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1. Grundlagen

1.1. Das Prostatakarzinom

Mit jahrlich etwa 218 890 Neuerkrankungen und 27 050 Todesfallen stellt das Prostata-
karzinom (PCa) in den USA die mit Abstand am haufigsten vorkommende bésartige
Neubildung des Mannes dar und steht in der Krebstodesstatistik an zweiter Stelle nach
dem Bronchial-Karzinom (1). In Deutschland ist das PCa neben dem malignen
Melanom der Haut die haufigste Krebserkrankung des Mannes (2).

Die Pravalenz des PCa steigt mit zunehmendem Alter deutlich an. Bezlglich der
Inzidenz bestehen ethnische und geographische Unterschiede (1). Das Risiko, an
einem PCa zu erkranken, wird durch genetische Faktoren und Ern&hrung beeinflusst

3.

Die Prognose eines Prostatakarzinompatienten hangt entscheidend von Differenzierung
und Ausbreitung der Neoplasie bei Diagnhosestellung ab. Ein Patient mit einem lokal-
begrenzten, nicht-metastasierten Tumor kann durch eine radikale Prostatovesikulotomie
oder mittels Bestrahlung geheilt werden. Wird der Tumor erst nach Kapsel-
uberschreitung entdeckt, fallt die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate auf 33 %
ab (1). Dem Patienten stehen verschiedene Behandlungsoptionen sowohl mit kurativem
als auch mit palliativem Ansatz offen. Neben anderen Faktoren ist vor allem die

Lebenserwartung des Betroffenen wichtig fur die weitere Therapieplanung (4).

Klinisch wird der Prostatakrebs in der Regel erst in spaten Stadien symptomatisch. Um
jedoch das PCa bei Mannern in einem friihen, auf die Prostata begrenzten Stadium zu
diagnostizieren, wurde 1971 ein gesetzliches Friherkennungsprogramm fir Mé&nner ab
dem 45. Lebensjahr eingefihrt. Es sieht eine jahrliche digital-rektale Untersuchung
(DRU) der Prostata sowie eine klinische Anamnese vor. Da die DRU nur eine relativ
geringe diagnostische Sensitivitat aufweist und mit ihr zwei Drittel der Karzinome erst
nach Kapseliberschreitung erkannt werden, ist diese Methode als alleinige

Screeninguntersuchung unzureichend (5). Erst nach Einfihrung des prostata-
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spezifischen Antigens (PSA) zur Friherkennung des PCa vor 20 Jahren konnte eine
deutliche Verschiebung hin zu mehr organbegrenzten Tumoren erreicht werden (6).
Eine statistisch signifikante Steigerung der relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 70 %
in den 70er Jahren auf jetzt fast 100 % ist neben den Fortschritten, die in den Bereichen
der transrektalen Ultraschalluntersuchung, der Magnet-Resonanz-Tomographie oder
der Prostatabiopsie gemacht wurden, hdchstwahrscheinlich auf die verbesserte
Prostatakarzinomdetektion durch PSA zuriickzufiihren (1). Heutzutage werden etwa 91
% der Prostatakarzinome in lokalem Stadium diagnostiziert (1). Ob die PSA-
Bestimmung die Mortalitat des PCa senkt, wird zurzeit in zwei grol3 angelegten pro-
spektiven Studien untersucht (7,8).

1.2. Das prostata-spezifische Antigen

Neben der transrektalen Ultraschalluntersuchung der Prostata, die eine morphologische
Beurteilung der Prostata ermdglicht und zur Detektion karzinomahnlicher Areale sowie
zur Steuerung der Prostatabiopsie eingesetzt wird, und der DRU ist vor allem das PSA

die wichtigste Methode zur Friherkennung und Therapietberwachung des PCa (9).

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das PSA nicht tumorspezifisch ist. Auch gut-
artige Prostataerkrankungen oder Manipulationen an der Prostata kénnen einen
.pathologischen* Anstieg der PSA-Konzentration verursachen (10). Andererseits hat ein
Teil der Manner mit einem ,normalen“ PSA bereits ein Prostatakarzinom (11-13).
Infolgedessen ist bei niedrigen PSA-Konzentrationen die Diskriminationsfahigkeit dieses
Tumormarkers zwischen benignen und malignen Prostataerkrankungen begrenzt (9).
Um maglichst viele PCa-Patienten mit einem frihen Karzinom zu erfassen und gleich-
zeitig unndtige Prostatabiopsien bei nicht betroffenen Mannern zu vermeiden, wurden in
den letzten Jahren verschiedene Konzepte entwickelt. Hierbei konnte vor allem durch
die zusatzliche Bestimmung der PSA-Untergruppen, wie dem freien PSA (fPSA) und
dessen Verhéltnis zum Gesamt-PSA (%fPSA) oder dem komplexierten PSA (cPSA),
eine Steigerung der diagnostischen Spezifitat bei der Prostatakarzinomdetektion erzielt
werden (9,14,15). Die Entwicklung %fPSA-orientierter, artifizieller neuronaler Netzwerke
stellt einen weiteren Fortschritt bei der Optimierung der Prostatakarzinomdiagnostik dar
(16).
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Durch die breite Anwendung der PSA-Teste wurden verschiedene Gerate zur Bestim-
mung von Gesamt-PSA (tPSA) und seiner Untergruppen entwickelt. Allerdings ist unter
den Testsystemen eine starke Variabilitdt der tPSA- und vor allem fPSA-Konzentra-
tionen zu verzeichnen (17). Diese methodenabhangigen Unterschiede kdnnen zu Fehl-
interpretationen individueller tPSA und %fPSA-Werte fuhren und infolgedessen falsche
klinische Entscheidungen einleiten (18). Durch internationale Standardisierungen wurde
in den letzten Jahren versucht, eine bessere Vergleichbarkeit testspezifischer Mess-
ergebnisse herbeizufiihren (19-22). Vor allem die uneinheitliche Kalibrierung der Test-
systeme und die nicht-Aquimolare Erkennung von tPSA wurden flur die unterschied-
lichen Messergebnisse verantwortlich gemacht (19,22-25). In der Folge wurden
uniforme Referenzmaterialien entwickelt (26). Die Anpassung der Kalibrierung mit dem
so genannten WHO-PSA-Referenzmaterial und die Einfuhrung weiterer aquimolarer

Methoden weckten Hoffnungen auf eine bessere Harmonisierung der PSA-Testsysteme

(27-31).

Aus der folgenden Darlegung von Details zum PSA und zur Methodenabhangigkeit von

PSA-Bestimmungen soll die Zielstellung der vorliegenden Arbeit abgeleitet werden.

1.2.1. Historie

Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben zu Beginn der 70er Jahre ein Protein in
menschlicher Samenflissigkeit, welches 1978 auf der Suche nach einem forensischen
Marker fur Vergewaltigungsdelikte durch Sensabaugh (32) mittels Immunelektrophorese
genauer charakterisiert werden konnte (33-35). Kurze Zeit spater wurde dieses Protein
von Wang et al. (36) aus Prostatagewebe isoliert und als ,prostata-spezifisches
Antigen“ bezeichnet. Die Entwicklung eines neuen Tests machte dessen Bestimmung
im Serum moglich und fuhrten Wang et al. (37) zur Entdeckung eines neuen Tumor-

markers (38).

In den folgenden Jahren konnte sich das PSA aufgrund einer besseren Korrelation zum
Tumorstadium und einer héheren Sensitivitat in der PCa-Diagnostik schnell gegenuber
der sauren Phosphatase durchsetzen und wurde zum bedeutendsten Tumormarker der
Urologie (39,40). Sein Einsatz bei der Verlaufskontrolle von Prostatakarzinompatienten

ist unumstritten (9).
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1.2.2. Biologie und Physiologie des PSA

Das PSA ist ein ca. 34 kDa schweres, zu 93 % aus Aminosduren und zu 7 % aus
Kohlenhydraten bestehendes Glykoprotein mit einer Primarstruktur aus 237 Amino-
sauren (41,42). Wegen der Genlokalisation auf Chromosom 19q13,3-9q13,4, der
Funktion als Serinprotease, der Regulierung durch Androgene sowie Homologien der
DNA- und Aminosaurensequenzen wird das PSA der Gruppe der humanen Kallikreine
(hK) zugeordnet (43-45). Neben PSA (auch als hK3 bezeichnet) kénnten in naher
Zukunft auch andere in der Prostata gebildete Kallikreine (hK2 und hK4) als Tumor-

marker in der Prostatakarzinomdiagnostik nutzlich sein (46).

Das PSA wird in den Gang- und Drusenepithelzellen der Vorsteherdriise gebildet und in
das Lumen der Prostatadrise sezerniert. Als Hauptprotein des Seminalplasmas (0,5-2
g/l), dient es der enzymatischen Verflissigung des gelférmigen Ejakulats, wodurch die
Spermienmotilitdt erhdht wird (47). Bei gesunden Mannern verhindert eine intakte
Prostatadriisenstruktur den Ubertritt von PSA in den Blutstrom. Selbst wenn ein retro-
grader Ubertritt nicht vollstandig verhindert werden kann, sind im Normalfall PSA-
Konzentrationen im Serum 10°fach niedriger als im Sperma. Eine Zerstérung von
Prostatagewebe durch Erkrankungen oder Manipulationen der Prostata kann jedoch zur
Aufhebung der physiologischen Barriere filhren und den Ubertritt von PSA in den Blut-
strom erleichtern. Erhdhte PSA-Blutspiegel erlangen dadurch diagnostische Bedeutung.

Obwohl verschiedene Studien zeigten, dass das PSA in kleineren Mengen auch in
anderen Geweben sowohl beim Mann als auch bei der Frau vorkommt und somit nicht
organspezifisch ist, haben diese Funde aus praktischer Sicht keine wesentliche Be-
deutung (zusammengefasst in (9)). Weitere Hypothesen, wie etwa diejenige, dass das
PSA als Wachstumsfaktor das Prostatakarzinom beeinflusst, konnten bisher noch nicht
bestétigt werden (48).

Im Serum tritt das PSA in zwei verschiedenen Formen auf, dem an andere Proteine
gebundenen, so genannten komplexierten PSA und dem freien PSA, das nicht an
andere Proteine gebunden ist:
1. Der Hauptanteil des PSA besteht aus enzymatisch aktiven Molekulen, die
Komplexe mit verschiedenen Protease-Inhibitoren bilden (49,50). Obwohl aktives
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PSA bevorzugt an a,-Makroglobulin bindet, kann dieser Komplex mit konventio-
nellen PSA-Tests nicht erfasst werden, da samtliche PSA-Epitope verdeckt sind
(51). Zudem wird dieser Komplex schnell hepatisch eliminiert (mit einer Plasma-
halbwertszeit von 6,7 Minuten), so dass Serumkonzentrationen ohnehin kaum
messbar sind (50). Demgegeniuber hat der a;-Antichymotrypsin-PSA-Komplex
(ACT-PSA) eine Halbwertszeit von 3 Tagen und ist mit einem Anteil von 70-90 %
am Gesamt-PSA (tPSA) am bedeutendsten (50,52). Molektle mit Bindung zu a;-
Antitrypsin und Inter-a-Trypsin-Inhibitor kommen nur zu 5 % vor.

2. Das freie PSA (fPSA) macht etwa 5-35 % am tPSA aus. Diese enzymatisch
inaktive Untergruppe bildet keine Komplexe mit Protease-Inhibitoren, wird glome-
rular filtriert und hat eine Halbwertszeit von 12-18 Stunden (50). In dieser
Fraktion kommen unterschiedliche Subformen vor: proPSA, BPSA und iPSA
(53). Es wird unterschieden zwischen Subformen mit einer durchgehenden und
solchen mit einer inneren Spaltung der Aminosaurekette, wobei die
erstgenannten als intaktes PSA (iPSA) und die letztgenannten als ,nicked“-PSA
bezeichnet werden. Innerhalb der iPSA-Varianten lassen sich Vorlauferproteine
(proPSA) mit partiellem oder komplett erhaltenem Propeptid bestimmen. Weitere
Varianten bezeichnen Isoformen mit unterschiedlichen Glykosylierungsmustern,
gekirzte und alternativ gespaltene fPSA-Subformen. Eine fPSA-Subform mit
innerer Spaltung der Aminosaurekette wird aufgrund der erhéhten Konzentration
in Prostatagewebe der Ubergangszone von Patienten mit symptomatischer BPH
als BPH-assoziiertes PSA (BPSA) bezeichnet.

Aus noch nicht ganz geklarter Ursache weisen PCa-Patienten im Serum gegeniber
gesunden Mannern bzw. Mannern ohne PCa einen erniedrigten relativen Anteil von
fPSA am tPSA bzw. einen erhdhten Anteil von ACT-PSA auf (50,54). Hierdurch erlangt
der Gebrauch des Quotienten fPSA/ tPSA (%fPSA) und des gebundenen PSA (cPSA)
bei der Differenzierung zwischen PCa-Patienten und Patienten mit einer PSA-Erhéhung

aufgrund nicht-maligner Ursache an Bedeutung (55,56).
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1.2.3. Validitat und Verbesserungsvorschlage

Trotz der besseren Friherkennung des PCa dank des PSA verfugt die alleinige Ver-
wendung von PSA in der PCa-Diagnostik nur Uber eine eingeschrénkte Spezifitdt und
einen geringen positiv-pradiktiven Wert (1,9).

Ergebnisse einer Multicenterstudie am Vorgangermodell des heutigen Beckman Access
Hybritech Tests legten den tPSA-Grenzwert von 4 pg/l zur Prostatabiopsieindikation
nahe (57). Drei Viertel der PCa, die bei einem tPSA-Wert von 4-10 pg/l entdeckt
werden, sind lokalisiert und damit potentiell heilbar. Bei Mannern mit einem tPSA >10
pg/l fallt dieser Anteil unter 50 %. Andererseits stellt die Erfassung von PCa-Patienten
mit einem PSA <10 pg/l eine grol3e Herausforderung dar, weil in diesem Bereich eine
hohe Anzahl falsch-positiver Testergebnisse zu vielen unndtigen Biopsien fuhrt. Der

positiv-pradiktive Wert liegt in diesem Bereich bei 25 %.

Serumwerte von tPSA und dessen Untergruppen kénnen auch durch andere Ursachen,
wie der benignen Prostatahyperplasie (BPH), der Prostatitis, unter Dialysetherapie,
nach Ejakulation oder nach Manipulationen an der Prostata erhoht sein (9,58,59).
Androgenantagonisten, die bei Prostatabeschwerden verschrieben werden, senken das
PSA im Serum (9,60). Zur korrekten Interpretation von PSA-Konzentrationen missen
praanalytische Faktoren bericksichtigt werden (58). Intraindividuell schwanken Serum-
werte von PSA um 20 % (61). Im PSA-Bereich 4-10 pg/l, der so genannten ,Grauzone®,
erweist sich vor allem die Unterscheidung zwischen PCa und BPH als besonders

schwierig.

Beweisend fur ein Prostatakarzinom ist jedoch ausschlie3lich der Nachweis von Krebs-
zellen in bioptisch oder operativ enthommenen Gewebeproben. Die ultraschall-
gesteuerte Prostatabiopsie konnte in den letzten Jahren kontinuierlich verbessert
werden, ist aber nicht frei von Risiken (62). Um die Anzahl unndétiger Prostatabiopsien
zu verringern und gleichzeitig moglichst wenige Karzinome im Frihstadium zu tberse-

hen, wurden Konzepte zur Steigerung der diagnostischen Leistung des PSA entwickelt.

Verschiedene Studien warnten davor, dass durch die strikte Anwendung des ,konventi-
onellen* Grenzwerts von 4 pg/l eine bedeutende Anzahl organbegrenzter, zum Tell



Grundlagen 7

aggressiver PCa Uubersehen werden wirde (11-13). Allerdings wirde die alleinige
Absenkung des Grenzwertes mit einer hoheren Fehlerquote einhergehen und bis zu
drei Viertel der Patienten mit einem PSA unter 4 ug/l unnétigerweise bioptiert werden
(63).

Die PSA-Dichte, die PSA-Anstiegsgeschwindigkeit, die PSA-Verdopplungszeit oder die
Anwendung alters- und rassenspezifischer PSA-Referenzgrenzen erwiesen sich zwar
als hilfreiche Mittel in der PCa-Diagnostik, aber konnten die diagnostische Aussagekraft
des tPSA nicht ausreichend verbessern (9,64-67).

Eine deutliche Steigerung der Validitdt des Tumormarkers wurde durch die Aufnahme
der PSA-Isoformen zur Prostatakarzinomdiagnostik erzielt. Im Vergleich zu gesunden
Mannern und BPH-Patienten ist bei PCa-Patienten der Quotient von fPSA und tPSA
(%fPSA) signifikant erniedrigt und der Anteil von ACT-PSA an tPSA erhoht (55).
Catalona et al. (68) zeigten in einer prospektiven Studie an 773 Mannern, dass durch
die zusatzliche Bestimmung von %fPSA in der ,Grauzone" (tPSA-Bereich unter 10 pg/l)
bei etwa gleich bleibender Sensitivitdt die Anzahl unndtiger Biopsien reduziert werden
kann. Daher sollten nur bei Patienten mit niedrigen %fPSA-Werten Biopsien entnom-
men werden. Uneinigkeit besteht jedoch weiterhin bezuglich des empfohlenen Grenz-
wertes zur Biopsieindikation. Ein Vergleich unterschiedlicher Studien ist unter anderem

wegen der Variabilitat der verwendeten Methoden kompliziert (siehe Kapitel 1.3) (14).

Des Weiteren wurde ein Test entwickelt, der mit cPSA alle an Protease-Inhibitoren
gebundenen PSA-Molekile, mit Ausnahme des a,-Makroglobulin-PSA, erfasst (56).
Durch die Bestimmung der Hauptfraktion ergibt sich im Vergleich zum geringer vor-
kommenden fPSA eine giinstigere analytische Ausgangsposition. Zudem ist cPSA sta-
biler als fPSA (69). Eine prospektive Studie an 831 Mannern fand heraus, dass cPSA
spezifischer als tPSA ist (70). Im Grauzonenbereich hat das cPSA bei festgelegter
90%iger Sensitivitat eine hohere Spezifitat als tPSA (13,3 bzw. 8,6 %), aber eine
niedrigere als %fPSA (21,5 bzw. 21,9 %). Es ist aber weiterhin unklar, ob tPSA durch
CcPSA als Screeningtest abgeldst werden sollte.

Schon bei den Vergleichen zwischen der PSA-Messung und der DRU in der PCa-
Diagnostik zu Beginn der 90er Jahre konnte beobachtet werden, dass durch die Kombi-
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nation beider Methoden eine gro3ere diagnostische Effizienz erreicht werden kann (57).
Folglich stellt die Entwicklung von %fPSA orientierten, artifiziellen neuronalen
Netzwerken und logistischen Regressionen einen weiteren Fortschritt bei der
Optimierung der Prostatakarzinomdiagnostik dar (16,71). Artifizielle neuronale
Netzwerken erstellen aus %fPSA und tPSA sowie den Daten der klinischen
Untersuchungen (Alter, Prostatavolumen, DRU) ein individuelles Risikoprofil und geben
eine Empfehlung Uber die Notwendigkeit einer Biopsie ab. Dadurch kann die Leistung
der %fPSA-Bestimmung weiter verbessert und die Zahl der unnétigen Biopsien im
erweiterten Graubereich 2-10 pg/l nochmals gesenkt werden. Neuere Studien zeigen
eine verbesserte Friherkennung unter Miteinbeziehung der PSA-Dichte, vor allem im
niedrigen PSA-Bereich (72). Auch der Einsatz neuer Tumormarker wie hk2, hkl11,
proPSA, MIC-1 (macrophage-inhibitory cytokine-1) und MIF (macrophage migration
inhibitory factor) in artifiziellen neuronalen Netzwerken kann zusatzlich Biopsien

einsparen (73-75).

1.3. Messgerate zur Bestimmung des prostata-spezifi ~ schen Antigens

Mit Zunahme der Klinischen Nutzung des PSA stieg die Anzahl der kommerziell
erhaltlichen PSA-Testmethoden stetig. Der erste PSA-Immunoassay wurde Anfang der
80er Jahre entwickelt (76). Heutzutage sind tber 30 verschiedene Testsysteme zur Be-
stimmung von tPSA und etwa 10 zur Bestimmung von fPSA bzw. cPSA erhéltlich (77).
Allerdings wurde nachgewiesen, dass Testsysteme zur Bestimmung von tPSA und

fPSA bei gleichen Serumproben unterschiedliche Messergebnisse liefern (17).

Schon die beiden ersten kommerziell verfigbaren Methoden, der Pros-Check und der
Tandem-R Hybritech, zeigten erhebliche Differenzen (78). Nur in Kenntnis des
Referenzbereichs der Bestimmungsmethode, Pros-Check <2,5 pg/l und Tandem-R <4
ug/l, konnten die Ergebnisse korrekt bewertet werden. Die Einfihrung weiterer Tests
mit methodenabhangigen Messergebnissen erschwerte die Interpretation des PSA
aul3erordentlich, zumal sich zunehmend der klinisch etablierte Referenzbereich des
Tandem-R durchsetzte (23,57). So wird die Indikation zur Prostatabiopsie bei einem
Wechsel des Testsystems vor allem im allgemein Ublichen Grenzbereich von 4 g/l

erschwert und kann zu einer ungleichen Einstufung von Mannern mit erhohten PSA-
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Konzentrationen und folglich zu einer unterschiedlich hohen Biopsierate fuhren (23).
Studien zum PSA, die an einem Testsystem durchgefiihrt wurden, kbnnen nicht auto-
matisch auf ein anderes Uubertragen werden. Die mangelnde Vergleichbarkeit
methodenabhéangiger Messergebnisse fihrt also im analytischen und klinischen Sinn zu

einer Herabstufung des Tumormarkers.

Als mdgliche Ursachen fir die methodenabhéangige Variabilitét von PSA-Messungen
wurden verschiedenste Faktoren angefuhrt (23,79). Darunter scheinen neben dem
individuellen Aufbau des Testsystems und der unterschiedlichen Epitop-Bindungsplatze
der verwendeten PSA-Antikoérper in den verschiedenen PSA- Methoden vor allem die
nicht-aquimolare Erkennung von freiem und gebundenem PSA und die uneinheitliche
Kalibrierung der Testsysteme wichtig zu sein (18,23,80).

Die Aquimolaritat einer Methode beschreibt das Verhaltnis der gemessenen PSA-
Untergruppen zueinander. Eine aquimolare Methode bestimmt tPSA aus der absoluten
Konzentration von fPSA und ACT-PSA und ist unabhangig von den Relationen. Eine
nicht-aquimolare Methode erfasst in der Regel hthere fPSA-Konzentrationen und kann
fur Proben mit gleicher tPSA-Konzentration, aber unterschiedlichen Anteilen an fPSA
unterschiedliche Ergebnisse liefern (81,82). Nicht-Aquimolare Methoden sollen tenden-
ziell zu einer U(Uberhéhten tPSA-Bestimmung bei Patienten mit benigner
Prostatahyperplasie und Unterbewertung von PSA bei PCa-Patienten neigen (29). 1994
zeigte ein Vergleich zwischen dem Tandem-R und dem nicht-&quimolaren Abbott IMx
nur fir Proben mit niedrigen fPSA-Anteilen eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse
(83). Die hohere tPSA-Bestimmmung bei steigendem %fPSA des IMx kdnnte zu einer
niedrigeren Spezifitat flihren. Umgekehrt neigte aber der Tandem-R zu einer
niedrigeren Sensitivitdt. Der Gebrauch &quimolarer Methoden kann die Anzahl der
unndtigen Biopsien um bis zu 10 % verringern (29,84,85). Die Grunde fur die
unterschiedlichen aquimolaren Charakteristiken sind komplex. Antikérper nicht-
aguimolarer Methoden sollen auch an Epitope des fPSA binden, die normalerweise
durch die Komplexierung zum ACT-PSA verdeckt werden (54). Bisweilen wurden auch
polyklonalen Antikorperseren eine Nicht-Aquimolaritat zugeschrieben, weil sie eine
groBere Affinitat zu fPSA besitzen und mit PSA-Formen reagieren die von

monoklonalen Antikérpern nicht erkannt werden (25,86,87). In der Regel haben nur

wenige Antikorper aquimolare Charakteristiken. In einer Studie von Corey et al. (86)
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konnten bei nur 3 von 90 neuen Antikérperkombinationen adquimolare Eigenschaften mit
ausreichender Signalstarke nachgewiesen werden. Ein anderer mdglicher Unterschied
bezieht sich auf die Reaktionskinetiken der Methoden. Bei einer kurzen Inkubationszeit
werden PSA-Formen mit einem kleineren Molekulargewicht schneller erfasst (20). Zwar
wurde bei Vergleichen oft der &quimolare Hybritech Tandem-R als Referenz heran-
gezogen, doch eine Referenzmethode im eigentlichen Sinn sowie ein internationaler

Standard Uber eine einheitliche Kalibrierung existierte nicht (50,55,88,89). Auch in

dieser Arbeit soll das Nachfolgemodell der Access Hybritech als Vergleichsmethode
dienen, weil dieser Test die gleichen Antikorper verwendet und groRe Ahnlichkeiten mit
dem Tandem-R besitzt, weit verbreitet ist und zu Beginn der Studie noch als aquimolar
bekannt war (18,90).

Um die unzureichende Vergleichbarkeit methodenabhangiger Messergebnissse zu
beheben, wurden in den 90er Jahren zwei Konferenzen zur Standardisierung von PSA-
Immunoassays organisiert (19-22,91). Die zuvor mehrfach beschriebene Variabilitdt von
tPSA-Konzentrationen zwischen verschiedenen Testsystemen sollte durch die
Kalibrierung mit einem Referenzmaterial und durch die Entwicklung aquimolarer
Methoden deutlich reduziert werden. Methoden, die nicht weitgehend &quimolar alle
genannten PSA-Formen erkennen, messen mit hochster Richtigkeit bei der Zusam-
mensetzung, die der des Kalibrierungsstandards entspricht. In der Folge wurden
einheitliche Referenzmaterialien nach dem so genannten WHO-PSA-Standard mit dem
Quotienten 90 ACT-PSA/ 10 fPSA entwickelt (26,92). Dieser fPSA-Anteil wird typischer-
weise bei Serumproben von PCa-Patienten gemessen (93). Nicht-aquimolare
Methoden, die bevorzugt fPSA bestimmen, sollten dadurch in diesem Bereich ahnliche
Ergebnisse liefern. Die Verwendung von 90:10 Mischungen in Qualitatskontrollen fuhrt
zu signifikanter Abnahme der Unterschiede zwischen den Methoden (94). Da aber bei
Proben mit hoheren fPSA-Anteilen, wie etwa bei gesunden Mannern oder BPH-
Patienten, weiterhin falsch-hohe Abweichungen resultieren koénnen, kann die
einheitliche Kalibrierung die Umstellung der Methoden hin zu aquimolarer Charakteristik
nicht ersetzen (94-96).

Es musste festgestellt werden, dass auch fir fPSA-Konzentrationen und damit auch fur
%fPSA-Werte eine erhebliche Methodenabhangigkeit zu verzeichnen ist (18,94). Die

aus fPSA und tPSA kalkulierten %fPSA-Werte weichen noch starker voneinander ab als
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die beiden alleine. Vor allem unter %fPSA-Bestimmungen kann die Applikation eines
einheitlichen Grenzwertes falsche klinische Schlussfolgerungen nach sich ziehen (18).
Einheitliche Grenzwerte bei unterschiedlich hohen %fPSA-Bestimmungen wirken sich
auf die Anzahl der fir eine Prostatabiopsie in Frage kommenden Patienten aus
(19,94,97). Die willkurrliche Kombination von fPSA- und tPSA-Konzentrationen unter-
schiedlicher Methoden zur Bestimmung von %fPSA sollte unterlassen werden, da dies
zu einer deutlichen Verringerung der diagnostische Leistung fuhren kann (98). Das
erste internationale WHO-Referenzmedium zur Kalibrierung von fPSA-Methoden wird

von den meisten Herstellern noch nicht eingesetzt (30).

In den letzten Jahren konnten Erfolge auf dem Weg zur Harmonisierung der ge-
messenen PSA-Konzentrationen durch Methoden unterschiedlicher Hersteller gemeldet
werden (99). Die Kalibrierungen der einzelnen Methoden durch PSA-Referenz-
materialien der WHO konnten aneinander angeglichen werden (30). Blijenberg et al.
(27) und Stamey et al. (26) konnten eine verbesserte Korrelation zwischen den PSA-
Methoden demonstrieren, die zuvor nach dem WHO-Standard kalibriert wurden. Es

wurden weitere dquimolare Methoden entwickelt (31,99).

Trotz verbesserter Prazision bestehen weiterhin grof3en Unterschiede zwischen den
Methoden (18). Zwar konnte in den Niederlanden der Variationskoeffizient von Anfang
der 90er Jahre bis 2000 um 10-45 % verringert werden, ist aber mit 15-20 % noch
relativ hoch. Im Jahre 2000 bezifferten sich die Abweichungen zwischen den in
Deutschland erhéltlichen Tests noch um 30-40 % (18). Tatséachlich haben die meisten
Hersteller (darunter auch die hier untersuchten Tests von Abbott, Beckman Coulter,
Diagnostic Product Corp. und Roche Diagnostics) in den letzten Jahren den Testaufbau
verandert (31,90,100). Bisher konnte nur der Beckman Hybritech-Test (und neuerdings
auch Abbott AXSYM und Roche Elecsys 2010) die Zulassung der amerikanischen FDA

(Food and Drug Administration) fur die Bestimmung von %fPSA erlangen. Zu Beginn
dieser Dissertation existierten nur wenige Studien mit entweder einem zu kleinen
Probenumfang oder einer limitierten Anzahl an untersuchten Methoden, um die aktuelle
Situation richtig abbilden zu kénnen (101-103). Eine Studie aus dem Jahr 2000 an 26
Methoden konnte zwar Verbesserungen in der Standardisierung erkennen, kam aber zu
dem Ergebnis, dass nur jede dritte Methode aquimolar misst (101). Mehrere Studien

konnten eine Variabilitat der tPSA und %fPSA-Ergebnisse zwischen den Methoden
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demonstrieren (18,102-104). Hinsichtlich der Auswirkungen methodenabhangiger PSA-
Ergebnisse auf die klinische Leistung wurden widersprichliche Studien verdffentlicht
(102,104).



Ziele der Arbeit 13

2. Ziele der Arbeit

Die Entwicklung neuer aquimolarer Methoden und einheitlicher WHO-PSA-Referenz-
materialien zur Kalibrierung sollten die Variabilitat von tPSA- und fPSA-Konzentrationen
zwischen verschiedenen kommerziellen Testsystemen verringern und eine bessere
Interpretation der PSA-Werte ermoglichen. Vorangegangene Studien konnten die
gegenwartige Situation nur unzureichend abbilden. In einer Studie an 798 Serumproben
von PCa- und BPH-Patienten sollen die fuinf meistbenutzten Analysesysteme zur
Bestimmung von tPSA und fPSA (in einem Fall cPSA) miteinander verglichen und
hinsichtlich der Variabilitat der PSA-Werte zwischen den Methoden, den aquimolaren

Eigenschaften und der diagnostischen Leistung charakterisiert und bewertet werden.

Zusammenfassend sollten folgende Fragen geklart werden:

* Wie sind die analytischen Zuverlassigkeiten der Tests zu bewerten?

 Konnten die Diskrepanzen methodenabhangiger Messergebnisse verringert
werden? Liegt eine ausreichende Austauschbarkeit der Testergebnisse vor?

» Konnten die Hersteller das Ziel der &aquimolaren Erfassung von freiem und
gebundenem PSA erreichen?

» Wie ist die diagnostische Aussagekraft der einzelnen Tests? Beeinflusst der
Gebrauch einheitlicher Grenzwerte die klinische Diskriminationsfahigkeit der Tests?

» Sind die Ziele der Standardisierung von PSA-Messsystemen erreicht worden?
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3. Material und Methoden

3.1. Probenmaterial

Die Bestimmungen erfolgten an Serumproben von insgesamt 798 Patienten, welche in
einem Zeitraum von Januar 1999 bis Marz 2004 abgenommen und von Juni bis August
2004 analysiert wurden. Um mogliche Fehlmessungen zu vermeiden, fanden die Blut-
entnahmen entweder vor Biopsiegewinnung sowie mindestens sechs Wochen nach
Manipulationen an der Prostata, wie der rektalen Tastuntersuchung oder dem trans-
rektalen Ultraschall, statt. Nach der Entnahme wurden die Proben 15 Minuten lang bei 4
T unter 1600 G zentrifugiert und das aus dem Ubers tand gewonnene Serum bei -80
T eingefroren. Die Proben wurden erst am Messtag b ei Zimmertemperatur wieder auf-
getaut und innerhalb der ersten drei Stunden bestimmt.

3.2. Patientenkollektiv

Diese Studie wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen Standards der Helsinki
Deklaration von 1975 sowie der Uberarbeiteten Fassung von 1996 durchgefihrt. Alle
Teilnehmer wurden an der Urologischen Klinik der Charité untersucht und waren mit der

Auswertung ihrer Daten einverstanden.

Unter den 798 Patienten befanden sich 468 Patienten mit Prostatakarzinom und 330
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie. Bei allen Patienten wurde von Facharzten
der Urologischen Klinik ein klinischer Status einschlief3lich einer digital-rektalen Tast-
untersuchung und einer Prostatavolumenmessung erhoben. Die Probanden waren
bezogen auf das Prostataleiden zum Zeitpunkt der Blutentnahme weder medikamentts
noch operativ vorbehandelt. Die Diagnosen waren durch histologische Untersuchungen
gesichert (Oktantenbiopsien). Bei 377 der PCa-Patienten beziehen sich die Befunde
(TNM-Klassifikation; histologische Differenzierung) auf die erhobenen Daten nach Un-
tersuchung des Prostatektomiepraparates. Die histologischen Untersuchungen
erfolgten routinemanig im Institut fir Pathologie der Charité in Berlin, CCM (Prof. Dr. M.

Dietel). Diese Daten wurden den Krankenakten enthommen.
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3.4. PSA-Bestimmungen

Die PSA-Messungen wurden an funf vollautomatischen Immunoassay-Analysegeréaten
nach den Anweisungen der Hersteller vorgenommen. Die Messungen erfolgten an
Geraten im Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie (Direktor: Prof. Dr. E.
Kottgen). Bei der technischen Durchfihrung wurde ich dankenswerterweise ganz
wesentlich von Frau Janett Reiche unterstlitzt. Die Analysegerate sind im Einzelnen:
Der AXSYM®- (Abbott Diagnostics GmbH, Wiesbaden, Deutschland), der Access®-
(Hybritech®-PSA, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA), der Immulite 2000®-Test
(DPC-Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland) und der Elecsys 2010®-Test
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) fur die Messung von fPSA und
tPSA sowie der ADVIA Centaur®- (Bayer Diagnostics, Tarrytown, USA) fir cPSA und
tPSA.

Prinzipiell arbeiten alle verwendeten Assays nach der ,Sandwich-Technik”. Hierbei
werden zwei (nicht-konkurrierende) Antikérper (AK), die an verschiedene Epitope des
zu bestimmenden PSA-Molekils binden, in das Analysat gegeben. Der erste AK
(genannt ,Festphasen-AK") extrahiert das Antigen aus dem Reagenz. Der Zweite
(,Licht-Reagenz") ist mit einer Substanz konjugiert, die eine in Lichtemission endende
chemische Reaktion einleitet. Ein Photometer misst das entstandene Lichtsignal und
ermittelt anhand zuvor erstellter Kalibrationskurven die PSA-Konzentration in der Probe.
Bis auf die Verwendung anderer Antikorper verlauft die Bestimmung des freien PSA
prinzipiell gleich. Die Tabellen 1 und 2 zeigen die Charakteristika bzw. Arbeitsschritte

der Messsysteme.

Alle Messgerate wurden mit herstellerspezifischem Kalibrationsmaterial geeicht.

Als Kontrollmaterial fur Prazisionsbestimmungen und Richtigkeitskontrollen standen
herstellerspezifische Kontrollproben, Kontrollseren von Bio-Rad Laboratories
(Richmond, USA) und ein hauseigener Serumpool zur Verfugung. Es wurden intra-

serielle und interserielle Messungen vorgenommen.

Da am ADVIA Centaur nicht fPSA sondern cPSA gemessen wird, wurde zum besseren
Vergleich der fPSA-Testsysteme aus cPSA des ADVIA Centaur mit folgender Formel
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berechnet: fPSA = tPSA - cPSA. Der prozentuale Anteil des fPSA am tPSA wurde
anhand der Formel %fPSA= (fPSA/ tPSA)x 100 ermittelt.



Tabelle 1. Charakterisierung der verwendeten PSA-Messsysteme entsprechend den

Herstellerangaben.

Hersteller Beckman-Coulter Abbott Bayer DPC-Biermann Roche
Analysensystem Access Hybritech AXSYM ADVIA Centaur Immulite 2000 Elecsys 2010
Messprinzip® MSA MEIA MSA LIA MSA
Verwendete AK® m (Maus)/ m (Maus) m (Maus)/ m (Maus) p (Ziege)/ m (Maus) p (Ziege)/ m (Maus) m (Maus)/ m (Maus)
Aquimolare Messung ° ja ja ja k.A. ja
Kalibratorenzss. fPSA 90 ACT-/10 fPSA 90 ACT-/10 fPSA k.A. 90 ACT-/10 fPSA
TPSA

Probenvolumen [ul] 25 184 35 25 20
Inkubationszeit [s] 15 k.A. 7,5 30 <18 (ges. Test)
Messbereich [ug/l] 0,008-150 0,04-? (k.A) 0,01-100 0,04.150 0,002-100
Kein ,high-dose-hook-

effect” bis [ug/l] 50 K.A. 100 22500 17000
FPSA®

Probenvolumen [ul] 25 184 35 25 20
Inkubationszeit [s] 15 k.A. 7,5 60 <18 (ges. Test)
Messbereich [ug/l] 0,005-20 0,02-? (k.A) 0,03-100 0,02-25 0,01-50
Kein ,high-dose-hook-

effect” bis [ug/l] 20 K.A. 8 10000 17000

®MEIA= Mikropartikelenzymimmunoassay,

lumenisziernder Immunoassay;

m= monoklonaler Antikérper, p= polyklonaler Antikérper;

°Aquimolare Messung von fPSA und ACT-PSA vorhanden;
9Bei ADVIA Centaur Bestimmung von cPSA.

MSA= magnetischer Separationassay, LIA=

USPOYISN pun [eLstei

LT
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Tabelle 2. Arbeitsschritte der einzelnen Assays.

Access:

AXSYM:

Centaur:

Immulite :

Elecsys :

Probe, mit alkalischer Phosphatase konjugierter AK und an para-
magnetischen Partikeln gebundene AK werden zusammengegeben>
Inkubation> Sandwich-Komlexbildung> Waschschritt unter Magnetfeld>
Substratzugabe (Lumi-Phos 530)> Reaktion des Substrats mit alkalischer
Phosphatase> Messung des entstandenen Chemielumniszenzsignals und

Errechnen der Konzentration.

Probe, Festphasen-Ak und Verdinnung werden gemischt> Inkubation>
Antigen-AK-Komplexe binden an Glasfasermembran > Waschvorgang >
Substratzugabe (4-Methyliumbelliferylphosphat)> Messung des

entstandenen Fluoreszenzsignals und Errechnen der Konzentration.

(Bei der cPSA-Bestimmung werden in einem ersten Schritt fPSA-
Bindungsstellen durch AK blockiert)> Probe und Acridiumester-markierter-
AK und an paramagnetische Partikel gebundener AK werden gemischt>
Inkubation> Sandwich-Komplexbildung> Waschschritt> Zugabe von Saure
und Base> Messung des entstandenen Chemielumniszenzsignals und

Errechnen der Konzentration

Probe und an Kugel gebundener AK werden gemischt> Inkubation> erster
Waschvorgang> mit alkalischer Phosphatase konjugierter AK bindet an
Antigen-AK-Komplex> Inkubation> zweiter Waschvorgang> Sandwich-
Komplex-Bildung> chemielumneszierendes Substratmodul wird
zugegeben> Messung des gebildeten Chemielumniszenzsignals und Er-

rechnen der Konzentration

Probe, biotinylierter AK und Ruthenium-Komplex-markierter AK werden
gemischt> Inkubation> Zugabe von strepavidin-beschichteten Mikro-
partikeln> Bindung des Sandwichkomplexes tber Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung an Festphase> Elektrode fixiert magnetische Partikel>
Waschvorgang> Spannung induziert Chemielumniszenzreaktion> Photo-

multiplier misst und errechnet Konzentration
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3.5. Statistische Auswertungen

Statistische Berechnungen nahm ich an den Softwareprogrammen MedCalc® Version
9.0.1.0 (MedCalc Software, Belgien), GraphPad Prism® 4.03 (GraphPad Software,
USA) und Excel 2002 fur Windows vor. Ich wéhlte den Access-Hybritech Assay als
Vergleichsmethode, weil dieser wie auch das Vorgangermodell Tandem-R oft
beschrieben wurde und vor Beginn dieser Studie flr seine aquimolare Messungen
bekannt war (31,90). P <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Bei multiplen
Vergleichen passte ich das Signifikanzniveau entsprechend der Bonferroni-Korrektur
(105) (P <0,05 / [Zahl der miteinander verglichenen Tests]) an. Als statistische Tests

wurden der Wilcoxon-Test und McNemar-Test angewendet.

Methodenvergleiche habe ich nach den Verfahren von Passing und Bablok (106) sowie
Bland und Altman (107) vorgenommen. Mit dem Mountain-Plot stellte ich eine weitere
graphische Methode zum analytischen Vergleich dar (108). Zur Beschreibung der Aqui-
molaritdt der einzelnen Bestimmungsmethoden benutzte ich Auftragungen und
Berechnungen nach der Methode von Semjonow et al. (31). Die ROC-Analyse
verwendete ich, um die Validitaten der Testsysteme zu ermitteln und miteinander zu
vergleichen (109). Fur nédhere Erlauterungen der angewandten statistischen Methoden

maochte ich auf die entsprechenden Kapitel im Ergebnisteil verweisen.
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4.  Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der untersuchten Probanden

Die Probanden verteilten sich auf folgende zwei Gruppen: 486 Prostatakarzinom-
Patienten mit einem Altersmedian von 63 Jahren (Spannweite: 43-79 Jahre) und 330
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie und einem Altersmedian von 66 Jahren
(Spannweite: 38-85 Jahre). In den folgenden Kapiteln werde ich sowohl Berechnungen
fur das gesamte Patientenkollektiv als auch fir die beiden Erkrankungsgruppen ge-

trennt durchfiihren, um auf mégliche erkrankungsbedingte Unterschiede hinzuweisen.

Das mit transrektalem Ultraschall gemessene Prostatavolumen der PCa- und BPH-
Patienten betrug im Median 34 bzw. 45,5 cm bei einer Spannweite von 10-110 bzw. 13-
180 cm. Die digital-rektale Untersuchung der PCa- und BPH-Patienten ergab in 284
bzw. 30 Fallen einen positiven und in 184 bzw. 300 Fallen einen negativen Tastbefund.
In der Gruppe der PCa-Patienten konnte nach histologischer Stadieneinteilung der
Grol3teil der Karzinome einem Stadium T2 der TNM-Klassifikation zugeordnet werden
(pT1= 4, T1= 15, pT2= 267, T2= 43, pT3= 105, pT4= 1) und war entsprechend dem
Gleason-Score mittelgradig differenziert (pG1= 7, G1= 6, pG2= 250, G2= 65, pG3= 120,
G3= 19, Gx= 1). Bei keinem der untersuchten Patienten wurde ein Lymphknotenbefall
oder eine Metastasierung festgestellt (NO= 255, MO= 415, Nx= 213, Mx= 53).

Bei Uber zwei Drittel der insgesamt 798 Patientenseren wurde ein tPSA-Wert zwischen
0 und 10 pg/l gemessen (Tab. 3). In diesem Klinisch bedeutsamen tPSA-Bereich war
die Verteilung der PSA-Werte in beiden Erkrankungsgruppen nahezu gleich. Dies zeigt

die Aufschlisselung der Proben in den einzelnen PSA-Bereichen in Tabelle 3.
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Tabelle 3. Verteilung der Patienten in der PCa- und BPH-Gruppe anhand der tPSA-

Konzentration.

tPSA [ug/l] 2

0-2
0-4
2-4

0-10
2-10

4-10

10-27,1

Gesamt-Anzahl
(0-27,1)

BPH-Patienten

77 (23 %)
143 (43 %)
69 (21 %)

282 (85 %)
208 (63 %)

139 (42 %)

48 (15 %)

330

PCa-Patienten

15 (3 %)
68 (15 %)
53 (11 %)

314 (67 %)
299 (64 %)

246 (53 %)

154 (33 %)

468

Alle Patienten

92
211
122

596

507

385

202

798

®Bezug auf die Werte mit dem Access-Hybritech-Test. In Klammern ist der jeweilige prozentuale
Anteil der Patienten des jeweiligen PSA-Bereiches an der Gesamtzahl der Patienten in der

PCa- bzw. BPH-Gruppe angegeben.
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4.2. Qualitatskontrolle

Die Ergebnisse der intra- und interseriellen Préazisionsbestimmungen sind in den
Tabellen 4 und 5 zusammengefasst. Die Variationskoeffizienten (VK) aller Kontrollen
lagen unter 10 % und damit innerhalb der vorgegebenen Toleranzgrenze.

Die intraseriellen Bestimmungen fir tPSA und fPSA mit einem hauseigenen Serumpool
(Tab. 4) wiesen sowohl beim Vergleich der Ergebnisse mit den verschiedenen Mess-
geraten untereinander als auch zwischen den als ,hoch* und ,niedrig” definierten PSA-
Bereichen keine grof3en Differenzen auf. Intraserielle Kontrollen mit den so genannten
Systemproben der Hersteller wurden aufgrund unzureichender Materialverfiigbarkeit
nur an den Geraten AxSYM, Centaur und Elecsys vorgenommenen. Die intraseriellen
VK-Werte lagen in allen Fallen unterhalb 7 %.

Die mit herstellereigenen Systemproben (Tab. 5) und hauseigenen Serumpools er-
mittelten Tag-zu-Tag-Prazisionen wiesen bei allen Methoden eine gute analytische
Zuverlassigkeit auf (VKs <9 %). Auch hier war die analytische Zuverlassigkeit der tPSA-
Bestimmungen mit denen der fPSA-Messungen vergleichbar. Tendenziell war die
analytische Zuverlassigkeit in niedrigeren PSA-Bereichen, wie zu erwarten, geringer.
Impréazisionskontrollen mit BioRad-Kontrollmaterialien fir die tPSA-Bestimmungen
zeigten eine vergleichbare Reproduzierbarkeit aller Methoden (VKs <9 %).
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Tabelle 4. Intraserielle Prazision der fPSA- und tPSA-Bestimmungen mit zwei Serum-

pools (n=10).
Access AxSYM  Centaur Immulite Elecsys
tPSA
Niedrig
Mittelwert [ug/l] 2,33 1,99 2,04 2,38 2,31
SD [ug/l] 0,05 0,04 0,10 0,12 0,03
VK [%] 1,9 1,8 4,8 5,2 1,4
Hoch
Mittelwert [ug/l] 17,0 16,2 15,3 17,8 16,7
SD [ug/l] 0,26 0,66 0,73 0,71 0,37
VK [%] 1,5 4,1 4,8 4,0 2,2
fPSA?
Niedrig
Mittelwert [ug/l] 0,43 0,49 1,64 0,34 0,43
SD [ug/l] 0,03 0,02 0,07 0,01 0,01
VK [%)] 6,9 4,3 4,3 3,7 2,9
Hoch
Mittelwert [ug/l] 3,79 3,99 11,8 3,18 3,81
SD [ug/l] 0,10 0,13 0,68 0,16 0,04
VK [%)] 2,7 3,2 5,8 50 4,5

dCentaur: Angabe in cPSA statt fPSA.
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Tabelle 5. Interserielle Prazision der fPSA- und tPSA-Bestimmungen mit kommerziellen

Kontrollmaterialien.

Geréat Test Kontrollmaterial Mittelwert [ug/l] SD[u o] VK [%]
Access tPSA PSA QCI 0,96 0,04 4,24
(n=17) Il 14,8 0,46 3,12
1] 89,6 2,03 2,26

fPSA 1 0,97 0,03 3,48

2 12,3 0,45 3,66

AXSYM tPSA L 0,50 0,03 5,84
(n=41) M 4,08 0,22 5,43
H 24,9 1,39 5,57

fPSA L 0,42 0,02 5,33

M 1,02 0,05 521

H 7,17 0,50 6,91

Centaur? tPSA Ligand plus 1 0,39 0,02 5,98
(n=40) 2 1,54 0,07 4,36
3 13,2 0,65 4,93

cPSA 1 2,73 0,14 5,14

2 13,8 0,64 4,59

3 69,1 3,86 5,59

Immulite tPSA TMCO | 2,57 0,20 2,64
(n=20) I 7,38 0,32 3,18
1] 30,6 1,79 3,76

fPSA TMCO | 1,11 0,10 6,61

Il 3,29 0,26 2,90

11 14,2 1,03 6,69

Elecsys tPSA Preci control | 5,01 0,27 5,40
(n=45) Il 47,6 3,44 7,23
fPSA I 1,07 0,05 4,48

Il 10,1 0,57 5,56

4Centaur: Angabe in cPSA statt fPSA.
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4.3. Methodenvergleiche der tPSA-, fPSA- und %fPSA -Bestimmungen

Im Kapitel 3.5 habe ich dargelegt, dass fir den Vergleich zwischen den verschiedenen
PSA-Bestimmungen die Messungen mit den PSA-Methoden der Fa. Beckman-Coulter
als Bezug dienten. Die folgenden Auswertungen beziehen sich also auf die Access-

Methode als Referenzmethode.

Die Methodenvergleiche erfolgten, indem in einer ersten Auswertung alle untersuchten
Patienten eingeschlossen wurden. Damit wurde der tPSA-Bereich bis 27,1 ug/l ausge-
wertet. Dies wird in den folgenden Abschnitten 4.3.1 bis 4.3.4 erlautert. In einer zweiten
Auswertung wurde speziell eine Subgruppenanalyse der Patienten mit tPSA-Werten bis
10 pg/l vorgenommen. Damit sollten eventuelle Besonderheiten dieses PSA-Bereiches
bertcksichtigt werden. Dieser Aspekt wird im Abschnitt 4.3.5 beschrieben.

4.3.1. Darstellung nach Passing und Bablok

Bei der parameterfreien Regressionsanalyse nach Passing und Bablok (106) wird
davon ausgegangen, dass die Ergebnisse beider Messmethoden fehlerbehaftet sind.
Die klassische lineare Regressionsanalyse setzt hingegen voraus, dass der als X-
Variable eingetragene Wert weitgehend fehlerfrei ist und normalverteilte Werte
vorliegen. Diese Bedingungen sind bei vergleichenden Messungen, die auf ahnlichen
Prinzipien beruhen und unterschiedliche Wertebereiche umfassen, nicht erfillt, so dass
von Passing und Bablok (106) fur Methodenvergleiche ein parameterfreies
Auswerteverfahren entwickelt wurde. Wie bei der konventionellen Regressionsanalyse
werden die Ergebnisse beider Methoden gegeneinander aufgetragen und die Median-
werte, die Steigung und der Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate errechnet. Sind
die 95%igen Konfidenzintervalle der Steigung oder des Schnittpunkts unterschiedlich

von 1 bzw. 0, kann von einem signifikanten Unterschied ausgegangen werden.

Fur eine erste Ubersicht der Vergleichsmessungen habe ich die prozentualen Unter-
schiede zwischen der Access-Methode und den anderen PSA-Methoden errechnet.
Hierbei wurde der jeweils mit der Access-Methode gemessene Wert 100 % gesetzt und

mit den Ergebnissen der anderen Methoden verglichen. Dies ist in der Abbildung 1
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zusammengestellt. Aufgrund der prozentualen Darstellung werden die Unterschiede
besser deutlich als sie im Vergleich der absoluten Werte erkennbar sind.

Die absoluten Werte sind in der Tabelle 6 zusammengefasst. Der Vergleich der
Medianwerte verschiedener Methoden mit der Vergleichsmethode Access-Hybritech
zeigt, dass die Messwerte zum Teil erheblich zwischen den Bestimmungsmethoden
differieren. Da gemall des Bonferroni-Postulats mit der Zahl der miteinander
verglichenen Tests das Risiko wéchst, Ergebnisse falschlicherweise als signifikant zu
deklarieren, entschied ich mich zur Anwendung der Bonferroni-Korrektur (105). Nach
der Formel P <0,05/k wird das Signifikanzniveau der Anzahl an Tests Kk angepasst.
Daher sinkt das Signifikanzniveau in den folgenden Tests auf P <0,0001. Der Wilcoxon-
Test fur parameterfreie, gepaarte Daten ergab, mit Ausnahme des Vergleichs zum
fPSA-Centaur unter BPH-Patienten und fPSA-Elecsys innerhalb der PCa-Gruppe (P=
0,41 bzw. P= 0,11), signifikante Unterschiede zwischen allen t-, f- und %fPSA-
Bestimmungen und dem Access. Insgesamt waren 78 % der Steigungen und 58 % der
Schnittpunkte der Regressionsgeraden mit der Y-Achse ungleich 1 bzw. 0. Somit
unterscheiden sich die untersuchten Methoden mehrheitlich signifikant zur Referenz-

methode.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

. FPSA- und tPSA-Konzentrationen der verschiedenen Methoden weichen in
umgekehrter Richtung von der Referenzmethode ab. AXSYM und Centaur messen
hohere fPSA- und niedrigere tPSA-Konzentrationen als der Access-Test. Bei Immulite
und Elecsys verhalt es sich umgekehrt.

. TPSA-Konzentrationen von AxSYM, Centaur und Immulite weichen im Schnitt
um 9,3 (Immulite) bis 13,3 % (Centaur) von der Referenzmethode ab. Unter %fPSA-
Medianwerten macht sich der Unterschied zwischen den Methoden noch deutlicher
bemerkbar: Gegentiber der Referenzmethode weist AXSYM durchschnittlich 23 %
héhere und Immulite 18,6 % niedrigere Werte auf.

. Mit dem Elecsys bestimmte PSA-Konzentrationen haben, mit Abweichungen von
2,3 % fur tPSA-Konzentrationen und 5,3 % fir %fPSA-Werte, die hochste Ubereinstim-
mung mit dem Access-Test.

. Differenzen konnen sich auch innerhalb einer Methode zwischen den

Erkrankungsgruppen bemerkbar machen. Steigungen des Vergleichs zwischen den
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berechneten fPSA- und %fPSA-Werte des Centaur und des Access der PCa- und BPH-
Patientengruppen sind signifikant verschieden. Konfidenzintervalle der Medianwerte
des %fPSA- Elecsys fur BPH- und PCa-Patienten tiberschneiden sich nicht.
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Abbildung 1. Medianwerte der Methoden in Prozent zur Referenzmethode (Access).
Saulen: gepunktet — BPH-Patienten, gestrichelt — PCa-Patienten, leer — alle Patienten.

Aufgetragen sind die Medianwerte und die entsprechenden 95%igen Konfidenzintervalle.
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Tabelle 6. Methodenvergleiche einzelner Tests fir tPSA, fPSA %fPSA mit der

Referenzmethode Access entsprechend der nicht-parametrischen Regressionsanalyse nach

Passing und Bablok.?

Access AXSYM Centaur Immulite Elecsys
tPSA [pg/l]
Alle Median 6,63 5,68" 5,56" 7,20 6,63"
(n=798) (6,23;6,94)  (5,37;5,96) (5,25; 5,94) (6,78; 7,67) (6,20; 7,02)
Steigung 1,00 0,87° 0,85° 1,08° 0,99
(0,86; 0,88) (0,84; 0,86) (1,06; 1,10) (0,98; 1,00)
Schnittpunkt 0,00 0,05 0,16" 0,17¢ 0,2¢
(-0,01; +0,11)  (+0,09; +0,22)  (+0,07;+0,27)  (+0,13; +0,25)
BPH Median 4,69 4,01° 4,10° 5,23" 4,85°
(n=330) (4,11;5,28)  (3,41;4,57) (3,44; 4,58) (4,34; 5,69) (4,13; 5,53)
Steigung 1,00 0,84° 0,84° 1,07° 1,00
(0,83; 0,86) (0,82; 0,86) (1,04; 1,10) (0,99; 1,02)
Schnittpunkt 0,00 0,08° 0,15¢ 0,16" 0,17¢
(+0,02; +0,16)  (+0,08; +0,22) (+0,05; +0,25)  (+0,10; +0,23)
PCa Median 7,76 6,68" 6,66" 8,55" 7,75
(n= 468) (7,28;8,17)  (6,29; 7,05) (6,25; 7,18) (8,00; 9,23) (7,33; 8,29)
Steigung 1,00 0,87° 0,85° 1,07 0,99
(0,86; 0,89) (0,83; 0,87) (1,04; 1,10) (0,97; 1,01)
Schnittpunkt 0,00 0,07 0,22° 0,29° 0,22°
(-0,04; +0,17)  (+0,08;+0,35)  (+0,09; +0,48)  (+0,10; +0,33)
fPSA [ug/l]
Alle Median 0,77 0,82° 0,77° 0,67° 0,74°
(n=798) (0,71;0,80)  (0,77;0,86) (0,72; 0,83) (0,64; 0,71) (0,69; 0,78)
Steigung 1,00 1,05° 1,18° 0,94° 0,96°
(1,02; 1,07) (1,13; 1,25) (0,92; 0,96) (0,94; 0,99)
Schnittpunkt 0,00 0,02° -0,09° -0,02° 0,00
(+0,00; +0,04)  (-0,13; -0,06) (-0,03;-0,01)  (-0,02; +0,01)
BPH Median 0,755 0,81° 0,73 0,65" 0,72
(n=330) (0,69;0,82)  (0,72;0,88) (0,68; 0,81) (0,60; 0,74) (0,65; 0,79)
Steigung 1,00 1,04° 1,05 0,93° 0,03°
(1,00; 1,07) (0,99; 1,12) (0,91; 0,96) (0,90; 0,96)
Schnittpunkt 0,00 0,02 -0,02 -0,01 0,01
(-0,01; +0,04)  (-0,06;+0,02)  (-0,03; +0,00)  (-0,01; +0,03)
PCa Median 0,77 0,82" 0,79" 0,68" 0,76
(n= 468) (0,71;0,82)  (0,77;0,87) (0,73; 0,86) (0,64; 0,72) (0,69; 0,81)
Steigung 1,00 1,05° 1,33° 0,94° 1,00
(1,02; 1,09) (1,24; 1,44) (0,92; 0,97) (0,96; 1,03)
Schnittpunkt 0,00 0,02 -0,18¢ -0,02¢ -0,01
(-0,00; +0,04)  (-0,27; -0,11) (-0,04: -0,01)  (-0,04; +0,01)

Fortsetzung auf der nachsten Seite -



Ergebnisse

Fortsetzung von Tabelle 6.
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Access AXSYM Centaur Immulite Elecsys
%fPSA [%]
Alle Median 12,8 15,9 16" 10,4° 12,3
(n=798) (12,1; 13,5) (15,2; 17,0) (15,1; 17,0) (9,81; 11,0) (11,8; 13,0)
Steigung 1,00 1,24° 1,32° 0,82° 0,90°
(1,21; 1,27) (1,26; 1,38) (0,80; 0,84) (0,88; 0,92)
Schnittpunkt 0,00 -0,15 -1,84° -0,06 0,54°
(-0,50; +0,20)  (-2,70;-1,10)  (-0,34;+0,17)  (+0,27; +0,82)
BPH Median 18,3 22,3° 22,1° 14,5 16,8"
(n=330) (17,3; 19,1) (21,2; 23,9) (21,2; 24,0) (13,8; 15,4) (15,7; 17,8)
Steigung 1,00 1,23° 1,22° 0,80° 0,86°
(1,18; 1,28) (1,14; 1,31) (0,76; 0,84) (0,82; 0,90)
Schnittpunkt 0,00 -0,09 -1,53 0,28 1,00°
(-0,95;+0,58)  (-3,5;+0,07)  (-0,32;+0,87)  (+0,33; +1,58)
PCa Median 10,3 12,4 12,6 8,02° 10,1°
(n= 468) (9,58; 10,7) (11,9; 13,4) (11,9; 13,6) (7,55; 8,66) (9,44; 10,7)
Steigung 1,00 1,26° 1,61° 0,85° 0,98
(1,22; 1,31) (1,48; 1,76) (0,82; 0,88) (0,94; 1,01)
Schnittpunkt 0,00 -0,40 -4,31° -0,36" -0,19
(-0,83; +0,03) (-5,8; -2,9) (-0,7; -0,04) (-0,51; +0,17)

%95%ige Konfidenzintervalle in Klammern; aus Ubersichtsgriinden wurden Semikola statt
Bindestriche verwendet. FPSA und %fPSA der Centaur-Tests wurden berechnet (siehe Kapitel
3.4).

®Nach dem Wilcoxon-Test signifikant unterschiedlich zu den Werten des Access-Tests (nach
Bonferroni-Korrektur (105), P <0,0001).

‘Steigungen der Regressionsgeraden, die einen signifikanten Unterschied zwischen den
miteinander verglichenen Methoden anzeigen (K.I. ungleich 1).

Schnittpunkte der Geraden mit der Y-Achse, die einen signifikanten Unterschied zwischen den

miteinander verglichenen Methoden anzeigen (K.I. ungleich 0).
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4.3.2. Darstellung nach Bland und Altman

Die Bland-Altman-Darstellung ergibt sich aus der Auftragung der Differenzen zwischen
den Werten, die mit zwei zu vergleichenden Methoden ermittelt werden, gegenuber
dem Mittelwert aus den Einzelwerten der beiden Methoden. Die Differenzen auf der
Ordinate kdnnen als absolute oder prozentuale Werte angegeben werden. Ich habe
entsprechend der Empfehlung von Dewitte et al. (110) die prozentuale Auftragung
gewahlt. In der Abbildung markieren horizontale Linien den Mittelwert der Differenzen
sowie die zugehorigen 1,96fachen Standardabweichungen (SD).

Die in Kapitel 4.3.1 beschriebenen prozentualen Abweichungen der Messergebnisse
gegeniber Access kénnen in den folgenden Abbildungen an der Hohe der durchgezo-
genen horizontalen Linien abgelesen werden (Abb. 2, 3 und 4).

Abbildung 2 zeigt die Vergleiche der tPSA-Methoden mit der Referenzmethode. Hin-
sichtlich der Streuungen zeigen sich keine grof3en Differenzen. Der Elecsys-Test zeigt
die kleinste Abweichung vom Access.

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen Vergleiche zwischen den fPSA- und %fPSA-Werten.
Bei dem Vergleich der fPSA- und %fPSA-Werte zwischen Centaur und Access wiesen
17 Proben y-Werte unter -200 bzw. tber 150 auf. Bei diesen Proben wurden cPSA-
Konzentrationen gemessen, die hoher als die tPSA-Werte waren und bei der Berech-
nung von fPSA negative Werte ergaben. Diese Werte wurden bei der weiteren
Berechnung nicht bertcksichtigt. Trotzdem imponierten die fPSA- und %fPSA-Graphen
von Centaur gegentuber den anderen Punktwolken durch ihre grof3e Streuung.
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Abbildung 2. Bland und Altman-Schaubilder der tPSA-Werte verschiedener Methoden.

Prozentuale Unterschiede zwischen tPSA-Werten von AXSYM, Centaur, Immulite oder Elecsys

und dem Access Hybritech Test wurden gegen den Mittelwert der beiden Tests entsprechend

der Methode nach Bland und Altman (107) aufgetragen. Die durchgezogene Linie zeigt den

Mittelwert der Differenzen, die gestrichelten Linien verdeutlichen die obere und untere

1,96fache Standardabweichung.
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Abbildung 3. Bland und Altman-Schaubilder der fPSA-Werte verschiedener Methoden.
Die durchgezogene Linie zeigt den Mittelwert der Differenzen, die gestrichelten Linien die obere
und untere 1,96-fache Standardabweichung.



Ergebnisse 34

A ASYM .
150 15 B: ADVIA Centaur
~ —~ 95,1
e
g 52,0 2
S o
] ° % . 209 3 .
g . g o 13,7
o o 3 °
S -10.2 & °
@ i
é g -67,6
g 2
§ -1004 g
S 1501 S
-200 T T T T T ! T -200 T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 6 70 0O 10 20 30 40 50 60 70 8
Durchschnitt von YfPSA 5o UND YFPSALsym (Y0 Durchschnitt von Y%PSA agcess UNd YFPSACaniaur (Y0
C: Immulite 2000 D: Elecsys 2010
150
@ 1004 7 100
g o g °
ﬁ < ]
T gl .0 g
a . 3 31,9
m 17,3 >
3 < .
S . © 53
ad 21,1 <
° ©e 425
-59,6
g E
y .
T 1001 . § -1001
-200 T T T T T T T -200 T T T T T T T
O 10 20 30 40 50 60 70 80 O 10 20 30 40 50 60 70 80
Durchschnitt von YPSA pcess UNd YdPSAmuite (Y0 Durchschnitt von %PSA s ee UNd YPSA oo s (%0)

Abbildung 4. Bland und Altman-Schaubilder der %fPSA-Werte verschiedener Metho-
den.

Die durchgezogene Linie zeigt den Mittelwert der Differenzen, die gestrichelten Linien die obere
und untere 1,96-fache Standardabweichung.
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4.3.3. Mountain-Plot

Erganzend zu der in Kapitel 4.3.2 durchgefiihrten Bland-Altman-Darstellung habe ich
den Mountain-Plot (folded empirical cumulative distribution plot) gewahlt (108). Mit dem
Mountain-Plot wird die Ubereinstimmung von bis zu zwei Messmethoden mit der Refe-
renzmethode graphisch dargestellt. Dazu werden die Differenzen der dargestellten
Messmethoden zur Referenzmethode errechnet und auf der X-Achse aufgetragen. Auf
der Y-Achse werden die Perzentilen der Differenzen angegeben, so dass optisch ein
Berg entsteht. Je enger und spitzer der Berg ist, desto kleiner ist die Variation der
Differenzen einer Messmethode, und je néher die Spitze bei 0 liegt, desto kleiner ist die
gesamte Messabweichung einer Messmethode von der Referenzmethode. Im Gegen-
satz zu vielen anderen graphischen Methodenvergleichen kénnen mit dem Mountain-

Plot schnell seltener vorkommende grofR3e Fehler detektiert werden.

Bei den Vergleichen der tPSA-Methoden mit der Referenzmethode (Abb. 5) zeigen sich
ahnliche Graphen. Die Spitze der Graphen von AXSYM und Centaur (beide +0,5 %)
beweisen gegeniuber dem Access-Test hoher gemessene tPSA-Konzentrationen. Bel
Immulite (-0,5 %) und Elecsys (-0,1 %) verhalt es sich umgekehrt, wobei tPSA-Werte
des Elecsys noch die groRte Ahnlichkeit zum Access aufweisen. Die langen Auslaufer
aller vier Graphen reflektieren die gro3en Unterschiede der Methoden zur Referenz-
methode. Die Haufigkeit extremer Unterschiede, welche an der Breite des 95%igen
Konfidenzintervalls abzuschétzen ist, stellte sich bei den Vergleichen zur Referenz-
methode in folgender Reihenfolge dar: Centaur (-0,5 %; +5 %) >Immulite (-3 %; +2 %)
>AXSYM (-0,5 %; +4 %) >Elecsys (-1,7 %; +2 %).

Gegeniber den tPSA-Methoden, fallen die Unterschiede der fPSA-Methoden (Abb. 6)
geringer aus. Die Spitzen aller Graphen liegen naher an Null. Der Vergleich zwischen
Centaur und Access zeigt die breiteste Streuung der Differenzen, was auch beim Ver-
gleich der Konfidenzintervalle deutlich wird: Centaur (-1 %; +1 %) >AxSYM (-0,5 %;
+0,5 %) >Immulite (-0,4 %; +0,5 %) >Elecsys (-0,2 %; +0,5 %).
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Abbildung 5. Mountain-Plots fur die tPSA-Methoden: A) von AXSYM (durchgezogene
Linie) und Centaur (gestrichelte Linie); sowie B) von Elecsys (durchgezogen) und

Immulite (gestrichelt).
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Abbildung 6. Mountain-Plots fur die fPSA-Methoden: A) von AXSYM (durchgezogene
Linie) und Centaur (gestrichelte Linie); sowie B) von Elecsys (durchgezogen) und

Immulite (gestrichelt).



Ergebnisse 38

4.3.4. Aquimolaritatsanalyse

Zur Charakterisierung der aquimolaren Eigenschaften der tPSA-Methoden wurden so
genannte ,Molar-Response“-Graphen erstellt (31). In diesen Schaubildern werden die
prozentualen Unterschiede von tPSA-Konzentrationen des untersuchten Methoden zur
Vergleichsmethode (Access) gegen die dazugehorigen %fPSA-Werte (Access) aufge-
tragen und eine Regressionsgerade gebildet. Bei der Analyse des Diagramms kommt
der Steigung der Regressionsgeraden eine besondere Bedeutung zu. Bei Methoden mit
aquimolaren Eigenschaften bleibt das Verhéltnis des tPSA zur aquimolaren
Referenzmethode unabhéngig vom Quotienten f/tPSA gleich, so dass die Steigung der
Regressionsgeraden nicht signifikant von Null abweicht. Geraden mit Steigungen
ungleich Null weisen auf eine von dem Quotienten %fPSA abh&ngige bevorzugte
Messung einer Untergruppe hin. Ein positiver Wert bedeutet eine bevorzugte Messung

von fPSA, ein negativer eine Bevorzugung des gebundenen Anteils.

Abbildung 7 zeigt, dass nur mit der AXSYM-Methode freies und gebundenes PSA
aquimolar erfasst wird. Im Gegensatz dazu haben die Geraden von Centaur, Immulite

und Elecsys eine positive Steigung mit einer signifikanten Abweichung von Null.
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Die Gleichungen der Regressionsgeraden (95%ige Konfidenzintervalle der Schnittpunkte und Steigungen
in Klammern) sowie die Abweichungen der Steigung von Null mit den dazugehdérenden P-Werten sind: A)
AXSYM, y=0,02 (-0,08 bis 0,12) x + 88,2 (86,5 bis 89,9), P=0,67; B) Centaur, y=0,16 (0,06 bis 0,27) x +
86,0 (84,2 bis 87,7), P=0,0018; C) Immulite, y=0,35 (0,20 bis 0,49) x + 106 (103 bhis 108), P <0.0001; D)
Elecsys, y=0,39 (0,28 bis 0,50) x + 97,6 (95,7 bis 99,5), P <0.0001.
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4.3.5. Methodenvergleiche in der Subgruppe 0-10 ug /I

Wie bereits am Anfang des Kapitels ausgefuhrt, habe ich zusatzlich zu den Methoden-
vergleichen mit allen Patienten noch eine Subgruppenanalyse fir die Patienten mit
tPSA-Werten bis 10 pg/l durchgefihrt. Damit sollten Aussagen fur den so genannten
PSA-Graubereich bis 10 pg/l erschlossen werden, der fur den Urologen besonders

wichtig ist.

Fur die Subgruppe der Patientenproben mit einem tPSA von 0-10 pg/l ergaben die
Methodenvergleiche ebenfalls groR3e Differenzen zwischen den Methoden. Die in
Abbildung 8 dargestellten prozentualen Abweichungen der PSA-Messungen zwischen
den verschiedenen Methoden sind mit denen des gesamten Patientenkollektivs, wie ich
sie in Abbildung 1 gezeigt hatte, nahezu identisch. FPSA- und tPSA-Werte weichen in

umgekehrter Richtung von der Referenzmethode ab.

Berechnungen nach Passing und Bablok (nicht dargestellt) zeigten deutliche Unter-
schiede der Steigungen der Regressionsgeraden und der Schnittpunkte der Geraden
mit der Y-Achse: 95%ige Konfidenzintervalle der Steigungen und Schnittpunkte waren
zu 83 % bzw. 47 % ungleich 1 bzw. 0. Wie bei der Analyse des gesamten Patienten-
kollektivs zeigten auch hier die Medianwerte der einzelnen Methoden deutliche
Abweichungen zum Access-Test. Medianwerte der tPSA-Konzentrationen aller 596
Patienten reichten bei von 4,6 pg/l (AXSYM) bis 5,7 pg/l (Immulite), %fPSA-Median-
werte von 11,4 % (Immulite) bis 17,9 % (AxXSYM). Mit Ausnahme der fPSA-Centaur-
Bestimmung unter BPH-Patienten und fPSA-Elecsys bei PCa-Patienten (P= 0,32 bzw.
P= 0,13), waren nach dem Wilcoxon-Test alle Medianwerte der t-, f- und %fPSA-
Bestimmungen signifikant unterschiedlich zum Access-Test (P <0,0001). In dieser Sub-
gruppe konnte ebenfalls beobachtet werden, dass sich auch innerhalb einer Methode
zwischen den Erkrankungsgruppen Differenzen bemerkbar machen kdnnen. Bei den
Regressionsgeraden der fPSA- und %fPSA-Vergleiche mit dem Centaur sind
Steigungen zwischen PCa- und BPH-Patienten signifikant verschieden, Schnittpunkte
der Geraden mit der Ordinate weichen nur in der PCa-Gruppe von 0 ab. Die Konfiden-
zintervalle der Medianwerte des %fPSA-Elecsys fir BPH- und PCa-Patienten

Uberschneiden sich nicht.
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Abbildung 8. Medianwerte der Methoden in Prozent zur Referenzmethode (Access) der Sub-
gruppe 0-10 pg/l.

Saulenformat: gepunktet — BPH-Patienten, gestrichelt — PCa-Patienten, leer — alle Patienten. Aufgetragen
sind die Medianwerte und entsprechende 95%ige Konfidenzintervalle.
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Bland-Altman-Schaubilder dieser Subgruppe (nicht dargestellt) unterscheiden sich
ebenfalls kaum von denen des gesamten Patientenkollektivs (Abb. 2, 3 und 4). Bei den
tPSA-Methoden ergeben sich hinsichtlich der 1,96fachen Standardabweichungen keine
grof3en Unterschiede zwischen den Methoden. Medianwerte des tPSA-Elecsys-Tests
weisen die geringsten Unterschiede zum Access auf. Wie bei der Analyse der
gesamten Proben wurden bei den fPSA- und %fPSA-Centaur-Graphen 17 Ausreil3er
mit Y-Werten unter -200 oder tUber 150 und errechneten negativen fPSA-Werten nicht
berticksichtigt. Dennoch macht sich auch hier bei dem Centaur-Test eine groR3e
Streuung der Werte bemerkbar. Bei %fPSA-Vergleichen sind obere und untere
1,96fache Standardabweichungen des Centaur (+88,6 %, -64,3 %) deutlich gréf3er als
bei AXSYM (+51,5 %; -10,3 %), Immulite (+14,2 %; -59,4 %) und Elecsys (+30,4 %; -
43,8 %).

Mountain-Plots (nicht dargestellt) aller fPSA- und tPSA-Methoden zeigten etwas
geringere Unterschiede zur Referenzmethode, als bei der Analyse des gesamten
Patientenkollektivs beobachtet wurden. Bei allen Vergleichen waren die ,Berge” etwas
schmaler und hatten kirzere Auslaufer aber gleich abweichende Spitzen. Die Konfiden-
zintervalle stellten sich folgendermal3en dar: Centaur (-0,5 %; +3 %) und Immulite (-2,5
%; +1 %) >AXSYM (-0,5 %; +2,5 %) >Elecsys (-1,2 %; +1 %) fur tPSA; und Centaur (-
0,7 %; +0,7 %) >AXSYM (-0,3 %; +0,3 %) >Elecsys (-0,2 %; +0,2 %) >Immulite (-0,1 %;
+0,25 %) fur fPSA.

Die so genannten ,Molar-Response“-Graphen (Abb. 9) zeigen, dass in der Subgruppe
0-10 pg/l AXSYM und Centaur freies und gebundenes PSA &quimolar messen, wohin-
gegen tPSA-Methoden von Immulite und Elecsys nicht-dquimolare Eigenschaften
aufwiesen. In einem weiteren Schritt habe ich in dieser Subgruppe nur Proben mit
einem %fPSA <25 % analysiert (nicht dargestellt). Innerhalb dieses Bereichs wurde die
Nichtaquimolaritat der Immulite- und die Elecsys-Methode nicht mehr bemerkt. Bei
diesen Methoden zeigten die Steigungen der Regressionsgeraden keine signifikante

Abweichungen von Null (P= 0,11 und P= 0,10 fur Immulite und Elecsys).
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Abbildung 9. ,Molar-Response“-Graphen fiur tPSA-Methoden der Subgruppe 0-10 pg/l.

Die Gleichungen der Regressionsgeraden (95%ige Konfidenzintervalle der Schnittpunkte und

Steigungen in Klammern) sowie die Abweichungen der Steigung von Null mit den dazugeho-
renden P-Werten sind: A) AXSYM, y=0.04 (-0.08-0.15) x + 88.7 (86.5-90.9), P=0.55; B) Centaur,
y=0.11 (-0.01-0.24) x + 88.0 (85.7-90.2), P=0.08; C) Immulite, y=0.33 (0.16-0.51) x + 108 (105-
111), P=0.0002; D) Elecsys, y=0.40 (0.26-0.53) x + 98.4 (95.9-100), P <0.0001.
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4.4. Bewertung der klinischen Aussagekraft

4.4.1. Die ROC-Analyse

Die Receiver-operation-characteristics (ROC)-Analyse, dessen Anwendung ausfihrlich
von Zweig und Campbell (109) beschrieben wurde, gilt heutzutage als Standard-
methode, um Laborteste oder andere diagnostische Messverfahren hinsichtlich ihrer
klinischen Validitat zu vergleichen (111).

Die ROC-Kurve stellt eine Vielzahl an Sensitivitdts- und Spezifitatsberechnungen
unabhéangig von den Absolutwerten der bestimmten Parameter dar und erlaubt eine
umfassende Beurteilung Uber die Diskriminationsfahigkeit diagnostischer Tests,
zwischen erkrankt und nicht erkrankt zu unterscheiden. Dazu werden alle ermittelten
Sensitivitdten und Spezifitaten in ein Koordinatensystem mit 1 - Spezifitat als Abszisse
und Sensitivitat als Ordinate eingetragen und anschlieRend zu einer Kurve miteinander
verbunden. Die Flache unter der Kurve (,area under curve®) beinhaltet alle
Sensitivitaten und Spezifitditen und wird als ein zusammenfassendes Mald fur die
diagnostische Aussagekraft eines Tests herangezogen. Eine Flache von 0,5 gilt als
nicht aussagekraftig. Je ndher sich die Flache 1 nahert, desto gréRRer wird die diagnos-

tische Aussagekraft eines Tests.

Die in den Abbildungen 10 und 11 dargestellten ROC-Kurven fur tPSA und %fPSA
zeigen insgesamt eine groRe Ubereinstimmung. Nur fur %fPSA-Centaur besteht bei
beiden untersuchten Patientenkollektiven eine Einbuchtung zu Beginn der Kurve (Abb.

11), was einer geringeren Spezifitat bei niedrig gewahlter Sensitivitat entspricht.

Die errechneten Flachen unter den Kurven der verschiedenen Bestimmunsgmethoden,
die fir alle Patienten und fuir die Untergruppe 0-10 pg/l ermittelt wurden, sind in Tabelle
7 dargestellt. Wegen der Anzahl der miteinander verglichenen Tests und dem damit
verbundenen Risiko, Ergebnisse féalschlicherweise als signifikant zu deklarieren, habe
ich in den folgenden Untersuchungen das Signifikanzniveau entsprechend der
Bonferroni-Korrektur (105) auf P <0,0001 gesenkt. Unabhangig von der verwendeten

PSA-Methodik und der untersuchten Untergruppe sind (wie zu erwarten) die Flachen
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von %fPSA am grof3ten und fPSA mit Flachen von circa 0,5 (nicht dargestellt) fur die
Diskriminierung von PCa und BPH nicht geeignet. Unter den tPSA-Methoden ist AXSYM
mit einer Flache von 0,72 am gréf3ten und Elecsys mit einer Flache von 0,70 am
kleinsten. Auch wenn nach der Bonferroni-Korrektur nicht signifikant, ist der Unterschied
zwischen diesen beiden Flachen am gréf3ten (P= 0,001). In der Subgruppe bestehen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Flachen der verschiedenen tPSA-
Methoden (P= 0,09-0,96). Bei den %fPSA-Methoden nehmen die Flachen in der
Reihenfolge Centaur, Elecsys, AXSYM, Immulite, Access zu, mit signifikanten Unter-
schieden zwischen Centaur und allen anderen Methoden sowie Unterschieden
zwischen Elecsys und Access. In der Subgruppe betrugen die Flachen zwischen 0,77
(Centaur) und 0,81 (Access). Bis auf den Vergleich zu Elecsys waren alle Flachen
signifikant unterschiedlich zu Centaur. Mit einer Flache von 0,79 ist die Flache von

Elecsys signifikant kleiner als die Flache von Access (0,81).

Um innerhalb der ROC-Analyse relevante Bereiche detaillierter zu beschreiben und die
klinische Validitdt weiter zu evaluieren, kénnen Subgruppen gebildet, Diskriminati-
onspunkte oder haufig benutzte Kriterien wie die 95%ige Spezifitat bzw. die 95%ige
Sensitivitat berechnet und miteinander verglichen werden. Im folgenden Schritt habe ich
daher Spezifitaten und Grenzwerte der einzelnen Methoden zu festgelegten 90%- und
95%igen Sensitivitaten berechnet und miteinander verglichen (Tab. 8). Um die Testbe-
dingungen besser den klinischen Gegebenheiten anzupassen, wurde die Berechnung
der Diskriminationspunkte fur die verschiedenen tPSA-Methoden unter Einschluss aller
Patienten vorgenommen (Tab. 8a) und anschlieBend %fPSA-Methoden in dem daflr

vorgesehenen Bereich 0-10 pg/l evaluiert (Tab. 8b).

Ein Vergleich der tPSA-Methoden (Tab. 8a) zeigt komplett unterschiedliche Grenzwerte
bei festgelegten Sensitivitaten: die tPSA-Diskriminationspunkte reichen von 3,11 ug/l
(Centaur) bis 3,95 pg/l (Immulite) bei 90%iger Sensitivitdt und von 2,21 (AXSYM) bis
2,79 pg/l (Immulite) bei 95%iger Sensitivitéat. Die Spezifitdten der verschiedenen Metho-
den bei 90- und 95%iger Sensitivitat waren nicht signifikant unterschiedlich (P= 0,13-
1,0).

Auch unter den %fPSA-Methoden (Tab. 8b) resultierten bei einem Vergleich der Validi-

taten zu festgelegter 90%iger und 95%iger Sensitivitat absolut unterschiedliche Werte.
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Grenzwerte schwankten zwischen 15,4 % (Immulite) und 24,2 % (AxSYM) bei fixer
90%iger Sensitivitdt und zwischen 18,1 % (Immulite) und 27,9 % (AXSYM) bei 95%iger
Sensitivitat. Bei festgelegter 90%iger Sensitivitat hatte der Access-Test eine signifikant
hohere Spezifitat als AXSYM, Centaur und Immulite. Die anderen Vergleiche zeigten
keine signifikanten Unterschiede. Bei 95%iger Sensitivitdt gab es wenige Unterschiede
zwischen den Spezifitaten der einzelnen Methoden, bis auf die signifikant besseren

Spezifitaten von Access und AXSYM gegeniber dem Elecsys.
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Abbildung 10. ROC-Kurven fur tPSA-Methoden mit Proben aller Patienten (A) sowie
der Subgruppe 0-10 pg/l (B).
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Tabelle 7. Berechnete Flachen der ROC-Kurven aller Patientengruppen (95%ige Konfi-

49

denzintervalle in Klammern; Patientengruppen wurden nach tPSA-Access gebildet).

Access AXSYM Centaur Immulite Elecsys
tPSA
alle 0,71 0,72 0,71 0,71 0,70
(0,67-0,74) (0,68-0,75) (0,68-0,75) (0,68-0,74) (0,67 - 0,73)
0-10 pgll 0,70 0,72 0,71 0,71 0,70
(0,67-0,74) (0,68-0,75) (0,67-0,75) (0,68-0,75) (0,66 - 0,74)
%fPSA
alle 0,81°¢ 0,80° 0,762 0,80° 0,78%¢
(0,78-0,84)  (0,77-082) (0,73-0,79) (0,77-0,83)  (0,75-0,81)
0-10 pgll 0,81%° 0,80° 0,77*04 0,81° 0,79°
(0,78-0,84) (0,77-083) (0,74-0,81) (0,77-0,84) (0,75 -0,82)

Nach Bonferroni-Korrektur (105) zeigt der paarweise Vergleich signifikante Unterschiede (P

<0,0001) zu : *Access, "AxSYM, “Centaur, “immulite, °Elecsys.
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Tabelle 8a. Spezifitaten und Diskriminationspunkte (Cutoffs) bei festgelegten 90%- und
95%igen Sensitivitdten bei tPSA-Methoden (95%ige Konfidenzintervalle in Klammern).

Methode  90% Sensitivitat 95% Sensitivitat

Cutoff [pg/l] Spezifitat [%] Cutoff [pg/l] Spezifitat [%]

Access 3,46 (2,98 —3,76) 41,2 (359-46,7) 2,45 (1,97 —2,91) 28,2 (23,4 33,4)
AXSYM 3,18 (2,72-3,41) 42,4 (37,0-48,0) 2,21 (1,77 -2,70) 31,5 (26,5 - 36,8)
Centaur 3,11 (2,61 —3,44) 40,9 (35,6 —46,6) 2,25 (1,91 2,60) 28,8 (24,0 — 34,0)
Immulite 3,95 (3,36 — 4,23) 41,8 (36,4—47,7) 2,79 (2,20 — 3,24) 29,7 (24,8 — 34,9)

Elecsys  3,68(3,19-4,0) 41,2(359-46,7) 2,54 (2,07 —3,07) 29,4 (24,5 - 34,6)

Tabelle 8b. Spezifitaten und Diskriminationspunkte (Cutoffs) bei festgelegten 90%- und
95%igen Sensitivitaten bei %fPSA-Methoden in der Subgruppe tPSA 0-10 pg/l (95%ige

Konfidenzintervalle in Klammern).

Methode 90% Sensitivitat 95% Sensitivitat

Cutoff [%] Spezifitat [%0] Cutoff [%] Spezifitéat [%0]

Access 18,7 (17,2—-20,0) 52,1°°9(47,1-57,2) 21,1 (19,4 24,4) 37,2°(32,5—42,2)
AXSYM 24,2 (22,0-25,7) 46,8%(41,8—51,9) 27,9 (25,1-31,7) 35,5°(30,7— 40,4)
Centaur 24,1 (21,8-25,8) 47,5%(42,5-52,6) 27,6 (25,1—29,6) 35,1 (30,4 — 40,0)
Immulite 15,4 (14,5 —17,1) 48,6°(43,5-53,6) 18,1 (16,7 —19,7) 34,0 (29,4 — 39,0)

Elecsys 17,8 (17,0-19,1) 48,9 (43,9—-54,0) 20,9 (18,7 —21,7) 31,9°°(27,3 - 36,8)

Nach Bonferroni-Korrektur (105) zeigt der paarweise Vergleich signifikante Unterschiede (P

<0,0001) zu : *Access, "AxSYM, “Centaur, “iImmulite, °Elecsys.
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4.4.2. Diskriminierung anhand festgelegter Grenzwer te

Die Daten in den Tabellen 9a und 9b verdeutlichen, dass die Wahl fixer Diskriminati-
onspunkte fur tPSA (2,5 bzw. 4 pg/l) und %fPSA (15, 20 bzw. 25 %) zur unterschied-
lichen Einordnung der Patienten in die jeweiligen Gruppen ,Prostatakarzinom“ bzw.
.BPH" fuhren. Entsprechend den klinischen Gegebenheiten habe ich mich auch bei
dieser Analyse dazu entschieden, tPSA-Grenzwerte innerhalb des gesamten Patienten-
kolletivs (Tab. 9a) zu untersuchen und %fPSA-Methoden zur Differenzierung der
Patienten in der Subgruppe tPSA 0-10 ug/l (Tab. 9b) vorzunehmen.

Bei der Verwendung fester Diskriminationspunkte fir tPSA (Tab. 9a) fuhren die ver-
schiedenen Methoden zu signifikant unterschiedlichen Differenzierungen von PCa und
BPH. Hatte man fur das gesamte Patientenkollektiv den in der Praxis gebréauchlichen
tPSA-Wert von 4 ug/l als alleiniges Entscheidungskriterium fur das Prostatakarzinom
genommen, ware je nach benutzter Methode einer unterschiedliche Anzahl an Patien-
ten falsch-negativ bzw. falsch-positiv klassifiziert worden. Ware beispielsweise der Test
an Immulite oder Centaur vorgenommen worden, waren 46 oder 93 der insgesamt 486
Prostatakarzinompatienten nicht richtig erkannt worden, wahrend 192 bzw. 168 BPH-

Patienten falsch-positiv eingestuft worden waren.

Beim Gebrauch fester Grenzwerte fur %fPSA (Tab. 9b) unterscheidet sich ebenfalls der
Anteil der falschlicherweise als positiv bzw. negativ klassifizierten BPH- bzw. PCa-
Patienten signifikant. Bei einem Grenzwert von 15 % wurden beispielsweise zwischen
65 (AXSYM) und 179 (Immulite) Manner unnétigerweise bioptiert worden. Im Gegenzug
wirden mit den Immulite-Werten fast 100 PCa-Patienten weniger tbersehen als beim
AXSYM und Centaur. Umgerechnet wirde dies bedeuten, dass der Immulite-Test bei
einem Grenzwert von 15 % eine 30 % hohere Sensitivitat und 31-34 % niedrigere
Spezifitat als zwei andere Methoden aufweist. Diese Unterschiede treten in geringerem

MafRe auch bei hoheren Grenzwerten auf.
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Tabelle 9a. Einordnung der Patienten in Erkrankungsgruppen anhand festgelegter
Grenzwerte fur tPSA (2,5 bzw. 4 ug/l).

Ausgewahlter
Grenzwert

Access

AXSYM

Centaur

Immulite

Anzahl der eingestuften Patienten

Elecsys

tPSA

BPH >4 ug/l*
BPH >2,5 pg/l

PCa <4 pg/P
PCa <2,5 ug/l

187 (56,6 %)"°
234 (70,9 %)°°

68 (14,5 %)™
26 (5,56 %)°

165 (50 %)**®

86 (18,4 %)>°°
26 (5,56 %)"

168 (50,9 %)>**
214 (64,8 %)>*¢ 217 (65,8 %)>**

93 (19,9 %)*%®
31 (6,62 %)*°

192 (58,2 %)"°
241 (73,0 %)°°

46 (9,83 %)*P ¢
17 (3,63 %)*"°

188 (57,0 %)*°
234 (70,9 %)°°

59 (12,6 %)™°¢
22 (4,70%)°

*Anzahl der 330 BPH-Patienten mit einer tPSA-Konzentration >4 bzw. 2,5 pa/l.

Anzahl der 468 PCa-Patienten mit einer tPSA-Konzentration <4 bzw. 2,5 pa/l.

Nach dem McNemar-Test fir gepaarte Daten (nach Bonferroni-Korrektur (105), P <0,0001) waren die einzelnen Test
signifikant unterschiedlich zu: *Access, "AxSYM, Centaur, “lmmulite, *Elecsys.

Tabelle 9b. Einordnung der Patienten in Erkrankungsgruppen anhand festgelegter
Grenzwerte fur %fPSA (15, 20 bzw. 25 %) in der Subgruppe tPSA 0-10 ugl/l.

Ausgewahlter
Grenzwert

Access

AXSYM

Centaur

Immulite

Anzahl der eingestuften Patienten

Elecsys

%fPSA

BPH <25 %'
BPH <20 %
BPH <15 %

PCa >25 %
PCa >20 %
PCa >15 %

217 (77,0 %)°°°°
155 (55,0 %)™
79 (28,0 %)"%¢

9 (2,87 %)"°
21 (6,69 %)™
75 (23,9 %)™

161 (57,1 %)**° 156 (55,3 %)**°
102 (36,2 %)*%° 105 (37,2 %)*%°

44 (15,6 %)**°

29 (9,24 %)>°e
58 (18,5 %)>%°

54 (19,1 %)>%®

243 (86,2 %)>"°
203 (72,0 %)>"%°
141 (50,0 %)*P<®

24 (7,64 %)*%° 4 (1,27%)"°
65 (20,7 %)*%° 7 (2,23 %)*%°

131 (41,7 %)>*® 132 (42,0 %)>*® 35 (11,1 %)*"*°

233 (82,6 %)*"°
179 (63,5 %)*"¢
101 (35,8 %)*"¢

7 (2,23 %)"°
17 (5,41 %)>°°
74 (23,6 %)™

*Anzahl der 282 BPH-Patienten mit einer %fPSA-Konzentration <25, 20 bzw. 15 %.

2anzahl der 314 PCa-Patienten mit einer %fPSA-Konzentration >25, 20 bzw. 15 %.

Nach dem McNemar-Test fir gepaarte Daten (nach Bonferroni-Korrektur (105), P <0,0001) waren die einzelnen Test
signifikant unterschiedlich zu: *Access, "AxSYM, Centaur, “lmmulite, *Elecsys.
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5. Diskussion

Seit der Entdeckung des PSA hat sich die Friherkennung des Prostatakarzinoms ent-
scheidend verbessert (1). Die begrenzte diagnostische Aussagekraft des Tumormarkers
im niedrigen PSA-Bereich konnte vor allem durch die zusatzliche Bestimmung der PSA-
Untergruppen gesteigert werden (50,54). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden,
dass verschiedene Testsysteme zur Bestimmung von tPSA und fPSA unterschiedliche
Ergebnisse liefern (17). Die Variabilitat der methodenabhéngigen Messergebnisse und
maogliche Fehlinterpretationen sollten durch den Einsatz einheitlicher Referenz-
materialien und &aquimolarer Methoden minimiert werden (26,30,31). Nur wenige
Studien untersuchten die Unterschiede und mdglichen Fehlinterpretationen, die durch
den Gebrauch unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung von %fPSA entstehen
kénnen (102,103,112). Zu Beginn dieser Studie lagen widersprichliche Untersuchungs-

ergebnisse zum Stand der Harmonisierung methodenabhéangiger PSA-Ergebnisse vor

(18,102-104).

Wie im Aufbau des Ergebnisteils mochte ich zuerst die analytischen Ergebnisse
interpretieren und danach auf deren klinische Konsequenzen eingehen. Zuletzt werde
ich versuchen, die Ursachen der methodenabhangigen PSA-Bestimmungen und deren

Rolle bei zuklnftigen Standardisierungsbemihungen zu benennen.

Analytische Zuverlassigkeit der Bestimmungen

Bei Uber zwei Drittel der untersuchten Patientenseren wurde eine tPSA-Konzentration
unter 10 pg/l gemessen (Tab. 3). In diesem klinisch relevanten tPSA-Bereich war die
Verteilung der PSA-Werte in beiden Erkrankungsgruppen nahezu gleich. Die intra- und
interseriellen Qualitatskontrollen ergaben fir alle finf Methoden eine hohe Zuverlassig-
keit (Tab. 4 und 5). Man kann also davon ausgehen, dass die hier vorliegenden Daten
eine zuverlassige Beurteilung der Sachlage erlauben.

Methodenvergleiche — Nachweis von testspezifischen Unterschieden der tPSA-,
fPSA- und %fPSA-Werte
Die Methodenvergleiche, berechnet in Form direkter Vergleiche der Medianwerte bzw.

als Regressionsgeraden nach Passing und Bablok (Tab. 6) oder in der Darstellung nach
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Bland und Altman (Abb. 2,3 und 4) sowie die so genannten Mountain-Plots (Abb. 5 und
6) zeigten zwischen den Methoden diskrepante Messergebnisse. Die tPSA-
Konzentrationen zwischen den verschiedenen Methoden variierten deutlich. AXSYM
und Centaur messen im Schnitt etwa 9 % niedrigere und Immulite etwa 13 % hohere
tPSA-Konzentrationen als Access Hybritech. Elecsys misst dagegen nur knapp 2 %
hohere tPSA-Konzentrationen als Access. Die grof3ten Abweichungen der tPSA-
Konzentrationen bestehen zwischen den Immulite- und AXSYM-Werten: Immulite be-
stimmt 22 % hohere tPSA-Konzentrationen als AXSYM. Spiegelbildlich dazu sind von
AXSYM und Centaur bestimmte fPSA- und %fPSA-Werte hoher als mit den Immulite-
bzw. Elecsys-Testen. Die grofdte Abweichung der fPSA-Konzentrationen besteht auch
hier zwischen dem AxSYM- und Immulite-Test. Die Medianwerte von fPSA-AXSYM sind
18 % hoher als vom fPSA-Immulite. Aus tPSA- und fPSA-Konzentrationen errechnete
%fPSA-Werte weichen noch deutlicher voneinander ab. Immulite misst 35 % niedrigere
Werte als Centaur. AxXSYM und Centaur bestimmen im Schnitt etwa 23 % hohere und
Immulite 18 % niedrigere Werte als Access. Auch unter %fPSA-Vergleichen kann
Elecsys mit einer Abweichung von nur 5 % die groRte Ubereinstimmung mit dem
Access vorweisen. Andererseits zeigten auch hier die Steigungen der Regressions-
geraden und der Schnittpunkt der Geraden mit der Y-Achse signifikante Unterschiede
einzelner Teste zum Access. Die mit dem Centaur und Elecsys zusatzlich beobachteten
Unterschiede der Steigung zwischen PCa- und BPH-Patienten sind eindeutig. Metho-
denvergleiche nach Passing und Bablok innerhalb der Kklinisch relevanten Subgruppe
mit einem tPSA unter 10 pg/l (Abb. 8) prasentierten ahnliche Differenzen zwischen den
Methoden zur Bestimmung von tPSA und fPSA. Die gro3ten Differenzen der Median-
werte innerhalb der Subgruppe 0-10 ug/l resultierten beim Vergleich zwischen AXSYM
und Immulite: tPSA- und %fPSA-Bestimmungen von AXSYM waren im Schnitt 19 %
niedriger bzw. 36 % hoher. Auch hier zeigten Vergleiche der Medianwerte zwischen
Access und Elecsys auf den ersten Blick Ahnlichkeiten. Bei naherem Hinsehen
machten sich aber bei diesem Vergleich ebenfalls signifikante Unterschiede bemerkbar,
unter anderem auch zwischen den Erkrankungsgruppen. Bland-Altman-Darstellungen
und Mountain-Plots veranschaulichten besonders deutlich die beschriebenen Unter-
scheide zwischen den Methoden. Die beobachteten Auffalligkeiten zwischen den fPSA-
bzw. %fPSA-Werten am Centaur im Vergleich zu den anderen Methoden sind nicht
ohne weiteres zu erklaren. Der fPSA-Centaur-Wert ergibt sich aus der Berechnung von

fPSA-Centaur aus cPSA und tPSA. Trotz der oben genannten hohen Zuverlassigkeit
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der cPSA- und tPSA-Bestimmungen am Centaur resultierten in einigen Fallen durch
Wiederholungsmessungen bestétigte cPSA-Werte mit einer hbheren Konzentration als
tPSA. Dies fuihrt bei der Berechnung von fPSA zu negativen Werten. Aber auch nach
Herausnahme der negativen fPSA-Centaur-Werte fallen die fPSA- und %fPSA-Graphen
von Centaur gegenuber den anderen durch ihre grof3e Streuung auf (Abb. 3,4 und 6).
Obwohl eine Fehlerfortpflanzung bei dieser Art der Berechnung des fPSA als Ursache
der erhdhten Variationsbreite zu bertcksichtigen ist, muss eventuell eine beeintrachtigte

analytische Spezifitat der cPSA-Bestimmung angenommen werden.

Folglich zeigen die Ergebnisse der Vergleiche der verschiedenen Bestimmungen, dass
eindeutig testspezifische Unterschiede zwischen den Bestimmungen bestehen. Sie ent-
sprechen zum Teil Ergebnissen, die nach 2000 bekannt wurden. Eine 2004
verotffentlichte Screeningstudie untersuchte Serumproben von 2304 Mannern an den
tPSA-Tests Access und Centaur und kam zu dem Ergebnis, dass der Access-Test 23 %
hohere tPSA-Konzentrationen bestimmt als der Centaur (103). Eine weitere Studie
beobachtete 10-17 % hohere tPSA-Konzentrationen der Access-Methode gegenuber
dem Centaur (104). Die am Access gemessenen Werte in dieser Arbeit liegen um 19 %
hoher als die am Centaur erhaltenen tPSA-Werte. Butch et al. (100) demonstrierten im
Jahre 2002 ebenfalls, dass fPSA-Konzentrationen zwischen den Messergebnissen von

Access und Elecsys kleine aber statistisch signifikante Unterschiede bestehen.

Nach einer im Jahre 2006 von Kort et al. (113) veroffentlichten Studie konnte durch die
EinfUhrung des ersten internationalen WHO-PSA-Referenzmaterials vor allem unter den
tPSA-Tests eine bessere Vergleichbarkeit erzielt werden. In dieser Studie wurden 70
Patientenseren mit tPSA-Konzentrationen bis 50 pg/l sowie nach WHO-
Referenzmaterial zusammengestellte Proben an sechs Methoden analysiert — unter
denen sich auch die hier untersuchten Access, AxXSYM, Centaur und Immulite
befanden. Bei Methodenvergleichen wurde der Abbott ARCHITECT Test als Referenz-
methode verwendet, der sich zum AxSYM zwar im Detektionssystem (Chemie-
lumniszenz statt Fluoreszenz), der Mikropartikelgrof3e und der Inkubationszeit unter-
scheidet, aber die gleichen Antikérper benutzt und nach dem WHO-PSA-
Referenzmaterial kalibriert wird. Wie bei dem Methodenvergleich dieser Arbeit nahmen
in dieser Studie tPSA-Konzentrationen in folgender Reihenfolge zu und spiegelbildlich

dazu fPSA-Konzentrationen ab: Centaur, AXSYM, Access, Immulite. %fPSA-Werte von
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Immulite waren niedriger als die von anderen Methoden. Schaubilder nach Bland und
Altman zeigten betrachtliche Unterschiede zwischen den Methoden: Medianwerte der
tPSA-Methoden wichen um 0,5-1,0 ug/l von der Referenzmethode ab, fPSA-Median-
werte um 0,12-0,40 ug/l. Bei den fPSA-Graphen fiel auch hier der Vergleich mit den
errechneten fPSA-Werten des Centaur durch die grof3e Streuung auf, wobei die
starksten Ausreil3er vor allem im tPSA-Bereich Uber 10 ug/l zu finden waren. Metho-
denvergleiche nach Passing und Bablok zeigten signifikante Unterschiede zwischen
den %fPSA-Methoden. Bis auf den AXSYM-Test waren alle %fPSA-Methoden beziiglich
der Steigung der Regressionsgeraden oder des Schnittpunktes mit der Y-Achse
signifikant verschieden vom ARCHITECT. Eine Rekalibration mit dem WHO-PSA-
Referenzmaterial flihrte bei dem Access-Test zu einer Abweichung der Regressions-

geraden von >20 %, wahrend bei den anderen Methoden die Abweichung <7 % blieb.

Eine mogliche Erklarung fur die grol3e Diskrepanz zwischen den verschiedenen
Methoden konnte sein, dass nur drei Methoden nach dem WHO-Standard Kalibriert
wurden (Tab. 1). TPSA-Tests von Beckman und DPC, die nicht nach dem WHO-
Standard kalibriert wurden, messen tendenziell etwas hohere tPSA-Konzentrationen
(Tab. 6). Andererseits bestanden auch zwischen den gleich-kalibrierten Methoden
Differenzen. So misst Elecsys hthere tPSA-Konzentrationen als AXSYM und Centaur.
Die einheitliche Kalibrierung der Methoden ist dabei zwar wichtig, aber bei weitem nicht
der einzige Einflussfaktor (79). Bei der Analyse der %fPSA-Werte wurde die gleiche
Situation vorgefunden. ,Nicht-WHO-Methoden* zeigten eher niedrigere Werte (Immulite
und auch Access) mit Median-%fPSA-Werten von 10,4 und 12,8 %, da durch die
Quotientenbildung der hohere tPSA-Wert einen niedrigeren %fPSA-Wert ergibt. Dass
die WHO-Kalibrierung allein keine Losung der fehlenden Vergleichbarkeit von %fPSA-
Werten sein kann, zeigen die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Ergebnisse der
beiden WHO-kalibrierten Methoden AXSYM und Elecsys: Mediane und Diskrimina-
tionspunkte bei 90- und 95%iger Sensitivitat (Tab. 8b) waren deutlich unterschiedlich
voneinander. Zwischen allen Methoden bestanden signifikante Unterschiede. Der
Gebrauch fester Grenzwerte fuhrte noch zu grol3eren Diskrepanzen zwischen den
Methoden als bei tPSA, was sich durch die Anzahl der Fehlinterpretationen beweisen
lasst (Tab. 9b). Dies ist aus klinischer Sicht bedeutend, da vor allem das %fPSA zur
Verringerung unndétiger Biopsien fuhren soll (68). In dieser Arbeit variierten %fPSA-

Grenzwerte bei festgelegter 95%iger Sensitivitat in der Subgruppe zwischen 18 und 28
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% (Tab. 8b), so dass nur methodenabhangige Grenzwerte vergleichbare Ergebnisse
erzielen wiurden. Da diese Grenzwerte nicht an einer Screeningpopulation bestimmt
worden sind, kdnnen sie nur zu vergleichenden Zwecken, nicht jedoch als Grenzwerte

fur die Praxis dienen.

Untersuchungen zur aquimolaren PSA-Messung mit vers chiedenen Testsystemen

Die so genannten ,Molar-Response“-Graphen fir tPSA-Methoden (Abb. 7) bescheinig-
ten nur dem AxSYM-Test eine aquimolare Messung von freiem und gebundenem PSA.
TPSA-Methoden von Centaur, Immulite und Elecsys zeigten im Allgemeinen nicht-
aguimolare Eigenschaften mit Steigungen der Geraden ungleich Null. Zwei Studien be-
schrieben entgegen meinen Beobachtungen eine Agquimolaritat fir Immulite und

Elecsys (27,102). In den beiden genannten Studien wurde jedoch auf die Erstellung

detaillierter ,Molar-Response“-Graphen verzichtet, sondern nur Steigungen der Regres-
sionsgeraden ermittelter und errechneter Werte zwischen der PCa- und BPH-Gruppe
miteinander verglichen. In meiner Arbeit fiihrte eine weitere Eingrenzung der Patienten-
seren zu einer besseren Aquimolaritat (Abb. 9). Der Centaur-Test zeigte im tPSA-
Bereich bis 10 pg/l eine &quimolare Erfassung von fPSA und ACT-PSA. Bei der Ver-
wendung von Serumproben mit einem %fPSA <25 % ergaben sich auch fir die tPSA-

Methoden von Immulite und Elecsys aquimolare Eigenschatften.

Es besteht weiterhin eine Kontroverse ber die klinische Relevanz der Aquimolaritat.
Jung und Mitarbeiter (114) konnten 1996 anhand von ROC-Analysen keinen diagnos-
tischen Vorteil von aguimolaren Methoden gegeniiber dem zu diesem Zeitpunkt noch
nicht-aquimolaren AXSYM erkennen. Dies lag moglicherweise daran, dass nur eine
relativ geringe Anzahl von Patienten untersucht wurde und damit die so genannte
statistische Power in der Studie nur gering war. Der Gebrauch methodenabh&ngiger
Referenzwerte hatte zu gleicher Diskrimination von PCa- und BPH-Patienten gefihrt.
Semjonow et al. (31) demonstrierten 2001 an ,Molar-Response“-Graphen die
erfolgreiche Modifizierung von AXSYM zu einer aquimolaren Methode durch den Ersatz
der polyklonal-monoklonalen Antikdrper durch monoklonal-monoklonale Antikdrper. In
dieser Studie konnten ROC-Analysen eine leichte Verbesserung der diagnostischen
Validitat der modifizierten Methoden beschreiben. In einer Folgestudie dieser Arbeits-
gruppe konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der unndétigen Biopsien durch die

Modifizierung zu einer aquimolaren Methode verringert werden kann (29). Eine
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Einschrankung hinsichtlich der Sensitivitat musste dabei nicht in Kauf genommen
werden. Dass die &aquimolare Erfassung von fPSA und ACT-PSA weiterhin eine
wichtige Voraussetzung fur einen PSA-Test ist, konnte im Jahre 2004 in einer Compu-
tersimulationsstudie demonstriert werden (85). Dazu wurde die Anzahl der falsch-
positiven bzw. falsch-negativen Biopsieindikationen zwischen aquimolaren und nicht-
aquimolaren Methoden verglichen und auf die Gesamtbevoélkerung von Grof3britannien
bezogen. Demnach wirde der Einsatz von nicht-Aquimolaren Methoden bei unverén-
derter Sensitivitdt eine 0,5 bis 13 % hohere Rate an falsch-positiver Biopsien
verursachen. Unter der Annahme, dass nicht-dquimolare Methoden zu einer positiven
Messabweichung fuhren, kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass der Einsatz dieser
Methoden beim Screening einen signifikanten Anstieg der falsch-positiven sowie
signifikanten Abfall der falsch-negativen Resultate verursachen wirde. Eine negative

Messabweichung hatte den umgekehrten Effekt.

In diesem Zusammenhang relevant ist eine von Roddam et al. (115) im Jahre 2006 ver-
offentlichte PSA-Wiederfindungsstudie. Aus WHO-Standards fir tPSA (90:10 ACT-
PSA:fPSA) und fPSA wurden 15 Proben mit tPSA-Konzentrationen von 2, 5 und 10 ug/Il
mit jeweils unterschiedlichen fPSA-Anteilen (10 %, 32,5 %, 55 %, 77,5 % und 100 %)
zusammengestellt und zur Analyse an alle am UK NEQAS (National External Quality
Assessment Services) teilnehmenden Laboratorien versand. Hierbei wurden neben 10
anderen PSA-Testsystemen auch alle in dieser Arbeit untersuchten Methoden verwen-
det. Aus den gemessenen Konzentrationen und tatsachlichen Werten wurde fiur jede
Probe eine Wiederfindungsrate errechnet. Zwischen den einzelnen Methoden bestan-
den klare Differenzen in der PSA-Bestimmung. Bei einer definierten tPSA-Konzentration
von 5 ug/l variierten die Steigungen der Regressionsgeraden bei zunehmendem fPSA-
Anteil zwischen -0,03 (AxSYM; Standardfehler 0,01), 0,09 (Centaur; 0,00), 0,13
(Access; 0,01), 0,18 (Elecsys; 0,00) und 0,28 (Immulite; 0,01) pro fPSA-Zunahme um 1
%. Der Access, der als Grundlage fur die vergleichenden Tests meiner Untersuchungen
diente, hatte demnach nicht-Aquimolare Charakteristiken mit einer Steigung signifikant
unterschiedlich zu 0. Diese Ergebnisse lagen zu Beginn meiner Untersuchungen noch
nicht vor, und ich bin — entsprechend friiherer Studienlage (90) — davon ausgegangen,
dass Access aquimolar misst. Der Access-Test verwendet die gleichen Antikérper wie
der Tandem-R-Test, hat aber offensichtlich nicht die gleichen aquimolaren Eigenschaf-

ten. Auch wenn diese Studie ansonsten zu dhnlichen Resultaten kommt — dass AXSYM
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und Centaur die groRte Aquimolaritat aufweisen und Immulite und Elecsys eine nicht-
aquimolare Messung mit einer bevorzugten Messung von fPSA haben — missen die
Ergebnisse meiner Arbeit relativiert werden. Bei Proben mit einer tPSA-Konzentration
von 5 pg/l und %fPSA-Werten von 10, 30 und 50 %, stellvertretend fur PCa-Patienten,
gesunde Manner und BPH-Patienten, war die Messabweichung von den vorgegebenen
PSA-Konzentrationen bei den Tests von Immulite und Access fur alle drei Gruppen weit
Uber 10 %, wahrend die anderen Methoden geringere Abweichungen von maximal bis
zu 10 % aufwiesen. Bei Proben mit niedrigem fPSA-Anteil hatte Immulite die gréf3te
positive Messabweichung (23 %) und Elecsys die negativste Messabweichung (-3 %).
Weiterhin konnten Roddam und Mitarbeiter (115) demonstrieren, dass selbst kleine
Unterschiede im Arbeitsablauf sowie ein gewisser Grad an Messabweichung und Nicht-
Aquimolaritat der Methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen zwischen den Labora-
torien fihren kénnen. Sie schlussfolgerten, dass es essentiell wichtig ist, aguimolare
Assays anzuwenden und zur Vermeidung klinischer Fehler Kalibrationen mit inter-
nationalen Standards vorzunehmen. Diese Schlussfolgerungen beruhen jedoch aus-
schlie3lich an von praparierten PSA-Proben mit unphysiologischen fPSA-Anteilen bis zu
100 % ermittelten Molar-Response-Bestimmungen, wobei Matrixeffekte (Einfluss von
Serumproteinen) nicht ausreichend bertcksichtigt werden konnten.

Bewertung der PSA-Bestimmungen mit verschiedenen Te  stsystemen aus
klinischer Sicht

Die klinische Wertung der mit den verschiedenen Testsystemen gemessenen tPSA-
und fPSA-Werte sowie der errechneten %fPSA-Werte zeigte unterschiedliche Ergeb-
nisse und muss unter verschiedenen Gesichtspunkten betrachtet werden. ROC-
Analysen zeigten nur geringe, klinisch nicht-signifikante Unterschiede zwischen den
tPSA-Methoden (Tab. 7, Abb. 10). Diese Ergebnisse relativieren die oben
angesprochene Notwendigkeit, unbedingt aquimolare Teste einsetzen zu miussen.
Wabhrscheinlich schranken geringfiigige Abweichungen von der Aquimolaritat die
klinische Aussagekraft eines Tests nicht wesentlich ein. Wird jedoch aufgrund der
anfangs dargestellten unterschiedlichen absoluten PSA-Werte der verschiedenen Test-
systeme ein Grenzwert fur klinische Einordnungen zugrunde gelegt, ergeben sich
gravierende Schlussfolgerungen. Bei einem konventionellen tPSA-Grenzwert von 4
pg/l, der allgemein zur Entscheidung fur eine Prostatabiopsie verwendet wird,

resultieren je nach Assay eine merklich unterschiedliche Anzahl an PCa- und BPH-
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Patienten mit falsch-positiver bzw. falsch-negativer Einordnung (Tab. 9a). Da die Unter-
schiede zwischen den PSA-Werten bei den verschiedenen Testen linear sind, wirden
diese fehlerhaften Einstufungen sich auch bei einer Wahl von niedrigeren Grenzwerten
zur Biopsieentscheidung ergeben (116,117). Da nach der tPSA-Messung die erste Ent-
scheidung uber den Fortgang der Diagnostik getroffen wird, ist die Suche nach dem
optimalen tPSA-Grenzwert besonders wichtig. In der arztlichen Routine wird nach wie
vor der konventionelle Grenzwert von 4 ug/l bevorzugt. Die Verfasser der European
Randomized Study for Prostate Cancer senkten den Grenzwert auf 3 pg/l, weil etwa 20
% der klinisch wichtigen Tumoren im niedrigen PSA-Bereich durch einen Grenzwert von
4 pg/l nicht erfasst werden (13). In den USA besteht sogar die Tendenz, den Grenzwert
auf 2,5 pg/l herabzusetzen, um eine Sensitivitdt von mindestens 90 % zu erreichen
(118). Tatsachlich wirde in dieser Arbeit erst bei einer Absenkung des Grenzwertes auf
3,1 ug/l eine 90%ige Sensitivitat fur alle Methoden erreicht werden (Tab. 8a). Weiterhin
konnten Thompson et al. (12) zeigen, dass die Detektionsrate vor allem von 2-4 ugl/l
dem Grauzonenbereich von 4-10 g/l entspricht. Es ist bedauerlich, dass innerhalb
dieser Diskussionen die weiterhin unzureichende Variabilitat der PSA-Konzentrationen
unterschiedlicher Methoden fehlt. Dabei konnte ich in dieser Arbeit zeigen, zu welchen
Fehlinterpretationen die Verwendung einheitlicher Grenzwerte fuhrt. Die in Tabelle 8a
aufgefiihrte Spanne der ermittelten tPSA-Grenzwerte von 3,1 bis 4,0 upg/l, um eine

90%ige Sensitivitat zu erzielen, unterstreichen dieses Problem.

In der von Link et al. (103) veroffentlichten Screeningstudie wurden ebenfalls die
klinischen Auswirkungen der hdéheren tPSA-Bestimmung am Access gegeniber dem
Centaur untersucht. Bei einem fixen Grenzwert von 4 pg/l waren mit dem Access-Test
etwa 20 % mehr Patienten pathologisch eingestuft worden als mit dem Centaur. Da in
dieser Studie aber keine Biopsien entnommen wurden, konnten die diagnostischen
Validitaten jedoch nicht miteinander verglichen werden. Fillela et al. (104) verglichen mit
der ROC-Analyse die diagnostische Leistung der PSA-Bestimmungen am Centaur und
Access an Serumproben von 128 PCa- und 72 BPH-Patienten. Obwohl am Access
deutlich hohere tPSA-Konzentrationen ermittelt wurden, hatten beide Methoden fast
identische Flachen unter der ROC-Kurve. Dies entspricht genau den von mir oben be-
schriebenen Ergebnissen. Die Autoren beobachteten auf3erdem, dass der Ersatz des
%fPSA durch f/cPSA die diagnostische Validitat steigern konnte, wobei eine Anhebung
der Spezifitat bei 90%iger Sensitivitat von 35 % auf 44 % im Bereich der tPSA-Werte
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von 4-10 pg/l ermittelt wurde. Der Umstand, dass dieser Quotient aus Methoden ver-
schiedener Hersteller gewonnen wurde, liefert aber eine weitere potentielle Fehler-

quelle, die zu falschen klinischen Entscheidungen fihren kénnte.

Die &hnlichen diagnostischen Validitaten der tPSA-Tests (Tab. 8a) beweisen, dass
diese Methoden bezuglich der diagnostischen Leistung vergleichbar sind, solange
methodenabhéngige Grenzwerte gewahlt werden. Wahlt man hingegen einen fixen
Grenzwert von 2,5 pg/l oder 4 pg/l, ist die Anzahl der richtig eingestuften PCa- und
BPH-Patienten zwischen den einzelnen Methoden signifikant unterschiedlich (Tab. 9a).
TPSA-Methoden, die tendenziell niedrigere tPSA-Konzentrationen bestimmen (AXSYM
und Centaur), wirden bei der Wahl einheitlicher Grenzwerte Indikation fur weniger
Prostatabiopsien sein. Dies wirde zwar auf der einen Seite einigen BPH-Patienten eine
unnétige Biopsie ersparen, aber andererseits dazu fihren, dass Patienten mit einem
PCa Ubersehen wirden. Die mit dem am Immulite gemessenen héheren tPSA-Konzen-

trationen haben hingegen entgegengesetzte Konsequenzen.

Auch wenn zum Teil signifikant unterschiedlich, kann auch bei den Flachen unter der
ROC-Kurve von ahnlichen diagnostischen Leistungen der %fPSA-Bestimmungen der
verschiedenen Methoden ausgegangen werden (Abb. 11). Die Daten in Tabelle 8b
legen die Schlussfolgerung nahe, dass die diagnostische Validitat der verschiedenen
%fPSA-Bestimmungen nahezu gleich sein wirde, wenn methodenabhangige Grenz-
werte bei 90%iger oder 95%iger Sensitivitdit benutzt wirden. Bei festgelegten
Grenzwerten fur %fPSA (Tab. 9b) ist hingegen die Anzahl der falsch eingestuften
Patienten zwischen den meisten Methoden signifikant verschieden. Aus den Daten er-
mittelte Spezifitdten und Sensitivitaten bei festgelegten Diskriminationspunkten ergeben
viel groRere Unterschiede als methodenabhangige Grenzwerte. Durch die signifikant
unterschiedlichen Mediane, durch verschiedene Grenzwerte bei vorgegebener 90%iger
Sensitivitat und durch unterschiedliche Ergebnisse bei der ROC-Analyse sind folglich
die %fPSA-Werte als klar methodenabhanig belegt. Dieses Ergebnis ist von
besonderem klinischem Interesse, weil %fPSA-Werte Ublicherweise benutzt werden,
um im so genannten tPSA-Graubereich von 2-10 pg/l zwischen BPH- und PCa-

Patienten zu differenzieren.
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Im Jahre 2000 konnte ein Vergleich der diagnostischen Leistung sechs verschiedener
Methoden zur Bestimmung von fPSA- und tPSA, einschliel3lich des AXSYM-, Immulite-
und Elecsys-Tests, ahnliche Beobachtungen machen (102). Die Anzahl der anhand
fixer tPSA- und %fPSA-Grenzwerte korrekt eingestuften Patienten variierte zwischen
den Methoden. So hatte im tPSA-Bereich von 0-10 ug/l bei einem Diskriminationspunkt
von 15 % die %fPSA-Bestimmung von Immulite mit 100 % die hochste Sensitivitat,
gefolgt von AXSYM (69 %) und Elecsys (64 %), aber gleichzeitig mit 50 % eine deutlich
niedrigere Spezifitat als Elecsys (59 %) bzw. AXSYM (69 %). Anhand der Verteilung der
Patienten errechneten die Autoren testspezifische Grenzwerte fir %fPSA zur optimalen
Differenzierung zwischen PCa und BPH im Bereich von 0-10 pg/l: 20 % fur Elecsys, 15
% fur AXSYM und 10 % fur Immulite. Sie nannten eine Grauzone fur %fPSA Werte von
10-20 %, die durch methodenabhangige Grenzwerte prazisiert werden kénnte. Da das
Patientenkollektiv dieser Studie sehr heterogen war und nur etwa bei einem Drittel der
282 Patienten ein tPSA-Wert unter 20 ug/l vorlag sowie Variationskoeffizienten bei
interseriellen Préazisionskontrollen von bis zu 20 % auftraten, missen die Ergebnisse

dieser Studie mit Vorsicht betrachtet werden.

Im Rahmen der ERSCP-Studie (European Randomized Study of Screening for Prostate
Cancer) wurde der Einfluss der Methodenabhangigkeit der PSA-Bestimmung auf die
klinische Entscheidungsfindung untersucht (18). Im tPSA-Bereich von 1 bis 6 ugl/l
wurden Serumproben von 360 PCa- und 96 Nicht-PCa-Patienten an funf Methoden zur
Bestimmung von fPSA und tPSA, darunter auch Access und Elecsys, untersucht. Die
Methoden wiesen signifikant verschiedene PSA-Ergebnisse auf und zeigten ein unein-
heitliches Ansprechen auf den WHO-Standard. Vor allem zwischen den %fPSA-
Bestimmungen traten groRe Differenzen auf: %fPSA-Werte von Elecsys und Access
variierten um 32 % bzw. 36 % unter nicht-PCa bzw. PCa-Patienten. Auf das gesamte
Patientenkollektiv von 17 334 Méannern Ubertragen, wirden bei einem Wechsel des
Testsystems, das 20 % hohere PSA-Konzentrationen bestimmt, bis zu 1008 Patienten
zusatzlich bioptiert werden. Dabei muss angemerkt werden, dass hierzu von den
Autoren keine naheren Berechnungen durchgefiihrt wurden. Insgesamt zeigten die ver-
schiedenen Methoden Unterscheide in der Anzahl der detektierten Tumorpatienten,
nicht aber pathologisch hinsichtlich Tumorstadium oder -grad (dargestellt in einer
weiteren Veroffentlichung (97)).
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Die vorgestellten Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass trotz erheblicher Anstrengung
der letzten 15 Jahre weiterhin eine inadaquate Vergleichbarkeit von tPSA, fPSA und
%fPSA-Werten unterschiedlicher Testsysteme vorliegt und das Ziel der Standardisie-
rung zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht erreicht werden konnte. Im Folgenden méchte
ich mich deshalb mit den mdglichen Ursachen dafiir auseinandersetzen und einen Blick

in die Zukunft werfen.

Standardisierung und Harmonisierung der PSA-Testsys teme

Standardisierung im eigentlichen Sinn beinhaltet den Abbau von Messabweichungen
der einzelnen Bestimmungsmethoden. Sie soll die klinische Interpretation der Mess-
ergebnisse erleichtern und den Vergleich unterschiedlicher Studien erméglichen. Die
Standardisierung von Immunoassays betrifft die Bestimmung verschiedenster Molekiile.
Im Gegensatz zu den meisten Steroidhormonassays gibt es fur die PSA-Bestimmung
keine Referenzmethode, keinen klaren Grenzwert und ein sehr heterogenes Analysat,

das sich vom Standard unterscheidet.

Die Heterogenitat der Antigene in biologischen Medien stellt ein besonderes Problem
bei der Standardisierung von Immunoassays dar (119). Genau genommen ist die
Standardisierung nur dann moglich, wenn Standard und Analysat identisch sind. Das
PSA verfugt jedoch Uber eine ausgesprochen grof3e Heterogenitat mit verschiedenen
Vorlaufern, Untergruppen, Fragmenten und unterschiedlichen Aktivitdtsformen (Kapitel
1.2.2). Neben dem fPSA, dem a,-Makroglobulin, dem ACT-PSA und den anderen PSA-
Komplexen kann in Seren das Vorlauferprotein proPSA mit zusatzlichen Aminosauren
bestimmt werden. Darlber hinaus weist das aus 237 Aminosduren bestehende
Glykoprotein eine Mikroheterogenitat auf, bestehend aus Glykosylierungen sowie
Einkerbungen (,nicked“-PSA) und Strangbriichen in der Primarstruktur. Allein schon bei
der Erfassung der beiden gro3en Untergruppen, dem ACT-PSA und dem fPSA, gibt es
unterschiedlich starke Spezifititen zwischen den Antikérpern der verschiedenen
Methoden. Wie diese Arbeit und die Studie von Kort et al. (113) zeigten, wurde das
Problem der aquimolaren Erfassung der beiden Untergruppen noch nicht behoben.
Auch die Erfassung von nicked-PSA ist methodenabhangig. Wahrend manche
Antikdrper gespaltene und ganze Aminosaurenkette gleichermal3en erfassen, scheinen
andere die Anzahl der gespaltenen unterzubewerten (120). Deshalb ist es wichtig, die

Reaktivitdt der Antikbrper gegeniber Standards und dem Analysat genau zu kennen.



Diskussion 64

Die Spezifitdt einer Methode hangt hauptséachlich von der Epitop-Spezifitdt und -affinitat
des verwendeten Antikorpers ab. Die unterschiedlichen Epitop-Bindungsplatze der
Antikdrper verschiedener Methoden fihren zu signifikant unterschiedlichen PSA-
Bestimmungen (20,25,80,121).

Die Entwicklung einer Referenzmethode ist schwierig, da neben den AntikOperspezifitat
auch andere Faktoren, wie etwa das Testdesign, die Messung von PSA beeinflussen.
Um akzeptable Ergebnisse zu liefern, sollte eine Referenzmethode unanhangig von
Matrixeffekten sein, auf verschiedene Testformate Ubertragen werden kdnnen, nach
internationalen Standards kalibriert werden und monoklonale Antikérpern mit bekannter

Epitoperkennung verwenden (122).

Eine weitere Quelle fur unterschiedliche PSA-Bestimmungen kdnnen Matrix-Effekte in
den Standardprépérationen sein. Die Variabilitat der PSA-Methoden konnte teilweise
auf die unphysiologischen Grundsubstanz (Matrix) des WHO-Referenzmaterials zu-
rackzufihren sein. Die WHO-PSA-Standards fur tPSA (90:10 ACT-PSA:fPSA) und
fPSA sind in einer Grundsubstanz aus Rinderserum-Albumin erhéltlich (30,123). Grund-
substanzen, die dem menschlichen Serum &hnlich sind, verbessern die Prazision von
PSA-Bestimmungen signifikant (26). In Europa wurde deshalb unter Aufsicht des Re-
ferenzbiros der Europaischen Gemeinschaft fur Standards, Messung und Tests ein
matrixfreies gereinigtes fPSA namens CRM 613 (zertifiziertes PSA-Referenzmaterial)
hergestellt Es ist seit 1999 erhdltlich und kann zur Kalibrierung verwendet werden.

Bisher ist dies jedoch nur sehr selten erfolgt (27).

Der fur die meisten kommerziell erhaltlichen PSA-Tests verwendete Kalibrator besteht
aus einer 90:10 Mischung aus ACT-PSA und fPSA. Es ist der von der WHO als erstes
Referenzmaterial fiur PSA angenommenene Standard (30). Durch Kalibrierung der
Methoden nach diesem Standard konnten unterschiedliche PSA-Ergebnisse verschie-
dener Messmethoden signifikant verringert werden (26,99). Eine Rekalibrierung fuhrt zu
einer besseren Vergleichbarkeit der PSA-Konzentrationen unterschiedlicher Methoden
(27). Die grol3ere Variabilitat der fPSA-Konzentrationen lasst sich zum Teil darauf
zuruckfuhren, dass Hersteller fir diese Bestimmung weiterhin eigene Kalibratoren her-
stellen, obwohl auch hierfir ein Standard besteht (30). Dass aber auch die

Zusammensetzung des zweiten ,Arbeits“-Kalibrators die Leistung der Tests beeinflus-
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sen kann, konnte in einem Vergleich zwischen dem Europaischen Zeritfizierten Refe-
renzmedium (CRM 613) und funf PSA-Reagenzien aus funf kommerziellen Quellen
mittels Massenspektrometrie gezeigt werden (124). Die Praparationen unterschieden
sich merklich in ihrer Heterogenitat und Menge. Die Autoren schlussfolgerten, dass der
Gebrauch von PSA-Standards aus unterschiedlichen Bezugsquellen zur Kalibrierung zu
signifikant unterschiedlichen PSA-Bestimmungen fiihren kann. Die in dieser Studie un-
tersuchten Reagenzien enthielten PSA, das aus Seminalplasma extrahiert wurde. Da
das fPSA aus Seminalplasma aber andere Charakteristiken aufweist als das im Serum,
entsteht bei der Kalibrierung mit diesen PSA-Reagenzien eine weitere potentielle
Fehlerquelle (125,126).

Durch die Einfuhrung von Qualitatsstandards und die Verfiigbarkeit externer Kontroll-
programme kénnen Hersteller unter Beweis stellen, dass ihre Methoden den allgemei-
nen Anforderungen entsprechen. Es ist wichtig, dass die PSA-Kontrollen aus mdglichst
physiologischen Lésungen bestehen, da synthetische Proben dazu neigen, methoden-
abhangigen Unterschiede zu verdecken (126,127). Ein Vergleich der Proben konnte
zeigen, dass die Variabilitat der Methoden im Bereich des WHO-Standards minimiert ist
(94).

Neben den zuvor genannten Grinden hat der Aufbau des Tests einen wesentlichen
Einfluss auf die Testresultate. Hier nimmt insbesondere die Inkubationszeit Einfluss auf
die Spezifitat des Testes (20). Auch die Wahl des Testprinzips hat entscheidenden Ein-
fluss auf die Richtigkeit der Messung. Friher beobachtete ,high-dose-hook"-Effekte, die
zu falsch niedrigen Ergebnissen fuhrten, werden heutzutage nicht mehr beobachtet
(23). Polyklonale Antikérper wurden bemangelt, weil sie typischerweise groRere fPSA-
Konzentrationen messen, da sie auch eine gewisse Affinitat zu Epitopen des ACT-PSA-
Komplexes besitzen (54). Serum von Patienten, die mit monoklonalen Antikérpern
behandelt wurden, kann mit den Anti-PSA-Antikérpern kreuzreagieren und zu falsch-
positiven Ergebnissen fuhren (128). Grundsatzlich gibt es etliche Faktoren, die zur
methodenabhangigen PSA-Bestimmungen beitragen.

Die Standardisierung ist hochst aufwendig. Allein fir den WHO-PSA-Standard sind von
der Idee bis zur Fertigstellung funf bis sechs Jahre vergangen (30). Zwar kann auch

ohne eine Standardisierung an der besseren Harmonisierung von PSA-Ergebnissen
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gearbeitet werden, aber schon allein die korrekte Kalibrierung in Abwesenheit einer
Referenzmethode ist problematisch. Die Entwicklung von Korrekturfaktoren zur Um-
rechnung von tPSA-Werte zwischen unterschiedlichen Methoden scheint momentan
nicht moglich zu sein, weil weiterhin eine unzureichende Aquimolaritat vorhanden ist
und Vergleiche selbst zwischen den Erkrankungsgruppen unterschiedliche Ergebnisse
liefern kdnnen (siehe Kapitel 4.3.1). Zum gegenwartigen Stand sollten Referenzwerte
fur jeden Test separat bestimmt werden. Diese mussten nach einheitlichen Kriterien,
zum Beispiel nach den Empfehlungen des IFCC (International Federation of clinical
chemistry) (26), etabliert werden — was aber bisher selten der Fall ist. Dies kann recht
aufwendig sein und erfordert eine moglichst gute Zusammenarbeit verschiedener Labo-
ratorien, Hersteller und Kliniken. Idealerweise sollten Proben von einer gut charakteri-
sierten Referenzpopulation gesammelt und den Herstellern zugénglich gemacht
werden. Ein starrer Grenzwert von 4 gilt schon deshalb als problematisch, weil allein die
biologische Variation von tPSA-Konzentrationen bei Uber 50jahrigen Mannern im
Bereich von 0,1-20 ug/l bei 20 % liegt (61). Die Ersetzung eines Grenzwertes durch ein
Risikoprofil, wie dies zurzeit bei an %fPSA orientierten artifiziellen neuronalen Netzwer-
ken vorgenommen wird, kann die schwache Spezifitdt des Tumormarkers substantiell
verbessern. Mittlerweile wurden hierfir auch schon methodenabhéngige artifizielle
neuronale Netzwerke entwickelt (16). Vor dem Hintergrund, dass die Hersteller immer
wieder ihre Methoden verandern, sollte auch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse alter
Studien, die etwa zur Bestimmung eines Grenzwertes durchgefuhrt wurden, kritisch

betrachtet werden.

Fazit:

Diese Arbeit untersuchte die Vergleichbarkeit von PSA-Methoden unterschiedlicher
Hersteller. Auch wenn im Allgemeinen von Seiten der Hersteller behauptet wird, dass
ihre PSA-Methoden nach dem WHO-PSA-Referenzmaterial kalibriert werden und aqui-
molar messen, konnte diese Studie beweisen, dass die Variabilitdt zwischen den Me-
thoden noch nicht behoben werden konnte. Es besteht weiterhin eine unzureichende
Vergleichbarkeit der PSA-Ergebnisse. Dabei entsprechen die Abweichungen der Kon-
zentrationen der einzelnen Methoden weitestgehend den Ergebnissen anderer Studien
(100,103,104,113,115). Das untersuchte Patientenkollektiv ist nicht reprasentativ fur die

Pravalenz des PCa und kann nicht auf die Gesamtbevolkerung bezogen werden.

Dennoch zeigt diese Studie, dass durch die analytischen Einschrdnkungen weiterhin
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klinische Entscheidungen, etwa die der Prostatabiopsieempfehlung, beeinflussen
werden. Andere Studien kamen diesbezuglich zu &hnlichen Ergebnissen

(18,85,102,103). Um die Situation realistischer darzustellen, verzichtete ich auf die Re-

kalibrierung der Methoden mit einem bekannten Kalibrator. Das Ziel methodenunab-
hangiger fPSA- und tPSA-Konzentrationen konnte bisher nicht erreicht werden. Wegen
der Heterogenitat des PSA, einschliel3lich struktureller Diversitaten zwischen malignen
oder benignen Ursprungs, unterschiedlichen analytischen Bedingungen durch den
Gebrauch verschiedenster Anti-PSA-Antikorperkombinationen mit unterschiedlichen
Epitop-Affinitaten und -Spezifitditen sowie unterschiedlichen technischen Prinzipien wird
dieses Ziel auch in naher Zukunft schwer zu erreichen sein (80). Um Fehlinterpretation
von PSA-Ergebnissen, die mit verschiedenen Methoden bestimmt wurden, zu
minimieren, sollten Arzte auf bestehende Unterschiede zwischen den Ergebnissen
unterschiedlicher Methoden und die biologische Variation des PSA aufmerksam
gemacht werden (61). Zusatzlich ist es erforderlich, methodenabhangige Referenz-

intervalle zu erarbeiten.



Zusammenfassung 68

6. Zusammenfassung

Der Vergleich von finf Methoden zur Bestimmung von tPSA und fPSA bzw. cPSA
(ADVIA Centaur) an Serumproben von 798 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie
bzw. Prostatakarzinom zeigte eine inadéaquate Variabilitdt zwischen den tPSA-, fPSA-
und %fPSA-Werten der einzelnen Methoden. Diese hochsignifikanten und klinisch
relevanten Unterschiede wurden auch bei Methoden beobachtet, die nach dem WHO-
Standard kalibriert wurden. Solange noch keine bessere Harmonisierung der PSA-
Ergebnisse unterschiedlicher Methoden erreicht wurde, kann die Diskussion Uber tPSA-
und %fPSA-Grenzwerte flr eine Biopsieempfehlung zu keiner endgultigen Empfehlung
fuhren. Weitere Untersuchungen beziglich des Referenzmaterials oder einer
Referenzmethode sind notwendig, um diese schwierige Situation in der Praxis zu
verbessern. Zurzeit muss festgestellt werden, dass der Gebrauch einheitlicher Grenz-
werte fur unterschiedliche Testsysteme zur Bestimmung von tPSA und fPSA zu ernsten

Problemen fihrt.

Zusammenfassend kénnen folgende Schlul3folgerungen gezogen werden:

» Jeder der hier verwendeten PSA-Teste verflugt Uber eine gute analytische
Zuverlassigkeit.

* Die tPSA-, fPSA- und %fPSA-Ergebnisse variieren stark zwischen den Methoden.

» Die aquimolare Erfassung von freiem und gebundenem PSA ist bei den meisten
tPSA-Testsystemen weiterhin unzureichend. Manche Hersteller verzichten weiterhin
auf eine Kalibrierung ihrer Methoden nach dem WHO-Standard.

» Hinsichtlich der klinischen Aussagekraft gibt es aufgrund der ROC-Analysen keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Methoden. Werden jedoch feste Diskrimi-
nationspunkte, z.B. der konventionelle Grenzwert 4 g/l oder 2,5 g/l fur Biopsie-
entscheidungen, herangezogen, resultieren aufgrund der absoluten Differenzen der
PSA-Werte auch erhebliche Unterschiede in der Richtigkeit der Zuordnung.

» Die Unerlasslichkeit der Standardisierung/ Harmonisierung der PSA-Bestimmungen
wurde in dieser Studie belegt. Es bedarf erheblicher Anstrengungen, um dieses in der
gegenwartigen Situation aufgrund der Komplexitat der Standardisierung bestehende

Problem im Sinne des Patienten zu losen.
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