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Zusammenfassung

1. Hintergrund und Auftrag

Zur Diagnose des Prostatakarzinoms wird die Bestimmung des Prostata-
spezifischen Antigens (PSA), die digital-rektale Untersuchung (DRU) und die
Biopsie herangezogen. Die diagnostischen Verfahren weisen insgesamt eine
ungenigende diagnostische Sicherheit auf. Insbesondere zur Vermeidung unnétiger
Biopsien bei erh6htem PSA werden deshalb prostatakarzinomspezifische Biomarker
erforscht. Zur Diagnosesicherung bei erhhtem PSA-Wert wird bereits ein Urintest
kommerziell als Selbstzahlerleistung angeboten. Bei diesem wird zur Abschéatzung
des Karzinomrisikos eine Proteomanalyse mittels Kapillarelektrophorese gekoppelt
mit einer besonderen Technik der Massenspektrometrie (Time of flight —
Massenspektrometrie nach Elektrosprayionisierung = ESI-TOF-MS) durchgefihrt.

Die Deutsche Gesellschaft fiir Urologie (DGU) beauftragte das Arztliche Zentrum fiir
Qualitat in der Medizin (AZQ) vor diesem Hintergrund, eine systematische
Literaturrecherche zu Proteomanalysen fir die Diagnosesicherung des Prostata-
karzinoms durchzufihren und aufgrund der Ergebnisse zu bewerten, ob die
Urinproteomanalyse mit der genannten Technik einen Gewinn an diagnostischer
Sicherheit in Bezug auf das Prostatakarzinom erbringt und ob die Technik flr eine
Anwendung in der klinischen Routine ausreichend validiert ist.

2. Fragestellung

Folgende Frage wurde generiert:

e Bietet die Proteomanalyse aus dem Urin mittels Kapillarelektrophorese mit
gekoppelter ESI-TOF-Massenspektrometrie eine ausreichend validierte und
verbesserte diagnostische Sicherheit fir die Diagnose eines Prostatakarzinoms
im Vergleich zur derzeitigen Diagnostik mit PSA-Wert-Bestimmung/DRU gefolgt
von Biopsie?

Da aufgrund der orientierenden Recherche nur sehr wenige Studien zu
Proteomanalysen aus dem Urin und der weitaus grof3ere Anteil der Studien zu
Proteinanalysen aus dem Serum zu erwarten war, wurde folgende weitere Frage
entwickelt:

e Bietet die Proteomanalyse aus dem Urin mittels Kapillarelektrophorese mit
gekoppelter ESI-TOF-Massenspektrometrie im Vergleich zu Proteomanalysen
aus dem Serum eine bessere diagnostische Sicherheit?

3. Vorgehensweise

Es erfolgte eine systematische Literaturrecherche in Medline (PubMed) und den
Datenbanken der Cochrane Library. Nach definierten Ein- und Ausschlusskriterien
wurden nach Sichtung der Abstracts Volltexte methodisch bewertet und in
Evidenztabellen extrahiert. Die Ergebnisse wurden dargestellt und methodisch und
inhaltlich diskutiert.
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4. Ergebnisse

Es wurden sechs Studien zu Proteomanalysen aus dem Urin fir die Diagnose des
Prostatakarzinoms identifiziert. Nur eine dieser Studie war als Validierungsstudie
einzustufen. In dieser Studie wurde die Technik der Kapillarelektrophorese
gekoppelt mit Massenspektrometrie eingesetzt. Die Sensitivitat und Spezifitat lag bei
73 % und 60 %, durch Anwendung eines nicht evaluierten Nomogramms konnte
eine Sensitivitat von 90 % und eine Spezifitdt von 61 % erreicht werden. Die
Studienergebnisse sind aufgrund 20 % nicht auswertbarer Proben und eines nicht
optimalen Referenzstandards nicht als ausreichend gesichert zu betrachten.
Explorative Studien zu Urinproteomanalysen sowie zwei von 13 Studien zu
Serumproteomanalysen (jeweils n > 100) mit Anwendung an einem vom Testset
unabhangigen Kollektiv zeigten eine hthere Sensitivitdt und Spezifitat.

5. Fazit

Die Urinproteomanalyse mittels Kapillarerelektrophorese gekoppelt mit Massen-
spektrometrie ist nicht als ausreichend gesichert fir den Einsatz in der klinischen
Routine bzw. als Selbstzahlerleistung einzustufen. Bei einer weiteren erforderlichen
Validierung mit ausreichender Patientenzahl und optimalem Referenzstandard ist
ein Vergleich mit Verfahren der Urin- oder Serumproteomanalyse zu erwagen, fur
die — ebenfalls noch nicht ausreichend validiert — bessere Testgiteparameter
vorliegen. Dabei sollte in einem kontrollierten Design geprift werden, ob
insbesondere die Anzahl unndétiger Biopsien durch den Einsatz eines zusatzlichen
Tests im Vergleich zum jetzigen Standard der Diagnostik gesenkt werden kann.
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Abklrzungsverzeichnis

2D-SDS-PAGE zweidimensionale Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

2D-PAGE zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese

BNH Benigne Nodulare Hyperplasie

BPH Benigne Prostata Hyperplasie

CE Kapillarelektrophorese

Cu Kupfer

DRU Digital-Rektale Untersuchung

ESI Elektrospray-lonisierung

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

IMAC Immobilized Metal ion Affinity Chromatography (Chip bei der
SELDI-Technik)

Kl Konfidenzintervall

m/z Mass-to-charge-Ratio (Masse zu Ladungsverhaltnis
ionisierter Proteine bei der Massenspektrometrie)

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation

MS Massenspektrometrie

NPW Negativer pradiktiver Wert

PCa Prostatakarzinom

PIN Prostatic Intraepithalial Neoplasie

PPW Positiver pradiktiver Wert

PSA Prostataspezifisches Antigen

ROC Receiver-Operator-Curve

SELDI Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization

TOF Time-of Flight (Analysetechnik der Massenspektrometrie)

WCX2 Weak Cation Exchange (Chip bei der SELDI-Technik)
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1. Hintergrund

1.1 Diagnoseverfahren des Prostatakarzinoms

Zur Diagnose des Prostatakarzinoms werden die Bestimmung des PSA-
(Prostataspezifisches Antigen-) Wertes aus dem Serum, die digital-rektale Unter-
suchung und die Biopsie herangezogen.

Das Prostataspezifische Antigen ist nicht karzinomspezifisch. Es kann sowohl bei
benignen als auch bei malignen Gewebeveranderungen erhoht sein. Fur den PSA-
Wert gilt derzeit in Deutschland ein Cut-off-Wert von 3,9 ng/ml. Liegt der Wert bei
Erstbestimmung hoher, wird eine Biopsie empfohlen ([1], S.23). In einer
Metaanalyse aus Screeningstudien bis 1999 wurden mit diesem Trennwert eine
gepoolte Sensitivitat von 72,1 % (66-100 %) und eine gepoolte Spezifitdt von 93,2 %
(63-100 %) fur die PSA-Bestimmung erreicht. Die Ergebnisse zeigen, dass bei
einem nicht unbedeutenden Anteil der asymptomatischen Patienten mit einem PSA-
Wert < 4 ng/ml — studienabhangig bis zu 34 % — ein Prostatakarzinom nicht erkannt
wurde [2].

Durch einen niedrigeren PSA-Grenzwert fir eine Biopsie kann eine hohere
Sensitivitdt erreicht werden. Dadurch verringert sich jedoch die Spezifitat. Ein
systematischer Review von 2006 aus Studien an nicht gescreenten Patienten, bei
denen zum Teil ein altersadaptierter niedrigerer Grenzwert angewendet wurde,
ergab eine Sensitivitdt von 79-100 % und eine Spezifitat von lediglich 6-66 % [3].
Die Klinische Relevanz der friheren Diagnosestellung des generell langsam
wachsenden Prostatakarzinoms ist unklar ([1] siehe Abschnitt 3.1 S. 22 und 5.2.2 S.
58).

Zur Verbesserung der Spezifitdt werden u. a. die Anstiegsgeschwindigkeit des PSA-
Werts oder das Verhdltnis von freiem zu gesamtem PSA (fPSA/T-PSA-Ratio)
herangezogen (z. B. [4; 5]).

Die alleinige digital-rektale Untersuchung (DRU) als Screeningtest weist im
Vergleich zum PSA-Wert eine deutlich niedrigere Rate der Karzinomdetektion auf.
Ergebnisse aus Metaanalysen zeigen eine gepoolte Sensitivitat von 53,2 % [2] bzw.
59 % [6] und eine gepoolte Spezifitat von 83,6 % [2] bzw. 94 % [6]. Es existieren
unterschiedliche Kriterien fur Malignitéat bei der DRU. Dies tragt zu den variierenden
Ergebnissen bei.

Die Kombination aus PSA-Wert-Messung und DRU erhoht die Spezifitdt der
Prostatakarzinomerkennung ([1], S. 35f).

Die Testglte der zur histologischen Diagnosesicherung durchgefiihrten Stanz-
biopsien hangt mafigeblich von der Anzahl der enthommenen Biopsien und der
Erfahrung des Untersuchers ab. Empfohlen wird die Entnahme von zehn- bis zwolf
Proben unter transrektaler sonographischer Kontrolle ([1], S. 34). Fur die ultraschall-
gesteuerte Biopsie werden in einem systematischen Review aus zehn Studien eine
stark variable Sensitivitat von 35-96 % und eine ebenso breit streuende Spezifitat
von 23-82 % [7] angegeben.

Insgesamt ergeben sich bisher eine ungentigende Sensitivitat und Spezifitat fur die
Diagnose des Prostatakarzinoms. Diese Tatsache bedingt das Forschungsinteresse
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an prostataspezifischen Biomarkern, die wenig invasiv mit einer hoheren
diagnostischen Sicherheit als bislang den Nachweis eines Prostatakarzinoms
erbringen und so dazu beitragen kdnnen, unnétige Biopsien zu vermeiden.

1.2 Proteomanalysen

Der Begriff des ,Proteoms” wurde Mitte der 1990er Jahre durch den australischen
Wissenschaftler Marc Wilkins gepragt [8]. ,Proteom” bezeichnet das gesamte
kodierte Proteindquivalent eines Genoms und kann sich auf die gleichzeitig
exprimierten Proteine von Zellen, Geweben, Kdrperflissigkeiten oder Organismen
beziehen. Neben ubiquitdren Proteinen der Zellarchitektur werden jeweils auch
spezifische Proteine produziert. Im Vergleich zu Genomen weisen Proteome eine
sehr viel hthere Komplexitat und Veranderbarkeit auf. Beim Menschen betragt die
Anzahl der Proteine mit Gber 500.000 mehr als das Zehnfache der Gene (ca.
40.000) [9].

Das Proteom enthalt die jeweils aktuell exprimierten Proteine und kann von einer
Vielzahl von Parametern beinflusst werden.

1.2.1 Techniken der Proteomanalyse

Die spezifischen Untersuchungstechniken fiir Proteomanalysen werden als
.Proteomics" bezeichnet. Mithilfe dieser Techniken werden die komplexen Proteome
vereinfacht, haufige ubiquitar vorkommende Proteine entfernt und die verbliebenen
Subproteome analysiert. Fir die im vorliegenden Bericht vorrangig zu unter-
suchende Methode der Proteomanalyse wird Urin analysiert. Dafur wird eine
besondere Form der Elektrophorese, die Kapillarelektrophorese (CE), angewendet
und direkt mit einer Technik der Massenspektrometrie (MS) gekoppelt, der
Elektrosprayionisierung-Time of Flight-Massenspektrometrie (= ESI-TOF-Massen-
spektrometrie).

Im Folgenden werden die beiden Methoden erlautert.
a) Elektrophorese

Die ,klassische” Trenntechnik fur Peptide st die zweidimensionale
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (2-SDS-PAGE) [10; 11]. Sie
erlaubt eine Trennung in bis zu ca. 10.000 Komponenten in einem Gel. Dies
entspricht in etwa der Proteinzahl einfacher Zellen. Die Methode wurde durch die
Anwendung eines immobilisierten pH-Gradienten im Sinne der Reproduzierbarkeit
verbessert [12].

Die Elektrophorese zur Auftrennung von Proteinen kann statt auf Basis eines Gels
bei kleinen Volumina auch mittels einer Kapillare erfolgen. Bei der Kapillar-
elektrophorese (CE) wird das Analysat mit Druck in eine Kapillare eingebracht und
mittels einer Elektrolytldsung oder eines elektrischen Feldes getrennt. Es wird eine
geringere Bandbreite der Protein-Peaks als bei der Gelelektrophoerese erzielt. Die
Sensitivitat fur den Proteinnachweis ist bei beiden Techniken vergleichbar.
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Die Proteinauftrennung kann auch unter Anwendung von — hier nicht erlauterten —
chromatographischen Verfahren durchgefihrt werden.
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b) Massenspektrometrie

Die Analytik der Massenspektrometrie beruht auf der Bestimmung der
Molekllmasse freier lonen im Hochvakuum. Dazu wird die zu untersuchende
Substanz in die Gasphase uberfuhrt und ionisiert. Die ionisierten Teilchen werden in
einem elektrischen Feld beschleunigt. Das Ergebnis der Messung ist das
Massenspektrum, das durch die relative Haufigkeit der lonen und ihrem Masse-zu-
Ladungs-Verhéltnis bestimmt wird. Bei der ,Time of flight* Analyse (TOF) wird die
Flugzeit der beschleunigten Teile bis zum Auftreffen auf einen Detektor gemessen.
Diese korreliert mit der GréRRe der Molekule [13].

Die fur die Proteomanalytik eingesetzte besondere Technik der Massen-
spektrometrie ist die MALDI (= Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation)-Technik
[14; 15]. Dabei wird das Analysat mit einer Matrix auf einem metallischen Trager
kokristallisiert, d. h. fest verbunden. Zur lonisierung wird ein Laserstrahl verwendet,
der die Matrix explosionsartig verdampft und die mitgerissenen Analysate ionisiert.

Bei der SELDI (= Surface-enhanced laser desorption/ionization)-TOF-Technik [16] —
einer Weiterentwicklung des MALDI-Verfahrens — wird anstatt eines metallischen
Probetragers ein Chip verwendet, der ,spots“ mit chromatographisch aktiven
Oberflachen aufweist. Dabei binden nur Proteine aus der aufgetragenen Probe, die
den Oberflacheneigenschaften der ,spots* entsprechen, d. h. nicht interessierende
Proteine oder andere stérende Substanzen kénnen entfernt werden.

Eine weitere Form der lonisierung ist die Elektrospray-lonisierung (ESI). Diese
besteht in der Dispersion einer Flissigkeit in viele kleine geladene Teilchen mithilfe
eines elektrischen Feldes. Fur den kommerziell vorliegenden Test wird diese
Methode eingesetzt.

Die genannten Techniken setzen voraus, dass eine bestimmte Zellzahl zur Analyse
vorhanden ist. Eine Weiterentwicklung, die diese Limitierung Uberwindet, ist das
MALDI-Imaging, eine Form der IMS (=imaging mass spectrometry). Diese
Untersuchung basiert auf der ,single cell detection” und wird an einem Gefrierschnitt
durchgefihrt [17]. Die Messung wird dabei mit geographischen Details der Probe
(die zweidimensional erfasst wird), bzw. mit der Ortsauflosung der erhobenen
Daten verknipft. Diese Methode wird im Rahmen des Reviews nicht untersucht, da
sie eine invasive Diagnostik (Biopsie) voraussetzt.
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1.3 Klinische Anwendung von Proteomanalysen beim
Prostatakarzinom

Ein wichtiger Zweig der Proteomforschung ist die Charakterisierung von
Proteomveranderungen, die durch Krankheiten hervorgerufen werden. Dabei
werden neben Autoimmun- und anderen chronischen Krankheiten auch maligne
Tumore erforscht. Proteomanalysen fir maligne Tumoren werden zu verschiedenen
klinischen Fragestellungen durchgefiihrt, v.a. Diagnose, Prognose und Ansprechen
auf spezifische Therapien. Dies trifft auch fiir das Prostatakarzinom zu.

Im folgenden Bericht interessiert ausschliellich die Proteomanalyse fir die
Primardiagnose eines Prostatakarzinoms. Diese diagnostische Untersuchung wird
in Form der Urinanalyse mittels Kapillarelektrophorese und ESI-TOF-Massen-
spektrometrie in Deutschland bereits kommerziell — als Selbstzahlerleistung —
angeboten.

1.4 Auftrag der Deutschen Gesellschaft fir Urologie

Die Deutsche Gesellschaft fiir Urologie (DGU) beauftragte das Arztliche Zentrum fiir
Qualitat in der Medizin (AZQ), einen systematischen Review zu Proteomanalysen
fur die Diagnose des Prostatakarzinoms durchzufiihren. Es sollte geprift werden, ob
der Einsatz der Urinproteomanalyse mittels Kapillarelektrophorese gekoppelt mit
ESI-TOF-Massenspektrometrie eine Verbesserung der diagnostischen Sicherheit im
Vergleich zu PSA-Bestimmung/DRU gefolgt von Biopsie bietet, und ob das
Verfahren ausreichend validiert ist, um Kklinisch in der Routine angewendet zu
werden.

© 2010 AZQ | Evidenzbericht: Proteomanalysen
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2. Fragestellung

Die folgende Fragestellung soll anhand der systematischen Literaturrecherche
beantwortet werden:

o Bietet die Proteomanalyse aus dem Urin mittels Kapillarelektrophorese mit
gekoppelter ESI-TOF-Massenspektirometrie eine ausreichend validierte und
verbesserte diagnostische Sicherheit fiir die Diagnose eines Prostatakarzinoms
im Vergleich zur derzeitigen Diagnostik mit PSA-Wert-Bestimmung/DRU gefolgt
von Biopsie?

Da aufgrund der orientierenden Recherche nur sehr wenige Studien zu
Proteomanalysen aus dem Urin und der weitaus groRere Anteil der Studien zu
Proteinanalysen aus dem Serum zu erwarten war, wurde folgende weitere Frage
entwickelt:

o Bietet die Proteomanalyse aus dem Urin mittels Kapillarelektrophorese mit
gekoppelter ESI-TOF-Massenspektrometrie im Vergleich zu Proteomanalysen
aus dem Serum eine bessere diagnostische Sicherheit?

Proteomanalysen aus Gefrierschnitten von Biospien und/oder Prostatektomie-
praparaten wurden nicht in die Analyse einbezogen, da die primare Zielrichtung der
oben genannten Urinproteomanalyse die Vermeidung unndétiger Biopsien ist.
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3. Methodik

3.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Es wurden prospektiv folgende Einschluss- und Ausschlusskriterien festgelegt:

a) Einschlusskriterien

Studienkollektiv: Ma&nner mit V. a. Prostatakarzinom oder Manner mit
neudiagnostiziertem Prostatakarzinom sowie Manner mit benignen
Prostataveranderungen in der ,Testgruppe®;

Studientypen: RCT, Kohortenstudie, Fall-Kontrollstudie;

Studien mit der Intervention: Proteomanalysen aus dem Urin (unabhangig von
der Fallzahl, es sollten alle verfigbaren Studien erfasst werden)

Studien mit der (Vergleichs-)intervention: Proteomanalysen aus dem Serum mit
n= mind. 100;

Sprachen: Englisch, Deutsch.

b) Ausschlusskriterien

Studienkollektiv: Patienten mit Rezidiv oder neu aufgetretenen Fernmetastasen
eines Prostatakarzinoms;

Studien mit Proteomanalysen aus Serum: Anzahl untersuchter Proben
insgesamt kleiner als 100;

bei Proteomanalysen aus Serum: fehlende Angaben zu Sensitivitat und
Spezifitat;

Proteinidentifikation durch Microarrays oder aus Gefrierschnitten;
Studientypen: Einzelfallberichte;

Doppelpublikationen (Dubletten).

3.2 Literaturrecherche: Datenbanken und Suchstrategien

Folgende Datenbanken wurden fur die systematische Suche genutzt:

PubMed (Internetportal der National Library of Medicine)
(http://www.pubmed.orq);

Datenbanken der Cochrane Library
(http://www.thecochranelibrary.com).

Folgende Suchstrategie wurde fir alle Datenbanken gewahlt:

(proteomic OR proteomics OR proteome) AND prostat* AND (cancer OR
neoplasm).

Des Weiteren wurde in PubMed mit dem Suchbegriff “DiaPat” (Handelsname des
CE-MS-Urintests) recherchiert.
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3.2.1 Leitlinien

Folgende, auch fur die S3-Leitlinie zum Prostatakarzinom bericksichtigte Referenz-

Leitlinien wurden nach Aussagen bezlglich Proteomanalysen zur Diagnostik des
Prostatakarzinoms durchgesehen:

o NICE-Leitlinie 2008 [18];
e EBRO-Leitlinie 2007 [19];
o EAU-Leitlinie 2009 [20].

3.3 ZielgrolRen

ZielgroRen waren die Testguteparameter fur diagnostische Tests:

e Sensitivitat, Spezifitat und — soweit angegeben — positiver und negativer
pradiktiver Wert.

3.4 Bewertung der Evidenz

Die vorliegenden Studien wurden mit dem Evidenzgraduierungssystem nach Oxford
fur diagnostische Tests bewertet [21] (siehe Anhang).
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Literaturrecherche

4.1.1 Recherche in den Datenbanken der Cochrane Library

Die Suche in den Datenbanken der Cochrane Library am 16.12.2009 ergab zwei
Treffer, davon war ein Treffer nicht relevant fir das Thema und der andere Treffer
war eine Dublette.

4.1.2 Recherche in den Datenbanken Medline (PubMed)

Fur Medline (PubMed) wurde nach Erhalt der Treffer ein Abstractscreening
durchgefihrt. Interessierende Abstracts wurden im Volltext bestellt. Der Einschluss
von Volltexten erfolgte nach den prospektiv festgelegten Ein- und Ausschluss-
kriterien.

Weiterhin wurden Studien aus Referenzlisten der eingesehenen Volltexte gepruft.

Tabelle 1: Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche in PubMed

Recherche in Medline (PubMed) am 16.12.2009

PubMed-Ergebnisse gesamt n=427
Nach Screening der Abstracts geprufte Volltexte n=59
Reviews n=19
davon systematische Reviews (eingeschlossen) n=1
Einzelstudien n=40
Studien aus Handsuche n=1
Studien zu Proteomanalysen aus Urin n=6
Studien zu Proteomanalysen aus Serum (n > 100) n=13
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4.2 Aufbereitete Evidenz

4.2.1 Empfehlungen der Referenz-Leitlinien

In den Empfehlungen der aktuellen Referenz-Leitlinien der S3-Leitlinie zum
Prostatakarzinom werden Proteomanalysen nicht erwéhnt. Die EAU-Leitlinie 2009
thematisiert lediglich, dass neben der Bestimmung des PSA-Wertes weitere
Biomarker in der Erprobung sind [20].

4.2.2 Systematischer Review

Zu Proteomanalysen des Prostatakarzinoms wurde ein systematischer Review von
Downes et al., 2006 mit Recherche bis 2/2006 identifiziert [22]. Dieser gibt einen
Uberblick tiber prostatakarzinomspezifische Biomarker aus dem Urin.

Methodische Bewertung

Die Autoren geben bei spezifischer Suche keine weiteren Einschlusskriterien fir die
32 identifizierten Studien an. Die limitierte Aussagekraft der meisten Studien
aufgrund kleiner Fallzahlen wird herausgestellt, ebenso die Tatsache, dass zu
jedem Marker nur eine oder wenige Studien gefunden wurden. Die histologische
Sicherung — zum Teil nur Analyse aufgrund des Gleason-Scores — wird beméangelt.

Der Review wurde mit dem Evidenzgrad 3a(-)-4 nach Oxford bewertet, da er Fall-
Kontroll- oder explorative Kohortenstudien mit methodischen Méngeln enthalt. Das
Minus wurde aufgrund der klinischen Heterogenitat der Studien vergeben.

Inhaltliche Ergebnisse

In diesem Review wurde aufgrund der systematischen Recherche die Erst-
publikation zu Urinproteomanalysen von 2004 mit sehr kleiner Fallzahl identifiziert
[23]. Die Studie weist aus Morgenurin nach Prostatamassage mittels Gel-
elektrophorese (2D-PAGE = zweidimensionale Polyamidgelelekrophorese) und
Massenspektrometrie nach der MALDI-Technik ein singulares Protein in vier von
sechs Prostatakarzinomproben, nicht aber in den sechs Proben benigner
Veranderungen nach.

In den weiteren im Review eingeschlossenen Studien werden insgesamt vier DNA-,
drei mRNA- und zehn Einzelproteinmarker aus Urinproben analysiert. Keiner der
Marker wird als ausreichend prospektiv validiert beschrieben. Auf eine Darstellung
der Testguteparameter der Marker wird deshalb verzichtet.

Der Review macht deutlich, dass es zahlreiche Forschungsaktivititen fur
prostataspezifische Biomarker aus Urin mit unterschiedlichen ,Targets® gibt.
Proteomanalysen aus dem Urin waren bis Anfang 2006 kaum erforscht.
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4.3 Evidenz aus Einzelstudien

Zu Proteomanalysen aus dem Urin wurden — unter Einschluss der Studie von
Rehman et al., 2004 [23], die Bestandteil des Reviews von Downes et al., 2006 [22]
ist, insgesamt sechs Studien identifiziert. In drei der Studien wurde die Technik der
Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-Massenspektrometrie angewendet
[24], [25], [26].

Dartber hinaus wurden 13 Studien zu Proteomanalysen aus dem Serum mit
Proben von mehr als 100 Patienten identifiziert (siehe Evidenztabellen).

Im Folgenden werden die Studien zu Proteomanalysen aus dem Urin methodisch
bewertet und detalliert analysiert. Die Studien zu Serumproteomanalysen werden
dagegen nur daraufhin untersucht, ob sie bessere Testguteparameter im Vergleich
zu den Urinproteomanalysen aufweisen und prospektiv validiert sind. Dies wird in
einem eigenen Abschnitt besprochen.

4.3.1 Studien- und Publikationsqualitat
Studienqualitat — methodische Bewertung

Bei diagnostischen Studien wird 2zwischen explorativen Studien und
Validierungsstudien unterschieden. Diagnostische Validierungsstudien mit hoher
methodischer Gite werden prospektiv mit konsekutiver Probengewinnung und
verblindeter Beurteilung der Testergebnisse durchgefuhrt. Fir ein sicheres
Ergebnis sind zur Validierung vom Testkollektiv unterschiedliche Proben
erforderlich.

Bei der hier verwendeten Oxford-Klassifikation wird eine Abwertung des
Evidenzgrads vorgenommen, wenn es sich bei den Studienkollektiven nicht um
eine konsekutive Patientengewinnung handelt. Da fur die Urinproteomanalysen
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass dieses Kriterium eine Rolle fir die
Testgute spielt, wurden die Studien entsprechend bewertet.

Die explorativen Studien, die bekannte Falle und Kontrollen analysierten, wurden
der Oxford-Klassifikation entsprechend als Fall-Kontrollstudien bewertet.

Von den sechs identifizierten Studien zu Urinprotemanalysen handelt es sich bei
zwei um explorative Fall-Kontrollstudien (Rehman et al., 2004 und Theodorescu et
al., 2005 [23; 24]). Diese wurden mit dem Evidenzgrad 4 bewertet. Bei einer dritten
Studie, Okamoto et al., 2009 [27] wird durch Zufallsziehung der Proben eine Art
Validierung durchgefihrt. Weil die Bestimmung der Testglteparameter am gleichen
Kollektiv und lediglich an ca. 20 % der Proben durchgefuhrt wurde, hat die Studie
ebenfalls explorativen Charakter und wurde als Fall-Kontrollstudie mit Evidenzgrad
4 bewertet.

Bei weiteren zwei Studien [25; 28] (M’Koma et al., 2007 und Theodorescu et al.,
2008) liegt neben der Erstcharakterisierung eines prostataspezifischen Protein-
musters an einem Testset auch eine Uberpriifung an einem gesonderten Kollektiv
vor. Dabei fuhren lediglich Therodorescu et al., 2008 [25] eine prosektive Erhebung

© 2010 AZQ | Evidenzbericht: Proteomanalysen



4. Ergebnisse | 19

in einem multizentrischen Setting durch. Auch eine verblindete Beurteilung des
Validierungssets ist nur bei Theodorescu et al., 2008 [25] beschrieben. Da jedoch
keine keine konsekutive Probengewinnung dargestellt wird und nur 80 % der
Studienpopulation ausgewertet werden kann, wurde die Studie von Theodorescu et
al., 2008 [25] mit einem Evidenzgrad 3b (+) bewertet.

Bei der Studie von M'Koma et al., 2007 [28] wird nach Charakterisierung eines MS-
Proteomprofils eine Validierung an einem zweiten Studienkollektiv mit Proben-
gewinnung wahrend radikaler Prostatektomie aufgrund eines Prostatakarzinoms
und mit Proben von gesunden Mannern vorgenommen. Das definitive prostata-
spezifische MS-Profil wird dabei verandert. Die Studie wurde mit 4 bewertet.

Die verbleibende Studie [26] (Oberpenning et al., 2007) ist eine Evaluierungsstudie
fur den Test von Theodorescu et al., 2008 [25]. Aufgrund der geringen Fallzahl sind
die Ergebnisse bei sehr weiten Konfidenzintervallen als sehr unsicher zu
betrachten. Die Studie wurde mit Evidenzgrad 3b bewertet.

Vergleich der Intervention mit einem Referenzstandard

In den sechs Studien zu Proteomanalysen aus dem Urin wird als durchgangig
angewendeter Referenzstandard jeweils die Histologie aus der Biopsie angegeben.
Dies ist zwar ein unabhangiger Referenzstandard, aufgrund der beschriebenen
stark variierenden TestgUteparameter der Biopsie ist jedoch die Histologie aus dem
Prostektomiepréaparat als Goldstandard anzusehen. Bei abwartendem Vorgehen
oder benignem Biopsieergebnis ist eine adaquate Nachverfolgung mit Rebiopsie
als bester Referenzstandard anzusehen, wie dies bei Rehman et al., 2004 [23]
angegeben wird. Der beste Referenzstandard wird in keiner der Studien
durchgangig angewendet. Theodorescu et al., 2008 [25] berichten, dass bei vier
Patienten des Testsets, deren Biopsie als benigne beurteilt wurden, in der Folge ein
Karzinom diagnostiziert wurde. Eine vollstandige Nachbeobachtung der als benigne
klassifizierten Patienten wird jedoch nicht beschrieben.

Publikationsqualitat

Die Publikationsqualitat der Studien zu Urinproteomanalysen ist in Bezug auf die
Beschreibung der angewendeten Verfahren generell als zufriedenstellend zu
werten. In Bezug auf die Testergebnisse fehlen bei Theodorescu et al., 2005 [24],
M’Koma et al., 2007 [28] und Okamato et al., 2009 [27] Konfidenzintervalle. Bei
M’'Koma et al., 2007 [28] fehlen dariber hinaus Angaben zu Sensitivitat/Spezifitat fur
das zweite untersuchte Kollektiv. Pradiktive Werte sind nur bei Theodorescu et al.,
2008 und bei Oberpenning et al., 2008 angegeben.

4.3.2 Inhaltliche Ergebnisse

a) Proteomanalysen aus dem Urin

e Probengewinnung

Bei vier der sechs Studien wurde flr die Urinprobe erster Morgenurin gewon-
nen, zum Teil nach Prostatamassage, weil davon ausgegangen wird, dass das
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prostatakarzinomspezifische Proteinprofil wesentlich von Prostatasekret
bestimmt wird. M'Koma et al., 2007 [28] und Theodorescu et al., 2005 [24]
gaben nicht explizit die Enthnahme von Morgenurin an. Dennoch erhielten sie in
Bezug auf Benignitat und Malignitat diskriminierende MS-Proteinprofile.

Analysetechniken

In den Studien kamen unterschiedliche ,Proteomics” zur Analyse des Urins zur
Anwendung. Neben der Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-
Massenspektrometrie [24], [25], [26] wurde die MALDI-TOF-Technik mit
vorgeschalteter Proteomauftrennung durch 2D-PAGE (= zweidimensionale
Polyamidgelelekrophorese) [23] bzw. C8/C18-Resin [28] und die SELDI-Technik
mit verschiedenen Chips eingesetzt [27].

Proteomanalyse: Prostatakarzinomspezifische MS-Peak-Profile

Die relevanten prostatakarzinomspezifischen Profile sind in den Studien jeweils
unterschiedlich. Okamato et al., 2009 [27] fanden 72 Einzelmarker (Peaks von
Proteinen) mit jeweils statistisch signifikanter verminderter oder erhdhter
Expression, die sie in einer hierarchischen Clusterung anwenden.

In der Pilotstudie von Theodorescu et al., 2005 [24], bei der fur die Patienten mit
Proststakarzinom ein mittlerer PSA-Wert von lber 24 ng/ml vorlag, wurde ein
diskriminierendes Analyseprofil von 10- bis 15 Peaks identifiziert. Dieses konnte
in der Studie von 2008 jedoch nicht zur erfolgreichen Unterscheidung von
benignen und malignen Féllen eingesetzt werden.

Theodorescu et al., 2008 [25] identifizierten unter Entnahme von Morgenurin
zwolf distinkte prostatakarzinomspezifische Peaks bei Patienten mit einem
PSA-Wert von 2-20 ng/ml. Oberpenning et al., 2009 [27] validieren das Profil
von Theodorescu et al., 2008 [25].

Eine Besonderheit bei Theodorescu et al., 2008 [25] ist die Vorauswahl der
Proben anhand eines ,informative peptid panel“. Dazu wurden MS-Peak-Profile
vom Mittelstrahlurin gesunder weiblicher und méannlicher Probanden mit den
Profilen aus dem Testset abgeglichen und haufig vorkommende Peptide aus
weiblichem Urin, bzw. nicht fir Morgenurin spezifische Peptide fir die weitere
Analyse ausgeschlossen. Weist die Probe keine informative Peptidsignatur aus,
kann sie nicht weiter analysiert werden. Proben dieser Art machen im
Studienkollektiv 20 % (n=51/264) aus.

Bei der Validierungsstudie von Oberpenning et al., 2008 [26] konnten 11 % der
Proben aufgrund der nichtreprasentativen Proteinzusammensetzung hicht
ausgewertet werden.

M’Koma et al. charakterisieren nach Abgleich der Profile des ersten und des
zweiten Studienkollektivs definitiv vier Peaks als prostatakarzinomspezifisch
(2x Uberexpression, 2x verminderte Expression).

Rehman et al., 2004 [23] identifizierten funf spezifische Proteine bei einem Teil
der Prostatakarzinompatienten, davon war nur eines in der Mehrheit der Proben
von Prostatakarzinompatienten enthalten.
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TestglUteparameter Urinproteomanalysen

Sensitivitat und Spezifitat

Die Testguteparameter der Studien beziehen sich auf die ausgewerteten
Proben. Rehman et al., 2004 [23] (n=12) geben aufgrund der geringen Zahl
keine Testguteparameter fur die Unterscheidung Prostatakarzinom — benigne
Hyperplasie an (die Sensitivitat lag bei 4/6 = 66,7 %). In der Pilotstudie von
Theodorescu et al., 2005 [24] (n= 88) wird eine hohe Sensitivitat (92 %) und
Spezifitat (96 %) zur Unterscheidung von Prostatakarzinom versus benignen
Veranderungen und gesunden Kontrollen angegeben. Diese konnte jedoch in
der Folgestudie nicht reproduziert werden. Aus diesem Grund wurde — nun mit
Entnahme von Morgenurin - erneut ein prostatakarzinomspezifisches MS-Peak-
Profil identifiziert.

Theodorescu et al.,, 2008 [25] (n=264) geben unter Verwendung des ,neuen®
MS-Peak-Profils bei einer PSA-Erhdhung bis 20 ng/ml eine Sensitivitdt von
73 % [64-81] und eine Spezifitat von 60 % [49-69] fur die korrekte Diagnose
eines Prostatakarzinoms (versus ,no evidence of disease*) an.

Bei Verwendung eines Nomogrammes zur Abschatzung der Wahrscheinlichkeit
fur das Vorliegen eines Prostatakarzinoms unter Einbeziehung des Alters, des
Grads der Ubereinstimmung mit dem reprasentativen Peptidprofil und des
Anteils an freiem PSA kénnen die Werte von Theodorescu et al., 2008 [25] auf
90 % Sensitivitat bzw. 61 % Spezifitat angehoben werden. Konfidenzintervalle
sind hierfiir nicht angegeben. Dabei ist zu beachten, dass das Nomogramm an
weniger als der Haélfte der Daten aus der Studienpopulation erhoben wurde.

Die Validierungsstudie von Oberpenning et al., 2008 [26] (n=18) ergibt flr das
von Theodorescu et al., 2008 [25] beschriebene Verfahren an einer kleinen Zahl
von Patienten mit PSA-Werten von 2-10,8 ng/ml lediglich eine Sensitivitat von
62,5 % [95 % KI 24,5-91,5] und eine Spezifitat von 37,5 %[95 % KI 8,5-75,5].

Okamato et al., 2009 [27] erreichen an 24 (von insgesamt tber 100) Proben
eine Sensitivitdét von 91,7 % und eine Spezifitat fur den Nachweis eines
Prostatakarzinoms von 83,3 %. Bei der Erstcharakterisierung zeigte sich bei
Mehrfachanalyse der Proben allerdings, dass die MS-Proteinprofile sehr
variabel waren. Die Testguteparameter stammen aus der ersten dieser
Messungen.

M’Koma et al., 2007 [28] geben — bei einem medianen PSA von 5,5 ng/ml — fur
die Diskriminierung zwischen Prostatakarzinom und benigner Hyperplasie eine
Sensitvitiat von 71,2% und eine Spezifitit von 67,4% an. Fir die
Unterscheidung zwischen Prostatakarzinom und High-Grade-PIN wird jeweils
eine Sensitivitat und Spezifitdt von ca. 80 % angegeben. Fir das zweite
Studienkollektiv weist der Test von M'’Koma et al., 2007 [28] eine diagnostische
Gesamtgenauigkeit von 80 % auf, Sensitivitdt und Spezifitdt sind hier nicht
angegeben.
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e Pradiktive Werte

Positive und negative pradiktive Werte sind nur bei Theodorescu et al., 2008
[25] und bei Oberpenning et al., 2008 [26] angegeben. Wahrend Theodorescu
et al. einen PPW von 0,69 und einen NPW von 0,64 bei einer
Karzinompravalenz von 55,3 % erreichten, erzielten Oberpenning et al. einen
PPW und NPW von jeweils lediglich 0,5 bei 50% Karzinomen.

4.3.3 Serumproteomanalysen zur Diaghose des Prostatakarzinoms

Die Sensitivitdt von zehn Studien, in denen aus Serum prostatakarzinomtypische
MS-Peak-Profile mit SELDI-Verfahren erzielt wurden, liegt stark variierend zwischen
45 % und 100 %, im Median bei 92 %. Die Spezifitat der Analysen liegt mit ebenfalls
breiter Streuung bei 46,7- bis 100 %, im Median bei 85 %.

Zu beachten sind zwei weitere Studien, beide von McLerran et al., 2008 [29; 30] die
retrospektiv in zeitlich unterschiedlich erhobenen Proben keine statistisch
signifikante Validierung eines prostatakarzinomspezifischen Proteinprofils zeigen
konnten.

Die einzige Studie mit MALDI-Technik von Mobley et al., 2004 [31] weist eine
Sensitivitdt von 94,1 % und eine Spezifitdt von 99 % auf.

In lediglich zwei der Studien mit guter Sensitivitat und Spezifitat fur die Detektion
eines Prostatakarzinoms [32], [33] wurde das an einem Trainingsset identifizierte
Proteinprofil an davon unabhangigen Proben validiert.

Petricoin et al. [32], die fur die Validierung n=266 Proben nutzten, geben eine
Sensitivitat von 95 % [95%KI 82-99] und Spezifitat von 78 % [95%KI 72-83] fur die
richtige Erkennung eines Prostatakarzinoms bei Proben asymptomatischer
Patienten vorwiegend aus einer PSA-Screening-Studie an.

Ornstein et al. [33] geben (ohne Konfidenzintervalle) fir die Validierung an 91
Proben eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitdt von 67 % zur richtigen
Diagnose eines Prostatakarzinoms an Patienten mit PSA 2,5-15 ng/ml und/oder
auffalliger DRU an.

4.4 Diskussion

Fur den vorliegenden Evidenzbericht wurde systematisch nach Studien zu
Proteomanalysen zur Diagnose des Protatakarzinoms gesucht. Im Fokus des
Interesses standen dabei Proteomprofilbestimmungen aus dem Urin.

4.4.1 Methodische Diskussion

In vier der insgesamt sechs identifizierten Studien zu Urinproteomanalysen wurden
Testglteparameter aufgrund eines zuvor identifizierten prostatakarzinom-
spezifischen MS-Proteinprofils bestimmt. Lediglich die Studie von Theodorescu et
al., 2008 [25] kann als Validierungsstudie betrachtet werden. Im Hinblick auf die
Ergebnisse der Validierungsstudie von Theodorescu et al., 2008 sind die
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angegebenen Konfidenzintervalle fur Sensitivitat und Spezifitat fir die Detektion des
Prostatakarzinoms recht breit (17 % und 24 %). Aufgrund des nicht durchgéngig
angewendeten optimalen Referenzstandards bleibt eine weitere Unsicherheit in der
korrekten Diagnosestellung durch die Biopsie. Theodorescu et al., 2008 [25] geben
selbst im Diskussionsteil ihres Manuskripts an, weitere Nachbeobachtungen bei
Patienten mit benignen Biopsieresultaten seien erforderlich, um falsch-negative
Félle zu identifizieren. Da auch das Testset nicht auf den bestmoglichen
Referenzstandards aufbaut, besteht diese Unsicherheit ebenso fur das
charakterisierte MS-Profil aus der Proteomanalyse. Methodisch problematisch - und
deshalb in der Ergebnisdarstellung nicht bertcksichtigt - erscheint die Korrektur der
Testglte nach Angaben von falsch-negativ Raten der Biospie aus der Literatur.

Weiterhin werden 20 % nicht auswertbare Proben angegeben. Aus der Studie geht
nicht hervor, ob ein nochmaliges, korrektes Abgeben der Urinprobe dieses Problem
I6sen kann. Zur Verbesserung der Testglte generierten Theodorescu et al., 2008
[25] anhand multivariater Analysen ein Nomogramm, aufbauend auf lediglich 41,3 %
der Proben (n=109). Das Nomogramm kann ohne prospektive Evaluierung nicht als
valide betrachtet werden.

Aus methodischer Sicht sind die Ergebnisse der Studie insgesamt nicht als
ausreichend gesichert fir eine klinische Anwendung in der Routine oder als
individuelle Gesundheitsleistung zu betrachten.

Eine zu dem Verfahren von Theodorescu et al., 2008 [25]. durchgeflihrte
Evaluierungsstudie von Oberpenning et al.,, 2008 [26] ist bei prospektiver
Probengewinnung aufgrund ihrer geringen Fallzahl nicht dazu geeignet, valide
Ergebnisse zu erzielen. Um das Verfahren sicher validieren zu kénnen, ist eine
weitere Studie mit ausreichender Teilnehmerzahl und optimalem Referenzstandard
erforderlich.

4.4.2 Inhaltliche Diskussion

Die zur Verflugung stehenden Studien zeigen die Urinproteomanalyse mit
Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-Massenspektrometrie nicht grund-
satzlich den anderen eingesetzten Techniken der Proteomanalyse zur Diagnhose
eines Prostatakarzinoms Uberlegen. Die beste diagnostische Testglte (Sensitivitat
91,7 %, Spezifitat 83,3 %) wurde nach SELDI-TOF-MS mit drei Chips aufgrund
einer hierarchischen Clusterung von 72 statistisch signifikant diskriminierenden
Peaks erreicht (Ocamoto et al., 2009 [27] ). Fraglich ist, ob die Probengewinnung —
nicht nur aus dem Morgenurin, sondern zusatzlich nach Prostatamassage — zu
diesem Ergebnis beigetragen hat. Eine Validierung fur dieses Verfahren steht aus,
die beiden Techniken kdnnen deshalb nicht abschlie3end verglichen werden.

Die weitaus meisten Studien zu Proteomanalysen zur Diagnose des Prostata-
karzinoms wurden zu Serumproteomanalysen durch die SELDI-TOF-Technik ab
2002 publiziert. Ungeachtet des jeweils unterschiedlichen identifizierten Protein-
profils werden in zwei Studien (Petricoin et al., 2002 [32] und Ornstein et al., 2004
[33]) mit jeweils vom Testset getrennter, verblindeter Validierung eine Sensitivitat
von 95 % bzw. 100 % und eine Spezifitdt von 78 % und 67 % erreicht. Auch diese
Studien sind nicht ausreichend prospektiv validiert. Dennoch sollte im Vergleich
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zwischen Urin- und Serumanalysen der Test mit der besten diagnostischen
Sicherheit gewahlt werden, da beide Verfahren wenig invasiv sind.

Die Ergebnisse der Urinanalyse mittels ESI-TOF-MS von Theodorescu et al., 2008
[26] gelten fur den PSA-Bereich 2-20 ng/ml. Besonders fiir den Bereich bis 10 ng/ml
ist die Testglte der PSA-Wert-Bestimmung sehr gering [34]. Die von Theodorescu
et al, 2008 erzielte Testglte wurde von Oberpenning et al., 2008 [26] fir das gleiche
Verfahren an einem Kollektiv mit PSA-Werten von 2-10,8 ng/ml nicht erreicht. Auch
wenn die Ergebnisse aufgrund der kleinen Fallzahl sehr unsicher sind, stellt sich die
Frage nach der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Urinproteomanalyse mittels
Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-MS bei geringen PSA-Werten.
Daruiber hinaus liegt auch keine Validierung bei einer geringeren Pravalenz von
Karzinomen im Unterschied zu den Studienbedingungen vor.

Aufgrund der vorliegenden Studien kann bisher nicht geschlossen werden, dass mit
einer dem PSA-Wert nachgeschalteten Urinproteomanalyse vor Biopsie eine
bessere diagnostische Sicherheit erreicht wird, als mit der transrektalen Biopsie
(Entnahme von zehn- bis zwdlf Proben durch einen erfahrenen Untersucher) allein.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung ware eine kontrollierte Studie erforderlich.
Insbesondere sollte die Frage geklart werden, ob durch den zusatzlichen Test bei
vergleichbarer Sensitivitat unnotige Biopsien vermieden werden kdnnen.

4.5 Fazit

Um eine Verbesserung der Diagnostik beim Prostatkarzinom zu erreichen, muss ein
neues Verfahren sehr sichere Ergebnisse erbringen. Dies gilt auch fur das bisher
einzige Verfahren mit prospektiver Validierung im Bereich der Urinproteomanalysen,
der Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-Massenspektrometrie. Die in
Validierungsstudien erzielten Ergebnisse konnen nicht als ausreichend sicher
betrachtet werden. Die erzielten Testglteparameter sind der bisherigen Diagnostik
nicht gesichert Gberlegen.

Aufgrund der Ergebnisse aus Urinproteomanalysen kann derzeit die Anwendung in
der Kklinischen Routine oder als Selbstzahlerleistung noch nicht empfohlen werden.

Insgesamt fehlen im Bereich der Proteomanalysen zur Diagnose des Prostata-
karzinoms prospektive, methodisch gute Validierungsstudien, die verschiedene
Verfahren bezlglich ihrer Testgute, ihrer Anwendbarkeit und ihrer Kosten
vergleichen.

Bei einer weiteren Validierung der Urinproteomanalyse mittels Kapillar-
elektrophorese gekoppelt mit ESI-TOF-Massenspektrometrie ist ein Vergleich mit
anderen Techniken der Urinproteom- oder Serumproteomanalysen zu erwagen, die
in Studien im Vergleich zu der ESI-TOF-MS bessere Testglteparameter zeigten und
ebenfalls noch nicht ausreichend validiert sind.

Dabei sollte insbesondere in einer kontrollierten Studie gezeigt werden, dass die
zuséatzlichen Testverfahren gegentber dem Standard der bisherigen Diagnostik
dazu beitragen, unnétige Biopsien zu vermeiden.
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5. Evidenztabellen

5.1 Eingeschlossene Studien

a) Aufbereitete Evidenz: Quell-Leitlinien

In den Referenz-Leitlinien NICE 2008 [18], EBRO 2007 [19] und EAU 2009 [20] werden keine Empfehlungen zur Diagnose des Prostatakarzinoms
mittels Proteomanalysen gegeben.

b) Aufbereitete Evidenz: Systematische Reviews/Metaanalysen

Tabelle 2: Systematischer Review

Autoren,
Jahr/
Studien-
typ
Downes
MR, 2006
[22]

Syste-
matischer
Review

untersuchte
Studien/
Materialien

Systematische
Recherche in
Medline (PubMed)
01/1985-02/2006
Suchbegriffe:
,urine’, ,marker’
,prostate cancer’
nur Einschluss
von Original-
studien

n=32 Treffer

Welche
Fragestellungen
wurden
untersucht

Diagnose des
Prostatakarzinoms
mittels Markern
aus dem Urin

Befunde in Bezug auf Therapiewirkungen und Uberleben

0. Eingeschlossene Studien/methodische Charakteristika
n=32 Treffer

wviele" Studien methodisch limitert aufgrund weniger Patienten.
Zu jedem Biomarker wurden nur wenige Studien identifiziert.
Histologische Sicherung basiert oft nur auf dem Gleason-Score.

1. DNA-Marker

- Verlust der Gluthation-S-Transferase-P1-(=GTSP1)-Gen-
Expression aufgrund von Promotor Hypermethylierung
(> 90 % PCa, > 70 % HGPIN) = 6 Studien
Nachweis im Urin ungeniigend (je nach Methode zwischen
21 % und 38 % PCa Patienten positiv.
Nach Prostatamassage vor Probengewinnung 73 % und 46 %
Sensitivitat
Jeweils Spezifitat tiber 90 %

- Methylisierung von 4 spezifischen Genen (einschlieflich
GTSP1)
= 1 Studie (52 PCa, 91 Kontrollen)
Sensitivitat 87 %, Spezifitat 100 %

- Verlust der Heterozygotie

Methodische
Besonderheiten/
Bemerkungen

Suchstragie sehr
spezifisch auf
.marker" zentriert,
fur eine umfassende
Suche ggf. nicht
sensitiv genug.

Literatur-
belege

1. DNA-Marker
- Harden SV et

al., 2003

- Goessl C et al.,,

2000;

- Cairns P et al.,

2001;

- Jeronimo C et

al., 2002;

- Gonzalgo ML

etal., 2003;

- Goessl C et al.,

2001

- Crottins LE et

al., 2004;

- Hoque MO et

al., 2005;
- Chantel-

Groussard K et

al. 2005;
- Cussenot O,
2001

Level of
Evidence

3a(-)-4
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Autoren,
untersuchte
Jahr/ .
. Studien/
Studien- T
Materialien
typ

Welche
Fragestellungen
wurden
untersucht

Befunde in Bezug auf Therapiewirkungen und Uberleben

(2 Studien, n=32 und n=57)

Sensitivitat 73 % und 86,7 %

Spezifitdt 67 % und 44 %

Jeweils erster Morgenurin nach Prostatamassage
- 8 Hydroxydeoxyguanosin

(2Studien) jeweils n < 20

2. RNA-Marker
- DD3 (PCA3)-Uberexprimierung
in > 95 % priméarer PCa
(2 Studien, n= nicht angegeben),
Sensitivitat 74 %, Spezifitat 89 % fir eine Studie
- hTERT RNA
n<20
- survivin mRNA
n<20

3. Protein-Marker
- Thymosin-R-15
1 Studie, in Kombination mit PSA Erh6hung von Sensitivitat
und Spezifitat
- AMACR (1 Studie)
nach TRUS und Biopsie n=26, 100 % Sensitivitat, 58 %
Spezifitat
- Prostatic Inhibin-like-Peptide
- Tissue Factor
- Transferrin
- PSA
Jeweils eine Studie, n < 20 :
- Mini-Chromosome-Maintenance
- Bradeion
- 5-Alpha-Reduktase-Typ2
- Proteomanalyse: B-MRP14
Sensitivitat und Spezifitat 100 %

Methodische
Besonderheiten/
Bemerkungen

Literatur-
belege

- Chiou CC et
al., 2003;

- Jeronimo C et
al., 2001;

2. RNA-Marker:

- Bussemakers
MJ et al., 1999

- de Kok JB et
al., 2002

- Fradet Y et al.,
2004,

- Hessels D et
al., 2003

-Wang H et al.,
2004

- Zielie PJ et al.,
2004

- Sommerfeld
HJ et al., 1996

- Kallakury et
al., 1997

- Botchkina Gl
et al., 2005

3. Protein-

marker

- Hutchinson LM
et al., 2005
a+b

-Bao L etal.,
1996

- Rogers CG et
al., 2004

- Meid FH et al.,
2001

- Vicentini C et
al., 2004

- Teni TR, 1988

- Lwaleed BA et
al., 2000

- Adamson AS et
al., 1993

- Fernandez C.

Level of
Evidence
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Autoren, Welche .
Jahr/ untersuchte Methodische

Studien- Studien/ Fragestellungen Befunde in Bezug auf Therapiewirkungen und Uberleben Besonderheiten/

Materialien wurden Bemerkungen
typ untersucht

Literatur- Level of
belege Evidence

etal., 1986

- van Dieijen
Visser MP et
al., 1988

- Graes HC et
al., 1985

- Iwakirr J et al.,
1993

-lraniJ et al.,
2005

-lraniJetal.,
1997

- Pannek J et al.,
1997

- Stoeber K et
al., 2002

- Tanaka M et
al., 2003

- Lombardo HE
et al., 1997

- Rehman I. et
al., 2004
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¢) Primarliteratur

Tabelle 3: Primérliteratur zu Proteomanalysen aus Urin

Artikel
(Autor,
Jahr)/
Studientyp

1. Rehman
I, 2004 [23]

Fall-
Kontroll-
studie

2. Theo-
dorescu D,
2005 [24]

Fall-
Kontroll-
studie

Anzahl der
Patienten/
Patienten-
merkmale

n=12
nicht konsekutiv
n=6 mit PCa

n=6 mit benigner
Hyperplasie

mittl. Alter 63 J
PSA-Werte n. a.
Tumostadium
CcT2b-cT3

n=47 (Testgruppe)

n=21 benigne
Prostatapathologe
(BPH)

mittl. Alter 64 J

mittl. PSA 8,1ng/mi
(0,6-18,3)

n=26 PCa
mittl. Alter 68 J

mittl. PSA 24,5 ng/ml
(2,6-216, 0)

cT1lc-cT3b

Intervention/
Referenzstandard/
ggf. Nachverfolgung

Vergleichs-
intervention

Proteomanalyse aus keine
Morgenurin nach
Prostatamassage mittels
2D-SDS-PAGE + MALDI-

TOF-MS
Referenzstandard:

Histologie aus Biopsie,
bei BPH mit Rebiopsie
nach 6 Monaten und
Nachverfolgung
insgesamt 18 Mo

Proteomanalyse aus Urin | keine
nach Ultrafiltration (um
Proteinbindung an

Albumin und Verlust von
Peptiden < 20 kDa zu

vermeiden)

mittels Kapillarelektro-
phorese gekoppelt mit
micro-ESI-TOF-MALDI-
Tandem MS

Auswertung mit Software
MoasiquesVisu und
MOSA-cluster

Outcomes

1. Bestim-
mung eines
PCa-spezifi-
schen Pro-
teinprofils

1. Bestim-
mung eines
PCa-spezifi-
schen Pro-
teinprofils

2. Testgiite
der Proteom-
analyse zur
Diagnose des
PCas

Ergebnisse Bemerkungen
0. Drop out kleine Pilotstudie
keine ohne Validierung

1. Ergebnisse Proteomanalyse

6 von insgesamt 20 allen Proben
gemeinsamen Proteinen nach
Gelelektrophorese in ausreichender
Menge vorhanden und weiter analysiert
(Idenitifizierung durch Immunhisto-
chemie).

Nachweis von Uberexprimierung des
Calgranulin B/MRP-14 (13,2 kDa) in 4/6
PCa-Proben (66,7 %) und in keiner der
Proben mit benigner Hyperplasie

2. Testguteparameter
nicht bestimmt

0. Drop-out Pilotstudie
keine keine verblindete
1. Ergebnisse Proteomanalyse Validierung

86 bereits identifizierte Proteine mit
entsprechenden Peaks dienten als
JFixpunkte* in der Analyse.

Peaks von 106 zusatzlichen Poly-
peptiden wurden identifiziert. Die
Sequenz der Peptide konnte nicht
erschlossen werden.

Peak-Cluster-Analyse nach Haufigkeit,
Amplitude und Frequenz mit Software,
Einschluss von ca. 10-15 Polypeptide

Evidenz-
Niveau
Oxford

4
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Artikel
(Autor,
Jahr)/
Studientyp

3. M'Koma
AE, 2007
(28]

Fall-
Kontroll-
Studie an 2
Kollektiven

Anzahl der
Patienten/
Patienten-
merkmale

n=41
(Kontrollgruppe)
gesunde Manner

mittl. Alter 39 J

a) n= 266

Testset

mittl. Alter

65 J

mittl: PSA:7,5ng/ml
n=89 PCa

n=52 High Grade PIN

n=125 Kontrollen
b) n=141

mittl. Alter

PSA:
Validierungsset
n=103 PCa
n=38 ohne PCA

Intervention/
Referenzstandard/
ggf. Nachverfolgung

Referenzstandard
Testgruppe:
Histologie aus Biopsie,
(mind. 8 Stanzen)

a) Urinproteomanalyse
Refernzstandard:
Biopsie

b) Urinproteomanalyse

Refernzstandard:
Prostatektomie bei
Malignitat

mittels MALDI-TOF
+HPLC, C8/C18-Resin
zuvor zur Protein-
auftrennung

Auswertung mit ,Leave
one out cross-validated

class-prediction
method*

Vergleichs-

. . Outcomes
intervention

1. Bestim-
mung eines
PCa-spezifi-
schen Pro-
teinprofils

keine

2. Testglte
der Proteom-
analyse zur
Diagnose des
PCas

Ergebnisse Bemerkungen

2. Testguteparameter

a) Diskriminierung PCa/BPH
Sensitivitat: 88,5 %
Spezifitat: 90,5 %

b) Diskriminierung
PCa/BPH+gesunde
Sensitivitat: 92 %
Spezifitat: 96 %
(Uberexprimierung eines Peptids)
cave: ungleiche Altersverteilung

3. Analyse von 474 Urinproben von
Pat. mit Nierenerkrankungen
(Ergebnisse nicht dargestellt, da
keine hist. Verifizierung)

0. Drop out Keine Angabe, dass
keine Validierung

- prospektiv erfolgte,
1. Pravalenz PCa keine Angabe
33,4 % Testset verblindeter

73 % Validierungsset
2. Ergebnisse Proteomanalyse

Identifizierung von 4 diskriminierenden
Signalen
1373 m/z
1433,5 m/z beide Uberexprimiert bei
PCa
2236 und 2484 m/Z beide mehr
exromiert bei BPH
3. Testguteparameter
a) Testset:

PCa vs BPH

Sensitivitat: 71,2 %

Auswertung.

Evidenz-
Niveau
Oxford
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Artikel
(Autor,
Jahr)/
Studientyp

4. Theo-
dorescu D,
2008

[25]

prospekti-
ve
Kohorten-
studie,

Validierung
multizen-
trisch

(22 Inst.)

Anzahl der
Patienten/
Patienten-
merkmale

a) n=86
Testset
5/04-3/05

nicht konsekutiv

Pat. mit erh6htem
PSA und/oder
auffalliger DRU

mittl. Alter 65J
Pca/63J benigne

Mittl. PSA:

PCa 11,6ng/ml versus
benigne 8,9 ng/mi;
SD jeweils 6,5

b) n=264
Validierungsset
nicht konsenkutiv
Patienten von April 05
bis Dezember 06

rekrutiert, mittl. Alter
66J PCa, 64J benigne

Intervention/
Referenzstandard/
ggf. Nachverfolgung

Urinproteomanalyse aus | keine

dem ersten Morgenurin
nach Ultrazentrifugierung
mittels
Kapillarelektrophorese
gekoppelt mit micro-TOF-
Massenspektrometrie

mit Moasiques Software

Referenzstandard :

Histologie aus Biopsie (8-
12 Proben)

Testset:
n=51PCa (59,3 %)

n=35 benigne
Prostataverénderung

Validierungsset:
n=118PCa
n=95 benigne

Vergleichs-
intervention

Outcomes

1. Bestim-
mung eines
PCa-spezifi-
schen Pro-
teinprofils

2. Testgite
der Proteom-
analyse zur
Diagnose des
PCas

Ergebnisse

Spezifitat: 67,4 %

BPH vs High Grade PIN
Sensitivitat: 73,6 %
Spezifitat: 69,2 %

PCA vs High Grade PIN
Sensitivitat: 80,8 %

Spezifitat: 81,0 %
b) Validierungsset:

diagnostische accuracy 80 %
Sensitivitat/Spezifitat nicht
angegeben

0. Dropout

n=51 (20 %) bei Vergleich mit dem

generierten ,informative polypeptide

panel“ nicht als informative resp.
reprasentative Proben gewertet.

1. Ergebnisse Proteomanalyse

Detektionsrate der 200 haufigsten

Proteine 98 %. Max. tolerierte

Abweichung fur ,gleiche Proteine*:

Masse < 100 ppm, Migrationszeit < 3 %.

a) Generieren eines , informativen
Peptid Panels” aus 8 Proteinen mit
Hilfe der Urinanalyse der
Kontrollgruppe (jeweils Experssion
stat. sign. unterschiedl.)

b) Generieren eines PCa-
Spezifischen-Peptid-Panels.
Zunachst heterogen, zuséatzliches
bootstrapping erforderlich
dann 12 Peptide

2. Testguteparameter (n=213 = 80,6%)
- Sensitivitat
73 % [95 % Kl 64-81]) (86/113)

Bemerkungen

nach Test
verblindetet

Validierungsstudie

Initial Validierung der
Studie von 2005
geplant, aber keine

stat. sign.

Diskriminierung ,

Erneutes Testset
unter Verwendung

des ersten
Morgenurins

4 Pat. aus Testset
mit initial negativer
Biopsie wurden
zwischenzeitlich
rebiopsiert mit PCa

Evidenz-
Niveau
Oxford

3b (+)
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Artikel
(Autor,
Jahr)/
Studientyp

5. Ober-
penning F,
2008 [26]

Kohorten-
studie,
multi-
zentrisch,
9-11/07

Anzahl der
Patienten/
Patienten-
merkmale

alle mit PSA erhoht
(2 <PSA <20,

Mittelwert 10,0 versus

9,9) und/oder
suspekter DRU alle

vor TRUS-gesteuerter

Biopsie
n=184
Kontrollgruppe

n=138 gesunde
Manner(mittl. Alter
49J+/-12 J)

n=46 gesunde Frauen

(mittl. Alter 42 J +/-
15)

n=18
nicht konsekutiv

mittl Alter 63 J (54-
79),

auffalliges PSA
und/oder auffallige
DRU

PSA mittl. 6,7 ng/ml
(2,1-10,8 ng/ml)

mit Biopsie

Intervention/ Vergleichs-

Referenzstandard/ : . Qutcomes
intervention
ggf. Nachverfolgung
Intervention: keine 1. Bestim-
Proteomanalyse aus mung der
Morgenurin ohne Testgute-
parameter

Prostatamassage mittels
Kapillarelektrophorese
und Micro-ESI-TOF-MS,
Proteomanalyse wie bei
Theodorescu et al., 2008

Referenzstandard:
Histologie aus Biopsie
(8-14 Proben, median 12)
+ 5 x Prostatektomie mit
PCa (pT2c-pT4),

Ergebnisse

bzw. nach Korrektur aus der Literatur
beschriebener Falsch-negativ-Raten
von Biopsien berechnet: 75 %

- Spezifitat

60 % [96 % K1 49-69]) (86/113)

nach Korrektur von in der Literatur

beschriebenen falsch-negativ-Raten von

Biopsien berechnet:

68 %

positiver pradiktiver Wert
0,69 (86/124)

negativer pradiktiver Wert
0,64 (57/89)

2. Ergebnisse eines Nomograms aus
n= 109 Proben (41,3 %)

Multivariate Analyse zeigte Alter (45-
90), F-Faktor (-2,2) F/T-PSA (30 %-0)
als unabhéngige Faktoren fir das
Vorhandenseins eines PCas.
Sensitivitat: 90 %

Spezifitat: 61 %

AUC fur diagnostic accuracy: 0.82
AUC PSA: 0,57

0. Drop out

11 % (2/18) als nicht auswertbar
klassifiziert

1. Pravalenz PCa (n= 16)

50 % (Histologie 8 x benigne, 8 x
maligne)

2. Testgite der Proteomanalyse
Sensitivitat: 62,5 % [95 % Kl 24,5-91,4]*
Spezifitat: 37,5 % [8,5-75,5 %]
PPW: 0,5 [18,7-81,3]

NPW: 0,5 [11,8-88,2]

*nach Clopper-Pearson

Evidenz-
Niveau
Oxford

Bemerkungen

Validierungsstudie 3b
fir Theodorescu et
al., 2008,

verblindete
Beurteilung,
Sensitivitat und
Spezifitat dtl.
geringer als bei
Therodorescu et al.
2008

geringe Fallzahl, sehr
weite Konfidenz-
intervalle, keine
ausreichend
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Artikel
(Autor,
Jahr)/
Studientyp

6. Okamato
A, 2009
[27]

Fall-
Kontroll-
studie

Anzahl der
Patienten/
Patienten-
merkmale

n=113

nicht konsekutiv
mittl. Alter 69 J
PSA-Wert:

n=57 Pat. mit
Prostatakarzinom It.
Biopsie,

¢ T1cNO- cT4N1M1
n=56 Pat. mit

benignen Lasionen lt.

Biopsie
davon evaluiert:
n=37 PCa und

n=39 benigne
Lasionen

Intervention/
Referenzstandard/
ggf. Nachverfolgung

3 X TURP mit benigner

Vergleichs-
intervention

Diagnose
Proteomanalyse aus PSA-Wert
Morgenurin nach Bestimmung

Prostata-massage mittels

SELDI-TOF-MS mit 3

Chips:

- strong-anion-exchange
(Q10)

- IMAC-Cu 30

- weak cation exchange
(CM10) mit 4
Durchlaufen

Analyse mit

CiphergenExpress

DataManager Software

3.0

Referenzstandard:

Histologie aus Biopsie
(10-12 Proben)

Outcomes

1. Bestim-
mung eines
PCa-spezifi-
schen Pro-
teinprofils

2. Testgute
der Proteom-
analyse zur
Diagnose des
PCas

Ergebnisse

0. Drop-out fur Testglte

20 bei PCa (35 %)

17 bei benignen Lasionen (30 %)
aufgrund von ,overlap’ durch
+Zufallsauswertung*

1. Pravalenz PCa

48,7 %

2. Ergebnisse Proteomanalyse

Einzel-Peak-Analyse identifiziert 49

Peaks bei PCa die statistisch signifikant

héher waren als bei benignen

Veranderungen und 23 Peaks, die

statistisch signifikant downreguliert

waren. Assays wurden 4 Mal wiederholt

1 Peak blieb immer stat. sign.: m/z

10788

3. Testgilteparameter (n= 76)

- PSA: Werte diskriminierten nicht stat.
sign.

- Proteomanalyse:

a) Single-Peak-Analyse

bei PCa 49Peaks stat. sign. upreguliert

23 Peaks stat. sign. downregluiert

stat. sign. Peaks variierten bei 4

Durchlaufen

Peak bei m/z 4761 konstant stat. sign,

diskriminierend zw. PCa und benigner

Lasion

ROC = 0,917

b) Clusteranalyse (n= 24) :

bei Einschluss der 72 stat. sign. diff.

Peaks in eine hierarchische Cluster-

analyse Diskriminierung PCa mit

Sensitivitat: 91,7 %

Spezifitat: 83,3 %

Evidenz-
Bemerkungen Niveau
Oxford
statistisch valide
Beurteilung méglich
Pilotstudie + 4
Validierung erfolgt
nach der

Zufallsrpinzip

Clusteranalyse nur
an 24 Proben= 21 %
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Tabelle 4: Primarliteratur zu Proteomanalysen aus Serum

Artikel
(Autor,
Jahr)
Studientyp

1. Adam
BL, 2002
(35]

pro-
spektive
Fall-
Kontroll-
studie

2. Banez L,
2003 [36]

Fall-
Kontroll-
studie

Anzahl

Patienten/
Patienten-
merkmale

n=326 von
n=387

Serumproben
von

a) n=99 Pat.
PCaT1/T2

b) n=99
mit PCa
T3/T4

c) n=92
benigner
Prostatahype
r-plasie
(BPH) und

d) n=97 gesun-
den Mannern
(DRU 0. B.,
PSA < 4 ng/
ml, keine
nachgewies.
Erkrankung
der Prostata

n=162
106 Pat. mit
PCa,

n=103 RPE 3
mittl Alter
58,1J

mittl. PSA
7,17 ng/ml

Intervention

Proteomanalyse aus
Serum mittels der SELDI-
TOF-Technik (Masse von
2-40kD) unter
Verwendung eines IMAC-
Cu-Chips (IMAC =
immobilized metal ion
affinity chromatography)
und Anwendung eines
Entscheidungs-baums mit
n=30 PCa, 15 BPG

SELDI-TOF-MS zur
Diagnose eines PCa aus
Serum (jeweils gewonnen
vor Biopsie oder weiterer
Therapie)

mit IMAC3-Cu (und WCX2
(weak cation exchange)
Auswertung mit
Biomarkers Pattern

Vergleichs-
intervention

keine

keine

Outcomes

1. Prostata-
spezifisches
Profil

2. Testglte-
parameter

1. Charakteri-
sierung des
Proteinprofils

2. Testglte-
parameter in
Bezug auf die
Diagnose des
PCa

Ergebnisse

0. Dropout
15,8 % Griinde nicht im Text erklart
1. Ergebnisse Proteomanalyse

Entscheidungsbaum aus 9 verschiedenen m/z Peaks

2. Testguteparameter PCa
Validierungsset

(verblindete Messung an n= 60 Proben, 30 Pca, 30

Gesunde/BPH)
Sensitivitat PCa

83,3 % (15/30)

Spezifitat PCa

96,6 % (29/30)

Positiver pradiktiver Wert
96 % (25/26)

negativer pradiktiver Wert
96,6 % (29/30)

TestgUteparameter Evaluationset:

Zufallsaufteilung n=88 zur Validierung) (verblindete
Beurteilung)

¢. Kombination WCX2 + IMAC CU
Sensitivitat 52/62 (85 %)
Spezifitét 22/26 (85 %)

85 % Accuracy (p < 0,0001)

Bemerkungen

Drop out nicht
erklart.
Verblindete
Validierung nur an
kleinem Set (n=
60)

verblindete
Validierung
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Artikel
(Autor,
Jahr)
Studientyp

3. Bhanot
G, 2006
[37]

Fall-
Kontroll-
studie
4.LiJ,

2004 [38]

Fall-
Kontroll-
Studie,

5. Liu'Y,
2006 [39]

Anzahl

Patienten/
Patienten-
merkmale

64 pT2, 39 pT3
n=56 Kontroll-

patienten mit
PSA < 4 ng/ml

mittl. Alter 55 J

mittl. PSA
1,66 ng/ml, 33
mit negativer
Biopsie
n=279, nur

20 PCa

n=345

n=246 Pat. mit
PCa und RPE
alle klinisch
begrenzt,
pathologisch
98 mit
fortgeschritte-
nem PCa

n=99 Pat. mit
negativer

Biopsie fir PCa

und benignen

Veranderungen

n=132

n=63 Pat. mit
histopatholo-
gischer

Intervention Vergleichs-

intervention

Software (= BPS = nach
Classification und
Regression eines
Decision-Tree-Systems

Proteomanalyse aus dem | keine
Serum mittels SELDI-

TOFTechnik

Proteomanalyse aus PSA-
Serum mittels SELDI- Bestimmung
TOF-Technik unter aus dem
Verwendung von 2 Chips: | Serum
IMAC3 und WCX2

Proteomanalyse aus keine

Serum mittels SELDI-
TOF-MS

Outcomes

1. PCa-
Spezifisches
Proteinprofil

2. Testgute
parameter

1. PCa-spezifi-
sches Pro-
teinprofil

2. Testgute fur
die Diagnose
des PCaim
Vegleich zu
PSA

1. PCa-spezifi-
sches Pro-
teinprofil

Ergebnisse

Testgliteparameter
Sensitivitat: 91,3 %
Spezifitat: 98,8 %

TestgUteparameter PSA- versus Proteomanalyse mit
Marker PCcom3

bei Sensitivitat 45 % flr beide Verfahren
Spezifitat PSA: 57 %
Spezifitat Pccom 3: 76 %

Testglteparameter
Sensitivitat: 79 %
Accuracy: 82 %

Bemerkungen

keine verblindete
Validierung

keine verblindete
Validierung
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Artikel
(Autor,
Jahr)
Studientyp

Fall-
Kontroll-
studie

6.
McLerran
D, 2008
(30]

Fall-
Kontroll-
studie

7.
McLerran
D, 2008
[29]

Fall-
Kontroll-
studie

8. Mobley
JA, 2004
[31]

Fall-
Kontroll-
studie

Anzahl
Patienten/
Patienten-
merkmale
Diagnose
Prostata-
karzinom (PSA
> 4 ng/ml) und
n=63 Patienten
ohne PCa
(PSA > 1ng/ml)
n=400

davon n=240
PCa

Rest Kontrollen

unabhangiges
Validierungsset
(n=ca. 100)

n=542
n=181PCa
n=143 BPH

n=220 normale
Kontrollen

n=168
n=70 PCa

n=98 gesunde
Kontrollen

Intervention

Proteomanalyse aus
Serum mittel SELDI-TOF-
MS

mit IMAC Cu

Proteomanalyse aus
Serum mittel SELDI-TOF-
MS

Proteomanalyse aus
Serum mittels MALDI-TOF

Vergleichs-
intervention

keine

keine

keine

Outcomes

2. Testglte fur
die Diagnose
des PCa im
Vegleich zu
PSA

Testgite fur in
anderer Studie
charakterisier-
tes Proteom-
profil zur Dia-
gnose des PCa
im Vegleich zu
PSA

1. PCa-spezifi-
sches Pro-
teinprofil

2. Testglte fur
die Diagnose
des PCaim
Vergleich zu
PSA

1. PCa-spezifi-
sches Pro-
teinprofil

2. Testglte fur
die Diagnose
des PCa im
Vegleich zu
PSA

Ergebnisse

Testglteparameter

(verblindete Validierung an ca. 100 Pat. 50 % PCa)
Profiler bringt keine statistisch signifikante Diskriminierung
Testset validiert an neueren Proben

Testglteparameter
Profiler bringt keine statistisch signifikante Diskriminierung

Biasquellen identifiziert : Proben fiir Testset vor 1996 erhoben,
Lagerungsprobleme

0. Drop out

1. Ergebnisse Proteomanalyse

36 Peaks identifiziert zur Diskriminierung PCa-benigne
2. Testguteparameter

Sensitivitat: 94,1 %

Spezifitat: 99 %

1 x Falschpositiv

4 x falsch negativ

5 nicht diagnostiziert

Bemerkungen

verblindete
Validierung

verblindete
Validierung

verblindete
Validierung
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Artikel
(Autor,
Jahr)
Studientyp

9. Ornstein
DK, 2004
[33]

Fall-
Kontroll-
studie

10. Pan YZ,
2006 [40]

Fall-
Kontroll-
Studie

11.
Petricoin
EF, 2002
[32]

Fall-
Kontrollstu
die/
Kohortenst
udie

12.Qu Y,

Anzahl

Patienten/
Patienten-
merkmale

n=154

Pat. mit PSA 2
m 5 ng/ml-15
ng/ml und/oder
auffallige DRU
n=63 Testset,

n=91 Evaluie-
rungsset

n=83 PCa

n=99 gesunde
Kontrollen

n=266

Testset n=56
Pat. mit PCa
(PSA > 3,9 ng/
ml)

Gesunde
Kontrollen
(PSA <1 ng/ml)
Validierungs-
set:

n=216

z.T. aus
Screeningstudi
e (klinisch a-
symptomatisch)
38Ca 17,6%
177 benigne

n=386 Pat.

Intervention

Proteomanalyse mittels
SELDI-TOF-MS mit

WCX2-Chip

Proteomanalyse mittels

SELDI-TOF-MS
2 Chips

Proteomanalyse mittels

SELDI-TOF-MS

Proteomanalyse mittels

Vergleichs-
intervention

keine

keine

keine

keine

Outcomes

1. Proteomprofil

2. Testgute-
parameter fur
Diagnose PCa

1. Proteomprofil

2. Testglte-
parameter fur
Diagnose PCa

1. Proteomprofil

2. Testglte-
parameter fur
Diagnose PCa

1. Proteomprofil

Ergebnisse

Testglteparameter
Sensitivitat: 100 %
Spezifitat: 67 %

1. Ergebnisse Proteomanalyse Testset

18 statistisch signifikante Serumproteine wurden bei PCa im
Vergleich zu den Kontrollen identifiziert (p < 0,001)

2.Testguteparameter

Sensitivitat: 92 %

Spezifitat: 96,7 %

0. Drop out

keine

1. Ergebnisse Proteomanalyse Testset

7 Peaks zur Differenzierung identifiziert:

m/z 2092, 2367,2582, 3080, 4819, 5439, 18220
2. Testguteparameter

Sensitivitat: 95 % [95 % Kl 82-99 %] (36/38)
Spezifitat: 78 % [95 % Kl 72-83 %] (177/228)
bei PSA 4-10 ng/ml: Spezifitat 71 %
Schlussfolgerung der Autoren: evtl. kiinftiger Test um bei

erhdhtem PSA zu entscheiden, ob eine Biopsie erfolgen soll.

1. Ergebnisse Proteomanalyse Testset (n=60)

Bemerkungen

verblindete
Validierung,

vom Testset
unabhangiges
Validierungsset

keine verblindete
Validierung

verblindete
Beurteilung
vom Testset
unabhangiges
Validierungsset
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Artikel
(Autor,
Jahr)
Studientyp
2002 [41]

Fall-
Kontroll-
Studie

13. Yasui
Y, 2003 [42]

Fall-
Kontrollstud
ie

Anzahl
Patienten/
Patienten-
merkmale
n=197 PCa
n=92 BPH

n=96 gesunde
Kontrollen
n=60 Zufalls-
gezogene
Proben als
Testset

n=386

n=98 mit
fortgeschritte-
nem PCa

n=99 mit lokal
begrenztem
PCa

n=93 mit BPH

n=96 normale
Kontrollen

Intervention Vergleichs-
intervention

SELDI-TOF-MS
mit IMAC 3

Proteomanalyse aus dem
Serum mittels SELDI-
TOF-MS

mit IMAC 3

Outcomes

2. Testglte-
parameter fir
Diagnose PCa

1. Proteomprofil

2. Testglte-
parameter fur
Diagnose PCa

Ergebnisse

Entwicklung von 2 ,Classifiern’:
1. mit 74 Peaks

2. mit 21 Peaks
2.Testglteparameter
Sensitivitat:

1. 100 %

2. 97%

Spezifitat:

1. 100 %

2. 97%

0. Drop out

keine

1. Ergebnisse Proteomanalyse Testset
2.Testglteparameter

bei Sensitivitat und Spezifitdt im Testset von
> 90 % zur Diskriminierung zwischen Karzinom und BPH im

im Validierungsset
Sensitivitat: 93,3 %
Spezifitat: 46,7 %

Bemerkungen

gleiches
Kollektive wie Qu
Y , Validierung an
den weiteren
Proben
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5.2 Ausgeschlossene Studien

Tabelle 5: Ausgeschlossene Reviews

Autor, Jahr

Diamandis EP,
2004 [43]

Downes MR,
2006 [22]

Drake RR,
2009 [44]

Ferguson,RE,
2004 [45]

Issaq HJ, 2002
[46]

Kommu S,
2004 [47]

Kuruma H,
2004 [48]

Mathaaroo-Ball
B., 2007 [49]

Ornstein DK,
2006 [50]

Parekh DJ,
2007 [51]

Ramirez ML,
2008 [52]

Risk MC, 2009
(53]

Roboz J, 2005
(54]

Inhalt

Review zu Massenspektrometrie als eine
diagnostische Methode und eine Methode um
Biomarker fiir maligne Tumoren zu ermitteln.

Detaillierter Review zu Techniken der
Proteomanalyse fir Urinbiomarker beim
Prostatakarzinom.

Detaillierter Review zur Verwendung von
Prostatasekreten fur die Identifizierung von
Biomarkern.

Review zu Proteomanalysen bei malignen
urologischen Tumoren.

Review zur SELDI-Technik als Proteomic fir
Biomarker.

Kurzer Review zu Proteomanalysen aus dem
Urin, nicht prostatakarzinomspezifisch.

Detaillierter Review zu Techniken der Proteom-
analysen aus dem Urin und eigene
Untersuchungen an PCa-Zellinien.

Review zu Techniken der Proteomanalyse zur
Identifizierung neuer Biomarker fur das PCa.

Review Uber Techniken der Proteomanalysen zur
Identifizierung neuer Biomarker fur das PCa.

Review Uber Biomarker zur Diagnose des
Prostatakarzinoms.

Review Uber alternative Serummarker (anstatt
PSA) fir das Prostatakarzinom.
Review zu neuen Biomarkern fir die Diagnose

des Prostatakarzioms.

Review zu Techniken der Massenspektrometrie
als Methoden zur Prostatakarzinomdiagnose.

Grund fur
Ausschluss

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review

Narrativer Review,
ausschlieBlich
Serummarker

Narrativer Review

Narrativer Review
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Autor, Jahr Inhalt Grund far
Ausschluss
Schiffer E, Review zu Biomarkern fir das Prostatakarzinom. | Narrativer Review

2007 [55]

Semmes OJ, | Review zur Massenspektrometrie als ‘Proteomic’ | Narrativer Review
2006 [56] fur die Entdeckung von Biomarkern, mit denen
Prostatakarzinom diagnostiziert werden kann.

Steuber T, Review zu Serummarkern fur das Narrativer Review,
2008 [57] Prostatakarzinom. ausschlie3lich

Serummarker
Wittke S, 2007 | Review zur Proteomanalyse mittels Narrativer Review
[58] Kapillarelektrophorese gekoppelte

Massenspektrometrie bei Prostata- und
Blasenkarzinom.

You J, 2010 Detaillierter Review zu Biomarkern fiir die Narrativer Review
[59] Diagnose und Progression des
Prostatakarzinoms.

Tabelle 6: Ausgeschlossene Volltexte

. Grund far
Autor, Jahr Inhalt/ggf. Ergebnisse Ausschluss
Ahram M, Proteomanalyse aus Zelllysaten von 12 PCa Analyse aus Gewebe
2002 [60] Gefrierschnitten von 8 Pat.verglichen mit Erstcharakterisierung,

gesundem PCa Gewebe in diesen Schnitten — mit | n <50
2D-SAGE und HPLC Tandem MS - ergibt
Veranderungen von 40 Proteinveranderungen in

den Karzinomen, die jedoch heterogen sind, nur 6

davon sind in mehr als 1 Ca zu finden.

Cazares LH, Proteomanalyse mittel Imaging- Analyse aus Gewebe
2009 [61] Massenspektrometrie mit MALDI-TOF an Erstcharakterisierung
Gefrierschnitten + Immunhistochemie zur
Identifizierung von Proteinen, n=74

Testgute

a) Eines Algorithmus aus drei Peaks:
Diagnostische Accuracy 81 %
(Sensitivitat und Spezifitat nicht angegeben).

b) Von m/z 4,355, Fragment einer spez. Kinase
(MEKK2 nach Proteinidentifizierung)
Diskriminierung nach normalisiertem
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Autor, Jahr

Cheung PK,
2004 [62]

Deng X, 2006
[63]

Garbis SD,
2008 [64]

Griffin TJ,
2001 [65]

Jin G, 2008
[66]

Lexander H,
2005 [67]

Lin JF, 2007
[68]

Liu AY, 2005
[69]

Miller JC, 2003
[70]

Inhalt/ggf. Ergebnisse

Durchschnitts-Intensitats-Wert
cut-off fir maximale Spezifitat

Sensitivitat: 96,8 %
Spezifitat: 81,8 %.

Proteomanalyse von High-Grade-PIN und
Prostatakarzinomgeweben nach Herstellen von
Zelllysaten aus Gefrierschnitten (insgesamt n=20)
— 2D-SAGE und SELDI-MS - ergibt den
Wachstumsdifferenzierungsfaktor 15 als
spezifisch fur das Prostatakarzinom.

Proteomanalyse kombiniert aus Microarrays und
Massenspektrometrie, Ergebnisse werden nach
bestimmtem statistischen Verfahren verlinkt.

Proteomanalyse von 20 Gefrierschnitten (10 PCa,
10 BNH), mit DLC-MS (MALDI-TOF), 1420
Proteinprofile, 825 davon reproduzierbar,
Identifizierung von 29 Proteinen.

Proteomanalyse von Zellysaten mittels ICAT
(isotope coded affinity tag) und ESI-MS
(Electrospray-lonisierung-Massenspektrometrie)
— Anwendung an PCa-Zellinien.

Serum — Proteomanalysen mittels SELDI-TOF-
MS und Microarrays einer Datenbank unter
Einschluss von Genomprofilen.

Keine Ableitung von Sensitivitat und Spezifitat

moglich.

Proteomanalyse aus Zellysaten, gewonnen von
Prostatektomiepraparaten, 29 PCa, 10 benigne,
63 differierende Peaks zwischen benignen und
malignen Zellen, meist bei malignen
Uberexpression (56), Beschreibung der Proteine.

Proteomanalyse n=26.

Proteomanalyse mittel MALDI-Imaging n=49.

Proteomanalyse aus Serum mittels 2
verschiedener Microarrays, ldentifizierung von
stat. sign. unterschiedlichen Proteinmarkern PCa

und benignes Gewebe.

Testguteparameter nicht berechenbar.

Grund fur
Ausschluss

Analyse aus Gewebe
Erstcharakterisierung,
n <50

Microarray.
Erstcharakterisierung,
n <50

Analyse aus Gewebe
Erstcharakterisierung,
n <50

Erstcharakterisierung,
n <50

Kombination von
Proteom- und
Genomanalyse
Erstcharakterisierung
Testglteparameter nicht
berechenbar

Analyse von Gewebe
Erstcharakterisierung
n <50

Erstcharakterisierung
n <50

Erstcharakterisierung
n <50

Erstcharakterisierung
TestgUteparameter nicht
berechenbar
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Autor, Jahr
Miura Y, 2007
[71]

Sardana G,
2008 [72]

Schwamborn
K, 2007 [73]

Semmes OJ,
2005 [74]

Taylor BS,
2008 [75]

Ummanni R,
2008 [76]

Zheng Y, 2003
[77]

Zimmermann
U, 2007 [78]

Inhalt/ggf. Ergebnisse

GlykoProteomanalyse.

Proteomanalyse aus Zellysaten von
Prostatakarzinomzellinien mittels 2-dimensionaler
Chromatographie und gekoppelter
Massenspektrometrie, 2 identifizierte Marker
validiert an 42 Serumproben von Pat. mit und

ohne PCa.

Proteomanalyse mittels MALDI-Imaging aus
Zellysaten und Gefrierschnittenaus
Prostatektomiepraparaten, durchschnittl. 85
Peaks 1-20 kDa, n=22, 11 maligne und 11

nichtmaligne Schnitte.

Nach Auswertung der Peaks und Algorithmus
mittels einer SVM (Support Vector Machine)
Sensitivitat 88 %, Spezifitat 90,7 %.

Proteomanalyse aus Zellysaten mittels SELDI-
TOF-MS nach Kalibrierung und Standardisierung
der Gerate in verschiedenen Institutionen
Identifizierung von 3 Peaks (m/z 5910, 7773,
9297 +/- 0,2 %), Anwendung an 14 PCa und 14

Kontrollen.

Proteomanalyse aus Serum mittels
Proteinmicroarrays und anschlieRender
Massenspektrometrie bei n=34 Pat.

Proteomanalyse aus Zellysaten von PCa-
Biopsien mittels 2D-SAGE und MALDI-TOF-MS-
MS von 11 BPH und 12 PCa. 88 stat. sign.
differente Peaks, verschiedene Proteine
identifiziert, u. a. Prohibitin, hier positive
Korrelation zu mRNA identifiziert.

Proteomanalyse aus Gefrierschnitten von n=17
PCa-Praparaten und n < 10 benignen Praparaten
mittels LCM (Laser Capture Microdissection) und
SELDI-TOF-MS, Identifizierung einer
Uberexpression in 94 % der PCa bei m/z 24,7
aus epithelialen Prostatazellen.

Proteomanalyse aus Biopsien.

Grund fur
Ausschluss

Erstcharaktersierung
n <50

n <50

Analyse von Gewebe
Erstcharaktersierung
n <50

Erstcharakterisierung
n <50

Erstcharakterisierung
n <50

Analyse aus Gewebe
Erstcharakterisierung
n <50

Analyse aus Gewebe
Erstchararkterisierung
n <50

Analyse aus Gewebe
Erstcharakterisierung
n <50
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Anhang

Oxford - Levels of Evidence (March 2009)

Level

1A

Level

1b

Level

1c

Level

2a

Level

2b

Level

2C

Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses

Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm

Prognosis
Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses

la SR (with homogeneity*)of RCTs

SR (withhomogeneity*) of inception cohort studies; CDRT validated in different populations

SR (with homogeneity*) of Level 1 diagnostic studies; CDRt with 1b studies from different clinical centres
SR (with homogeneity*) of prospective cohort studies

SR (with homogeneity*) of Level 1 economic studies

Individual RCT (with narrow Confidence Intervalt)

Individual inception cohort study with > 80% follow-up; CDRT validated in asingle population
Validating** cohort study with goodttt reference standards; or CDRT tested within one clinical centre
Prospective cohort study with good follow-up****

Analysis based on clinically sensible costs or alternatives; systematic review(s) of the evidence; and including
multi-way sensitivity analyses

All or none§

All or none case series

Absolute SpPins and SnNoutsTt

All or none case-series

Absolute better-value or worse-value analyses 11t

SR (with homogeneity*) of cohort studies

SR (withhomogeneity*) of either retrospective cohort studies or untreated control groups in RCTs

SR (with homogeneity*) of Level >2 diagnostic studies

SR (with homogeneity*) of 2b and better studies

SR (withhomogeneity*) of Level >2 economic studies

Individual cohort study (including low quality RCT; e.g., <80% followup)

Retrospective cohort study or follow-up of untreated control patients in an RCT; Derivation of CDRT or
validated on split sample 888 only

Exploratory** cohort study with goodttt reference standards; CDRT after derivation,

or validated only on split-sample888§ or databases

Retrospective cohort study, or poor follow-up

Analysis based on clinically sensible costs or alternatives; limited review(s) of the evidence, or

single studies; and including multi-way sensitivity analyses

"Outcomes" Research; Ecological studies

"Outcomes” Research

Ecological studies

Audit or outcomes research
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Level

3a

Level

3b

Level

Level

Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses
Therapy/Prevention, Aetiology/Harm
Prognosis

Diagnosis

Differential diag/symptom prevalence
Economic and decision analyses

SR (with homogeneity*) of case-control studies

SR (with homogeneity*) of 3b and better studies
SR (with homogeneity*) of 3b and better studies
SR (with homogeneity*) of 3b And better studies

Individual Case-Control Study

Non-consecutive study; or without consistently applied reference standards
Non-consecutive cohort study, or very limited population

Analysis based on limited alternatives or costs, poor quality estimates of data,
but including sensitivity analyses lincorporatingclinically sensible variations.
Case-series (and poor quality cohort and casecontrol studies§§)

Case-series (and poor quality prognostic cohort studies***)

Case-control study, poor or nonindependent reference standard

Case-series or superseded reference standards

Analysis with no sensitivity analysis

Expert opinion without explicit critical appraisal, or based on physiology, bench research or "first principles"
Expert opinion without explicit critical appraisal, or based on physiology, bench research or "first principles"
Expert opinion without explicit critical appraisal, or based on physiology, bench research or "first principles"
Expert opinion without explicit critical appraisal, or based on physiology, bench research or "first principles"
Expert opinion without explicit critical appraisal, or based on economic theory or "first principles”
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NOTES

Users can add a minus-sign "-" to denote the level of that fails to provide a conclusive answer because:

EITHER a single result with a wide Confidence Interval

OR a Systematic Review with troublesome heterogeneity.

Such evidence is inconclusive, and therefore can only generate Grade D recommendations.

Rl et

88

888§

Tf
T+

Ttt
TTTT

By homogeneity we mean a systematic review that is free of worrisome variations (heterogeneity) in the directions and degrees of
results between individual studies. Not all systematic reviews with statistically significant heterogeneity need be worrisome, and not all
worrisome heterogeneity need be statistically significant. As noted above, studies displaying worrisome heterogeneity should be
tagged with a "-" at the end of their designated level.

Clinical Decision Rule. (These are algorithms or scoring systems that lead to a prognostic estimation or a diagnostic category.)

See note above for advice on how to understand, rate and use trials or other studies with wide confidence intervals.

Met when all patients died before the Rx became available, but some now survive on it; or when some patients died before the Rx
became available,but none now die on it.

By poor quality cohort study we mean one that failed to clearly define comparison groups and/or failed to measure exposures and
outcomes in the same (preferably blinded), objective way in both exposed and nonexposed individuals and/or failed to identify or
appropriately control known confounders and/or failed to carry out a sufficiently long and complete follow-up of patients. By poor
guality case-control study we mean one that failed to clearly define comparison groups and/or failed to measure exposures and
outcomes in the same (preferably blinded), objective way in both cases and controls and/or failed to identify or appropriately control
known confounders.

Split-sample validation is achieved by collecting all the information in a single tranche, then artificially dividing this into "derivation" and
"validation" samples.

An "Absolute SpPin" is a diagnostic finding whose Specificity is so high that a Positive result rules-in the diagnosis. An "Absolute
SnNout" is a diagnostic finding whose Sensitivity is so high that a Negative result rules out the diagnosis.

Good, better, bad and worse refer to the comparisons between treatments in terms of their clinical risks and benefits.

Good reference standards are independent of the test, and applied blindly or objectively to applied to all patients.
Poor reference standards are haphazardly applied, but still independent of the test. Use of a non-independent reference standard
(where the 'test' is included in the ‘reference’, or where the ‘testing' affects the 'reference’) implies a level 4 study.
Better-value treatments are clearly as good but cheaper, or better at the same or reduced cost. Worse-value treatments are as good
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and more expensive, or worse and the equally or more expensive.

% Validating studies test the quality of a specific diagnostic test, based on prior evidence. An exploratory study collects information and
trawls the data (e.g. using a regression analysis) to find which factors are 'significant'.

By poor quality prognostic cohort study we mean one in which sampling was biased in favour of patients who already had the target
outcome, or the measurement of outcomes was accomplished in <80% of study patients, or outcomes were determined in an
unblinded, non-objective way, or there was no correction for confounding factors.

++%% ©Good follow-up in a differential diagnosis study is >80%, with adequate time for alternative diagnoses to emerge (for example 1-6

months acute, 1 — 5 years chronic).

*k%k

Oxford Centre for Evidence-based Medicine Levels of Evidence (March 2009)
(for definitions of terms used see glossary at http://www.cebm.net/?0=1116)

Produced by Bob Phillips, Chris Ball, Dave Sackett, Doug Badenoch, Sharon Straus, Brian Haynes, Martin Dawes since
November 1998. Updated by Jeremy Howick March 2009.
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