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ZUSAMMENFASSUNG

INTRAINDIVIDUELLE VARIABILITAT DES PROSTATASPEZIFISCHEN ANTIGENS
BEI PATIENTEN MIT LOKAL FORTGESCHRITTENEM PROSTATAKARZINOM
UNTER ANDROGENABLATION DURCH BILATERALE ORCHIEKTOMIE

HOLGER GRABSKI

Das prostataspezifische Antigen ist fester Bestandteil der Diagnostik und Therapieiiberwachung des
Prostatakarzinoms. In der Therapieiiberwachung werden klinische Entscheidungen allerdings meist allein
anhand der im Verlauf der Therapie festgestellten Verdnderungen der PSA-Blutserumkonzentration
getroffen. Dabei obliegt die Interpretation der erhobenen Befunde der Kenntnis des Untersuchers iiber die
physiologische Variabilitdt des PSA. Die Abgrenzung des klinischen Progresses mit stetigem Anstieg der
PSA-Serumkonzentration von den physiologischen, intraindividuellen Schwankungen des Serummarkers ist
insbesondere in der Therapiekontrolle schwierig. Als idealer Tumormarker sollte das PSA den supprimierten
Status des Prostatakarzinoms nach definitivem Androgenentzug durch bilaterale Orchiektomie widerspiegeln
und einen Tumorprogress anzeigen. Ublicherweise finden serielle Kontrollen des Serummarkers bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom in viertel- bis halbjéhrlichen Abstinden statt,
nachdem sie in Folge der hormonablativen Therapie ein stabiles Niveau, den PSA-Nadir, erreicht haben.
Neben den methodologischen Abweichungen durch Verwendung unterschiedlicher Testverfahren (Inter-
Assay-Variabilitit) sowie der methodologischen Abweichung innerhalb eines Testverfahrens (Intra-Assay-
Variabilitét), spielt fiir die intraindividuelle Abweichung die Beurteilung serieller PSA-Bestimmungen eine
groe Rolle. Die Variabilitdt infolge intraindividueller Schwankungen findet ihren Ausdruck in dem
Variationskoeffizienten (VK). Der VK stellt als Dispersionsmal} das Verhiltnis der Standardabweichung zum
Mittelwert in Prozent dar und erlaubt daher einen Vergleich von rationalskalierten Messwerten, ohne
abhingig von der verwendeten Einheit zu sein. Ein groBer VK zeigt eine groBe Variabilitit an. Ublicherweise
gilt fiir messmethodische Variabilitdten fiir Tumormarker ein VK von <10% als akzeptabel.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv von 50 minnlichen Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Prostatakarzinom, die unter Androgenablation durch bilaterale Orchiektomie einen stabilen
PSA-Nadir erreicht hatten, auf intraindividuelle Schwankungsbreiten des PSA untersucht. Hierzu wurden
serielle PSA-Bestimmungen in Blutproben aus einer Untersuchungsphase mit 6 Blutentnahmen in
wochentlichen Abstdnden und einer Nachsorgephase mit 3 Blutentnahmen in halbjéhrlichen Abstdnden unter
Verwendung des immunoenzymetrischen Tandem®- E PSA Assays (Hybritech Inc., San Diego, CA 92121,
USA) durchgefiithrt. Die Intra-Assay-Priazision des verwendeten Assays wurde durch Tests mit
unterschiedlichen PSA-Konzentrationen ermittelt. Dabei ergaben sich fiir die Mittelwerte der
Konzentrationen 3,4 ng/ml, 21,5 ng/ml und 85,5 ng/ml Standardabweichungen (SD) von 0,1; 0,8 und 4,1
sowie VK von 3,3; 3,7 und 4,8 %. Die Inter-Assay-Prazision wurde durch 15 wiederholte Tests von drei
unterschiedlichen Serumproben mit mittleren PSA-Konzentrationen von 6,5 ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1
ng/ml ermittelt. Dabei ergaben sich fiir die Mittelwerte der Konzentrationen 6,5 ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1
ng/ml SD von 0,36; 1,49 und 2,91 sowie VK von 5,6; 5,9 und 3,6%.

Durch die seriellen Untersuchungen lieB sich eine erhebliche Differenz zwischen den Assay-bedingten
Unprézisionen und der durch intraindividuelle Faktoren bedingten Variabilitit aufzeigen: Die mittlere
intraindividuelle Variabilitdt in den PSA-Konzentrationsbereichen <0,10 ng/ml VK 67%, >0,10 bis <1,00
ng/ml VK 19%, >1,00 bis <4,00 ng/ml VK 19%, >4,00 bis <10,00 ng/ml VK 9% und >10,00 bis <100,00
ng/ml VK 5% iibersteigt sowohl die Intra-Assay-Prizision als auch die Inter-Assay-Prizision um ein
Vielfaches.

Die Resultate der vorliegenden Untersuchung geben somit Anlass, die Interpretation einzelner
Messergebnisse der PSA-Serumkonzentration in der Therapiekontrolle des lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms kritisch zu tiberdenken.
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2 Einleitung

Das Prostatakarzinom (PCA) stellt ein stetig wachsendes, internationales
Gesundheitsproblem dar. In den meisten industrialisierten Landern ist das PCA das am
hiufigsten diagnostizierte Karzinom. In einigen Nationen hat das PCA das
Bronchialkarzinom als Hauptursache der Krebsmortalitit bereits iiberholt. Das
gegenwirtige Lebenszeitrisiko fiir Manner der westlichen, industrialisierten Nationen
ein mikroskopisches PCA zu entwickeln wird, anhand epidemiologischer
Hochrechnungen, auf rund 30% geschitzt. Das Risiko an einem klinisch manifesten
PCA zu erkranken wird mit 10% kalkuliert. Gegenwirtig versterben etwa 3% der
Manner an den direkten Folgen des PCA [111].

Warum, abgesehen von genetischer Disposition des Betroffenen, ein PCA entsteht,
dariiber herrscht noch weitgehend Ungewissheit. Aufgrund weiter Verbreitung des
,western-type life style® und der Zunahme des Lebensalters der Weltbevilkerung
prophezeiten Epidemiologen sowohl einen dramatischen Anstieg der Inzidenz als auch

der Mortalitit des PCA bis zum Jahre 2020 [143).

Im Gegensatz zu den meisten anderen Malignomen stellt das PCA fiir den Betroffenen
nicht zwingend eine unmittelbare Lebensbedrohung dar und erfordert daher nicht
notwendigerweise eine Therapie. In der Vergangenheit forderten einige Urologen die
Wende zu therapeutischem Nihilismus, da viele Manner in hherem Lebensalter zwar
mit aber nicht an einem PCA versterben. Diese Haltung ist in der angebrochenen Ara
der weit verbreiteten Fritherkennungsprogramme unter Verwendung des
prostatapezifischen Antigens (PSA), zumindest bei Prostatakarzinompatienten mit einer
vom PCA unabhéngigen Lebenserwartung von 10 Jahren, kaum aufrecht zu halten. Die
grofle Herausforderung besteht also darin, mit moglichst hoher Trennschérfe zwischen
den schnell wachsenden und potentiell lebensbedrohenden sowie den langsam
wachsenden, gut differenzierten und die natiirliche Lebenserwartung des Patienten nicht

verringernden Formen der Karzinome zu differenzieren [111,[248].



Gegenwirtig konzentrieren sich erneut die Anstrengungen einen Konsens beziiglich der
diagnostischen Bemiihungen zur Identifikation des PCA zu erlangen. Ohne Zweifel
scheinen diagnostische Leistungen bei jenen Patienten, die mit obstruktiven
Miktionssymptomen und einer Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren ihren Urologen
aufsuchen, gerechtfertigt. Weiterhin ist eine Ausweitung der Diagnostik bei jenen
Patienten, die im Rahmen einer digitalen rektalen Untersuchung einen suspekten
Tastbefund und eine erhohte Blutserumkonzentration des prostataspezifischen Antigens
aufweisen, legitim. Hingegen wird die formale Finladung aller Ménner -einer
bestimmten  Altersgruppe zum  Screening des PCA  durch staatliche
Krebsfritherkennungsprogramme kontrovers diskutiert, da ein Beleg fiir eine Reduktion
der erkrankungsbedingten Mortalitdt hierdurch bislang fehlt und eine {iberhohte
soziookonomische Belastung der Gesellschaft aus den therapeutischen Konsequenzen
resultiert 1113,1248]. Im Rahmen von Messungen erhdhter PSA-Blutserumkonzentrationen
diagnostizierte Karzinome weisen in rund 95% der Fille ein klinisch relevantes
Tumorvolumen auf und sind in tiber 75% der Félle in ihrem Wachstum organbegrenzt.
Ergebnisse aus Langzeituntersuchungen zur Frithdiagnose durch Screening dieser Tc-

Prostatakarzinome werden fiir das Jahr 2008 erwartet [67].

Tumormarker des Serums spielen heute im Management von Krebspatienten in allen
onkologischen Fachrichtungen eine fundamentale Rolle. Das prostataspezifische
Antigen hat in der Uroonkologie durch seine Organspezifitit als Tumormarker grof3e
Bedeutung erlangt. Dies gilt sowohl fiir die Diagnostik, als auch fiir die

Therapietiberwachung des Adenokarzinoms der Prostata [204].

In der Diagnostik des Prostatakarzinoms ist das PSA fester Bestandteil im Rahmen
eines diagnostischen Gesamtkonzeptes. In der Therapieliberwachung werden klinische
Entscheidungen allerdings nicht selten allein anhand der im Verlauf der Therapie
festgestellten Verdnderungen der PSA-Blutserumkonzentration getroffen. Dabei obliegt
die Interpretation der erhobenen Befunde der Kenntnis des Untersuchers tiber die
physiologische Variabilitidt des PSA. Die Abgrenzung eines klinischen Progresses mit
stetigem Anstieg der PSA-Serumkonzentration von den ,physiologischen*
intraindividuellen Schwankungen des Serummarkers ist insbesondere in der

Therapiekontrolle schwierig. Therapeutische Konsequenzen anhand einzelner, erh6hter



Messwerte sollten kritisch hinterfragt werden [202]. Mit hochsensitiven Testverfahren zur
Bestimmung des PSA mit einer funktionellen Sensitivitdt von 0,01 ng/ml wurden die
Moglichkeiten deutlich verbessert, ein Rezidiv durch PSA-Anstieg schon Monate vor
dem klinisch nachweisbaren Rezidiv zu detektieren. Der Einsatz dieser ultrasensitiven
laborchemischen Nachweisverfahren wird daher im Anschluss an die hormonablative

Tumortherapie und Erreichen eines stabilen PSA-Nadirs propagiert [202].

Als idealer Tumormarker sollte das prostataspezifische Antigen den supprimierten
Status eines PCA nach definitivem Androgenentzug durch die bilaterale Orchiektomie
widerspiegeln und einen Tumorprogress anzeigen. Ublicherweise findet eine serielle
Kontrolle der Serummarker bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCA in viertel- bis
halbjdhrlichen Abstdnden statt, nachdem sie in Folge einer hormonablativen Therapie

ein stabiles Niveau (PSA-Nadir) erreicht haben [200), [201].

Neben den methodologischen Abweichungen durch Verwendung unterschiedlicher
Testverfahren (Inter-Assay-Variabilitdt) sowie der methodologischen Abweichung
innerhalb eines verwendeten Testverfahrens (Intra-Assay-Variabilitdt), spielt die
intraindividuelle Abweichung (intraindividuelle gleich physiologische Variabilitit) fiir

die Beurteilung serieller PSA-Bestimmungen folglich eine grofle Rolle 2001,[201].

Die Variabilitit infolge intraindividueller Schwankungen findet ihren Ausdruck in dem
Variationskoeffizienten (VK). Der VK stellt als Dispersionsmall das Verhéltnis der
Standardabweichung zum Mittelwert in Prozent dar und erlaubt daher einen Vergleich
von rationalskalierten Messwerten, ohne abhéngig von der verwendeten Einheit zu sein.
Ein grofler VK zeigt eine groBe Variabilitdt innerhalb der erhobenen Messwerte an.
Ublicherweise kann fiir Tumormarker eine physiologische Variabilitit von weniger als

zehn Prozent als akzeptabel gelten.

Die folgende Untersuchung ermittelt die intraindividuelle Variabilitdt des
prostataspezifischen Antigens bei fiinfzig Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCA
unter Androgenablation durch bilaterale Orchiektomie. Sowohl die intraindividuelle
Schwankungsbreite im Beobachtungszeitraum von 6 Wochen (wochentliche
Bestimmung) als auch im Beobachtungszeitraum 2 Jahre (Bestimmung im 12-Wochen

Intervall) auf unterschiedlichem Nadir-Niveau wurden erfasst.



3 Prostataspezifisches Antigen

3.1.1 PSA - Biochemische Aspekte

3.1.1.1 PSA - Entdeckung

Das heute unter dem Namen prostataspezifisches Antigen (PSA) bekannte Glykoprotein
wurde von Hara und Mitarbeitern erstmalig 1971 in humanem Samenplasma
nachgewiesen und als y-Seminoprotein bezeichnet 91]. Li und Beling isolierten 1972 das
identische Glykoprotein aus dem Samenplasma und bezeichneten es als E;-Antigen [118].
Sensabaugh beschrieb 1978 schlieBlich das Isolationsverfahren eines spezifischen
Proteins fiir das menschliche Samenplasma und postulierte den mdoglichen Einsatz in
der forensischen Medizin [205]. Aufgrund des Laufverhaltens in der
Immunelektrophorese und seines Molekulargewichtes von etwa 30.000 Dalton erhielt
das Protein den Namen p30. Wang et al. gelang 1979 die Entdeckung eines Antigens
und dessen Isolierung aus der Prostata, welches sie aufgrund der fehlenden
Nachweismoglichkeit in anderen Organen als PSA bezeichneten [2401,1241]. Spéter gelang
es mit erweiterten diagnostischen Verfahren die vorbeschriebenen Proteine des
Samenplasmas als PSA zu identifizieren [216]. Papsidero et al. entwickelten 1980 den
ersten immunologischen Test zum Nachweis von PSA [167]. Gleichzeitig konnte die
Arbeitsgruppe nachweisen, dass sowohl benigne als auch maligne Verdnderungen der

Prostata mit einer Erh6hung der PSA-Serumkonzentration einhergehen [30).

Zusitzlich zu den Isolationsverfahren der vorgenannten Autoren stellten zahlreiche
Arbeitsgruppen Protokolle zur Isolierung des PSA aus dem Seminalplasma vor
[1231,[1941,[195],[232],[242],[262]. In jlingerer Zeit gelang die Herstellung des rekombinanten
Enzyms durch Expression in Eukaryontenzellen [1131,[125],[136]. Im Gegensatz zu dem aus
dem Samenplasma isolierten Vollenzym, stellt das rekombinante PSA als Proenzym

(proPSA) eine enzymatische Vorstufe dar [731,[1131,[126].



3.1.1.2 PSA - Struktur

Das prostataspezifische Antigen ist ein monomeres Glykoprotein aus 237 bis 240
Aminosduren und 4  heterogenen Kohlenhydrat-Seitenketten mit  einem
Aminosédureanteil von 93% und einem Kohlenhydratanteil von 7% [243]. Die N-terminale
Aminosdure ist Isoleucin (Ile), die C-terminale Aminosdure ist Prolin (Pro). O-
glycosidisch gebundene Kohlenhydratseitenketten sind an den Aminosduren 69 (Serin),
70, (Threonin) und 71(Serin) lokalisiert. Die vierte Kohlenhydratseitenkette ist an die
Aminosdure 45 (Asparagin) N-glycosidisch gebunden. PSA enthélt eine potentielle
proteolytische Spaltstelle zwischen den Aminosduren 145 und 146 (beides Lysin). Die
katalytische Triade (aktives Zentrum) wird von Histidin (His) in Position 41, Asparagin

(Asp) in Position 96 und Serin (Ser) in Position 189 gebildet [951,[129],[188],[260].

Das Molekulargewicht, ermittelt in der SDS-PAGE, betrdgt 30 kD. Das
Molekulargewicht des Peptidanteiles betrdgt rechnerisch zwischen 26079 und 26496
Dalton. Unter Beriicksichtigung der Kohlenhydratseitenketten ergibt sich ein
kalkuliertes Gesamtgewicht des Proteins von 28460 D. Die Diskrepanzen zwischen den
errechneten und den messbaren Molekulargewichten ergeben sich aus den gewéhlten
Verfahren  (Gelfiltration, Massenspektrometrie) und der Variabilitdit des

Kohlenhydratrestes [244].

Mit Hilfe von monoklonalen Mausantikérpern, Computermodelling und unter
Beriicksichtigung der bekannten Disulfidbriicken der Serin-Proteasen Trypsin und
Chymotrypsin gelang die Rekonstruktion der dreidimensionalen Faltblattstruktur des

PSA [18],[321,[1581,[238],[239].

3.1.1.3 PSA - physikalische Eigenschaften

Der isoelektrische Punkt (iP) von aus dem Seminalplasma isoliertem PSA liegt in
Abhingigkeit von der vorliegenden Isoform bei einem pH von 6.5 bis 8,0 [205],[241].

Zhang et al. konnten den isoelektrischen Punkt anhand von zwei intakten Isoformen des



PSA mit pH 6,9 bzw. pH 7,2 angeben. Unter Zugabe von Sialidase liegt der
isoelektrische Punkt fiir beide PSA-Isoformen im Versuch bei pH 7,7. Als Begriindung
fiir die unterschiedlichen isoelektrischen Punkte der Isoformen wird die Heterogenitit

der Isoformen in Bezug auf den Kohlenhydratanteil angenommen [262].

Untersuchungen des isoelektrischen Punktes von PSA aus dem Serum von Patienten
mit einer benignen Prostatahyperplasie variieren zwischen pH 6,6 und pH 7,3. PSA des
Serums von Patienten mit einem klinisch manifesten PCA weist einen isoelektrischen
Punkt zwischen pH 7,0 und pH 8.8 auf [i01]. Untersuchungen an LNCaP-Zelllinien

zeigen eine grofere Variabilitdt mit einem 1P von pH 6.8 bis pH 8.4 235].

Der Extinktionskoeffizient fiir PSA aus dem Seminalplasma wird bei einer Wellenlénge

von 280nm mit 1,61 bis 1,84 L x g”' x cm™ angegeben [216],1262].

3.1.1.4 PSA - enzymatische Eigenschaften

Das PSA weist als Serinprotease, in Hinblick auf die Aminosduresequenz, eine grofle
Homologie zu den Mitgliedern der Kallikreingruppe auf [951,[243]. Die fiir die Kallikreine
codierenden Gene wurden in enger Nachbarschaft auf Chromosom 19 lokalisiert
[1893,1190]. Drei Gruppenmitglieder konnten identifiziert und charakterisiert werden. Dies
sind das Gewebe-spezifische hK1 (human tissue kallikrein), das Driisengewebe-
spezifische hK2 (human glandular kallikrein) und schlieBlich das prostataspezifische
hK3 (prostataspezifisches Antigen / PSA) [171,[581,183],[189]. Beziiglich der Aminosdure-
sequenz betrigt die Ubereinstimmung des PSA mit hK1 (human tissue kallikrein) 62%,
die Ubereinstimmung mit hK2 (human glandular kallikrein) sogar 79% [i96]. Die
Ubereinstimmungen mit anderen Serin-Proteasen sind weitaus geringer. Sie betragen, in
aufsteigender Reihenfolge, fiir Chymotrypsin 35%, fiir Trypsin 42%, fiir a-NGF 51%,

fir EGF-Binding-Protein 53% und fiir Tonin 54% [41,[581,[791,[811,[82].

Der Nachweis des Gewebe-spezifischen hK1 gelingt in Nieren, der Bauchspeicheldriise
sowie den submandibuldren Speicheldriisen [i21,[831,[1051,[107]. Ebenso wie das PSA,

formaler Name hK3 wird das Driisengewebe-spezifische hK2 im prostatischen Gewebe



produziert [4s),[256]. Der Anteil der hK2-mRNA betrégt im Prostatagewebe etwa 10 bis
50% der PSA-mRNA jedoch ist die Konzentration des Driisengewebe-spezifischen hK2
im Seminalplasma letztlich mit 0,1 bis 1% der nachweisbaren PSA-
Seminalplasmakonzentrationen  verschwindend  gering [707. Auch fir die
Serumkonzentration von hK2 wird nur ein Anteil von rund 3% der PSA-
Serumkonzentration angenommen [177]. Immunhistochemische Verfahren lassen eine
unabhingige Expression von hK2 und PSA vermuten [179],[2551,[256. In PCA ist die
Anfarbung von hK2 mittels immunhistochemischer Techniken im Gegensatz zur

benignen Prostatahyperplasie ausgesprochen hoch [s6],[74].

Kallikreine, als Serin-Proteasen, unterliegen dem hemmenden Einfluss der Serin-
Protease-Inhibitoren, welche kurz als Serpine bezeichnet werden. Hierzu gehdren unter
anderem ol-Antitrypsin, ol-Antichymotrypsin, Antithrombin III und Protein-C-
Inhibitor. Dartiber hinaus werden die Serin-Proteasen iiber Back-Up-Inhibitoren wie
a2-Makroglobulin gehemmt. PSA wird durch eine Reihe weiterer Inhibitoren wie
Aprotinin, Trypsin-Inhibitor, Leupeptin, Spermidin und Zink in seiner enzymatischen

Aktivitdt gehemmt [21].

Benennend und kennzeichnend fiir die Serinproteasen ist der besonders reaktive
Serinrest im katalytischen Zentrum der Protease, der seine Reaktionsfreudigkeit der
engen raumlichen Beziehung zu jeweils einem Aspartatrest und Histidinrest verdankt.
Der katalytische Mechanismus sei im Folgenden anhand der Serinprotease

Chymotrypsin beschrieben:

Die katalytische Triade des Chymotrypsins wird aus Histidin (His) in Position 57,
Aspartat (Asp) in Position 102 und Serin (Ser) in Position 195 gebildet. Diese drei
Aminoséurereste bilden ein Ladungsiibertragungssystem (charge relay system), welches
die Eigenschaft besitzt ein Proton voriibergehend zu binden. Die Carboxylatgruppe des
Asp-102 polarisiert die Imidazolgruppe und dient dem His-57 als Protonenakzeptor.
His-57 bindet seinerseits das Proton aus der Hydroxylgruppe des Ser-195. Der
Hydroxylsauerstoff des Ser-195 erhilt durch die Wechselwirkungen eine negative
Partialladung und greift unter Bildung eines tetraedischen Ubergangszustands die
Carbonylgruppe der Peptidbindung des Substrates nukleophil an. Das konservierte

Proton des Ladungsiibertragungssystems wird von His-57 auf den Stickstoff der



Peptidbindung iibertragen, wodurch diese gespalten wird. Es resultiert neben einem
Acyl-Intermediat mit kovalenter Bindung an Ser-195 eine Aminkomponenete mit
Wasserstoffbriickenbindung an His-57. Durch Deacylierung unter Wasseraufnahme
wird die Aminkomponente abgespalten. Dem an ihre Stelle tretende H,O wird durch
Ladungsverschiebung ein Proton entzogen. Analog zur Acylierung entsteht durch
Reaktion des Hydroxidions mit dem Carbonylkohlenstoff der Acylgruppe des Ser-195
ein tetraedischer Ubergangszustand mit Ersatz der Aminkomponente durch H,O. Durch
Protoneniibertragung von His-57 auf Ser-195 wird das Restpeptid freigesetzt und das

Enzym regeneriert [49].

Bei dhnlichem katalytischem Mechanismus, wie zuvor beschrieben, unterscheiden sich
die Serinproteasen im Wesentlichen durch ihre Substratspezifitit. PSA als Serinprotease
weist die charakteristische Anordnung der katalysierenden Aminosiduren an homologen
Positionen auf. Nicht zuletzt wird die von mehreren Autoren beschriebene

Chymotrypsin-dhnliche Eigenschaft darauf zuriickgefiihrt.

Durch endoproteolytische Spaltung liegt PSA in etwa 30% der Gesamtmenge als
enzymatisch inaktive Form im Seminalplasma vor [96]. Die endoproteolytischen
Spaltstellen befinden sich C-terminal von Arg-85, Lys-148 und Lys-185. Aufgrund
unverdnderter Disulfidbriicken bleibt auch nach Inaktivierung des Enzyms durch
endoproteolytische Spaltung der Verbund der Peptidketten erhalten. Neben der aktiven,
monomeren Form des PSA sind also inaktive Formen mit bis zu vier Peptidketten
moglich. Der Nachweis gelingt unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE

und ist durch das Auftreten zusitzlicher Bandenmuster unterhalb 32 kD gekennzeichnet.

3.1.1.5 PSA - Aktivierung

Die Aktivierung des PSA erfolgt iiber ein nicht aktives Preproenzym, welches
zusétzlich zur Peptidkette des PSA mit einem hydrophoben Signalpeptid aus 24
Aminoséduren versehen ist. Nach Abspaltung von 17 Aminosduren am N-Terminus wird

das Preproenzym in das ebenfalls inaktive Proenzym (Zymogen/Pro-PSA) {iiberfiihrt.
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Durch eine bisher nicht néher spezifizierte Trypsindhnliche Protease werden weitere 7

Aminoséduren N-terminal abgespalten und das Enzym aktiviert.

PSA wird als Serinprotease, sobald es in den Blutkreislauf gelangt, zu einem Teil von
Serpinen unter Bildung SDS-stabiler Serpinkomplexe gebunden, wodurch die
proteolytische Aktivitdt des PSA blockiert wird. Auf die PSA-Komplexbildung soll im

Folgenden ausfiihrlich eingegangen werden.

3.1.1.6 PSA - Komplexbildung

PSA als Serinprotease reagiert mit einer Vielzahl von Protease-Inhibitoren (Serpinen)
unter Ausbildung SDS-stabiler Komplexe [120],[210]. Der Reaktionsmechanismus erfolgt
analog zu anderen Serin-Proteasen und deren Inhibitoren. Im Sinne einer kompetitiven
Hemmung verbindet sich die aktive Doméne des PSA mit der substratdhnlichen Region
des Inhibitors. Hieraus resultiert eine feste Bindung (Enzym-Inhibitor-Komplex) und
die proteolytische Aktivitdt des Enzyms geht verloren [541,[124]. Die SDS-stabilen PSA-

Komplexe werden im molaren Verhiltnis 1:1 gebildet [s3].

Folgende Komplexe sind bekannt und néher charakterisiert:

PSA-a2-Makroglobulin-Komplex

Das tetramere a2-Makroglobulin (AMG) hat ein Molekulargewicht von 725 kD und
einen relativen Kohlenhydratanteil von 8-11%. Die Serumkonzentration des

Glykoproteins betrdagt in Normalseren ca. 2,5 mg/ml [221,[541,[234].

AMG besteht aus vier charakteristischen Untereinheiten und einem aktiven Zentrum.
Nach Ankopplung einer Proteinase an das aktive Zentrum des Inhibitors fiihrt eine
unvollstindige Proteolyse zu einer Konformationsdnderung des Molekiils, welche in
irreversibler Bindung und vollstindiger Umkapselung der Proteinase resultiert

[131,[137],[209].
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PSA bildet im Serum mit AMG SDS-stabile Komplexe und wird dadurch inaktiviert.
Der PSA-AMG-Komplex ist immunologisch nicht mehr nachzuweisen, da die vier
symmetrischen Untereinheiten das PSA durch die Konformationsdnderung vollstandig
umhiillen, so dass die Epitope der Protease nicht mehr zuginglich sind und von
verwendeten Antikdrpern nicht erkannt werden kdnnen. Mit AMG komplexiertes PSA
kann also unter Verwendung bisher bekannter Tests nicht nachgewiesen werden. Bei
der Quantifizierung des Gesamt-PSA (t-PSA) ist das im PSA-AMG-Komplex
komplexierte PSA folglich unberticksichtigt 28],[106],[264].

PSA-al-Antichymotrypsin-Komplex

al- Antichymotrypsin (ACT) hat ein Molekulargewicht von 69 kD und einen relativen
Kohlenhydratanteil von etwa 25%. Die Serumkonzentration des Glykoproteins betragt

in Normalseren ca. 487 ug/ml [16],[23].

ACT gehort zu den wichtigsten Akut-Phase-Proteinen und spielt eine Schliisselrolle bei
der Entziindungskontrolle. Wie alle Serin-Proteasen bildet auch ACT Komplexe mit
Chymotrypsin-dhnlichen Serin-Proteasen. Seine hochste Umsatzrate erreicht ACT mit

Cathepsin G [234].

Anhand von Serumfraktionierungen konnte belegt werden, dass der PSA-ACT-
Komplex neben f-PSA die Hauptform des immunologisch nachweisbaren t-PSA
darstellt. Der Anteil des PSA-a1-Antichymotrypsin-Komplexes am t-PSA ist im Serum
von Patienten mit einem PCA deutlich hoher als bei Patienten mit einer benignen
Prostatahyperplasie (BPH). Mit steigender Konzentration des t-PSA erhoht sich auch
der relative Anteil des PSA-ACT-Komplexes am t-PSA [501,[261],[263].

PSA-Protein C-Inhibitor-Komplex

Der monomere Protein C-Inhibitor (PCI) hat ein Molekulargewicht von 104 kD. Im
Serum fungiert PCI als Hemmstoff des aktivierten Proteins C und greift damit

entscheidend in die regulativen Mechanismen der Blutgerinnung ein [72],[234].
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Im Seminalplasma bilden etwa 5% des enzymatisch aktiven PSA wihrend der
Verfliissigungsphase des Ejakulates einen SDS-stabilen Komplex mit PCI. Sowohl in
Normalseren, als auch in Seren von Prostatakarzinompatienten kann der PSA-PCI-

Komplex nicht nachgewiesen werden [551,[75],[2241,[225].

PSA-al-Antitrypsin-Komplex

Das heterogene a1-Antitrypsin (AAT) hat ein Molekulargewicht von 53 kD und liegt
durch die grofle Variabilitdt seiner Kohlenhydratseitenketten in etwa 20 verschiedenen
Isoformen vor. Der Kohlenhydratanteil entspricht etwa 12% des Molekulargewichtes.
Die Serumkonzentration des Glykoproteins betrdgt in Normalseren ca. 2,9 mg/ml

[36],[96],[234].

AAT wird auch als a1-Proteinase-Inhibitor bezeichnet und ist spezifischer Inhibitor der
leukozytéren Elastase. PSA-AAT-Komplexe werden in Seren mit hohen t-PSA-
Konzentrationen beobachtet. Aufgrund ihres geringen Anteiles kommt den PSA-AAT-

Komplexen jedoch quantitativ keine Bedeutung zu [16],[234].

PSA-Inter-o-Trypsin-Inhibitor-Komplex

Der monomere Inter-a-Trypsin-Inhibitor (IATT) hat ein Molekulargewicht von 180 kD
und einen relativen Kohlenhydratanteil von 8,4%. Die Serumkonzentration des
Glykoproteins betrdgt in Normalseren ca. 0,5 mg/ml. Der Inter-a-Trypsin-Inhibitor
weist einen ausgesprochen hohen Gehalt an Zink auf. Sowohl der Inhibitor selbst als

auch die mit Serin-Proteasen gekntipften Verbindungen sind instabil [227,[234].

PSA-Inter-a-Trypsin-Inhibitor-Komplexe werden in Normalseren sowie Seren von
Prostatakarzinompatienten beobachtet. Aufgrund ihres geringen Anteiles kommt den

PSA-Inter-a-Trypsin-Inhibitor-Komplexen jedoch quantitativ keine Bedeutung zu [262).
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3.1.2  PSA - Biologische Aspekte

3.1.2.1 PSA - Proteinspaltung

Die Komponenten des gelférmigen Ejakulates sind hochmolekulare Komplexe aus
Semenogelin I (MW 52 kD), Semenogelin II (semenogelin related proteins / MW 71
und 76 kD) und Fibronectin [1191,[122,[131]. Hauptbestandteil ist das aus 439 Aminoséduren

bestehende Semenogelin I [1211,[191].

Uber zahlreiche Disulfidbriicken ist Semenogelin I zur Komplexbildung fihig und fiihrt
damit zur charakteristischen Form des Koagulums aus Samenplasma und Spermien
nach der Ejakulation. Semenogelin I und Semenogelin II weisen gemeinsame Epitope

auf und werden als physiologische Substrate des PSA erachtet [119].

Unter Einfluss des prostataspezifischen Antigens (PSA) resultiert innerhalb von 10 bis
20 min nach der Ejakulation eine Verfliissigung des Koagulums aus Samenplasma (Spl)
und Spermien durch proteolytische Spaltung. Neben der Freisetzung der Spermien aus
den gitternetzartigen Strukturen des Koagulums bewirkt PSA eine Zunahme der

Spermienmotilitit.

Neben der PSA-vermittelten Proteolyse des postejakulatorischen Koagels unter Bildung
von Semenogelinspaltprodukten wird auch eine Fragmentation des Fibronectins

beobachtet [131].

3.1.2.2 PSA - Expression

Die Strukturinformation fiir das heterogene Glykoprotein PSA ist in einem 6 Kilobasen
umfassenden Gen auf Chromosom 19 niedergelegt [i1891,[190]. Prostataspezifisches
Antigen wird androgenabhingig im rauen Endoplasmatischen Reticulum der
Prostataepithelzellen gebildet. In Vesikeln und Vakuolen gespeichert wird PSA
exocytotisch in das Lumen der Acini und Ductus transportiert und dem Seminalplasma

zugefiihrt [208].
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Die Konzentration von PSA im Seminalplasma betrigt 0,4 bis 3,6 mg/ml 242]. PSA ist
sowohl in normalem, als auch hyperplastischem (BPH) und karzinomatdsen (PCA)
Gewebe nachweisbar. Analog gelingt der Nachweis von PSA sowohl in Normalseren
von klinisch gesunden Minnern (geringe PSA-Konzentration) als auch in Seren von
Minnern mit benigner Prostatahyperplasie, Prostatitis und PCA (hohe PSA-

Konzentration) [157].

Die urspriinglich postulierte Organspezifitit von PSA konnte in verschiedenen Studien
in den vergangenen Jahren widerlegt werden. Wenn auch in wesentlich geringeren
Konzentrationen konnte PSA in periurethralen Driisen, den Analdriisen, im Cytosol von
Mammakarzinomzellen und in der Brustmilch stillender Frauen nachgewiesen werden
[711,[80],[180],[258]. Zumindest anteilig kann die gemeinsame ontogenetische Herkunft von

Prostata, Urethra und Analdriisen von der Kloake als Erkldarungsansatz dienen [57,[246).

3.1.2.3 PSA - Regulation

Eine Zunahme der Expression von PSA wird, im Rahmen der Entwicklung der
Geschlechtsreife junger Minner, mit ansteigenden Androgenkonzentrationen im
Blutkreislauf zum Zeitpunkt der Pubertét beobachtet [86]. Im Umkehrschluss sinken
hohe PSA-Serumkonzentrationen unter antiandrogener Therapie eines PCA ab, so dass
eine androgenabhéngige Regulation der PSA-Expression postuliert werden kann [245].
Bestédtigend konnten zahlreiche Studien eine Up-Regulation von PSA-mRNA in
prostatischen Epithelzellen unter Androgeneinfluss nachweisen. Studien an LNCaP-
Prostatakarzinomzelllinien konnten die angenommenen physiologischen
Regulationsmechanismen fiir Prostatakarzinomzellen belegen [257). Ursdchlich wird eine
durch Androgenrezeptoren vermittelte Aktivierung der Transkription von PSA vermutet

[93],[141].

Dihydrotestosteron (DHT) zeigt in Untersuchungen an LNCaP-Prostatakarzinomen die
hochste Potenz beziiglich der PSA-Transkriptionsrate. Dabei ist die Zellantwort in
hohem Mafe von der DHT-Konzentration abhidngig. Unter geringen Konzentrationen

von DHT wird eine Zunahme der Proliferationsrate beobachtet, wihrend unter hohen
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Konzentrationen von DHT eine Abnahme der Proliferationsrate und eine gleichzeitige
Zunahme der Expression von PSA =zu verzeichnen ist. Die Expression von
prostataspezifischem Antigen (PSA) sowie anderer androgenabhéngiger Genprodukte in
LNCaP-Prostatakarzinomzellen kann neben Androgenen auch durch Progestagene,
Ostrogene und  Antiandrogene  induziert werden, auch wenn LNCaP-
Prostatakarzinomzellen keine Rezeptoren fiir Progestagene oder Ostrogene besitzen
98]. Dieses Phénomen sollte auf einen ungewohnlichen Androgenrezeptor
zuriickzufiihren sein, dem durch Punktmutation der Austausch einer Aminosdure
(Threonin 868 =zu Alanin 868) in der aktiven Doméne und konsekutive
Konformationsinderung die Bindung von Progestagenen, Ostrogenen und
Antiandrogenen mdoglich ist. Erstaunlicherweise ist dieser durch Punktmutation
modifizierte Androgenrezeptor auch bei einigen Patienten mit lokal fortgeschrittenem

PCA nachzuweisen.

Neben dem unbestrittenen Einfluss der Androgene auf die Expression und Sekretion
von PSA scheinen verschiedenste Wachstumsfaktoren modulierenden Einfluss zu
haben. Hierzu gehoren Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor-
o (TGF-a), Transforming Growth Factor-f§ (TGF-f), Insulin-like Growth Factor I (IGF-
I) und Keratinocyte Growth Factor (KGF) 94]. Anhaltspunkte fiir einen Einfluss von

anderen Faktoren wie Retinolsdure und Vitamin D3 sind ebenfalls gegeben [59],[78].
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3.1.3 PSA - Klinische Aspekte

3.1.3.1 PSA-Bestimmung

Die physiologische Konzentration von PSA im Seminalplasma betrdgt 0,4 bis 3,6
mg/ml p20s). Dies ist ein Millionenfaches (Faktor 10°) der messbaren physiologischen
Blutserumkonzentration [2401,1241]. Physiologischerweise wird ein Abstromen des PSA
aus den epithelialen Zellen der Prostata in die Zirkulation nicht beobachtet oder ist
quantitativ zu vernachldssigen. Umso bemerkenswerter sind die messbaren
Konzentrationserhdhungen von PSA im Serum bei unterschiedlichsten Erkrankungen
der Prostata. Die PSA-Blutplasmakonzentration ist damit eine Funktion aus der
Abstromrate von PSA aus den epithelialen Zellen der Prostata in die Zirkulation sowie
der Komplexbildungsrate und der Eliminationsraten fiir sowohl freies PSA (f-PSA) als
auch komplexiertes PSA (C-PSA) [271.

Auch zellarchitektonische Verdnderungen der prostatischen intraepithelialen Neoplasie
(PIN) fithren zu erhohten PSA-Serumkonzentrationen [s1,[193]. Das Serum von Patienten
mit einer High Grade PIN zeigt dabei einen geringeren Anteil von f-PSA als dies im
Serum von Patienten mit einer Low Grade PIN oder einer BPH der Fall ist [10s,1230].
Prostataerkrankungen ohne maligne oder premaligne Charakteristika wie Prostatitis und
Prostatainfarkt koénnen, wenn auch nicht regelhaft, zu PSA-Erh6hungen im Serum

fiihren [651,[142].

Haufiger wird bei der Prostatitis eine Verschiebung der Formen des PSA im Serum
beobachtet. Der Anteil des f-PSA ist bei Patienten mit einer chronischen Prostatitis im
Gegensatz zu Kontrollgruppen mit benigner Prostatahyperplasie deutlich geringer

[135],[160].

Nach erfolgreicher radikaler Prostatektomie sollte PSA im Serum nicht nachweisbar
sein. Auch die extraprostatische Expression von PSA in den periurethralen Driisen und
anderen extraprostatischen Driisen scheint keinen Einfluss auf die Serumkonzentration

nach radikaler Prostatektomie zu haben [156].
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PSA kann sowohl bei gesunden Testpersonen als auch bei Patienten mit
Prostataerkrankungen im Urin nachgewiesen werden und scheint zu einem grof3en
Anteil aus f-PSA zu bestehen [206. Unter der Annahme, dass PSA im Urin aus dem
prostatischen Sekret stammt wurde untersucht, ob messbare Urinkonzentrationen des
PSA nach radikalen Prostatektomien ein Therapieversagen anzeigen [i03]. Da jedoch
auch Urin erfolgreich prostatektomierter Patienten geringe Konzentrationen des PSA
enthilt, welches aus den periurethralen Driisen stammen diirfte, ist die Bestimmung im

Rahmen der Nachsorge nach Prostatektomie nicht sinnvoll [103],228].

Die Untersuchung der Verhéltnisse zwischen der PSA-Serumkonzentration und der
PSA-Urinkonzentration in Bezug auf ihre Trennschidrfe zwischen benigner
Prostatahyperplasie und PCA fiihrte in verschiedenen Studien zu uneinheitlichen

Ergebnissen [165],[233].

3.1.3.2 PSA-Elimination

PSA in der Zirkulation von Patienten nach radikaler Prostatektomie hat eine
Halbwertzeit von etwa 48 bis 72 Stunden [151]. Van Straalen und Mitarbeiter ermittelten
eine zweiphasige Eliminationskinetik mit einer kurzen Halbwertzeit von 1,6 Stunden
und einer langen HWZ von 4,6 Tagen [237]. Bei einer radikalen Prostatektomie gelangen
intraoperativ gro3e Mengen von f-PSA in die Zirkulation. Auch hier kann fiir das f-PSA
eine zweiphasige Elimination mit einer Frithphasenhalbwertzeit von 0,81 Stunden und
einer Spétphasenhalbwertzeit von 13,9 Stunden festgestellt werden [24]. Dies ldsst
vermuten, dass die Gesamthalbwertzeit von 48 bis 72 Stunden mit der Clearance von
komplexiertem PSA, genauer von mit al-Antichymotrypsin komplexiertem PSA (PSA-
ACT), korreliert [2531,1254). Eine Bestimmung der Halbwertzeit von mit o2-
Macroglobulin komplexiertem PSA (PSA-AMGQG) ist bislang nicht gelungen. Andere
Komplexe mit a2-Macroglobulin werden jedoch mit einer Halbwertzeit von 2 bis 3
Minuten aus der Zirkulation eliminiert, so dass anzunehmen ist, das der Anteil von

PSA-AMG nur einen unwesentlichen Einfluss auf die Gesamthalbwertzeit hat [15],[51].
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Sowohl die Rolle der hepatischen als auch der renalen Elimination von PSA aus der
Zirkulation ist bislang ungekldrt. Obwohl hepatische Dysfunktionen keinen
wesentlichen Einfluss auf die Serumkonzentrationen von PSA zu haben scheinen,
werden Einfliisse der Leber auf den Metabolismus des PSA postuliert. Anhalt hierfiir
geben erhebliche lokale Konzentrationsunterschiede von PSA im Serum vor und nach
der Leberpassage [31,109. Weiterhin ist eine Elimination von PSA-Inhibitor-Komplexen
aus der Zirkulation durch die Leber wahrscheinlich, da Hepatozyten Rezeptoren fiir
Protease-Inhibitor-Komplexe besitzen. Aufgrund des geringen Molekulargewichtes von
f-PSA wird dieses renal eliminiert. Die renale Elimination des PSA aus der Zirkulation

ist insbesondere in Bezug auf ihre quantitative Signifikanz umstritten [33].

3.1.3.3 PSA und physiologische Variabilitit

Folgeuntersuchungen der PSA-Blutserumkonzentrationen klinisch gesunder Ménner
zeigen eine erhebliche Variabilitdit in Bezug auf die intraindividuelle PSA-
Konzentration. Sowohl bei klinisch gesunden Normalpersonen als auch Patienten mit
benignen (BPH) und malignen (PCA) Erkrankungen der Prostata betrégt die Variabilitét
15 bis 28% es),[1121,1184]. Ebenso ist die Variabilitit von f-PSA mit 17% und die
Variabilitdt des Quotienten aus f-PSA und t-PSA (f-PSA/t-PSA) mit 14% betrachtlich

[161].

Zahlreiche Studien hatten die Korrelation zwischen physiologischer Variabilitdt und
moglichem  Einfluss von  sexueller oder  korperlicher  Aktivitdit  zum
Untersuchungsgegenstand. Fiir korperliche, sportliche Aktivititen konnte keine
signifikante Erhohung der PSA-Blutserumkonzentration ermittelt werden [117).
Demgegeniiber scheint bei Prostatakarzinompatienten mit erh6htem PSA die Benutzung

eines Fahrrades zu einer weiteren PSA-Erh6hung zu fiihren [127).

Die Auswirkungen der Ejakulation auf die PSA-Blutserumkonzentration werden
kontrovers diskutiert. In vielen Studien konnte aufgezeigt werden, dass eine Ejakulation
bei Normalpersonen oder Patienten mit einer benignen Prostatahyperplasie keinen

signifikanten Anstieg des t-PSA zur Folge hat [921,[132,[143].
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Allenfalls kann ein leichter Anstieg des t-PSA eine Stunde nach der Ejakulation
registriert werden, der sich bis 6 Stunden nach der Ejakulation wieder normalisiert [231].
Fiir sowohl f-PSA als auch t-PSA verzeichneten Herschmann und Mitarbeiter einen
Anstieg der PSA-Serumkonzentration eine Stunde nach erfolgter Ejakulation und
registrierten im  weiteren  Verlauf eine schnellere  Normalisierung der

Serumkonzentration von f-PSA als von t-PSA [9s].

3.1.3.4 PSA und prédanalytische Einflussgroflen

Manipulationen am Organ Prostata fithren in unterschiedlicher Weise und
unterschiedlichem  Ausmal zu  tempordren  Verdnderungen der  PSA-
Blutserumkonzentration [217]. Als klinisch unbedeutend stellte sich die digitale rektale
Untersuchung der Prostata (DRU) heraus [29],[56],[631,1259]. Lediglich temporére
Konzentrationserhdhung fiir t-PSA von geringem Ausmaf sind zu verzeichnen [31],[47).
Auch Erhohungen von f-PSA und f-PSA/t-PSA werden sowohl nach digitaler rektaler
Untersuchung als auch flexibler Cystoscopie registriert, kehren aber innerhalb von 24

Stunden wieder auf ihren Ausgangswert zuriick [601,[192].

Manipulation durch transrektalen Ultraschall der Prostata (TRUS) fiihrten nicht zu
signifikanten ~PSA-Erh6hungen [i10,1259). Wird hingegen im Rahmen der
Ultraschallsonographie (TRUS) eine Biopsie durchgefiihrt, so sind temporér starke
Erh6hungen der PSA-Blutserumkonzentration im Anschluss an den diagnostischen
Eingriff zu verzeichnen [259]. Wihrend t-PSA noch nach 7 Tagen im Anschluss an die
Biopsie mit erhohten Konzentrationen bestimmt werden kann, ist der zundchst
exzessive Anstieg von f-PSA schon 24 Stunden nach der Manipulation nicht mehr

nachweisbar [159].

Die préanalytischen Bedingungen konnen, obwohl PSA eine relativ stabile
Immunreaktivitdt aufweist, einen Einfluss auf Detektion der Blutserumkonzentration
von sowohl t-PSA als auch des f-PSA und deren Relation im Serum nehmen [104],[207].
Probenlagerung bei Temperaturen von —70 "C fiihren noch 2 Jahre nach Einlagerung zu

identischen Untersuchungsergebnissen. Lagerungstemperaturen von —20 C fiihren zu
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einem Konzentrationsverlust von etwa 10% im gleichen Zeitraum sowohl fiir t-PSA als
auch fir f-PSA [2521. Auch mehrfaches Auftauen und erneutes Tieffrieren der Proben
fiihrt nicht zu signifikanten Verdnderungen des t-PSA [251. Hingegen ist in aufgetauten
Proben eine Abnahme des f-PSA zu verzeichnen, die konsekutiv zu einer Verringerung

des Quotienten f-PSA/t-PSA fiihrt [17s).

3.1.3.5 PSA und Prostatavolumen

Die Blutserumkonzentrationen des PSA zeigen eine enge Korrelation mit dem
Prostatavolumen. Normales Prostatagewebe fithrt pro Gramm Gewebe schétzungsweise
zu einer PSA-Blutserumkonzentration von 0,1 ng/ml. Stamey und Mitarbeiter
veranschlagten fiir die benigne Prostatahyperplasie (BPH) eine Erhhung des PSA um
0,3 ng/ml pro Gramm hyperplastischen Gewebes [217]. Die BPH betrifft rund 50% der
Manner im Alter zwischen 51 und 60 Lebensjahren. In 30 bis 50% der Fille weisen die
Patienten ein iiber die Altersentsprechenden Mittelwerte erhohtes PSA auf [102. Die
PSA-Blutserumkonzentrationen zeigen eine engere Korrelation mit dem Volumen der
Transitionalzone (TZ) als mit dem totalen prostatischen Volumen [i16]. Im Gegensatz zu
der hohen Korrelation der Blutserumkonzentrationen mit der Transitionalzone, dem
Entstehungsort der BPH, ist die Korrelation mit dem Volumen der zentralen und
peripheren Zone gering. Folglich ist die Transitionalzone bei Ménnern ohne PCA die

Hauptquelle fiir den Abstrom des PSA in die Zirkulation [90].

Der Anteil des freien PSA am Gesamt-PSA (f-PSA/t-PSA) zeigt nur eine geringe
Korrelation mit dem Prostatavolumen bei BPH-Patienten. Jedoch konnte in zahlreichen
Studien belegt werden, dass die Verwendung des Quotienten f-PSA/t-PSA zur
Differenzierung zwischen benigner Prostatahyperplasie (BPH) und Prostatakarzinom
nur in Verbindung mit dem Prostatavolumen sinnvoll und in ihrer Aussagekraft bei

Prostatavolumina iiber 40 bis 60 cm’ gemindert ist [14],[46],[171],[183],[236].

Neben einer deutlichen Besserung der durch die BPH verursachten obstruktiven
Symptome, unter Medikation mit dem Sa-Reductase-Inhibitor Finasterid, fiihrt dieser

tiber die Reduktion der hyperplastischen Driisenanteile zu einer im Mittel 50%igen
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Verminderung der PSA-Konzentration mit groen individuellen Abweichungen. Dies
muss bei der Bewertung der PSA-Konzentrationen von Patienten die Finasterid erhalten
in die diagnostischen Uberlegungen des Prostatakarzinomscreenings einbezogen werden

[84],[220].

3.1.3.6 PSA und Tumorstaging

Die Hohe der PSA-Blutserumkonzentration korreliert eng mit dem Tumorstadium,
jedoch ist PSA alleine aufgrund starker Uberlappungen als Prediktor der
Tumorausbreitung ungeeignet [i02],217]. Allerdings konnen extrem hohe PSA-
Konzentrationen im Serum Riickschliisse auf das Stadium des Tumors zulassen
[1441,(170]. Anhand auf Maiuse transplantierter LNCaP-Prostatakarzinome liel sich
nachweisen, dass der Anstieg der PSA-Konzentration die Tumorwachstumsrate indes

nicht parallel begleitet [ss].

Immerhin lassen sich anhand deutlich erhdhter PSA-Konzentrationen mit hinreichender
Verldsslichkeit Ergebnisse der Skelettszintigraphie vorhersagen [iss). Oesterling und
Mitarbeiter fanden heraus, dass bei Patienten mit neu diagnostiziertem PCA und PSA-
Blutserumkonzentrationen unter 8 ng/ml ein positiver Befund in der Skelettszintigraphie
duBerst unwahrscheinlich zu erwarten ist. Das Auftreten von Knochenmetastasen ist bei
dieser Befundkombination sogar so unwahrscheinlich, dass die Forschergruppe
vorschldgt die Durchfithrung der Skelettszintigraphie im Einzelfall zu iiberdenken

[155],[222].

Auch wenn der Vorhersagewert von PSA alleine recht gering ist, kann durch
Verwendung verschiedenster Variablen in Kombination mit dem PSA die
Vorhersagegenauigkeit des PSA deutlich gesteigert werden und der Nutzen fiir das
Staging des Prostatakarzinoms damit erweitert werden. Die am hdufigsten verwendete
Variablenkombination im Staging des Prostatakarzinoms ist die Kombination von
histologischem Grading aus der Sextantenbiopsie, dem klinischen Staging und der

Serumkonzentration des PSA [223].
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Uneinigkeit herrscht tiber die Aussagekraft des f-PSA in Bezug auf das Staging des
Prostatakarzinoms. Einige Studien konnten eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen f-PSA und dem Tumorstadium feststellen, wihrend andere Forschergruppen

diesen Zusammenhang nicht bestdtigen [147,[166].

Unbestritten scheint die signifikante Korrelation zwischen dem Quotienten aus f-PSA
und t-PSA (f-PSA/t-PSA) und der lokalen Ausbreitung des Prostatakarzinoms
(organbegrenztes PCA / organiiberschreitendes PCA) sowie der Aggressivitit des

Tumorwachstums [38],[164],[219].

3.1.3.7 PSA und Tumorgrading

Da PCA mit geringem Differenzierungsgrad ihre Féhigkeit zur Expression und
Sekretion von PSA verlieren, beeinflusst dies die Konzentration von PSA auch im
Patientenserum [170;. Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen Idsst sich die
Korrelation zwischen Differenzierungsgrad des Tumors und der Konzentration von PSA
besonders eindrucksvoll darstellen. Hoch differenzierte PCA zeigen starke
Anreicherungen, wihrend sich Prostatakarzinome geringeren Differenzierungsgrades
durch ausgepridgte Heterogenitit und geringe Anreicherungen von PSA auszeichnen

[2],[185].

Unklarheit herrscht tiber den Zusammenhang zwischen Tumorvolumen, Gleason Score
und dem prostataspezifischen Antigen. Stamey und Mitarbeiter stellten heraus, dass die
Korrelation zwischen Gleason Score und PSA bei konstantem Tumorvolumen nicht
signifikant sei, wahrend Aihara und Mitarbeiter eine umgekehrte Korrelation zwischen
PSA-Serumkonzentration und Gleason Score postulieren [214]. Vermutlich variiert die
Produktion von PSA demnach bei Tumoren gleichen Volumens, jedoch

unterschiedlicher Differenzierung, betréachtlich.

Unterschiedliche Ergebnisse werden nach diversen Studien beziiglich der Korrelation
zwischen Differenzierungsgrad des Prostatakarzinoms und der PSA-Ratio (f-PSA/t-
PSA) berichtet [1471,[166].
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3.1.3.8 PSA und Hormonstatus

Eine  Zunahme der Expression von PSA wird mit ansteigenden
Androgenkonzentrationen im Blutkreislauf zum Zeitpunkt der Pubertit beobachtet. Im
Umkehrschluss sinken hohe PSA-Serumkonzentrationen unter antiandrogener Therapie
eines Prostatakarzinoms ab, so dass eine androgenabhingige Regulation der PSA-
Expression postuliert werden kann [se],[245]. Bestéitigend konnten zahlreiche Studien eine
Hochregulation von PSA-mRNA in prostatischen Epithelzellen unter Androgeneinfluss
nachweisen [93],[141],[186],[257]. Studien an LNCaP-Prostatakarzinomzelllinien konnten
angenommene physiologische Regulationsmechanismen fiir Prostatakarzinomzellen
belegen [99),[100. Ursdchlich wird eine durch Androgenrezeptoren vermittelte

Aktivierung der Transkription von PSA vermutet [220].

Dihydrotestosteron (DHT) zeigt in Untersuchungen an LNCaP-Prostatakarzinomen die
hochste Potenz beziiglich der PSA-Transkriptionsrate. Dabei ist die Zellantwort in
hohem Mafe von der DHT-Konzentration abhingig. Unter geringen Konzentrationen
von DHT wird eine Zunahme der Proliferationsrate beobachtet, wihrend unter hohen
Konzentrationen von DHT eine Abnahme der Proliferationsrate und eine gleichzeitige
Zunahme der Expression von PSA =zu verzeichnen ist. Die Expression von
prostataspezifischem Antigen (PSA), sowie anderer androgenabhéngiger Genprodukte
in LNCaP-Prostatakarzinomzellen, kann neben Androgenen auch durch Progestagene,
Ostrogene und  Antiandrogene induziert werden auch wenn LNCaP-
Prostatakarzinomzellen keine Rezeptoren fiir Progestagene oder Ostrogene besitzen
[198]. Dieses Phdnomen ist auf einen ungewohnlichen Androgenrezeptor zuriickzufiihren,
dem durch Punktmutation der Austausch einer Aminosdure (Threonin 868 zu Alanin
868) in der aktiven Domidne und durch konsekutive Konformationsdnderung die
Bindung von Progestagenen, Ostrogenen und Antiandrogenen moglich ist.
Erstaunlicherweise ist dieser durch Punktmutation modifizierte Androgenrezeptor auch

bei einigen Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCA nachzuweisen.

Zwar erfolgt die Expression und Sekretion von PSA in normalem Prostatagewebe
androgenabhéngig, jedoch korrelieren PSA-Serumkonzentrationen und DHT-

Serumkonzentrationen aus Normalseren gesunder Testpersonen nicht [11].
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Auch eine exogene Zufuhr von Testosteron fiihrt nur zu unwesentlichen Verénderungen
von f-PSA und t-PSA. Allerdings ldsst sich bei hypogonadalen Minnern durch
therapeutische Zufuhr von exogenem Testosteron eine geringfiigige Erh6hung der PSA-

Serumkonzentration verzeichnen [226].

3.1.3.9 PSA und Alter

Fiir t-PSA wurde in den vergangen Jahren gewohnlich ein cut-off-Wert von 4 ng/ml
gewidhlt obwohl dies nicht den exakten alterskalibrierten Referenzwerten entspricht
[1513,1218]. Mit zunehmendem Patientenalter steigt die PSA-Serumkonzentration aufgrund
der altersabhéngigen Zunahme des Prostatavolumens an, so dass verschiedene Autoren
fir jede Dekade ab dem 40. Lebensjahr altersspezifische Referenzwerte ermittelten

[81,[64],[152].

Die Verwendung altersspezifischer Referenzwerte hat eine Erhhung der Sensitivitét fiir
jiingere Patientengruppen und eine Erhohung der Spezifitit fiir dltere Patientengruppen
zur Folge. Die Anzahl durchgefiihrter Biopsien erhoht sich bei Verwendung des
gleichen cut-off-Wertes von 4 ng/ml auch unter Beachtung der altersspezifischen
Referenzwerte nicht 401 Werden anstatt des cut-off-Wertes von 4 ng/ml
altersspezifische cut-off-Werte anhand der altersspezifischen Referenzwerte definiert,
so geht dies zu Lasten der Sensitivitdt. Die Signifikanz in Bezug auf Lebensqualitidt und
Morbiditdt sowie Mortalitdt der nicht detektierten Prostatakarzinome bei Verwendung

altersspezifischer cut-off-Werte wird kontrovers diskutiert [26],[153].

Zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen zahlreiche Studien bei der Beobachtung von
Einfliissen des Alterns auf die Relation zwischen f-PSA und t-PSA. Wihrend einige
Autoren einen Anstieg des f-PSA mit zunehmendem Lebensalter verzeichnen,

beobachten andere eine Konstanz der PSA-Ratio (f-PSA/t-PSA) 1541,1171].
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3.1.3.10 PSA-Velocity

Ein Anstieg der PSA-Serumkonzentrationen geht der klinischen Diagnose eines
Prostatakarzinoms iiblicherweise 7 bis 9 Jahre voraus, so dass die
Anstiegsgeschwindigkeit der PSA-Serumkonzentration (PSA Velocity) als wertvoll fiir

die Diagnose des Prostatakarzinoms erachtet werden kann [371,[39].

Ein Anstieg der PSA-Serumkonzentration von jdhrlich mehr als 0,75 ng/ml ist
beziiglich der Entwicklung eines Prostatakarzinomes verdachtig [391,[173]. Der klinische
Nutzen dieser Erkenntnis wird durch die Verwendung verschiedener Assays, das
Intervall zwischen den PSA-Bestimmungen und die starke physiologische Variabilitét
der PSA-Serumkonzentrationen limitiert. Zudem scheint ein geringerer Anteil des f-
PSA am t-PSA ein zuverldssigeres Frithzeichen in der Diagnostik des

Prostatakarzinoms zu sein [174],[229].

3.1.3.11 PSA-Density

Die Erkenntnis, dass PCA im Gegensatz zu der benignen Prostatahyperplasie bei
gleichem Volumen zu einer stdrkeren Erhohung der PSA-Serumkonzentration fiihren,
lidsst die Korrelation der beiden Gréflen als sinnvoll erscheinen [217]. Die PSA-Dichte
oder PSA-Density wird aus dem Quotienten zwischen PSA-Serumkonzentration und
dem sonographisch ermittelten Prostatavolumen errechnet und soll eine hdhere
Genauigkeit der PSA-Bestimmung zur Folge haben [207). Der klinische Nutzen ist auch
hier durch die physiologische Variabilitit der PSA-Konzentrationen im Serum sowie
durch die Ungenauigkeit der Volumetrie bei Verwendung verschiedener
Ultraschallverfahren und die groBe Variabilitdt der Epithel/Stroma-Verhiltnisse in

Prostatakarzinomen limitiert [11,[19].
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3.1.3.12 PSA und freies PSA

Die klinische Wertigkeit der PSA-Ratio (f-PSA/t-PSA) in der Friithdiagnose des
Prostatakarzinoms ist unumstritten [250]. Vor allem bei Patienten in der so genannten
»diagnostischen Grauzone* mit PSA-Serumkonzentrationen von 4,0 bis 10,0 ng/ml lasst
sich die diagnostische Sicherheit durch Bildung des Quotienten f-PSA/t-PSA, bei
gleichzeitiger Reduktion unnétiger Biopsien um 20 bis 50%, signifikant erhthen. Bei
PSA-Serumkonzentrationen von mehr als 10,0 ng/ml werden Biopsien tiblicherweise

ungeachtet der PSA-Ratio durchgefiihrt [341,[41],[461,[128],[146],[169].

In einer groB angelegten prospektiven, klinischen Studie untersuchten Catalona und
Mitarbeiter die Wertigkeit der PSA-Ratio in der Diagnostik des Prostatakarzinomes.
Catalona legte einen cut-off-Wert von 25% f-PSA bei Patienten mit PSA-
Serumkonzentrationen zwischen 4,0 und 10,0 ng/ml, ungeachtet des Patientenalters
oder des Prostatavolumens, fiir die PSA-Ratio fest. Unter Verwendung dieses Cut-Off-
Wertes konnten 20% der unnétigen Biopsien vermieden werden und ein PCA in 95%
der Fille diagnostiziert werden [41]. Bei Patienten mit einer PSA-Serumkonzentration
zwischen 2,6 und 4,0 ng/ml konnte durch Bildung der PSA-Ratio aulerdem die Rate der

falsch positiven Diagnosen signifikant gesenkt werden [43].

3.1.3.13 PSA-Monitoring nach radikaler Prostatektomie

Eine chirurgisch erfolgreiche Tumorresektion des Prostatakarzinoms durch radikale
Prostatektomie (RRP) entfernt prostatisches Gewebe vollstandig. In Abhdngigkeit vom
prdoperativen Ausgangswert der PSA-Serumkonzentration fallen die PSA-
Konzentrationen unter Beriicksichtigung der Halbwertzeiten innerhalb von Wochen
oder Monaten unter die Nachweisgrenze [217]. Messbare PSA-Serumkonzentrationen im
Anschluss an die kalkulierten Eliminationszeiten zeigen daher das Vorhandensein von
Residualtumor oder Metastasen an. Ein erneuter Anstieg der PSA-Serumkonzentration

innerhalb der ersten 12 Monate nach radikaler Prostatektomie (RRP) deutet auf das
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Vorliegen von Fernmetastasen, wéihrend ein Anstieg der PSA-Serumkonzentration nach

12 Monaten auf das Vorliegen von lokalem Residualtumor hinweisen [102,[214].

Patientengruppen mit einem Lokalrezidiv weisen im Mittel eine geringere PSA-Ratio
(f-PSA/t-PSA) gegeniiber Patientengruppen mit erstdiagnostiziertem PCA vor radikaler
Prostatektomie auf. Andererseits wird bei iiber 50% der Patienten mit einem
Lokalrezidiv eines Prostatakarzinoms kann nach RRP eine hohe PSA-Ratio von iiber

15% festgestellt werden.

3.1.3.14 PSA-Monitoring nach Radiotherapie

Im Gegensatz zu den kurzen Eliminationszeiten von PSA aus dem Serum, die nach
vollstindiger Entfernung des karzinomatdsen Prostatagewebes durch radikale
Prostatektomie erreicht werden, ist bei radiotherapeutisch behandelten Patienten nur ein
relativ langsames Absinken der PSA-Serumkonzentration auf den PSA-Nadir zu
verzeichnen. Zeiten von 12 Monaten und lédnger werden bis zum Erreichen des PSA-
Nadir nach Radiotherapie beobachtet. Die Prognose der Patienten korreliert hierbei
ausgesprochen gut mit dem Niveau der erreichten PSA-Serumkonzentrationen des PSA-
Nadirs. Bei erneutem Anstieg der PSA-Serumkonzentrationen ist von einem Versagen

der Therapie auszugehen [213].

Zur Therapieliberwachung konnten die Bestimmung des f-PSA und die Bildung der
PSA-Ratio (f~PSA/t-PSA) sinnvoll sein, da Studien zeigen konnten, dass die PSA-Ratio
bei Patienten nach Radiotherapie mit tumorpositivem Biopsiekontrollbefund niedriger

ist als bei Patienten mit tumornegativem Biopsiekontrollbefund.

3.1.3.15 PSA-Monitoring nach Hormontherapie

Die androgenablative Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms fiihrt durch die

Suppression der PSA-Expression hdufig zu dramatischen Abfillen der PSA-
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Serumkonzentrationen. Das  tiefste  posttherapeutische Niveau der PSA-
Serumkonzentrationen (PSA-Nadir) kann als Indikator fiir ein Ansprechen auf die
Androgendeprivation gelten [91,1212]. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass die
Suppression der Expression von PSA nicht an das Ansprechen des Tumorgewebes auf

die Therapie gekoppelt ist.

Nach Androgenentzug ist bei Patienten, die ein gutes Ansprechverhalten auf die
Androgendeprivation zeigen, hédufig eine hohere PSA-Ratio (f-PSA/t-PSA) zu
verzeichnen, als bei Patienten, die ein schlechtes Ansprechverhalten auf die
Androgendeprivation zeigen. Ob die Bildung der PSA-Ratio sinnvoll ist erscheint
fraglich, da ein Ansprechen auf die Androgendeprivation ohnehin am Niveau der PSA-

Serumkonzentration abgelesen werden kann.

3.1.3.16 PSA-Immunoassays

Nach der Einfiihrung des ersten serologischen Testverfahrens fiir das PSA, basierend
auf einer Immunelektrophorese, durch Papsidero und Mitarbeiter 1980 begann die
Entwicklung von diversen hochsensitiven Immunoassays fiir PSA [167). Heute liegt eine
Vielzahl von Immunoassays fiir die Bestimmung der PSA-Serumkonzentration vor
88,[114]. Die ermittelten PSA-Konzentrationen variieren von Immunoassay zu
Immunoassay betrachtlich [s9),[218]. Einerseits erkennen viele Assays die Anteile von
freiem und komplexiertem PSA nicht &dquimolar, andererseits variiert die
Bindungskinetik der verwendeten Antikdrper mit f-PSA und PSA-ACT auflerordentlich

[133],[176],[211],[264].

Ziel der gegenwirtigen Bestrebungen ist es daher, einen Assay mit verldsslicher und

dquivalenter Detektion von f-PSA und PSA-ACT, die zu entwickeln [6],[251,[87].

Ein weiteres Problem ist die Herstellung von geeigneten Standardkalibratoren fiir die
Eichung der Assays. Ein idealer Kalibrator sollte die immunoreaktiven Formen f-PSA
und PSA-ACT enthalten [221]. Dies kann durch Komplexierung in vitro erreicht werden,

jedoch zeigt die biochemische Analyse der in vitro hergestellten PSA-ACT-Komplexe
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das Vorliegen von zwei predominanten Formen mit Molekulargewichten von 78095
und 82519 D [i825. Studien konnten eine Verminderung der Abweichungen zwischen
verschiedenen Assays, mit einem Kalibrator, der zu 90% aus PSA-ACT und zu 10% aus
f-PSA besteht, belegen. Die Kalibration sollte an diesem international empfohlenen
90:10-Standardkalibrator erfolgen [521,[771,[162). Allerdings gelingt eine Assay-

Standardisierung hierdurch nur fiir Proben, in denen das Verhéltnis 90:10 vorliegt [i50].

Die zur Herstellung der Kalibratoren verwendete Matrix hat ebenfalls einen nicht
unwesentlichen  Einfluss auf die Zuverldssigkeit der ermittelten PSA-
Serumkonzentrationen. Werden Kalibratoren durch Zugabe von f-PSA (f-PSA) zu
Serum erstellt, komplexiert dieses mit AMG und kann in nachfolgender
immunologischer Bestimmung nicht erkannt werden. Die Herstellung von Kalibratoren
auf diese Art ist damit potentielle Fehlerquelle und fiihrt zu systematischen

Fehlbestimmungen von PSA [221].
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4 Patienten und Methode

4.1 Datenbasis

Die vorliegende Untersuchung basiert auf retrospektiv gewonnenen Daten aus der
Urologischen Klinik des Marienhospitals Herne, Universitétsklinik der Ruhr-

Universitit-Bochum.

Anhand verschliisselter OP-Diagnosen konnten rechnergestiitzt alle Patienten ermittelt
werden, die sich in den Jahren 1994 bis 1996 aufgrund eines lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms einer bilateralen Orchiektomie in der Urologischen Klinik
unterzogen. Aus der Grundgesamtheit der tiber 200 erfassten Patienten wurden die

Patienten mit den Wohnorten Herne, Bochum und Recklinghausen ausgewahlt.

Durch retrospektive Auswertung der Patientenakten der ausgewdihlten Patienten wurde
die Diagnose validiert. Anhand der archivierten Patientendaten konnten der einweisende
Urologe sowie der behandelnde Hausarzt ermittelt werden. Der einweisende Urologe
wurde gebeten die von ihm postoperativ ermittelten PSA-Blutserumkonzentrationen auf
einem vorbereiteten Fragebogen schriftlich zu dokumentieren, sowie eine Einschétzung
des Therapieerfolges anhand der Nachsorgeuntersuchungen abzugeben. Allein
Patienten, die iiber 6 Monate postoperativ ohne relevanten PSA-Anstieg blieben,
wurden ausgewdhlt. In einem Telefongespriach mit dem behandelnden Hausarzt wurde
eruiert, ob eine Studienteilnahme des Patienten aufgrund seines Allgemeinzustandes
grundsétzlich moglich ist. SchlieBlich wurden tiber 117 Patienten mit einem
Informationsbrief schriftlich zur Studienteilnahme eingeladen. 23 Patienten
beantworteten den Informationsbrief nicht. Zur Teilnahme an der Patientenstudie
erklédrten sich zunéchst 58 Patienten, die oben angefiihrte Kriterien erfiillten, bereit. Von
diesen zogen 8 Patienten Ihre Einwilligung zur Studienteilnahme aus privaten Griinden

zuriick.
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4.2 Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste schlieBlich 50 Patienten im Alter von 56
bis 81 Jahren zum Studienbeginn im November 1996. Das Durchschnittsalter
(arithmetischer Mittelwert) des Kollektivs betrug bei Studienbeginn 70,7 Lebensjahre.

4.2.1 Einschlusskriterien

a) Lokal fortgeschrittenes PCA unter Androgenablation durch bilaterale Orchiektomie.
b) Operationszeitpunkt der bilateralen Orchiektomie mind. 6 Monate vor Studienbeginn.

¢) PSA-Nadir (stabile PSA-Blutserumkonzentration) bei Studienbeginn erreicht.

4.2.2  Ausschlusskriterien

a) Jede Manipulation an der Prostata innerhalb der letzten 6 Monate.

b) Therapiewechsel innerhalb der letzten 6 Monate.
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4.3 Studiendesign

Die Entnahme der Blutproben zur Ermittlung der PSA-Blutserumkonzentrationen
erfolgte durch Punktion einer peripheren Vene im Rahmen eines terminierten
Hausbesuches durch den Autor dieser Arbeit. Verwendet wurden einheitlich aus
Standard-Kaniile und 9 ml S-Monovette® (Monovette Z Nr. 02.1063,92 x 16,5 mm, Fa.
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) bestehende Blutentnahmesets. Die Hautdesinfektion
erfolgte unter Verwendung von Kodan® Tinktur Forte (Fa. Schilke & Mayr,
Norderstedt, Deutschland) und Pur-Zellin® Zellstofftupfern (Fa. Hartmann, Heidenheim,
Deutschland).

Die Blutentnahmen erfolgten zunichst sechs Mal unmittelbar aufeinander folgend in
wochentlichen Abstinden (Untersuchungsphase) und darauf folgend drei Mal in

halbjdhrlichen Abstéinden (Nachsorgephase).

Die Blutentnahmen wurden jeweils am gleichen Wochentag durchgefiihrt. Dabei wurde
in einem Beratungsgesprach mit dem Patienten ein Wochentag ausgewihlt, der im
Verlauf der Untersuchungsphase einen anndhernd identischen Tagesablauf bei sich
wiederholenden Terminen aufweisen wiirde. Die Entnahmen erfolgten jeweils zur

gleichen Tageszeit.

Die Blutentnahmen der Nachsorgephase wurden ohne Einschrinkung nach individueller

Absprache mit dem Patienten zu unterschiedlichen Tageszeiten durchgefiihrt.

Um eine zeitgerechte Verarbeitung der Blutproben im Labor im Anschluss an die
Hausbesuche zu gewihrleisten, wurde das Patientenkollektiv anhand des Wohnortes in

2 Studienteile aufgeteilt.

Die Blutentnahmen wurden am 01.11.1996 begonnen und am 01.08.1999
abgeschlossen.
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4.4 Analysevorbereitung

Die im Rahmen der Venenpunktionen gewonnenen Vollblutproben wurden innerhalb
von 2 Stunden nach der Blutentnahme in den Einrichtungen des wissenschaftlichen
Labors der Urologischen Klinik des Marienhospitals Herne fiir die Analysen

vorbereitet.

Hier erfolgte zunichst die standardisierte Zentrifugation des in der Serum-Monovette
koagulierten Vollblutes fiir acht Minuten bei 3000 U/min. Der Uberstand wurde in ein
Kunststoffreagenzglas (Tubes Nr. 55.468, 13ml, 95 x 16,8 mm, Fa. Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) dekantiert und erneut bei 3000 U/min fir 5 Minuten
zentrifugiert. Das Blutserum wurde anschlieBend unter Verwendung einer Comforpette®
4800 und 1000 ul Pipettenspitzen (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) pippetiert
und auf drei gekennzeichnete Aliquots, 1,8 ml Cryo Tube® Vials (Nalge Nunc
International, Rochester NY, USA), in Portionen zu je 500 ul verteilt. Die mit einer
Identifikationsnummer versehenen Aliquots wurden, einsortiert in Aliquot® Container
(F. National Lab, Molln, Deutschland) mit je 100 Stellpldtzen, unter
Tiefkiihlbedingungen bei —70 °C fiir maximal 6 Wochen bis zur Analyse gelagert. Der
Transport in die Forschungseinrichtungen der Urologischen Universitétsklinik der
Westfilischen  Wilhelms-Universitdt Miinster wurde unter Kiihlbedingungen

durchgefiihrt. Dort wurden sdmtliche Analysen durchgefiihrt.
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4.5 Analysen

Samtliche Bestimmungen der PSA-Blutserumkonzentrationen aus den seriellen
Serumproben der Untersuchungsphase sowie aus den Serumproben der
Folgeuntersuchungen  (Nachsorgephase) erfolgten wunter Verwendung des
immunoenzymetrischen Assays Tandem®E PSA (Hybritech Inc., San Diego, CA
92121, USA) in den Forschungseinrichtungen der Urologischen Universitdtsklinik der
Westtilischen Wilhelms-Universitdt Miinster. Die Proben der Untersuchungsphase

wurden zur Ausschaltung des Inter-Assay-Fehlers in einem Assay-Run analysiert.

4.5.1 Testprinzip

Tandem®-E PSA ist ein immunoenzymetrischer Festphasentest, der mit Antikorpern
gegen zwei unterschiedliche antigene Determinanten (Epitope) des PSA arbeitet. Die zu
untersuchende Serumprobe wird mit Plastikbeads inkubiert. Die Beads stellen die
Festphase des Testes dar und sind mit einem monoklonalen Antikdrper beschichtet, der
Spezifitit fiir ein bestimmtes Epitop des PSA aufweist. Simultan reagiert das PSA-
Molekiil mit einem enzymmarkierten monoklonalen Antikorper, der Spezifitit fiir eine

weitere antigene Determinante (Epitope) des PSA aufweist [62],[145].

Aus der simultanen Reaktion mit den beiden spezifischen monoklonalen Antikérpern
resultiert ein sandwichartiger Immunkomplex (festphasenstindiger AK, PSA,
enzymmarkierter AK). Im Anschluss an die Reaktion wird der Bead zur Entfernung
tiberschiissigen enzymmarkierten Antikorpers in einer speziellen Losung gewaschen.
AnschlieBend wird der Bead mit einem fiir das Enzym spezifischen Substrat inkubiert.
Nach dem Stoppen der enzymatischen Reaktion mit dem Substrat wird das Ausmal} der
Substratumwandlung im  vollautomatischen photon ERA®  Spektrophotometer-
Analysegerit kolorimetrisch durch Extinktionsmessung bei Wellenlédngen von 405 und

450 nm ermittelt.

35



Die gemessene Extinktion ist dabei der Konzentration des PSA in der Serumprobe im
Konzentrationsbereich von 0 bis 100 ng/ml direkt proportional. Die Berechnung der
Konzentration des PSA erfolgt durch das Analysegerdt nach Abgleich mit den
normierten PSA-Standards sowie PSA-Nullstandard (Verdiinner) zu Beginn jeder

Testreihe.

4.5.2 Testmaterial

Verwendet wurden, neben dem laboriiblichen Verbrauchsmaterial unterschiedlicher
Hersteller, vornehmlich die auf die Verwendung mit dem automatischen photon ERA®-
Analysegerit abgestimmten Reagenzien des Herstellers Hybritech (Hybritech Inc., San
Diego, CA 92121, USA).

Tandem®-E PSA-Reagenzien stehen in zwei getrennten Kits zur Verfiigung. Das

Antikorper-Reagenzienkit enthélt die normierten PSA-Standards zur Erstellung einer
Eichkurve von 0 bis 100 ng/ml sowie die PSA-Kontrollen. AuBlerdem sind in dem
Antikorper-Reagenzienkit die Immunochemikalien fiir die Immunkomplexbildung aus
festphasenstiandigem Antikorper, PSA und enzymmarkierterm Antikorper enthalten.
Das Substrat-Reagenzienkit enthélt die Reagenzien fiir die Farbreaktion und deren

anschliefende photometrische Bestimmung.

Im Detail enthalten sind:

* Antikorper-Reagenzienkit:
a) Anti-PSA Antikorper-Konjugat:
Monoklonales Maus-IgG (gegen PSA), konjugiert mit alkalischer Phosphatase
(Rind) in einer Rind/Maus-Proteinmatrix mit 0,1% Natriumacetat als
Konservierungsmittel.
b) Anti-PSA beschichtete Beads:
Mit monoklonalem Maus-IgG (gegen PSA) beschichtete Plastikbeads in
Pufferlosung mit 0,1% Natriumacetat als Konservierungsmittel.
¢) Nullstandard / Verdiinner (A):

Rind-Proteinmatrix ohne messbare PSA-Konzentration (0 ng PSA /ml) mit 0,1%
Natriumacetat als Konservierungsmittel.
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d) PSA-Standards (B-F):
Humanserum mit definierten Konzentrationen von 2, 10, 25, 50 und 100 ng PSA
/ml mit 0,1% Natriumacetat als Konservierungsmittel.

e) PSA-Kontrolle; niedrig (1):

Humanserum mit ca. 1-5 ng PSA/ml mit 0,1% Natriumacetat als
Konservierungsmittel. Die exakte PSA-Serumkonzentration ist dem Etikett zu
entnehmen.

f) PSA-Kontrolle; hoch (2):

Humanserum mit ca. 30-50 ng PSA/ml mit 0,1% Natriumacetat als
Konservierungsmittel. Die exakte PSA-Serumkonzentration ist dem Etikett zu
entnehmen.

g) Waschkonzentrat:

Puffer mit 0,6% Dowicil® 200 als Konservierungsmittel. Alternativ kann
Waschkonzentrat zur Serienanalyse mit dem photon ERA® Spektrophotometer-
Analysegerit verwendet werden.

Substrat-Reagenzienkit:

a) Substratkonzentrat:

p-Nitrophenylphosphat in einem Stabilisierpuffer mit Konservierungsmittel.
b) Substratverdiinnungslosung:

Puffer mit Konservierungsmittel.
c) Stoppreagenz:

Puffer mit EDTA und mit Konservierungsmittel.

Weiterhin wurden verwendet:

a) Polystyrol-Aliquots, gerundet in der Gréfle 12 x 75 mm

b) Polystyrol-Aliquot Standvorrichtung

¢) Einweg-Prézisionspipetten : Fassungsvermogen 100 ul (+/— 1%)
d) Einweg-Prézisionspipetten : Fassungsvermogen 200 ul (+/—1%)
e) Mehrweg-Prézisionspipetten : Fassungsvermégen 100 ul (+/— 1%)

f) Absauggerit HybriWash™

g) Einweglatexhandschuhe, Einwegpinzetten und destilliertes Wasser.
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4.5.3 Testvorbereitung

Unmittelbar vor der Analyse werden sowohl die zu untersuchenden Serumproben, als
auch die verwendeten Reagenzien auf Zimmertemperatur (18-25 °C) gebracht. Alle
Serumproben werden vor der Analyse zur Reduktion von Triibung und Entfernung von
Festkorpern 5 Minuten bei 3000 U/min. zentrifugiert. Verwendete Reagenzien werden
vor Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken oder leichtes Schiitteln gemischt. Zur
Herstellung der Waschlosung wird der Inhalt einer Flasche Waschkonzentrat (40 ml)
mit destilliertem Wasser (800 ml) vermischt. Zur Herstellung des bendtigten Volumens
Substratlosung wird jeweils eine Einheit Substrat-Konzentrat in 10 Einheiten Substrat-
Verdiinner gelost und vorsichtig vermischt. AnschlieBend wird mit der Durchfithrung

der Tests fortgefahren.

4.5.4 Testdurchfiihrung

Die Durchfilhrung des Tandem®E PSA- Assays erfolgt bei Zimmertemperatur.
Nullstandard, Standards der verschiedenen Konzentrationen sowie die beiden
Kontrollen werden pro Assay zweimal gleichzeitig getestet. Die Inkubationszeiten
werden fiir alle Proben exakt eingehalten. Nach Kontrolle der Probenbeschriftung auf
Unversehrtheit und Lesbarkeit werden die Aliquots gekennzeichnet. Jeweils 100 ul
Nullstandard, Standards, Kontrollen und Blutserumproben werden unter Verwendung
einer sauberen Pipettenspitze zur Vermeidung einer Kontamination in die Aliquots
pipettiert. Danach werden jedem Aliquot 100 ul PSA-Antikorper-Konjugat zugegeben.
Jeweils ein Aliquot erhélt nun ein Anti-PSA beschichtetes Bead. Die Beads werden vor
Zugabe in die Aliquots von der ihnen anhaftenden restlichen Pufferlosung durch
Absaugen befreit, ohne sie vollstidndig zu trocknen. Um eine ausreichende Vermischung
zu erreichen, werden die Aliquots in ihrer Standvorrichtung kriftig geschiittelt. Die
Inkubation erfolgt fiir zwei Stunden bei Zimmertemperatur auf einem Flachbett-

Rotationsmischer bei 170 (+/— 10) U/min. Nach Abschluss der Inkubationszeit werden
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die Beads insgesamt dreimal gewaschen, wobei darauf zu achten ist, das eine
Gesamtzeit von 15 Minuten Verbleib in der Waschlsung nicht zu {iberschreiten ist. Pro
Waschvorgang werden 2 ml Waschlosung in jedes Aliquot pipettiert und die Fliissigkeit
schlieBlich unter Verwendung des HybriWash Absauggerites entfernt. Im Anschluss
an die Waschvorgénge werden jedem Aliquot 200 ul Substratreagenz zugegeben. Um
eine ausreichende Vermischung zu erreichen werden die Aliquots in ihrer
Standvorrichtung erneut kriftig geschiittelt. Die Inkubation erfolgt fiir 30 Minuten bei
Zimmertemperatur. Nach Abschluss der Inkubationszeit werden jedem Aliquot 1,5 ml
Stoppreagenz zugegeben. Erneut wird in der Standvorrichtung unter Verwendung eines
Vibrationsmischers kriftig geschiittelt. Die Proben werden nun der automatischen
Messung im photon ERA® Spektrophotometer-Analysegerit zugefiihrt. Die PSA-
Probenkonzentrationen werden kolorimetrisch durch Extinktionsmessung bei
Wellenldngen von 405 und 450 nm ermittelt. Die Ergebnisse werden vom Analysegerét

in ng/ml ausgegeben.

4.5.5 Testleistungsdaten

Die Intra-Assay-Priizision des Tandem®E PSA- Assays wurde durch Tests mit
unterschiedlichen PSA-Konzentrationen ermittelt. Dabei ergaben sich fiir die
Mittelwerte der Konzentrationen 3,4 ng/ml, 21,5 ng/ml und 85,5 ng/ml
Standardabweichungen (SD) von 0,111, 0,794 und 4,129 sowie Variationskoeffizienten
(CV) von 3,3, 3,7 und 4,8%.

Die Inter-Assay-Prizision des Tandem®-E PSA- Assays wurde durch wiederholte Tests
von drei unterschiedlichen Serumproben mit mittleren PSA-Konzentrationen von 6,5
ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1 ng/ml und einer Wiederholungszahl von 15 ermittelt. Dabei
ergaben sich fiir die Mittelwerte der Konzentrationen 6,5 ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1
ng/ml Standardabweichungen von 0,36, 1,49 und 2,91 sowie Variationskoeffizienten

(CV) von 5,6, 5,9 und 3,6%.
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Die untere Nachweisgrenze fiir die PSA-Konzentration liegt im automatischen
Verfahren (photon ERA®) offiziell unter 0,08 ng/ml. Sie wird durch Bildung des
Mittelwertes von 20 Messungen 1im PSA-freien Serum zuziiglich drei
Standardabweichungen ermittelt. Die tatsdchliche untere Nachweisgrenze liegt deutlich
darunter. Der Konzentrationsbereich des Tandem®-E PSA- Assays reicht von 0 bis 100
ng PSA/ml. Testergebnisse, die eine PSA-Blutserumkonzentration iiber 100 ng/ml
erwarten lassen, erfordern eine erneute Testdurchfithrung mit der Serumprobe unter
Verdiinnung. Dazu wird die entsprechende Serumprobe mit Nullstandard so verdiinnt,
dass die erwartete PSA-Konzentration tiber 5 ng/ml betrdgt. Der Verdiinnungsfaktor

wird schlieBlich in die Berechnung der PSA-Blutserumkonzentration einbezogen.

4.5.6  Statistische Auswertung

Die Bearbeitung der Basisdaten erfolgte rechnergestiitzt unter Verwendung von
Microsoft® Office 2000 Premium Edition (Microsoft® Access 2000, Microsoft® Excel
2000, Microsoft® Word 2000) und Microsoft® Office:mac 2004 SSL (Microsoft® Excel
2004, Microsoft® Word 2004).

Die statistische Auswertung der ermittelten Ergebnisse erfolgte unter Verwendung von
SPSS® 11.0 for Mac OSX. Literaturrecherche sowie die Bibliographieerstellung

erfolgten unter Verwendung von Endnote® v8 for Mac OSX.
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5 Ergebnisse

5.1 Altersverteilung

Tabelle 5-1

Altersverteilung des Patientenkollektivs

n=>50

Gruppe | 51-54 | 55-58 | 59-62 | 63-66 | 67-70 | 71-74 | 75-78 | 79-82 | 83-86

Anzahl 0 1 4 8 12 9 9 7 0

14

12

10

Patienten[n]

; ; S < ’ / ; kS
& & & & & AN LA &

Lebensalter[Jahre]

Abbildung 5-1

Der Berechnung der statistischen GréBen der Altersverteilung wurde das Lebensalter

der Patienten zu Studienbeginn am 1. November 1996 zugrunde gelegt.
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Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-2
Altersverteilung des Patientenkollektivs - Statistik

Kenngrofe Wert Einheit
Minimum 56 Lebensjahre
Maximum 81 Lebensjahre
Median 71 Lebensjahre
Mittelwert 71 Lebensjahre
mittlere Abweichung 5 Lebensjahre
Standardabweichung 6 Lebensjahre

Die Einteilung der Patienten in Altersgruppen, wie sie oben erfolgte, dient der besseren
Ubersicht in der graphischen Darstellung. Fiir die weiteren Betrachtungen soll das Alter

der Patienten nicht berticksichtigt werden.

Mit einem mittleren Lebensalter von 71 Lebensjahren entspricht das untersuchte

Patientenkollektiv dem demographischen Mittel der Prostatakarzinompatienten in

Deutschland.
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5.2

PSA—Verteilung

Tabelle 5-3
PSA-Verteilung
n=150
Gruppe A B C D E F Gesamt
<0,10 >0,10 >1,00 >4,00 >10,00 | >100,00
bis bis bis bis
<1,00 <4,00 <10,00 | >100,00
Anzahl 18 15 11 2 2 2 50
20
18
16 4~
14 - I
'::' 12 —
s 10 -
L
6 4
4 4
2 4
0
\'a ) O Q < <

PSA-Blutserumkonzentration [ng/ml)

Abbildung 5-2

Grundlage fiir die ndhere Betrachtung und Eingruppierung der erhobenen PSA-

Blutserumkonzentrationen in Messgruppen ist die jeweils erste PSA-Bestimmung eines

jeden Patienten. Die Konzentrationsbereichsgruppen wurden willkiirlich festgelegt.
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Die Eingruppierung wurde zugunsten einer besseren Ubersicht bei weiteren
Betrachtungen nicht anhand des gegeniiber Ausreilern empfindlichen Mittelwertes,
sondern anhand des ersten Basiswertes (PSA-Nadir) getroffen und im Laufe der

Untersuchung beibehalten.

Der hohe Anteil der Patienten mit einer PSA-Blutserumkonzentration von 0,01 bis 1,00
(66%), sowie der insgesamt hohe Anteil der Patienten mit einer PSA-
Blutserumkonzentration von 0,01 bis 4,00 (88%) im Patientenkollektiv, resultieren aus
einer erfolgreichen hormonablativen Therapie der untersuchten Patienten durch

bilaterale Orchiektomie.
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53 Ergebnisse

5.3.1 PSA-Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

5.3.1.1 Patient A17 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-4

Ergebnisse Patient W.H., (74 Jahre)

Nr. 29

t [w] 1

2 3 4

26

52

78

PSA 0,07

0,04 0,05 0,04

0,03

0,01

0,04

0,03

0,06

0,10

0,09
0,08

0,07

0,06
0,05

PSA[ng/ml]

0,04

0,03
0,02

\\

A

/

0,01
0,00

Wi

5

6 |26

52 | 78

104

|—e—pPsA

0,07 |0,04 0,05 (0,04

0,03

0,01 (0,04

0,03 (0,06

t[w]

Ergebnisse Patient W.H., (74 Jahre)

Abbildung 5-3
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Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-5
Patient W.H., (74 Jahre) - Statistik
Kenngrofle Untersuchungsphase | Nachsorgephase Einheit
PSA 1-6 PSA 7-9
Minimum 0,01 0,03 ng/ml
Maximum 0,07 0,06 ng/ml
Variationsbreite 0,06 0,03 ng/ml
Median 0,04 0,04 ng/ml
Mittelwert 0,04 0,04 ng/ml
mittlere Abweichung 0,01 0,01 ng/ml
Standardabweichung 0,02 0,02 ng/ml
Variationskoeffizient 50 35 Prozent

5.3.1.2 Gruppenergebnisse (grafische Darstellung)

Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

0,10 / \ /
0,09 >

Al
/ - A2
0,08 x5 A3
/ aa
0,07 —¥— A5
A6
0,06 —t=A7

PSA [ng/ml]
o
o
w

Abbildung 5-4

time [weeks]
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A8

A9

A10
All
Al12
Al13
Al4
Al5
Al6
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A18




5.3.1.3 Gruppenergebnisse Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

Tabelle 5-6

tiw] |1 2 3 4 5 6 26 52 78
Al 0,00 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 {0,00 0,00
A2 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 {0,00 0,00
A3 0,00 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 {0,00 0,00
A4 0,00 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 {0,00 0,00
A5 0,06 10,06 0,06 0,06 0,05 0,07 0,11 0,12 0,23
A6 0,04 10,06 0,06 0,06 0,06 0,05 0,01 0,00 0,02
A7 0,09 10,05 0,05 0,07 0,11 0,06 0,08 0,07 0,48
A8 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,00 {0,00 0,00
A9 0,08 0,08 0,06 0,07 0,08 0,05 0,06 0,04 0,00
A10 0,04 0,04 0,03 0,04 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00
All 0,04 0,04 0,03 0,05 0,05 0,04 0,01 0,00 0,03
Al2 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al3 0,00 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al4 0,07 0,06 0,07 0,07 0,05 0,07 0,01 0,01 0,03
AlS 0,04 0,06 0,06 0,06 0,05 0,06 0,02 0,00 0,00
Al6 0,08 0,09 0,09 0,10 0,09 0,10 0,00 0,00 0,00
Al7 0,07 (0,04 0,05 0,04 0,03 0,01 0,04 0,03 0,06
Al8 0,00 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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5.3.2 PSA-Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

5.3.2.1 Patient B2 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-7

Ergebnisse Patient B.F., (76 Jahre)

Nr. 41

£ [w] 1 2 3 4 5 6 26 52 78

PSA 0,59 0,50 0,56 0,59 0,51 0,60 0,56 0,50 0,51

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50 .\\w/a.\v R
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

PSA[ng/ml]

0 1 2 3 4 5 6 [26 |52 (78 [104
|+PSA 0,59 10,5 [0,56 [0,59 (0,51 [ 0,6 (0,56 [ 0,5 [0,51
t{w]

Ergebnisse Patient B.F., (76 Jahre)

Abbildung 5-5
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Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-8
Patient B.F., (76 Jahre) - Statistik
Kenngrofle Untersuchungsphase | Nachsorgephase Einheit
PSA 1-6 PSA 7-9
Minimum 0,50 0,50 ng/ml
Maximum 0,60 0,56 ng/ml
Variationsbreite 0,10 0,06 ng/ml
Median 0,58 0,51 ng/ml
Mittelwert 0,56 0,52 ng/ml
mittlere Abweichung 0,04 0,02 ng/ml
Standardabweichung 0,04 0,03 ng/ml
Variationskoeffizient 8 6 Prozent
5.3.2.2 Gruppenergebnisse (grafische Darstellung)
Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml
1,00 —X
0,90
B1
0,80 - —B-B2
B3
0,70 - B4
_ X —¥—B5
E os0 o
g S B8
& 0,50 -\././.\I/.\ T p—— 2?0
* . 2 B11
0,40 —~_ ~ T A i ~ B12
/i—"*\%\ PO W e - - B13
M T —— e e S pis
0,20 = ~’_ j - - — \\
0,10 - ———— - N i
1 2 3 4 5 6 26 78

Abbildung 5-6

time [weeks]
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5.3.2.3 Gruppenergebnisse Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Tabelle 5-9

tiw] |1 2 3 4 5 6 26 52 78
Bl 0,26 [0,36 0,36 0,32 0,32 0,41 0,36 0,32 0,41
B2 0,59 10,50 0,56 0,59 0,51 0,60 0,56 0,50 0,51
B3 0,46 0,42 0,42 0,42 0,39 0,44 0,21 0,28 0,36
B4 0,73 0,67 1,03 0,83 0,77 0,97 0,93 0,91 0,89
BS5 0,32 0,35 0,37 0,35 0,28 0,26 0,16 [0,04 0,13
B6 0,20 10,25 0,25 0,27 0,25 0,24 0,26  {0,37 0,29
B7 0,10 10,09 0,09 0,08 0,10 0,10 0,00 {0,00 0,00
B8 0,19 10,19 0,17 0,12 0,09 0,14 0,08 0,02 0,11
B9 0,23 0,27 0,24 0,23 0,24 0,23 0,10 0,07 0,09
B10 0,32 0,32 0,33 0,29 0,31 0,31 0,56 0,50 0,59
B11 0,43 0,39 0,40 0,45 0,42 0,32 0,38 0,32 0,37
B12 0,22 0,20 0,20 0,19 0,14 0,21 0,08 0,02 0,00
B13 0,31 0,31 0,29 0,33 0,32 0,32 0,31 0,30 0,32
B14 0,26 [0,24 0,27 0,26 0,28 0,37 0,34 0,73 0,68
B15 0,28 0,31 0,30 0,31 0,36 0,29 0,30 0,32 0,32
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5.3.3 PSA-Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

5.3.3.1 Patient C2 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-10

Ergebnisse Patient B.G., (80 Jahre)

Nr. 9

£ [w] 1 2 3 4 5 6 26 52 78

PSA 3,26 4,31 4,74 3,86 3,73 3,33 3,78 3,86 3,71

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00

4,00 -
3,00 /

2,00
1,00
0,00

PSA[ng/ml]

0 1 2 3 4 5 6 [26 |52 [ 78 [104
|+PSA 3,26 |4,31 4,74 |3,86 3,73 3,33 3,78 (3,86 3,71
tiw]

Ergebnisse Patient B.G., (80 Jahre)

Abbildung 5-7
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Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-11

Patient B.G., (80 Jahre) - Statistik

Kenngrolle Untersuchungsphase | Nachsorgephase Einheit
PSA 1-6 PSA 7-9

Minimum 3,26 3,71 ng/ml
Maximum 4,74 3,86 ng/ml
Variationsbreite 1,48 0,15 ng/ml
Median 3,80 3,78 ng/ml
Mittelwert 3,87 3,78 ng/ml
mittlere Abweichung 0,44 0,05 ng/ml
Standardabweichung 0,57 0,08 ng/ml

Variationskoeffizient 15 2 Prozent

5.3.3.2 Gruppenergebnisse (grafische Darstellung)

10,00

9,00

8,00

7,00

PSA [ng/ml]

4,00

3,00

2,00

1,00

Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

C1
——C2
Cc3
C4
—¥—=C5
cé
—t—C7
Cc8
(o°]
C10
C11

Abbildung 5-8

time [weeks]

52

78




5.3.3.3 Gruppenergebnisse Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

Tabelle 5-12

tw] |1 2 3 4 5 6 26 52 78
Cl 3,86 421 |424 (3,82 [3.87 [425 (6,78 |38.40 |4921
C2 (326 [431 |474 |38 373 (333 [3,78 [3.86 [3.71
C3 1,08 [126 [135 [123 [128 [132 [142 [191 [2.03
C4 (397 |460 433 [423 (437 |477 |466 |481 |4.38
C5  |3.87 (426 |421 |3.82 |418 |437 |6.87 3920 |4821
c6 |1,58 |1,76 1,79 |1.65 |1.75 |1.66 |1.61 |1.43 |1,28
C7  |3.66 |444 (473 |506 |476 |493 |446 |496 |4,78
c8  |2.16 |234 (2,18 |229 |243 |222 |2.01 |1.87 |1.68
co  |1,70 |1,77 |2.89 3,06 |2.62 2,92 |1.86 |1.71 |2.16
Ccl0 [1.89 [1,96 |1.86 [1.85 |1.67 [1.53 [3.08 |12,50 |19.42
Cll  [169 |[1.67 |161 |1L66 |1,71 [101 [022 0,51 |0.48
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5.3.4

PSA-Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

5.3.4.1 Patient D1 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-13

Ergebnisse Patient H.H., (69 Jahre)

Nr. 43
£ [w] 1 2 3 4 5 6| 26 52 78
PSA 5,37 5,73 6,24 6,58 5,24 6,37 8,58 12,00 12,52
25,00
22,50
20,00
17,50
T 1500
® 250 P
< i
» 10,00 /
o /
7,50 -
250
0,00
011|234 15 |6 |26 ]52]78 104
[—e—PsA 537 |5.73 |6.24 |6.58 |5.24 |6.37 |8.58 | 12 |12.5
t[w]

Ergebnisse Patient H.H., (69 Jahre)

Abbildung 5-9

54




Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-14

Patient H.H., (69 Jahre) - Statistik

KenngroB3e Untersuchungsphase | Nachsorgephase Einheit
PSA 1-6 PSA 7-9

Minimum 5,24 8,58 ng/ml
Maximum 6,58 12,52 ng/ml
Variationsbreite 1,34 3,94 ng/ml
Median 5,99 12,00 ng/ml
Mittelwert 5,92 11,03 ng/ml
mittlere Abweichung 0,48 1,64 ng/ml
Standardabweichung 0,56 2,14 ng/ml

Variationskoeffizient 9 19 Prozent

5.3.4.2 Gruppenergebnisse (grafische Darstellung)

Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

10,00

9,00

8,00

D1

7,00
——D2

PSA [ng/ml]

6,00

5,00

4,00

1 2 3 4 5 6 26 52 78
time [weeks]

Abbildung 5-10
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5.3.4.3 Gruppenergebnisse Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

Tabelle 5-15

D1 5,37 5,73 6,24 6,58 5,24 6,37 8,58 12,00 |12,52

D2 9,28 9,18 8.91 8.98 8,96 9,02 6,93 6,27 6,48
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5.3.5

PSA-Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

5.3.5.1 Patient E2 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-16

Ergebnisse Patient N.F., (73 Jahre)

Nr. 36

t [w]

1 2 3 4 5 6 26

52

78

PSA

15,00f 15,30 15,00 17,40| 14,30| 15,71 17,94

18,90

19,93

25,00

22,50
20,00

17,50 & /
15,00 o=l o/ N

12,50

10,00

PSA[ng/ml]

7,50
5,00

2,50

0,00
0 1 2 3 4 5 6 |26 | 52

78

104

|+PSA 15 [15,3| 15 [17,4 14,3 |15,7]17,9 |18,9

19,9

tiw]

Ergebnisse Patient N.F., (73 Jahre)

Abbildung 5-11
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Es ergeben sich folgende statistischen GréBen:

Tabelle 5-17

Patient N.F., (73 Jahre) - Statistik

50,00

- E2

KenngroB3e Untersuchungsphase | Nachsorgephase Einheit
PSA 1-6 PSA 7-9
Minimum 14,30 17,94 ng/ml
Maximum 17,40 19,93 ng/ml
Variationsbreite 3,10 1,99 ng/ml
Median 15,15 18,90 ng/ml
Mittelwert 15,45 18,92 ng/ml
mittlere Abweichung 0,74 0,67 ng/ml
Standardabweichung 1,06 1,00 ng/ml
Variationskoeffizient 7 5 Prozent
5.3.5.2 Gruppenergebnisse (grafische Darstellung)
Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml
100,00
90,00
80,00
70,00
g

40,00 pr—

30,00

20,00

10,00
1 2

Abbildung 5-12

3 4 5

time [weeks]
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6 26

52
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5.3.5.3 Gruppenergebnisse Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

Tabelle 5-18

El 40,20 41,50 (41,80 [42,20 |40,80 |41,28 |# # #

E2 15,00 15,30 (15,00 |17,40 |14,30 15,71 |17.94 |18,90 |19,93
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5.3.6 PSA-Konzentrationsbereich >100,00 ng/ml

5.3.6.1 Patient F1 (exemplarisch als typischer Gruppenvertreter)

Tabelle 5-19

Ergebnisse Patient P.H., (78 Jahre)

Nr. 16
t [wW] 1 2 3 4 5 6 26 52 78
PSA 117,45 # # # # # # # #

# Patient wurde aufgrund initial erhchtem PSA aus der Studie ausgeschlossen
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54 Konzentrationsabhiingige Variabilitit

5.4.1 Variabilitit Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

Tabelle 5-20

Ergebnisse Gruppe A

Konzentration <0,10 ng/ml

n=18
Untersuchungsphase Nachsorgephase
PSA 1-6 PSA 7-9
Basisdaten n=18 Basisdaten n=18
statistisch auswertbar n=13 statistisch auswertbar n=9
Es ergeben sich folgende statistischen GroBen:
Tabelle 5-21
Variationskoeffizienten der Gruppe A
Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml
Untersuchungsphase | Nachsorgephase |Gesamtuntersuchung
Minimum 8% 35% 8%
(MIN)
Maximum 155% 173% 173%
(MAX)
Mittelwert 43% 101% 67%
(MW)
Standardabweichung 52% 49% 57%
(STD)
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5.4.2  Variabilitit Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Tabelle 5-22

Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Ergebnisse Gruppe B

n=15
Untersuchungsphase Nachsorgephase
PSA 1-6 PSA 7-9
Basisdaten n=15 Basisdaten n=15
Auswertung n=15 Auswertung n=14

Es ergeben sich folgende statistischen Grofen:

Tabelle 5-23

Variationskoeffizienten der Gruppe B

Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Untersuchungsphase | Nachsorgephase |Gesamtuntersuchung
Minimum 4% 2% 2%
(MIN)
Maximum 27% 125% 125%
(MAX)
Mittelwert 11% 28% 19%
MW)
Standardabweichung 6% 34% 25%
(STD)
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5.4.3  Variabilitit Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

Tabelle 5-24

Ergebnisse Gruppe C

Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

n=11
Untersuchungsphase Nachsorgephase
PSA 1-6 PSA 7-9
Basisdaten n=11 Basisdaten n=11
Auswertung n=11 Auswertung n=11

Es ergeben sich folgende statistischen GroBen:

Tabelle 5-25

Variationskoeffizienten der Gruppe C

Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

Untersuchungsphase | Nachsorgephase |Gesamtuntersuchung

Minimum 5% 2% 2%
(MIN)

Maximum 24% 70% 70%
(MAX)

Mittelwert 10% 28% 19%
(MW)

Standardabweichung 6% 28% 22%
(STD)
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5.4.4  Variabilitit Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

Tabelle 5-26

Ergebnisse Gruppe D

Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

n=>2
Untersuchungsphase Nachsorgephase
PSA 1-6 PSA 7-9
Basisdaten n=2 Basisdaten n=2
Auswertung n=>2 Auswertung n=2
Es ergeben sich folgende statistischen GroBen:
Tabelle 5-27
Variationskoeffizienten der Gruppe D
Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml
Untersuchungsphase | Nachsorgephase |Gesamtuntersuchung
Minimum 2% 5% 2%
(MIN)
Maximum 9% 19% 19%
(MAX)
Mittelwert 5% 12% 9%
(MW)
Standardabweichung 6% 10% 8%
(STD)
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5.4.5 Variabilitit Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

Tabelle 5-28

Ergebnisse Gruppe E

Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

n=>2
Untersuchungsphase Nachsorgephase
PSA 1-6 PSA 7-9
Basisdaten n=2 Basisdaten n=1
Auswertung n=>2 Auswertung n=1

Es ergeben sich folgende statistischen GroBen:

Tabelle 5-29

Variationskoeffizienten der Gruppe E

Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

Untersuchungsphase | Nachsorgephase |Gesamtuntersuchung

Minimum 2% 5% 2%
(MIN)

Maximum 7% 5% 7%
(MAX)

Mittelwert 4% 5% 5%
(MW)

Standardabweichung 4% = 3%
(STD)
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5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

5.5.1 Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

Die Gruppe A umfasst insgesamt 18 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine
PSA-Blutserumkonzentration im untersten Konzentrationsbereich von < 0,10 ng/ml
aufwiesen. In der Untersuchungsphase (6 Blutentnahmen bei wochentlichem Intervall)
konnten 13 von 18 Patienten (72%) statistisch ausgewertet werden. In der
Nachsorgephase (3 Blutentnahmen im halbjdhrlichen Intervall) gingen 9 von 18

Patienten (50%) in die statistische Auswertung ein.
Untersuchungsphase

Der mittlere Variationskoeffizient der Untersuchungsphase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 43%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 147%, bei einem Minimum von 8% und einem

Maximum von 155%. Die Standardabweichung betragt 52%.
Nachsorgephase

Der mittlere Variationskoeffizient der Nachsorgephase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 101%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 138%, bei einem Minimum von 35% und einem

Maximum von 173%. Die Standardabweichung betragt 49%.
Gesamtuntersuchung

Ungeachtet der zeitlichen Abstéinde zwischen den Einzelmessungen der Untersuchung
ergibt sich fir den Konzentrationsbereich der Gruppe A ein mittlerer
Variationskoeffizient von 67%. Die serieniibergreifende Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 165%, bei einem Minimum von 8% und einem

Maximum von 173%. Die Standardabweichung betrdgt zusammengefasst 57%.
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5.5.2 Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Die Gruppe B umfasst insgesamt 15 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine
PSA-Blutserumkonzentration im unteren Konzentrationsbereich von >0,10 bis <1,00
ng/ml aufwiesen. In der Untersuchungsphase (6 Blutentnahmen bei wdochentlichem
Intervall) konnten 15 von 15 Patienten (100%) statistisch ausgewertet werden. In der
Nachsorgephase (3 Blutentnahmen im halbjéhrlichen Intervall) gingen ebenfalls 15 von

15 Patienten (100%) in die statistische Auswertung ein.
Untersuchungsphase

Der mittlere Variationskoeffizient der Untersuchungsphase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 11%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 23%, bei einem Minimum von 4% und einem

Maximum von 27%. Die Standardabweichung betrégt 6%.
Nachsorgephase

Der mittlere Variationskoeffizient der Nachsorgephase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 28%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 123%, bei einem Minimum von 2% und einem

Maximum von 125%. Die Standardabweichung betragt 34%.
Gesamtuntersuchung

Ungeachtet der zeitlichen Abstdnde zwischen den Einzelmessungen der Untersuchung
ergibt sich fiir den Konzentrationsbereich der Gruppe B ein mittlerer
Variationskoeffizient von 19%. Die serieniibergreifende Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 123%, bei einem Minimum von 2% und einem

Maximum von 125%. Die Standardabweichung betrdgt zusammengefasst 25%.
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5.5.3 Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

Die Gruppe C umfasst insgesamt 11 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine
PSA-Blutserumkonzentration im mittleren Konzentrationsbereich von >1,00 bis <4,00
ng/ml aufwiesen. In der Untersuchungsphase (6 Blutentnahmen bei wdochentlichem
Intervall) konnten 11 von 11 Patienten (100%) statistisch ausgewertet werden. In der
Nachsorgephase (3 Blutentnahmen im halbjéhrlichen Intervall) gingen ebenfalls 11 von

11 Patienten (100%) in die statistische Auswertung ein.
Untersuchungsphase

Der mittlere Variationskoeffizient der Untersuchungsphase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 10%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 20%, bei einem Minimum von 5% und einem

Maximum von 24%. Die Standardabweichung betrégt 6%.
Nachsorgephase

Der mittlere Variationskoeffizient der Nachsorgephase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 28%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 68%, bei einem Minimum von 2% und einem

Maximum von 70%. Die Standardabweichung betrigt 28%.
Gesamtuntersuchung

Ungeachtet der zeitlichen Abstdnde zwischen den Einzelmessungen der Untersuchung
ergibt sich fiir den Konzentrationsbereich der Gruppe C ein mittlerer
Variationskoeffizient von 19%. Die serieniibergreifende Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 68%, bei einem Minimum von 2% und einem

Maximum von 70%. Die Standardabweichung betrégt zusammengefasst 22%.
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5.5.4 Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

Die Gruppe D umfasst 2 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine PSA-
Blutserumkonzentration im hohen Konzentrationsbereich von >4,00 bis <10,00 ng/ml
aufwiesen. In der Untersuchungsphase (6 Blutentnahmen bei wochentlichem Intervall)
konnten 2 von 2 Patienten (100%) statistisch ausgewertet werden. In der
Nachsorgephase (3 Blutentnahmen im halbjéhrlichen Intervall) gingen ebenfalls 2 von 2

Patienten (100%) in die statistische Auswertung ein.
Untersuchungsphase

Der mittlere Variationskoeffizient der Untersuchungsphase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 5%. Die Variationsbreite der ermittelten Variationskoeffizienten
umfasst 8%, bei einem Minimum von 2% und einem Maximum von 9%. Die

Standardabweichung betriagt 6%.
Nachsorgephase

Der mittlere Variationskoeffizient der Nachsorgephase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 12%. Die Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 14%, bei einem Minimum von 5% und einem

Maximum von 19%. Die Standardabweichung betrégt 10%.
Gesamtuntersuchung

Ungeachtet der zeitlichen Abstdnde zwischen den Einzelmessungen der Untersuchung
ergibt sich fiir den Konzentrationsbereich der Gruppe D ein mittlerer
Variationskoeffizient von 9%. Die serieniibergreifende Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 18%, bei einem Minimum von 2% und einem

Maximum von 19%. Die Standardabweichung betrdgt zusammengefasst 8%.
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5.5.5 Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

Die Gruppe E umfasst 2 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine PSA-
Blutserumkonzentration im hohen Konzentrationsbereich von >10,00 bis <100,00 ng/ml
aufwiesen. In der Untersuchungsphase (6 Blutentnahmen bei wochentlichem Intervall)
konnten 2 von 2 Patienten (100%) statistisch ausgewertet werden. In der
Nachsorgephase (3 Blutentnahmen im halbjéhrlichen Intervall) ging nur 1 Patient (50%)

in die statistische Auswertung ein.
Untersuchungsphase

Der mittlere Variationskoeffizient der Untersuchungsphase betrdgt in diesem
Konzentrationsbereich 4%. Die Variationsbreite der ermittelten Variationskoeffizienten
umfasst 5%, bei einem Minimum von 2% und einem Maximum von 7%. Die

Standardabweichung betriagt 4%.
Nachsorgephase

Nur ein Patient der Gruppe E nahm am an der Nachsorgephase teil. Dementsprechend
ist nur ein Variationskoeffizient ermittelt worden. Dieser betrdgt 5%. Statistisches
Minimum, Maximum sowie mittlerer Variationskoeffizient sind mathematisch mit dem
ermittelten VK identisch. Die Standardabweichung ist bei Vorliegen nur eines

Variationskoeffizienten nicht zu berechnen.
Gesamtuntersuchung

Ungeachtet der zeitlichen Abstdnde zwischen den Einzelmessungen der Untersuchung
ergibt sich fir den Konzentrationsbereich der Gruppe E ein mittlerer
Variationskoeffizient von 5%. Die serientibergreifende Variationsbreite der ermittelten
Variationskoeffizienten umfasst 5%, bei einem Minimum von 2% und einem Maximum

von 7%. Die Standardabweichung betrigt zusammengefasst 3%.
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5.5.6 Konzentrationsbereich >100,00 ng/ml

Die Gruppe F umfasst 2 Patienten die bei Eingang in die Untersuchung eine PSA-
Blutserumkonzentration im Konzentrationsbereich von >100,00 ng/ml aufwiesen. Ein
Ausschlusskriterium ist damit in beiden Fillen erfiillt, so dass beide Patienten aus der
Studie ausgeschlossen wurden. Auf die statistische Berechnung anhand der
Einzelmessergebnisse wurde verzichtet, da die Berechnung zwar mathematisch

moglich, jedoch inhaltlich nicht sinnvoll ist.
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6 Diskussion

Intention der vorliegenden Untersuchung war es die Schwankungsbreite des
prostataspezifischen ~ Antigens bei  Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Prostatakarzinom unter Androgenablation untersuchen. Alle Patienten des untersuchten
Kollektivs hatten, in einem zeitlichen Abstand von mindestens sechs Monaten nach
bilateraler Orchiektomie, und damit zu Beginn der seriellen Bestimmungen der PSA-
Blutserumkonzentration ein stabiles PSA-Nadir erreicht. Dabei waren deutliche
Niveauunterschiede zu verzeichnen, anhand derer eine Eingruppierung der Patienten in
Konzentrationsbereichsgruppen erfolgen konnte. Die nun folgenden seriellen
Bestimmungen der PSA-Blutserumkonzentrationen wurden jeweils in wochentlichen
Abstinden (6 Einzelbestimmungen) sowie einem Nachsorgeintervall mit halbjahrlichen
Abstinden (3 Einzelbestimmungen) durchgefiihrt. Wihrend der Untersuchungen
wurden die Patienten ambulant iiberwacht, um einen klinischen Progress der

Prostatakarzinome auszuschliefen.

Zur  Beurteilung der intraindividuellen = Schwankungsbreite  wurden  die
Variationskoeffizienten innerhalb der seriellen Bestimmungen der
Serumkonzentrationen des PSA ermittelt. Dies erfolgte getrennt sowohl fiir die
Untersuchungsphase, als auch die Nachsorgephase. Innerhalb der jeweiligen

Konzentrationsbereiche wurden die mittleren Variationskoeffizienten berechnet.

Zur Abgrenzung wird die intraindividuelle Variabilitit mit der Prézision in der Serie
und der Prézision von Serie zu Serie durch Betrachtung des Intra-Assay-Fehlers sowie
des Inter-Assay-Fehlers verglichen. Die Intra-Assay-Prézision des verwendeten Assays
ist durch einen mittleren Variationskoeffizienten von 4% im betrachteten
Konzentrationsbereich gekennzeichnet. S@mtliche Proben der Untersuchungsphase
wurden im selben Assay-Run analysiert. Die Inter-Assay-Prdzision anhand des
mittleren Variationskoeffizienten betrdgt fiir den betrachteten Konzentrationsbereich

5%. Die Inter-Assay-Prizision spielt hier nur fiir die Betrachtung des Gesamtzeitraumes
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(Untersuchungsphase und Nachsorgephase) keine Rolle, da nur die Proben der

Nachsorgephase in unterschiedlichen Assay-Runs analysiert wurden.

Es lieB sich eine erhebliche Differenz zwischen den Assay-bedingten Prézisionen und

der durch intraindividuelle Faktoren bedingten Variabilitit aufzeigen.

Innerhalb der definierten Konzentrationsbereiche konnten folgende Beobachtungen
gemacht werden:

Konzentrationsbereich <0,10 ng/ml

Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
<0,10 ng/ml der Untersuchungsphase konnte durch einen  mittleren
Variationskoeffizienten von 43% dargestellt werden. Der VK der Nachsorgephase
betriigt im gleichen Konzentrationsbereich 101%. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf
der Untersuchung liegt damit eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren

Variationskoeffizienten von 67% vor.

Konzentrationsbereich >0,10 bis <1,00 ng/ml

Die Variabilitit der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>0,10 bis <1,00 ng/ml der Untersuchungsphase konnte durch einen mittleren
Variationskoeffizienten von 11% dargestellt werden. Der VK der Nachsorgephase
betriigt im gleichen Konzentrationsbereich 28%. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf
der Untersuchung liegt damit eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren

Variationskoeffizienten von 19% vor.

Konzentrationsbereich >1,00 bis <4,00 ng/ml

Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>1,00 bis <4,00 ng/ml der Untersuchungsphase konnte durch einen mittleren
Variationskoeffizienten von 10% dargestellt werden. Der VK der Nachsorgephase

betriigt im gleichen Konzentrationsbereich 28%. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf

73



der Untersuchung liegt damit eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren

Variationskoeffizienten von 19% vor.

Konzentrationsbereich >4,00 bis <10,00 ng/ml

Die Variabilitit der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>4,00 bis <10,00 ng/ml der Untersuchungsphase konnte durch einen mittleren
Variationskoeffizienten von 5% dargestellt werden. Der VK der Nachsorgephase betragt
im gleichen Konzentrationsbereich 12%. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der
Untersuchung liegt damit eine intraindividuelle Variabilitdit mit einem mittleren

Variationskoeffizienten von 9% vor.

Konzentrationsbereich >10,00 bis <100,00 ng/ml

Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>10,00 bis <100,00 ng/ml der Untersuchungsphase konnte durch einen mittleren
Variationskoeffizienten von 4% dargestellt werden. Der VK der Nachsorgephase betrigt
im gleichen Konzentrationsbereich 5%. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der
Untersuchung liegt damit eine intraindividuelle Variabilitit mit einem mittleren

Variationskoeffizienten von 5% vor.
Aus den Untersuchungen ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

Die Blutserumkonzentrationen des prostataspezifischen Antigens bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Prostatakarzinom unter Androgenablation durch bilaterale

Orchiektomie sind durch eine ausgeprigte intraindividuelle Variabilitdt gekennzeichnet.

Das Ausmal} der intraindividuellen Variabilitdt ist maBBgeblich von der Lage des PSA-
Nadirs bestimmt. In den niedrigen Konzentrationsbereichen zeigt sich hier eine deutlich

hohere Variabilitit als in den héheren Konzentrationsbereichen.

Die mittlere intraindividuelle Variabilitdt im Gesamtkonzentrationsbereich {iibersteigt

sowohl den Intra-Assay-Fehler als auch den Inter-Assay-Fehler um ein Vielfaches.
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In der Therapiekontrolle von Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom
unter Androgenablation sollten, unseren Erkenntnissen zufolge, Entscheidungen mit
therapeutischer Konsequenz nicht von abweichenden Einzelmessergebnissen der PSA-
Blutserumkonzentration abhingig gemacht werden, wenn klinische Anzeichen eines
Tumorprogresses fehlen. Die auferordentliche intraindividuelle Variabilitit des PSA
sollte in der Interpretation der klinischen Gesamtbefunde beachtet, und im Zweifelsfall
eine Wiederholungsbestimmung der PSA-Blutserumkonzentration zur Absicherung der

therapeutischen Konsequenz erwogen werden.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv von 50 mé#nnlichen Patienten
im Alter von 56 bis 81 Lebensjahren (MW 71 Lebensjahre), die sich in der urologischen
Universitdtsklinik am Marienhospital, Herne aufgrund eines lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms einer hormonablativen Therapie unterzogen, auf intraindividuelle
Schwankungsbreiten der Serumkonzentrationen des prostataspezifischen Antigens
untersucht. Hierzu wurden serielle PSA-Bestimmungen in einem zeitlichen Abstand
von mindestens 6 Monaten nach der androgenablativen Therapie durch bilaterale

Orchiektomie durchgefiihrt.

Die Entnahmen der Blutproben zur Ermittlung der PSA-Blutserumkonzentrationen
erfolgten durch Punktion einer peripheren Vene im Rahmen eines terminierten
Hausbesuches. Die Blutentnahmen erfolgten in einer Punktionsphase von 6
Einzelpunktionen in wochentlichen Abstdnden gefolgt von einer Nachsorgephase mit 3
Einzelpunktionen in halbjdhrlichen Abstdnden. Die im Rahmen der Venenpunktionen
gewonnenen Vollblutproben wurden in den Einrichtungen des wissenschaftlichen
Labors der Urologischen Klinik des Marienhospitals Herne fiir die Analysen vorbereitet
und schlieBlich in den Forschungseinrichtungen der Urologischen Universitétsklinik der

Westfilischen Wilhelms-Universitidt Miinster analysiert.

Samtliche Bestimmungen der PSA-Blutserumkonzentrationen aus den seriellen
Vollblutproben sowie aus den Vollblutproben der Folgeuntersuchungen (Nachsorge)
erfolgten unter Verwendung des immunoenzymetrischen Assays Tandem®-E PSA

(Hybritech Inc., San Diego, CA 92121, USA).

Die Intra-Assay-Prizision des verwendeten Tandem®-E PSA- Assays wurde durch Tests
mit unterschiedlichen PSA-Konzentrationen ermittelt. Dabei ergaben sich fiir die
Mittelwerte der Konzentrationen 3,4 ng/ml, 21,5 ng/ml und 85,5 ng/ml
Standardabweichungen (SD) von 0,111; 0,794 und 4,129 sowie Variationskoeffizienten
(CV) von 3,3; 3,7 und 4,8 %.



Die Inter-Assay-Prizision des verwendeten Tandem®-E PSA- Assays wurde durch 15
wiederholte Tests von drei unterschiedlichen Serumproben mit mittleren PSA-
Konzentrationen von 6,5 ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1 ng/ml ermittelt. Dabei ergaben
sich fiir die Mittelwerte der Konzentrationen 6,5 ng/ml, 25,1 ng/ml und 81,1 ng/ml
Standardabweichungen von 0,36; 1,49 und 2,91 sowie Variationskoeffizienten (CV)
von 5,6; 5,9 und 3,6%.

Es lieB sich eine erhebliche Differenz zwischen den Assay-bedingten Prizisionen und

der durch intraindividuelle Faktoren bedingten Variabilitéit aufzeigen:

Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
<0,10 ng/ml konnte durch mittlere Variationskoeffizienten von 43% und 101%
dargestellt werden. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der Untersuchung liegt damit
eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren Variationskoeffizienten von 67%

Vor.

Die Variabilitdit der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>0,10 bis <1,00 ng/ml konnte durch mittlere Variationskoeffizienten von 11% und 28%
dargestellt werden. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der Untersuchung liegt damit
eine intraindividuelle Variabilitit mit einem mittleren Variationskoeffizienten von 19%

Vor.

Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>1,00 bis <4,00 ng/ml konnte durch mittlere Variationskoeffizienten von 10% und 28%
dargestellt werden. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der Untersuchung liegt damit
eine intraindividuelle Variabilitit mit einem mittleren Variationskoeffizienten von 19%

Vor.

Die Variabilitdit der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>4,00 bis <10,00 ng/ml konnte durch mittlere Variationskoeffizienten von 5% und 12%
dargestellt werden. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der Untersuchung liegt damit
eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren Variationskoeffizienten von 9%

Vor.
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Die Variabilitdt der PSA-Blutserumkonzentrationen im Konzentrationsbereich von
>10,00 bis <100,00 ng/ml konnte durch mittlere Variationskoeffizienten von 4% und
5% dargestellt werden. Uber den gesamten zeitlichen Verlauf der Untersuchung liegt
damit eine intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren Variationskoeffizienten

von 5% vor.

Die mittlere intraindividuelle Variabilitdt tibersteigt damit im
Gesamtkonzentrationsbereich sowohl den Intra-Assay-Fehler als auch den Inter-Assay-
Fehler um ein Vielfaches. Die Resultate der vorliegenden Untersuchung geben somit
Anlass die Interpretation einzelner Messergebnisse der PSA-Serumkonzentration in der

Therapiekontrolle des lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinoms kritisch zu tiberdenken.
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8

AAT
ACT

AMG

BPH

(6\%

DNA

DRU

EDTA

EGF

FGF
f-PSA
GH
H,O
hK1
hK2
hK3

HWZ

IATI
IGF

IgG

Abkiirzungsverzeichnis

Alpha-1-Antitrypsin, a.1-Antitrypsin
Antichymotrypsin

Alpha-2-Makroglobulin, a2-Makroglobulin

benigne Prostatahyperplasie

engl.: coefficient of variance, Variationskoeffizient

Dalton
engl.: desoxyribonucleid acid, Desoxyribonukleinséure

digitale rektale Untersuchung

engl.: ethylen diamine tetraacetic acid

engl.: epidermal growth factor

engl.: follicle growth factor

engl.: free-PSA, freies PSA

Hydrogeniumoxid, Wasser

engl.: human tissue kallikrein, humanes Kallikrein 1
engl.: human glandular kallikrein, humanes Kallikrein 2
engl.: prostate specific antigen, humanes Kallikrein 3

Halbwertzeit

Inter-Alpha-Trypsin-Inhibitor, Inter-a-Trypsin-Inhibitor
engl.: insuline like growth factor
Immunglobulin G

isoelektrischer Punkt
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KB Kilobase

KGF engl.: keratinocyte growth factor

L

LH engl.: luteinizing hormone

LHRH engl.: luteinizing hormone releasing hormone

LNCaP engl.: human prostate cancer cell line, Prostatakarzinomzelllinie
M

m-RNA engl.: messenger-ribonucleid acid

MRT Magnetresonanztomographie, Magnetresonanztomogramm
NOP

PAP engl.: prostate acid phosphatase, Prostata Saure Phosphatase
PCA engl.: prostate carcinoma, Prostatakarzinom

PCI engl.: protein-C-inhibitor, Protein-C-Inhibitor

PDGF platelet derived growth factor

pH lat.: pondus hydrogenii, Wasserstoffionenpotenz ( —log [H'])
PIN engl.: prostatic intraepithelial neoplasia

P

PSA engl.: prostate specific antigen, prostataspezifisches Antigen
PSA-AAT Alpha-1-Antitrypsin komplexgebundenes PSA

PSA-ACT Antichymotrypsin komplexgebundenes PSA

PSA-AMG Alpha-2-Makroglobulin komplexgebundenes PSA
PSA-IATI Inter-Alpha-Trypsin-Inhibitor komplexgebundenes PSA
PSA-PCI Protein-C-Inhibitor komplexgebundenes PSA

QR

RNA engl.: ribonucleid acid, Ribonukleinsdure

RRP radikale Resektion der Prostata, radikale Prostatektomie

S

SDS-PAGE engl.: sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide-gelelectrophoresis
Serpin engl.: serine-protease-inhibitor, Serin-Protease-Inhibitor
SHBG engl.: steroid-hormone-binding-globuline
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TGF-a
TGF-B
t-PSA
TRUS
TURP
UvVw
VK

WHO

engl.: transforming growth factor a

engl.: transforming growth factor 3

engl.: total-PSA, Gesamt-PSA

engl.: transrectal ultrasound, Transrektaler Ultraschall

transurethrale Resektion der Prostata

Variationskoeffizient

engl.: World-Health-Organization, Weltgesundheitsorganisation
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