Untersuchung zur methodischen und klinischen Wertigkeit
eines neuen CA 72-4 Enzymimmunoassays

Methodological and clinical evaluation of a new CA 72-4 enzyme immunoassay
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Formen mit 25 % iiberproportional vertreten. In den
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zeigten beide Assays eine vergleichbare Kinetik, nicht
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Summary

In the frame of a methodological and clinical study,
we compared a new CA 72-4 enzyme immunoassay
(CC) to the established CA 72-4 TRMA (Cl) assay.
The study was done retrospectively using frozensera
from 260 persons. Among them weré 90 patlents with
gastric cancer, 40 with ovarian cancer at the time of
primary diagnosis, 50 healthy individuals, 50 patlents
with benign gastrointestinal disease, and-30
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Abkiirzungen:

CC = EIA am Cobas® Core System
(Hoffmann-La Roche)

Cl = IRMA (Centocor)
HAMA = Ant-Maus-Antikiérper
IRMA = hinmuno Radio Metrischer Assay
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Cut off values were calculated based on a specifi-
city of 95 % of the values for a clinically relevant ref-
erence group. We found cut-off values of 4.4 U/inl
(Cl) vs. 4.6 U/ml (CC) in patients with benign
gastrointestinal disorders as compared with more dis-
crepant values of 3.2 U/ml (GI) vs. 0.8 U/ml (CC) in
rauems with benign gynecological discasc. In calcu-
ating sensitivity by fixing specificity at 95 % of the
(-lmu-nlly relevant reference groups, we found a sensi-
tivity of 32 % (CC) vs. 46 % (CI) in paticnts with
gastric cancer at the time of the primary diagnosis. In
patients with scrous ovarian cancer alone, the sensi-
tivity of CC was 77 %, as compared with 63 % for CI.
In patients with mucinous carcinoma alone, the sen-
sitivity of CC was 90 % as-compared with 80 % for
CIL In patients with ovariani cancer, the fraction of
patients: with mucinous types was uuproportmndte]y
large (25 %). Whereas the kinetics of the two assays
was similar in both forms of cancer, the observed in-
crease’ was not. Furthermore although both assays
detect TAC 72 antigen using th¢ identical mouse-an-
tlbody and have the same catcher-detector configu-
ration: correlation of the CA 72-4 values was still un-
satxsfdctorv in some cases. Depending on the under-
lymg, discase; the values were sometimes clearly dis-
crepan ‘and no’ uniform trend could be identified.
fefore, we were.. nable to compare the clinical
: wo'methods. . .

or'markers — gastric cancer —

Einleitung

Das zirkulierende TAG 72-Antigen, ein muzin-
dhnliches nmunglobulin vom Typ IgG, mit einem
Molekulargewicht von 400 000 D, wird mit Hilfe von
2 monoklonalen Antikérpern (\IAK cc 49, gerichtet
gegen hochgereinigtes TAG 72 und MAK B 72-3, ge-
richtete gegen cine Fraktion metastasierter Brust-
karzinomzellen) nach dem Sandwichprinzip bestimmt
[1-3]. Seit wenigen Jahren stehen diese beiden
monoklonalen Antikorper zur Verfiigung, die zur
Detektion des TAG 72 eine gute Sensitivitit sowohl
beim Magenkarzinom wie auch bei muzinésen
Ovarialkarzinomen aufweisen. Kiirzlich wurde von der
Firma Hotfinann-La Roche ein neuer automatisierter
CA 72-4 Test entwickelt. Es handelt sich dabei um
einen Enzymimmunoassay (EIA) vom Sandwich-Typ
zur Bestimmung des im Serum zirkulierneden tumor-
assoziierten Glykoproteins TAG 72.
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Ziel der Untersuchungen war es, im Rahmen ciner
methodischen und klinischen Untersuchung den neuen
CA 72-4 Enzymimmunoassay (CC) nit demn etablier-
ten CA 72-4 IRMA (Cl) zu vergleichen.

Methoden

Verglichen wurden der CA 72-4 EIA (CC) mit dem
CA 72-4 IRMA (CI) [6-10). Die CEA-Konzentration
(Abbott, IMx) wurde mit einem monoklonalen
Enzymimmunoassay ermittelt. CA 125 II (Centocor)
wurde mit einem RIA bestimmmt. Die Bestimmung der
Humancn Anti-Maus-Antik6rper (HAMA) wurde mit
Hilfe des EIA Enzygnost®-HAMA micro von den
Behringwerken Marburg durchgefiihrt.

Patienten -

Dic Seren von 90 Patienten mit der histologisch ge-
sicherten Diagnose eines Magenkarzinoms und von
40 Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom zum
Zeitpunkt der Primirdiagnose wurden vermessen.
Zudem wurden dic Seren von 50 gesunden Perso-
nen (klinisch und klinisch chemisch unauffllig), von
50 Patienten mit benignen gastrointestinalen und 30
Patientinnen mit genignen gynakologischen Erkran-
kungen vermessen. Von cinem Patienten mit cinem
Magenkarzinom und einer Patientin mit der Diagnose
cines muzindsen Ovarialkarzinoms wurden Serun-
proben im Verlauf untersucht. Die Untersuchung
erfolgte retrospektiv; dic Serumproben waren bei -
70° C tiefgefroren.

Ergebnisse

Untere Nachweisgrenze

Die Bestimmung des Nullstandards (Cobas® Core
Diluent II) lieferte in allen durchgefiihrten Messun-
gen (n = 10) am Cobas Core Konzentrationen von
0.0 U/ml. Der Mittelwert der Extinktionen betrug
0,035, die Srandardabweichung + 0,004. Die untere

Nachweisgrenze liegt demnach unter 0,01 U/l
Prézision

Der Variationskoeffizient der Intra-Assay-Varianz des
Cobas Core betriigt bei ciner Konzentration von 8,7
U/ml 4,0 % (n = 21, Bioref Kontrolle Medium), bei
einer Konzentration von 40,9 U/ml 3,5 % (n = 21,
Bioref Kontrolle High) und bei einer Konzentration
von 71,1 U/ml 3,6 % (n = 21, Bioref Kontrolle Extra
High). Die Inter-Assay-Varianz liegt bei 7,4 % (n =

13, Bioref Kontrolle Medium), 5,0 % (n = 13, Bioref
Kontrolle High) und 6,2 % (n = 13, Biorel Kontrolle
Extra High). Die Ergebnisse der Impriizision sind
damit zufriedenstellend und entsprechen der Forde-
rung der Arbeitsgruppe fiir Qualititskontrolle und
Standardisierung von Tamormarkertests im Rahmen
der Hamburger Symposien iiber Tumormarker [4].

Verdiinnungslinearitit

Es wurden die CA 72-4 Werte (CC) an zwei unver-
dimnten Patientenseren und Verdiinnungen von Se-
rum + Diluent (141, 142, 143, 1+4, 1+5) vermessen.
Die Mef3werte zur Untersuchung der Linearitiit lic-
gen zum Teil nicht auf der Ausgleichsgeraden (Abb. 1).
Die Wiederfindungsraten betragen im Serwm A bei der
Verdiinnung 1+1 88,6 %, bei 1+2 78,9 %, 1+3
86,3 %, 1+4 71,4 % 145 62,6 %, im Scrum B, das
1+4 vorverdiinnt wurde, bei der Verdinnung 1+1
105,0 %, bei 1+2 91,8 %, 1+3 99,6 %, 1+4 93,7 %,
1+5 93,0 %.
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Abb. 1. Verdlinnungslinearitat'des CA 72-4 EIA (CC).
A =SerumA, B =Serum B

Regressionsanalysen

Der CA 72-4 EIA (CC) und der IRMA (CI) korrelie-
ren, beriicksichtigt man das Gesamtkollektiv, in ho-
hem Mafle miteinander (r = 0,98; n = 260) (Abb. 2).
Nach Einschrankung der Werte auf den Me3bereich
von < 100 U/ml des IRMA (CI) erhélt man cinen deut-
lich niedrigeren Korrelationskoeffizienten (r = 0,73;
n = 256). Eine geringere aber nach wie vor gute Kor-
relation zeigen die CA 72-4-Werte des Normal-
kollektivs (r = 0,93; n = 50). Auch hier findet man
nach Einschrinkung der Werte auf den MeBbcreich
von < 3 U/ml des IRMA (C1) einen deutlich niedrige-
ren Korrelationskoeffizienten (r = 0,505 n = 39).
Beide Assays korrelieren, beriicksichtigt man das
Kollektiv der Patientinnen mit der histologisch gesi-
cherten Diagnose eines Ovarialkarzinoms in hohem
Mafe (r=0,99; n = 40). Nach Einschréinkung der Werte
auf einen Ausschnitt des Mefbercichs des IRMA (1)
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Abb. 2. Korrelation der CA 72-4- (CC) und der CA 72-
4 IRMA-MeBwerte (Cl) des Gesamtkollektivs (n = 260).
r=0,98

erhaltiman deutlich niedrigere Korrelationskoeffizienten
(Ausschnitt < 100 U/ml r = 0,80; n = 35/Ausschnitt <
10 U/ml r = 0,93; n = 21/Ausschnitt < 3 U/ml r =
0,51; n = 12). Eine gegeniiber dem Ovarialkarzinom
niedrigere Korrelation zeigen die CA 72-4-Werte der
Patienten mit einem Magenkarzinom (r = 0,77; n =
90). Nach Einschrinkung der Werte auf einen Aus-
schnitt des Mef3bereichs des IRMA (CI) erhélt man
deutlich verinderte Korrelationskoeffizienten (Aus-
schnitt < 100 U/ml r = 0,88; n = 89/Ausschnitt < 10
U/ml r=0,33; n=65/Ausschnitt < 3 U/ml r =-0,097;
n =42). Im Mittel liegen die EIA-Werte (CC) im unte-
ren Bereich deutlich niedriger als die IRMA-Werte (CI).
Die Korrelationskoeffizienten sind in der Tabelle 1 zu-
sammenfassend dargestellt.

Tabelle 1. Korrelationskoeffizienten in verschiédenen Kollekti-
ven und Wertebereichen

Kollektiv CA72-4 CA72-4 CA72-4 CAT72-4
alle Werte Ausschnitt Ausschnitt Ausschnitt

<100 U/ml <10U/ml <3 U/ml °

Gesamtkollektiv  0,98° 0,73 0,77 0,77

Normalkollektiv 0,93 0,93 0,93 0,50

Benigne Erkrankungen:

- gastrointestinal 0,51 0,51 0,51 -0,05

- gynékologisch 0,49 0,49 0,49 0,31

Magenkarzinome 0,77 0,85 0,33 -0,10 -

Ovarialkarzinome 0,99 0,80 0,93 0,51
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Storeinfliisse

Eine Beeinflussung der Werte durch Humane Anti-
Maus-Antikorper (HAMA) konnte nach Zugabe von
HAMA positiven Serum zo Normalserum (bis Normal-
serum: HAMA pos. Serum = 1:2, HAMA-Faktor des
pos. Serumns = 118 bzw. 80) in aufsteigender Konzen-
tration nicht festgestellt werden.

Werteverteilung

Die Verteilung der EinzelmefRwerte ist anhand von
Punktewolken dargestellt (Magenkarzinome; Ova-
rialkarzinome: seros; Ovarialkarzinome: muzinos
(Abb. 3). Hier fallt auf, daf3 die EIA-Werte (CC) im
unteren Bereich deutlich niedriger als dic RIA-Werte
(CI) liegen.
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Abb. 3a-c. Verteilung der EinzelmeBwerte beim
Magenkarzinom (a), beim serésen Ovarialkarzinom (b)
und beim muzindsen Ovarialkarzinom (c).
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Spezifitat

Die cut off-Werte zur Buechnung, s der Sensitivitiit ba-
sicren auf der Forderung nach einer Spezifitit von 95
% gegeniiber den dlfk,reuua](lménostm h relevanten
bonwncn Erkrankungen. Die Grenzwerte bei Patien-
ten mit benignen gastrointestinalen Erkrankungen

betragen fiic den CA 72-4 IRMA (CI) 4,4 U/ml und.

4,6 U/ml fiir den CA 72-4 EIA (CC). Dagegen sind
die cut off-Wertc bei Patientinnen mit benignen gy-
nikologischen Erkrankungen auffallend diskr epant.
Sie l)etr.l‘rcn fiir den CA 72-4 IRMA (Cl) 3,2 U/ml
und le(llé,ll(‘ll 0.8 U/ml fiir den CA 72-4 EJA (CC).

Sensitivitédt

In der Tabelle (Tabelle 2) sind bei einer 95 %igen
Spezifitit gegeniiber den differ cntmldmgnostlsch re-
levanten b(,m«rm,n Kollektiven di¢ Sensitivititen fir
beide CA 72-4 Assays aufgezeigt. Es féllt auf, dafl
der CA 72-4 EIA (CC) beim’ Mafronkarﬂnom nur eine
Sensitivitit von 32 % ae«r(*nubel von 46 % des CA
72-4IRMA (CI) zum Zcitpuukt der Primérdiagnose
crreicht. Bei der Betrachtung aller Ovarialkarzinome
crhilt man fiir den CA 72-4 EIA (CC) eine Sensiti-
vitdt von 80 % gegeniiber von 68 % beim CA 72-4
IRMA (CI). Bei ausschlie8lich sertsen Ovarial-
karzinomen erreicht der CA 72-4 E]A (CC) cine Sen-
sitivitdt von 77 % gegeniiber 63 % beim CA 72-4
IRMA (CI), bei ausschlieBlich muzinésen eine Sen-
sitivitdt von 90 % gegeniiber von 80 % des CA 72-4
IRMA (CI).In Anbetracht der Fragestellung wurden
innerhalb der Patienten mit einem  Ovarialkarzinom
besonders viele muzinése Formen ausgewiihlt (25 %)
was gegeniiber der realistischen hleO]O"lSCheIl Ver-
tellunﬂ iiberreprisentiert ist (10-15 ‘/)) Neben die-
ser punkrue]len Betrachtung bei einer Spezifitét von
95 % zeigt sich, daf} bei den Patienten mit einem
\/la«renl\arzmom iiber den gesamten Spezifitits-

Senamvnatsberelch dem CA 72-4 lRMA (CI) und bei

Tabelle 2. Sensitivitit bei 95 %iger Speziﬁtét gegeniiber den
differentialdiagnostisch relevaten Kollektiven bei serésen und
muzindsen Ovarialkarzinomen und beim Magenkarzinom

Tumor cut off Ovarial-CA  Magen-CA
ben. ben. serés muzinds :

Marker gyn. gas. (n=30)(n=10) (n=90)
CA72-4 3,2 4,4 63 80 46
(RIA) U/mi .
CA72-4 0,8 4,6 77 90 - 32
(Roche) U/mi
CEA 2,3 94 30 70 14
(Imx) ng/mli .
CA 125 94,1 80 30
(RIA) U/mit

den Patientinnen mit einemn Ovarialkarzinom ab ci-
ner Spezifitdt von 85 % dem CA 72-4 EIA (CC) cin
besseres Diskriminanzvermagen zwischen benigner
und maligner Erkrankung zukummf Die receiver
operating “characteristic (RO() Kurven veranschau-

lichen diesc Ergebnisse (Abb. 4a, b).

CA 72-4-Verlaufe von progredienten Patienten

Exemplarisch wurden die Scren eines Patienten mit
Magen- und einer Patientin mit einem muzinisen
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Abb. 4a, b. Receiver operating characteristic (ROC)
Kurven. Ovarialkarzinom (a), Magenkarzinom (b) zum
Zeitpunkt der Primardiagnose.
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Abb. 5. Follow up eines Patienten mit progredientem
Krankheitsverlauf bei Magenkarzinom.

Ovarialkarzinom im Verlaul untersucht. Ein Anstieg
der CA 72-4 IRMA-Werte (CI) und progredienter kli-
nischer Befund beider Patienten war bekannt. Es zeigt
sich, daf} das CA 72-4 beider Assays bei beiden Pati-
enten nahezu zeitgleich aber nicht in gleichem Um-

fang ansteigt (Abb. 5).

Diskussion

Neben dem Testprinzip des CA 72-4 Eia (CC) ist die
Moglichkeit einer automatisierten, schnellen Proben-
bearbeitung hervorzuheben. Nach 1,5 Stunden liegt
das erste Testergebnis vor. Die enzymimmunologische
Untersuchung des CA 72-4 (CC) in der vorliegenden
automatischen Version stellt ein Verfahren mit gerin-
ger Imprazision dar.

Bei der Betrachtung des gesamten Wertebereichs
besteht eine gute Vergleichbarkeit mit dem CA 72-4
IRMA (CI) fiir das Gesamtkollektiv wie auch fiir das
Normalkollektiv. Nach Einschrankung auf einen nied-
rigeren Mef3bereich des IRMA (CI) erhilt man deut-
lich niedrigere Korrelationskoeffizienten. Beriicksich-
tigt man den gesamten Wertebereich des Kollektivs
der Patientinnen mit der histologisch gesicherten Dia-
gnosc cines Ovarialkarzinoms korrelieren beide Assays

ebenfalls in hohem Mafle. Eine geringere Korrelation

zeigen die CA 72-4-Werte der Patienten mit Magen-
karzinom. Es ist festzustellen, daf die Korrelation der
MeBwerte von ciner Diagnosegruppe zur anderen un-
terschiedlich gut ist (so z. B. beim Ovarialkarzinom
zum Teil deutlich besser als beim Magenkarzinom,
beim Normalkollektiv gut, hingegen bei den benignen
gyniikologischen und gastrointestinalen Erkrankun-
gen keineswegs zufricdenstellend). Zudem fillt der

Lab. med. 19: 203-209 (1995)

CA 72-4 EIA (CC) i Vergleich zum IRMA (CI) durch
scine niedrigere Wertlage it unteren Bereich auf.

Im Rahmen der klinischen Bewertung zeigt sich,
daf deutliche Unterschiede in der klinischen Wertig-
keit der beiden Methoden gegeben sind. Der CA 72-4
EIA (CC) zeigt cine um 15 % niedrigere Sensitivitiit
beim Magenkarzinom. Die beste Sensitivitiit weist die-
ser Assay chenfalls wie der IRMA (CI) bei muzinisen
Ovarialkarzinomen auf; er licgt dabei um mehr als
10 % héher. Dies bezieht sich nicht nur auf eine punk-
tuelle Betrachtung bei ciner Spezifitit von 95 %, son-
dern wird auch anhand der ROC-Kurven (und somit
anschaulich iiber den gesamten Mef8bereich) deutlich
und ist umso crstaunlicher, als in beiden Immuno-
assays die 2 Antikorper in_der gleichen Cateher/De-
tektor Konfiguration cingesetzt werden.

Dafiir konnten Veriinderungen in der Serummatrix
der jeweiligen Patientenseren (pH?, Stirgrifien?, aku-
te Phase-Proteine?, Komplexierung?) in Abhiingig-
keit von der jeweiligen Diagnose und in der Kombi-
nation mit dem jeweiligen Testsystem (Puffer?, Sub-
strat?) vorhanden sein [5].

Es ist wichtig darauf hinzuweisen, dafl jeder
Methodenwechsel als problematisch anzuschen ist.
Tumormarkerwerte sind nach eigenen Untersuchun-
gen zum Teil stark methodenabhingig, insbesondere
bei CEA-, CA 19-9- und CA 72-4-Bestiminungen. Mit
Kits verschiedener Hersteller konnen im gleichen Se-
rum vollig unterschiedliche Werte gemessen werden,
sogar dann, wenn es sich im Prinzip win dicselbe Me-
thode handelt. Eine Aussage ob ein Test hesser bzw.
schlechter ist als ein anderer kann damit nicht getrof-
fen werden. Daher ist die Angabe der durchgefiihrten
Methode eines Tumormarkertests von elementarer
Bedeutung. Bei einem Patienten empliehlt sich daher
der Einsatz derselben Methode, bei einemn Wechsel der
Methodik eine voriibergehende parallele Bestimmung
mit beiden Methoden [11]. Ein Methodenwechsel ist
grundsitzlich als problematisch anzusehen. Dic Er-
gebnisse unserer Untersuchung weisen auf cine klini-
sche Bedeutung des CA 72-4 Deiin Ovarialkarzinom
hin. Es werden weitere Untersuchungen an griReren
Kollektiven nétig sein, um die klinische Wertigkeit des
CA 72-4 beim Ovarialkarzinom zu kliren.
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