Fehler durch den Matrix-Effekt hervorrufen
kann (139). Die Serumproben stammen von Mannern mit und ohne PCa, um
maogliche gruppenbezogene Fehler ebenfalls erkennen zu kénnen. Hierbei zeigten
sich jedoch keinerlei Differenzen bei separater Analyse der Serumproben. Fur die
Gesamtgruppe aller Patienten betrug die Korrelation zwischen den tPSA- und fPSA-
Konzentrationen beider Kalibrierungen 0,999, wahrend die %fPSA-Werte mit einem
Wert von 0,996 korrelierten. Die Anstiege der Regressionslinien von 0,747 fur tPSA
und 0,776 fur fPSA reflektieren die 76% und 77% der tPSA-WHO- und fPSA-WHO-
Werte, wenn die traditionellen Hybritech-Werte als 100% betrachtet werden.
Wahrend beide WHO-kalibrierten Testsysteme (tPSA und fPSA) einen 25%-ig
geringeren Messwert im Vergleich zu den Hybritech-kalibrierten Tests zeigten, gab
es keine signifikante Veranderung des %fPSA-Wertes. Dieses Ergebnis stimmt mit
einer Studie von 2007 Uberein, in der an einer kleineren Population ebenfalls die
Kalibrierungen nach Hybritech und WHO verglichen wurden (140). Der damit
unveranderte Grenzwert fur das %fPSA ist ein groRRer Vorteil fur die klinische
Nutzung, da in der Routineanwendung des %fPSA keine Veranderungen notwendig
sind, unabhangig von der Kalibrierungsart.

Die ROC-Analyse fur tPSA und %fPSA beider Testsysteme zeigte fast eine
komplette Ubereinstimmung der ROC-Kurven der verschiedenen Kalibrierungen.

Diese Ergebnisse bedeuten, dass die diagnostische Genauigkeit durch die Nutzung
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der WHO-Kalibrierung nicht verandert wird. Jedoch ist aufgrund der deutlich
geringeren Konzentrationen ein neuer Grenzwert fur die klinische Nutzung des tPSA-
WHO notwendig. Obwohl die untersuchte Studiengruppe nicht reprasentativ fir die
Pravalenz des PCa in der Bevdlkerung war, zeigen doch die schatzungsweise um
25% niedrigeren tPSA-Werte durch die neue Kalibrierung, welchen enormen Einfluss
eine Werteverschiebung auf klinische Entscheidungen beispielsweise fir oder gegen
eine Prostatastanzbiopsie hat. Bei der Beibehaltung des tPSA Grenzwertes von
4 ug/l, der mit der Hybritech Kalibrierung eine Sensitivitat von 76% aufweist, zeigt die
Nutzung des gleichen Grenzwertes fir die WHO Kalibrierung einer erniedrigten
Sensitivitat von lediglich 55%. Damit wirden 21% der PCa Patienten nicht entdeckt
werden. Ahnliche Effekte konnten in anderen Studien beobachtet werden (141-143).

In der urologischen Referenzpopulation dieser Arbeit wird mit dem neuen
WHO-kalibrierten Testsystem bei einem Grenzwert des tPSA von 3 pug/l eine
Sensitivitat von 76% erreicht. Dieses Ergebnis korrespondiert mit den oben
beschriebenen analytischen Vergleichsdaten. Erneut sei betont, dass die neuen
WHO-kalibrierten tPSA- und fPSA-Assays den grofRen Vorteil haben, dass der
resultierende Quotient %fPSA sich im Vergleich mit den traditionell kalibrierten
Hybritech-Assays  nicht  verandert. Die  klinische  Bedeutsamkeit und
dementsprechend auch die Nutzbarkeit der %fPSA-Grenzwerte bleibt hier erhalten,
wahrend in anderen Studien zwischen anderen Assay-Systemen Sensitivitatsunter-
schiede von bis zu 30% ermittelt werden konnten (121).

Ein moglicher Nachteil dieser retrospektiven Arbeit ist, dass lediglich bei
-80 € aufbewahrte Seren benutzt wurden, mit einer teilweise sehr langen
Einlagerungsdauer (Abnahmedaten zwischen 2002 und 2006). Eine aktuelle Studie
zu diesem Thema zeigt aber, dass eine langere Lagerung fast keinen Einfluss auf die
Probenkonzentration hat. Dies bezieht sich auf Proben, die funf Jahre bei -80 C
gelagert wurden (144). Prospektive Studien zur Vergleichbarkeit zwischen der
Kalbration nach Hybritech und der nach WHO sind zum Ausschluss eines
Lagerungseffektes notwendig. Die 25%-ig niedrigeren WHO-tPSA-Werte der eigenen
Studie kdnnten mdglicherweise bei Nutzung von anderen und prospektiven Daten
eine leichte Verschiebung erfahren (145).

Der  Vergleich aquimolarer ~ WHO-kalibrierter =~ Testsysteme  von
unterschiedlichen Herstellern zeigt enorme Unterschiede des tPSA und v.a. beim
%fPSA (59;133;134). Quellen der Abweichung in den tPSA- und fPSA-

55



Konzentrationen und damit auch %fPSA Werten sind analytische, biologische und
methodische Unterschiede sowie Antikorper- und Epitopspezifitaten und Affinitaten.
Wie schon an anderer Stelle erwahnt (139), sollte daher der Begriff PSA-
Harmonisierung anstelle von Standardisierung bevorzugt verwenden. Damit werden
Fehlinterpretationen vermieden, die fur alle WHO-kalibrierten tPSA-Testsysteme
theoretisch identische Ergebnisse zeigen mussten.

Die neuen WHO-PSA-Kalibrierungen flir das Access-Messsystem
unterstitzen eine verbesserte metrologische Ruckfuhrbarkeit aller tPSA- und fPSA-
Testsysteme. Fur den Wechsel von der Hybritech-Kalibrierung auf das neue WHO-
kalibrierte Beckman Coulter Access Testsystem empfiehlt es sich, 3,0 pg/l als neuen
klinischen Grenzwert zu nutzen. Eine leichte Verschiebung des optimalen
Grenzwertes zu 3,1 oder 3,2 pg/l kbnnte sich aber aus weiteren Studien ergeben. Die
Beibehaltung der %fPSA-Grenzwerte ist als positives Ergebnis dieses PSA- und
fPSA-Vergleichs zu verzeichnen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Notwendigkeit,
Arzte uUber die Besonderheiten der Kalibrierung und die neuen Grenzwerte
aufzuklaren, um sicherzustellen, dass diese im klinischen Alltag bewusst genutzt und

korrekt eingeschatzt werden.
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6. Zusammenfassung

Jahrlich werden in Deutschland etwa 58.500 bésartige Neubildungen der
Prostata diagnostiziert. Das PCa ist nicht nur in Deutschland, sondern auch in den
USA und vielen anderen westlichen Landern die héaufigste Krebserkrankung des
Mannes.

Das PSA ist heute im klinischen Alltag der bedeutendste Marker in Bezug auf
Diagnostik, Therapie und Verlauf des PCa. Ein gravierendes Problem stellt seine
geringe Spezifitdt dar, die haufig zu unnotig durchgeflhrten Prostatastanzbiopsien
fuhrt. Speziell im Bereich zwischen 4-10 ug/l, der so genannten ,Grauzone®, ist die
Spezifitat unzureichend. Das gehaufte gemeinsame Auftreten von BPH, Prostatitis
und auch PCa fuhrt oft zu falsch-positiven bzw. falsch-negativen PSA-Werten im
Serum. Konzepte zur Spezifitditserhohung, wie beispielsweise die PSA-Anstiegs-
geschwindigkeit, PSA-Dichte und PSA-Verdopplungszeit, konnten die Spezifitat
jedoch nur teilweise verbessern.

Erstes Ziel dieser Studie war es, den neuen automatisierten [-2]proPSA
(p2PSA)-Immunoassay auf seine Unterscheidungsfahigkeit zwischen Patienten mit
und ohne PCa zu prifen und diesen Test in einem ANN- und einem LR-basierten
Modell einzusetzen.

Hierzu wurden die Seren von 311 PCa-Patienten und 275 NEM-Patienten mit
einem tPSA von 0-30 pg/l mit Hilfe des Access-Immunoassay-Automaten auf die
Parameter p2PSA, tPSA und fPSA untersucht. Des Weiteren erfolgte die Auswertung
einer Patientensubgruppe von 264 PCa und 211 NEM im tPSA-Bereich von 2-
10 pg/l. LR-Modelle und LOO-ANN-Modelle wurden mittels Bayesischer Regulierung
unter Eingabe der Parameter tPSA, %fPSA, p2PSA/fPSA (%p2PSA), Alter und
Prostatavolumen konstruiert und miteinander durch ROC-Kurven-Analyse verglichen.

Das p2PSA als alleiniger Marker konnte die Erkennung des PCa nicht
verbessern, aber %p2PSA zeigte eine AUC von 0,78, welche in der Gruppe des
tPSA von 2-10 ug/l vergleichbar mit der des %fPSA (0,77) war. Das ANN ohne den
Parameter Prostatavolumen erreichte die hoéchste AUC (0,85) und die beste
Spezifitat (62% und 45,5%), verglichen mit %fPSA (45,5 und 26%) und %p2PSA
(42% und 17,5%) bei einer Sensitivitdt von 90% und 95%. Dies beinhaltet besonders

fur die klinische Praxis grol3e Vorteile, da die Vergleichbarkeit der Prostatavoluminae
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grof3en Schwankungen unterliegt. Zusatzlich zeigten die Quotienten %p2PSA und
p2PSA/%fPSA eine verbesserte Mdoglichkeit, aggressive PCa zu entdecken.

Damit kann zusammengefasst werden, dass der automatische p2PSA-Test
eine neue Madglichkeit zur Unterscheidung zwischen PCa und NEM darstellt.
Insbesondere die Einarbeitung des neuen Parameters in ein ANN verbessert die
diagnostische Voraussagekratft.

Zweites Ziel dieser Studie war der Methodenvergleich der tPSA- und fPSA-
Kalibrierungen nach Hybritech und den neuem WHO-Standard. Bei Gleichsetzung
der tPSA- und fPSA-Werte nach Hybritech mit 100% ergaben die Mittelwerte nach
WHO-Kalibrierung 76% und 77% fur die tPSA-WHO und fPSA-WHO Testsysteme,
wobei das %fPSA unverdndert blieb. Mit der neuen optionalen WHO-Kalibrierung
wird eine bessere metrologische Ruckfuhrbarkeit ermdglicht und die Vergleichbarkeit
zwischen den Testsystemen verbessert. Bei ca. 25% geringeren tPSA und fPSA-
Werten ist eine Anderung des tPSA-Grenzwertes von 4 auf 3 pg/l unter Anwendung
der neuen WHO-Kalibrierung bei Beibehalten des bisherigen %fPSA-Grenzwertes

notwendig.
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