Ubersicht | Review article

Herausforderungen an die Planung und Durchfiihrung
von Diagnosestudien mit molekularen Biomarkern

Challenges in planning and conducting diagnostic studies with
molecular biomarkers

Autoren

Institut

Medizinisches Publizieren

Schliisselwérter

© Biomarker

C Diagnosestudie

© Molekulare Diagnostik
C stichprobenverzerrung
© validierung

© Variationskoeffizient
 Verifikationsverzerrung

Keywords

© biomarker

© coefficient of variation
C diagnosis study

© molecular diagnostics
© sample selection bias
C validation

© verification bias

eingereicht 05.10.2012
akzeptiert 11.10.2012

Bibliografie

DOI 10.1055/s-0032-1327406
Dtsch Med Wochenschr 2013;
138: e2-e13 - © Georg Thieme
Verlag KG - Stuttgart - New York
-ISSN 0012-0472

Korrespondenz
Univ.-Prof. Dr. Andreas Ziegler
Institut fir Medizinische
Biometrie und Statistik,
Universitat zu Libeck,
Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein,
Campus Liibeck, Liibeck
Maria-Goeppert-Str. 1
23562 Liibeck

Tel. 0451/500-2789

Fax 0451/500-2999
eMail ziegler@
imbs.uni-luebeck.de

A. Ziegler' -2 L.R. Kénig' P. Schulz-Knappe-

1 Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik, Universitit zu Liibeck,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, Liibeck
2 Zentrum fiir Klinische Studien Liibeck, Universitit zu Liibeck, Liibeck

3 Protagen AG, Dortmund

Zusammenfassung

v

Die Bedeutung von Biomarkern fiir die persona-
lisierte Medizin wachst stetig, und Biomarker
finden ihre Anwendung im Bereich der Diagnose,
Prognose sowie der Auswabhl zielgerichteter The-
rapien. In vielen Biomarkerstudien werden in-
zwischen molekulare Biomarker verwendet, die
sich bei -omics Experimenten gegen eine Viel-
zahl anderer Kandidaten durchgesetzt haben.
Die Intensititen, z.B. Proteinkonzentrationen,
werden typischerweise zwischen zwei oder
mehr Gruppen verglichen, um die diagnostische
Wertigkeit eines molekularen Biomarkers zu be-
stimmen. Verschiedene prospektive oder retros-
pektive Studiendesigns konnen fiir molekulare
Biomarke: e2-e13rstudien gewdhlt werden, und
der Biomarker kann entweder durch eine einzel-
ne Messung oder eine Kombination verschiede-
ner Messungen, also ein Biomarkerprofil, gemes-
sen werden. In dieser Arbeit werden die metho-
dischen Herausforderungen an die Planung und
Durchfiithrung von diagnostischen Studien mit
molekularen Biomarkern betrachtet. Zundchst
werden die Grade der Evidenz von Diagnosestu-

dien betrachtet. AnschliefSend werden die damit
eng verbundenen verschiedenen Phasen von Dia-
gnosestudien fiir Biomarker skizziert und die
unterschiedlichen Studiendesigns diskutiert. Ins-
besondere unterscheidet sich die Auswahl der
Personen je nach Phase der molekularen Bio-
markerstudie wesentlich. Anhand von Beispielen
sowie zweier systematischer Ubersichten aus
der Literatur werden die typischen Verzerrungs-
quellen molekularer Diagnosestudien illustriert
und ihre Relevanz fiir Anwendungen diskutiert.
Insbesondere werden die extreme Auswahl von
Patienten und Kontrollen sowie die Verifikati-
onsverzerrung betrachtet. Bei der Validierung
molekularer Biomarker spielt die Variabilitdt der
Biomarker-Messung, iiblicherweise ausgedriickt
als Variationskoeffizient, eine groRe Rolle. Es
wird abschlieBend aufgezeigt, dass die erforder-
liche Fallzahl zur Validierung von Biomarkern
quadratisch mit dem Variationskoeffizienten,
also der Variabilitit der Biomarkermessung,
steigt. Die Konsequenz dieser Eigenschaft wird
anhand von Realdaten verschiedener Labortech-
niken erldutert.

Einleitung
v

Biomarker werden in der Wissenschaft und Me-
dizin zurzeit sehr intensiv beforscht. Die Nut-
zung biologischer Marker als Konzept ist natfir-
lich schon Jahrtausende alt. Schon in der Antike
nutzten Arzte Biomarker fiir die Diagnose von
Erkrankungen. Das bekannteste Beispiel ist wohl
die Urinuntersuchung, die bereits bei Galen im
zweiten Jahrhundert nach Christus beschrieben
wird. Im Mittelalter war dies die Harnschau
(Uroskopie), die bei Arzten als quasi unfehlbare
diagnostische Methode fast aller Krankheiten
galt. Ein Teil dieser Indikatoren wird auch heute
noch verwendet, wie z.B. Glukose im Urin als

Hinweis auf einen Diabetes mellitus. Gleichzeitig
wird nicht mehr nur Urin als Biomarker genutzt,
und entsprechend war die Entwicklung sehr all-
gemeiner Definitionen notwendig [1, 2].

Definition

Die hdufigste Definition fiir Biomarker ist nach
Gallo et al. [2] die folgende: ,Ein Biomarker ist
eine Substanz oder biologische Struktur, die im
menschlichen Korper gemessen werden kann,
und die die Inzidenz oder das Resultat einer
Krankheit beeinflussen, erkldren oder vorhersa-
gen kann.“ Allerdings ist fraglich, ob die Formulie-



rung, dass der Biomarker im Kérper zu messen ist, eine sinnvolle
Einschrankung darstellt. Eine alternative Definition haben Gallo
et al. [2] ebenfalls gegeben, in der sie einen Biomarker definieren
»als eine Substanz, eine Struktur oder einen Prozess, der in Kor-
permaterial gemessen werden kann und mit gesundheitsbezoge-
nen Resultaten verbunden sein kann.“ Unserer Meinung nach ist
diese Definition zu allgemein. Die Definition des Biomarkers soll-
te vielmehr eine spezifische Assoziation mit der Gesundheit auf-
weisen oder mit einem klinischen Resultat verbunden sein [1].
Daher préferieren wir die Definition der ,Biomarkers Definitions
Working Group” [3] der National Institutes of Health, die wir wie
folgt tibersetzen: ,Ein Biomarker ist eine Charakteristik, die ob-
jektiv gemessen und evaluiert werden kann und als Indikator fiir
normale biologische Prozesse, pathogene Prozesse oder fiir phar-
makologische Reaktionen auf eine therapeutische Intervention
dient.“ Molekulare Biomarker sind speziell solche Biomarker, die
unter Verwendung molekularer Technologie, wie z.B. Genomik
oder Proteomik, oder Bildgebungstechniken entdeckt werden
konnen; fiir eine umfangreiche Definition s. Ziegler et al. [1].

Prognostische, diagnostische und

pradiktive Biomarker

Biomarker werden in allen Patienten-relevanten Bereichen ein-
gesetzt, also Diagnose, Prognose und Therapie. Wahrend prog-
nostische Biomarker den Krankheitsverlauf von Patienten vor-
hersagen, erlauben diagnostische Biomarker, die Erkrankung zu
bestimmen. Prddiktive Biomarker sind grundsdtzlich mit der
Behandlung eines Patienten verbunden. So ldsst sich mit pradik-
tiven Biomarkern zum Beispiel die Wahrscheinlichkeit fiir den
Behandlungserfolg mit einer bestimmten Behandlung abschat-
zen oder aber beispielsweise die Wahrscheinlichkeit fiir eine
bestimmte, schwere unerwiinschte Wirkung einer Behandlung.
Damit lasst sich die Auswahl der besten Behandlung eines Pati-
enten steuern.

Haufig wird im Zusammenhang mit pradiktiven Biomarkern der Be-
griff ,personalisierte Medizin“, aber auch der Ausdruck stratifizierte
Medizin verwendet. Dabei werden beide Begriffe in der Regel als die
Identifikation der optimalen Behandlung sowie die optimale Dosie-
rung und/oder das optimale Timing einer Behandlung in einer
Subgruppe von Patienten verstanden. Doch ist es sinnvoll, den
Term deutlich breiter zu fassen. Der Begriff sollte beispielsweise
auch 1. die Nichtverabreichung einer Behandlung aufgrund von un-
erwiinschten Wirkungen, 2. prdventive MaBnahmen oder 3. tat-
sdchlich die fiir eine einzelne Person maRgeschneiderte Behandlung
umfassen [1]. So kénnen z.B. beim Prostatakarzinom DNA-Biomar-
ker verwendet werden, um zu entscheiden, ob eine Phase der inten-
siven Beobachtung ohne Nachteil fiir den Patienten anstelle einer
unmittelbar zu beginnenden Tumortherapie gewdhlt werden kann.
Maéglicherweise ist dadurch nur dann eine radikale chirurgische In-
tervention mit anschlieBender Radiotherapie oder Chemotherapie
indiziert, wenn der Patient eine aggressive Form des Tumors hat [4].
In anderen Fillen fiihrt die Verwendung von Biomarkerprofilen
moglicherweise zu praventiven Interventionen, wie zum Beispiel
schon jetzt bei einigen Formen erblicher Tumoren. Dort kann das Er-
gebnis eines individuellen genetischen Tests die Entscheidungs-
grundlage fiir eine spezifische, manchmal duerst radikale Interven-
tion, wie z.B. praventiver Chirurgie sein [4].
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Tab.1 Evidenzgrade fiir diagnostische Methoden entsprechend §11, Abs.2
am 06.12.2012 [65].

Evidenzgrad  Kriterium

la Systematische Ubersichtsarbeiten von Studien
der Evidenzstufe | b

Ib Randomisierte kontrollierte Studien

Ic Andere Interventionsstudien

Ila Systematische Ubersichtsarbeiten von Studien zur
diagnostischen Testgenauigkeit der Evidenzstufe Il b

Ilb Querschnitts- und Kohortenstudien, aus denen sich alle
diagnostischen KenngréBen zur Testgenauigkeit (Sensitivi-
tat und Spezifitat, Wahrscheinlichkeitsverhéltnisse, positi-
ver und negativer pradiktiver Wert) berechnen lassen

m Andere Studien, aus denen sich die diagnostischen Kenn-
groRen zur Testgenauigkeit (Sensitivitdt und Spezifitdt,
Wahrscheinlichkeitsverhdltnisse) berechnen lassen

v Assoziationsbeobachtungen, pathophysiologische Uberle-

gungen, deskriptive Darstellungen, Einzelfallberichte, u.a.;
nicht mit Studien belegte Meinungen anerkannter Exper-

tinnen und Experten, Berichte von Expertenkomitees und
Konsensuskonferenzen

Das ACCE-Modell

v

Doch wann ist ein Biomarker ein guter Biomarker? Entspre-

chend dem von dem US-amerikanischen Center of Disease Con-

trol (CDC) entwickelten ACCE-Modell wird ein Biomarker auf

insgesamt vier Kriterien hin tiberpriift [5]:

1. Analytical validity (analytische Validitdt),

2. Clinical validity (klinische Validitat),

3. Clinical utility (klinischer Nutzen) und

4. Ethical, legal, and social implications (ethische, rechtliche und
soziale Aspekte, auf deutsch kurz: ELSA).

Die analytische Validitat gibt an, wie hoch die technische Zuver-
ldssigkeit eines Biomarkers ist. In der entsprechenden Norm [6]
wird dabei zusdtzlich zwischen Genauigkeit, Richtigkeit und
Prazision unterschieden. Hier misst die Richtigkeit, ob der Mit-
telwert einer grof3en Serie von Versuchen nahe an dem theore-
tisch erwarteten Wert liegt. Prdzision hingegen betrachtet die
Variabilitdt der Messungen. Genauigkeit schlieRlich ist die Kom-
bination von Richtigkeit und Prazision.

Die klinische Validitdt gibt hingegen an, wie gut der Biomarker
eine Krankheit erkennen oder vorhersagen kann. In der Praxis
ldsst sich nicht fiir alle Biomarker ein einheitliches MaR festle-
gen, ab wann ein Biomarker als klinisch valide zu bezeichnen
ist. Dieses hdngt unter anderem davon ab, ob alternative Vor-
hersagemodelle verfiigbar sind, welches Ziel mit dem Biomarker
verfolgt wird und wie stark die Belastung durch das Krankheits-
bild wdre. Ohne addquate Behandlungsmoglichkeit ldsst sich der
Einsatz eines diagnostischen Biomarkers aber, unabhingig von
seiner Giite, nur selten rechtfertigen.

Die Beurteilung des klinischen Nutzens eines Biomarkers wird
ausfiihrlich im nachsten Abschnitt beschrieben. Das letzte Krite-
rium des ACCE-Modells schlieBlich bezieht sich auf ethische,
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Definition und Optimierung des analytischen Prozesses

in einen genauen, richtigen und prazisen Test

Klinischer Assay entdeckt die Krankheit; Entwicklung eines
ersten Algorithmus fiir einen Multimarker-Test
Validierung von Fritherkennungseigenschaften des
Biomarkers (des Biomarker-Sets); Entwicklung und/oder
Verfeinerung des Algorithmus fiir einen Multimarker-Test
Bestimmen der diagnostischen Genauigkeit (Sensitivitat,
Spezifitdt) in der Situation der klinischen Routine
Untersuchung der Wirksamkeit des Biomarkers

Ubliche Stichprobenumfinge

10-100
10-100

50-500

100-1000

200-1000

200-1000

Tab.2  Phasen diagnostischer oder prognostischer Biomarkerstudien. Nach [1].
Phase  Beschreibung Studienziel
la Entdeckung Identifikation vielversprechender Biomarker
Ib Entwicklung und Validierung
des Assays
Ic Retrospektive Validierung
n Retrospektive Verfeinerung
m Prospektive Untersuchung
IVa Randomisierte kontrollierte klinische
Studie im therapeutischen Setting
Vb Gesundheitsokonomische Studie

rechtliche und soziale Implikationen, die im Kontext mit dem
Einsatz eines Biomarkers auftreten kénnen, und wird detailliert
in der Literatur beschrieben, z.B. [7].

Evidenzgrade und Phasen diagnostischer Studien

v

Um die Anwendung eines Biomarkers in der Praxis rechtfertigen
zu konnen, muss die Beurteilung des klinischen Nutzens positiv
ausfallen, und dieses setzt sowohl eine hohe klinische Validitdt
als auch eine hohe analytische Validitdt voraus. Die Giite der kli-
nischen Validitdt wird dabei entscheidend von der Qualitit der
klinischen Studien beeinflusst.

Fiir Diagnosestudien hat der Gemeinsame Bundesausschuss die
in © Tab.1 dargelegten Evidenzstufen in seiner Verfahrensord-
nung zur Nutzenbewertung verbindlich festgelegt. Diese Evi-
denzgrade gelten gleichermaf3en auch fiir Methoden der Friih-
erkennung. Den hochsten Evidenzgrad haben randomisierte
Therapiestudien bzw. Meta-Analysen randomisierter Therapie-
studien. Doch wie passen Biomarker zum Zwecke der Diagnose
mit randomisierten Therapiestudien zusammen? Weiter oben
wurde dargelegt, dass das Resultat eines diagnostischen Bio-
markers einen Effekt auf die nachfolgenden Behandlungen ha-
ben sollte - der Biomarker also prddiktiv sein sollte. Entspre-
chend haben diagnostische Biomarker, die ihren Wert fiir den
praktischen Einsatz in einer oder mehreren randomisierten
Therapiestudien gezeigt haben und damit vom diagnostischen
zum prddiktiven Biomarker werden, den groéfSten klinischen
Nutzen.

Rein diagnostische Biomarker ab Grad II und niedriger, deren
Nutzen nicht im Zusammenhang mit Behandlungskonzepten
untersucht wurde, haben einen geringeren Evidenzgrad. Aller-
dings beeinflussen das verwendete Studiendesign und die me-
thodische Qualitdt der diagnostische(n) Studie(n) den Evidenz-
grad diagnostischer Studien erheblich. Die Studiendesigns, die
zum Einsatz kommen, hingen wiederum von der jeweiligen
Phase der Biomarker-Studie ab.

Im Wesentlichen kénnen vier Phasen fiir diagnostische und pro-
gnostische Biomarker voneinander unterschieden werden
(©Tab.2) [1, 8-12]. In Phase I geht es um technische und me-
thodische Voruntersuchungen. Hier wird die Frage gestellt, ob

Quantifizierung der Kostenwirksamkeit

Hangt stark von der GréRe des Risikos ab

der Biomarker prinzipiell als diagnostischer Test geeignet ist. Im
Regelfall wird in Phase I eine Fall-Kontroll-Studie mit Kranken
und Gesunden, hdufig mit extrem Kranken und eindeutig Ge-
sunden oder gar ,hypernormalen Personen* gewdhlt.

Diese Phase ldsst sich noch deutlich feiner unterteilen, da heute
mit den modernen Technologien an einer einzelnen Probe nicht
nur ein einzelner Biomarker, sondern gegebenenfalls mehrere
Millionen Biomarker gleichzeitig gemessen werden kénnen (Pha-
se a). Aus diesen vielen Messungen muss dann zundchst der rich-
tige bzw. die richtigen Biomarker ausgewdhlt werden. Diese
Hochdurchsatz-Technologien sind im Regelfall pro Einzelmolekiil
nicht so genau wie Messtechnologien, die auf einen einzelnen
Biomarker speziell zugeschnitten sind. Daher fdllt in diese Phase
im Regelfall auch die analytische Validitdt des Biomarkers, zum
Beispiel die Entwicklung eines speziellen Assays (Phase Ib).

Da die Hochdurchsatz-Technologien oft teuer sind, sind die Stich-
probenumfinge dieser initialen Studien hdufig gering. Bevor nun
deutlich kostenintensivere groRere Validierungsstudien durchge-
fiihrt werden, wird in der Regel mit Proben aus Biobanken der dia-
gnostische Wert eines neuen Biomarkers bzw. mehrerer diagnosti-
scher Biomarker ein erstes Mal {iberpriift (Phase Ic). Moglicherwei-
se ist eine Kombination von mehreren Biomarkern vielverspre-
chender als eine einzige Biomarkermessung. Wie sich die
verschiedenen Biomarker am besten in einer Multimarkerregel
kombinieren lassen, wird hdufig in derselben Phase mit aufwendi-
gen biostatistischen Verfahren, z.B. Verfahren des maschinellen
Lernens untersucht.

In Phase Il wird die Validitdt retrospektiv bei ausgewdhlten Per-
sonen {iberpriift. Hier wird der Frage nachgegangen, ob der Test
seinen Zweck erfiillt, z.B. die Erkrankung erkennen kann.

Phase Ill ist die kontrollierte diagnostische Studie, bei der unter-
sucht wird, wie prazise der Test im klinischen Alltag ist. Das Stu-
diendesign der Wahl ist hierfiir eine Kohortenstudie an sympto-
matischen Patienten. Ziel der Phase IV ist es schlieBlich, die
Wirksamkeit des Biomarkers zu zeigen. Im ersten Teil dieser
Phase wird dabei der Frage nachgegangen, wie der Test den kli-
nischen Verlauf beeinflusst. AnschlieRend werden Kosten-Nut-
zen-Untersuchungen angestellt. In unserer eigenen Praxis hat
sich gezeigt, dass eine etwas feingliedrigere Aufteilung der vier
Phasen, insbesondere in der frithen Phase I hilfreich ist [1].
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Tab.3

Prinzip Erlduterung

Zwei Stichproben von Personen
zur Schatzung der Spezifitdt
Wohldefinierte Stichproben

Grundprinzipien von Validierungsstudien diagnostischer Biomarker. Nach Weinstein et al. [21].

Personen mit der Krankheit zur Schatzung der Sensitivitdt; Gruppe von Personen ohne die Krankheit

Unabhéngig vom Rekrutierungsschema Beschreibung der Charakteristika der Personen

(z.B. Alter, Geschlecht, Krankheitsstadium, Komorbiditdten)

Wohldefinierter diagnostischer Test
Goldstandard / Referenzstandard
Stichprobe von Untersuchern
Verblindete Untersuchungen
Standardisiertes Berichten der
Ergebnisse

Methodische Grundprinzipien von Validierungs-
studien diagnostischer Biomarker

v

Phase-llI-Biomarkervalidierungsstudien haben als zentrales
Kennzeichen die prospektive konsekutive Rekrutierung von
symptomatischen Patienten, die dem iiblichen Patientenspekt-
rum entsprechen. Phase-IV-Validierungsstudien sind randomi-
sierte Therapiestudien. Hiufig werden ganz spezielle Studien-
designs [1, 13-19] verwendet, doch das wichtigste methodische
Element dieser Studien ist die Randomisierung. Doch weder die
Randomisierung noch die prospektive Rekrutierung allein ga-
rantieren eine hohe methodische Qualitit und damit letztend-
lich die Giiltigkeit einer Diagnosestudie. Viel mehr gilt fiir beide
Studientypen eine ganze Reihe methodischer Grundprinzipien.
Bei Phase-IV-Validierungsstudien sind dieses dieselben Grund-
prinzipien wie fiir alle klinisch-therapeutischen Studien [20].

Die Grundprinzipien diagnostischer Studien der Phasen I bis III
sind in © Tab.3 zusammengestellt [8, 21,22]. Werden diese me-
thodischen Prinzipien nicht eingehalten, kénnen die Schdtzun-
gen von Sensitivitdt und Spezifitdt, also der klinischen Validitat
des Biomarkers, erheblich verzerrt sein.

Wichtige Verzerrungsquellen von Validierungs-
studien diagnostischer Biomarker

v

Die Fehler in Studiendesigns, die zu Verzerrungen bei diagnosti-
schen Studien fiithren kénnen, sind vielfaltig. Betrachten wir, im
Sinne eines Kochrezepts, die ,Zutaten“ einer Diagnosestudie,
dann werden zundchst einmal Personen bendtigt, die an der
Studie teilnehmen. Entsprechend ist eine der wichtigsten Stor-
quellen die Verzerrung, die durch eine selektive Auswahl oder
die Teilnahmebereitschaft entstehen kann.

Als ndchstes ist ein Indextest (= der ausgewdhlte zu testende
Biomarker) erforderlich, und im Labor konnen zufillig oder
auch systematisch Fehler auftreten. Dariiber hinaus wird ein Re-
ferenzstandard zum Vergleich mit dem neuen Test benétigt.
Und auch hier gibt es eine Reihe von Fehlerquellen; die relevan-
ten werden weiter unten beschrieben. Ein Beispiel fiir das Zu-
sammenspiel von Index- und Referenztest ist der Nachweis von
zyklisch citrullinierten Peptiden (Anti-CCP-Ak) bei der rheuma-
toiden Arthritis [23]. Als Indextest zum Nachweis von Anti-CCP-
Antikorpern dient ein ELISA der dritten Generation; als Refe-
renzstandard werden in der Regel die Klassifikationskriterien
des American College of Rheumatology verwendet.

Prazise eindeutige Definition des diagnostischen Tests; Anwendung in gleicher Weise bei allen Studienteilnehmern
Bestimmung des wahren Krankheitsstatus jedes Studienteilnehmers durch einen perfekten oder fast perfekten Standard
Benotigt der Test gelibte Beurteiler, werden zwei oder mehr Beurteiler benétigt

Erhebung von Goldstandard/Referenzstandard und diagnostischem Test unabhdngig voneinander und verblindet
Studienergebnisse sollten entsprechend Empfehlungen fiir Studien zur diagnostischen Genauigkeit publiziert werden

Wichtig fiir die Beurteilung von Tests zur diagnostischen Genau-
igkeit ist, dass es moglicherweise eine Wechselwirkung zwi-
schen dem Indextest und dem Referenzstandard geben kann. So
kénnen die beiden Tests z.B. zu so verschiedenen Zeitpunkten
gemessen werden, dass sich in der Zwischenzeit der wahre Zu-
stand verdndert haben kann. Oder die Kenntnis des Ergebnisses
des einen Tests beeinflusst in irgendeiner Weise das Vorgehen
fiir den anderen Test oder, selbst bei identischer Vorgehenswei-
se, dessen Ergebnis. Auch bei der Beurteilung der Tests selbst be-
steht die Moglichkeit, Fehler zu begehen.

Am Ende der Studiendurchfiihrung werden die Daten analysiert.
Hier stellt sich beispielsweise die Frage, wie mit fehlenden oder
nicht interpretierbaren Testergebnissen umgegangen wird.
SchlieRlich sollte eine Diagnosestudie auch nachvollziehbar pu-
bliziert werden. Entsprechende Fehler lassen sich vermeiden,
indem die Verdffentlichung gemdff dem STARD-Statement
(Standards for the Reporting of Diagnostic Accuracy Studies) er-
stellt wird [24].

Die oben beschriebenen wichtigen Verzerrungsquellen sind in
© Tab.4 zusammengefasst, und eine ausfiihrliche Diskussion
findet sich in den Referenzen [21, 25-29].

Verzerrung auf der Ebene von Personen in der Studie
v

C Tab.4 listet als erstes die Stichprobenverzerrung, weil die
nicht reprdsentative Auswahl die wichtigste Stérquelle {iber-
haupt ist. Die Moglichkeiten dieser sogenannten Auswahlver-
zerrung sind vielfaltig [28, 30,31], und eine lidngere Liste von
Rekrutierungsproblemen, die zu dieser Verzerrung fiihren kon-
nen, sind im Kasten dargestellt; die ersten drei dort dargestell-
ten Punkte werden in der Regel unter dem englischen Begriff
»Spectrum composition bias“ zusammengefasst.

Auswahlverzerrung

Dass die Auswahlverzerrung die Verzerrungsquelle mit dem
grofSten Einfluss auf die Schdtzungen von Sensitivitdt und Spezi-
fitdt in Validierungsstudien mit Biomarkern ist, wurde in meh-
reren systematischen Ubersichtsarbeiten gezeigt [25-27, 32].
© Abb.1 fasst die Resultate dieser Veréffentlichungen zusam-
men. Dort wird dargestellt, wie sich die Genauigkeitsschitzun-
gen, ausgedriickt als Chancenverhaltnis (Odds Ratio), dndern,
wenn ein bestimmtes Element des methodischen Studien-
designs nicht vorhanden ist im Vergleich mit seinem Vorhan-
densein. Ist das relative diagnostische Chancenverhadltnis grofSer
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Tab.4  Wichtige Storquellen von Validierungsstudien diagnostischer Biomarker; in Anlehnung an Ref. [21].

Verzerrung Erlduterung

Stichprobenverzerrung

Partielle Verifikationsverzerrung
Differentielle Verifikationsverzerrung
Krankheitsverlaufsverzerrung
Einschlussverzerrung

(Incorporation bias) standards ist
Test-Beurteilungsverzerrung
Referenzstandard-Beurteilungsverzerrung

Klinische Beurteilungsverzerrung

Griinde fiir eine Auswahlverzerrung

» Die Kontrollgruppe besteht aus extrem Gesunden (hyper-
normal controls).

» Es werden Fdlle mit eingeschranktem Krankheitsspektrum
eingeschlossen, z.B. durchweg schwere Fille (selection for
symptoms; severe cases);

» in der gleichen Weise kann sich die Zuweisung von Personen
in die Studie von der Zuweisung von Personen in der Praxis
unterscheiden; beispielsweise unterscheidet sich das Patien-
tenspektrum in der Notaufnahme von dem in einer Tageskli-
nik.

» Personen werden in Abhdngigkeit des Ergebnisses des In-
dextests in die Studie eingeschlossen (referral for index test
bias); diese Verzerrung ist nicht identisch mit der Verifika-
tionsverzerrung; bei der Verifikationsverzerrung wird
nicht bei allen Studienpatienten der Referenzstandard er-
hoben;

» Gesunde kommen nicht zur Nachbeobachtung, und die Da-
ten fehlen entsprechend (loss to follow-up bias).

» Nur ein eingeschrankter Kreis von Personen nimmt an der
Studie teil; beispielsweise nur Personen mit gesicherter Dia-
gnose (participation bias, auch self-selection bias).

» Es werden nur Personen eingeschlossen, bei denen bestimm-
te Voruntersuchungen vorliegen (limited challenge bias).

» Es werden nur Personen eingeschlossen, bei denen be-
stimmte Vordiagnosen vorliegen (increased challenge bias).

» Es werden nur Personen eingeschlossen, die bestimmte Un-
tersuchung ,durchhalten” bzw. , geeignet sind“ (study exa-
mination bias).

als 1, bedeutet dieses, dass Studien mit diesem Defizit im Studi-
endesign zu groReren Genauigkeitsschdtzungen fiihren als Stu-
dien, die diesen Mangel nicht haben [27]. Entsprechend wird die
Genauigkeit des Biomarkers durch die Verzerrung {iberschatzt.

Werden extrem kranke Félle mit gesunden Kontrollen vergli-
chen, wird die diagnostische Genauigkeit im Durchschnitt um
etwa das Fiinffache iiberschdtzt. Das klassische Beispiel hierfiir
ist die Geschichte des carcinoembryonalen Antigens (CEA) [33]
zur Diagnose des kolorektalen Karzinoms. In einer Fall-Kontroll-
Studie, in die nur Patienten mit einem bekannten fortgeschritte-
nen kolorektalen Karzinom oder Rektumkarzinom eingeschlos-
sen wurden, war der CEA-Wert bei 35 der 36 Patienten erhoht.
Die CEA-Werte waren deutlich niedriger bei gesunden Kontrol-
len [34]. In Nachfolgestudien wurden Patienten mit deutlich
niedrigeren Krankheitsstadien des kolorektalen Karzinoms ein-

Die Personen sind nicht reprasentativ flr Personen, die den Test erhalten

Nur bei einem ausgewahlten Teil der Personen, also nicht bei allen, wird der Referenzstandard erhoben
Verwendung verschiedener Referenzstandards, und zwar in Abhdngigkeit des Testergebnisses

Die Zeit zwischen Referenzstandard und Indextest ist so lang, dass sich die Krankheitsbedingungen andern
Referenzstandard und Indextest sind nicht unabhangig voneinander, z.B. wenn der Indextest Teil des Referenz-

Der Indextest wird in Kenntnis des Ergebnisses des Referenzstandards beurteilt
Der Referenzstandard wird in Kenntnis des Ergebnisses des Indextests beurteilt
Der Indextest wird unter Verwendung klinischer Daten beurteilt, die in der Routine nicht verfiigbar sind

Charakteristik der Studie | ..« 1si:t tberschitzt Referenz
Schwere Falle/gesunde Kontrollen } L
Andere Fall-Kontroll-Designs ] L
Irgendein Fall-Kontroll-Design P R
Nicht konsekutiv For] R
Nicht konsekutiv v L
Keine Zufallsstichprobe B R
Auswahl aufgrund Indextest ] R
Retrospektiv b R
Retrospektiv || L
Differentielle Verifikation — R
Differentielle Verifikation p—— L
Unverblindet | R
Post-hoc-Definition des I — R

Schwellenwerts

0 1 2 3 4 5 6

Relatives diagnostisches
Chancenverhaltnis

Abb.1 Einfluss verschiedener Charakteristika des Studiendesigns auf die
Schatzungen der diagnostischen Genauigkeit, berichtet von Lijmer et al.
(bezeichnet mit Referenz L) [26] bzw. Rutjes et al. (bezeichnet mit Refe-
renz R) [27].

geschlossen, und die Genauigkeit des CEA-Tests sank drastisch
(z.B. [35]). Konsequenterweise wurde der CEA-Tests sowohl fiir
die Neudiagnose als auch das Screening aus der klinischen Rou-
tine verbannt [33].

Dass die Unterschiede in den Genauigkeitsschdtzungen tatsdach-
lich sehr grof3 sein kénnen, zeigt eine Arbeit von Lachs et al. [36]
zur Untersuchung von Harnwegsinfektionen durch Leukozyten-
Esterase und bakterielles Nitrit mit einem Teststreifen. In die
Studie wurden konsekutiv 366 erwachsene Patienten einge-
schlossen. Bei den 107 Patienten, die aufgrund klinischer Zei-
chen und Symptome eine hohe a priori Wahrscheinlichkeit fiir
eine Harnwegsinfektion hatten, betrug die Sensitivitdt des Tests
mit dem Teststreifen 92% bei einer Spezifitdt von 42%. Hingegen
war die Sensitivitdt bei den 259 Patienten mit niedriger a priori
Wabhrscheinlichkeit fiir eine Harnwegsinfektion mit 56% gering,
und die Spezifitdt betrug hier 78%. Die Zusammensetzung der
Patientengruppen hat hier also eine vollstindige Verdnderung
der Eigenschaften des Biomarker-Tests zur Folge.

Werden Fall-Kontroll-Studiendesigns verwendet, bei denen
nicht extrem kranke Patienten eingeschlossen werden, ist die
Verzerrung nicht so ausgepragt wie bei der Verwendung extre-
mer Patienten- und Probandengruppen. Insgesamt aber muss
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man dennoch bei der Verwendung von Fall-Kontroll-Studien
mit sehr optimistischen Ergebnissen rechnen, und zwar mit ei-
ner Uberschitzung der diagnostischen Genauigkeit um etwa den
Faktor drei.

In der Literatur gibt es viele weitere Beispiele, wie die Auswahl
der Studiengruppe zu einer Verzerrung der Ergebnisse fithren
kann, selbst wenn es sich nicht um Fall-Kontroll-Studien, son-
dern um prospektive Studien handelt. So wurde z.B. in einer
prospektiven Studie, bei der Féten zwischen der 11. und der 14.
Schwangerschaftswoche mit Ultraschall untersucht wurden, der
diagnostische Wert des Fehlens des Nasenbeins als ein Hinweis
auf eine chromosomale Anomalie analysiert, und die Sensitivi-
tdt des Tests wurde mit 69% angegeben [37]. Allerdings wurden
die Auswertungen auf die Féten beschrankt, die eine Trisomie
21 aufwiesen (© Abb.2) - auch der Titel der Arbeit beschrinkte
sich auf diese Fehlbildung. Dabei lassen sich mit der Chorionzot-
tenbiopsie - diese war der Referenzstandard in [37] - oder der
Amniozentese auch andere chromosomale Anomalien entde-
cken. Insgesamt wurden so 295 Foten ausgeschlossen; bei den
ausgeschlossenen Foten betrug die Sensitivitdt aber nur 32%.
Und damit ist der Test zum Entdecken chromosomaler Anomali-
en genau so gut wie ein Miinzwurf, denn die Sensitivitdt bei Be-
riicksichtigung aller Foten betrigt nur 52% ( © Abb.2).

a Chromosomale Anomalie b Chromosomale Anomalie

Nasenbein Ja Nein Nasenbein Ja Nein
nicht vorhanden 229 129 nicht vorhanden 324 129
vorhanden 104 5094 vorhanden 304 5094

Abb.2 Auswahlverzerrung. a) Beobachtete Haufigkeiten, wenn nur Foten
mit Trisomie 21 eingeschlossen werden. b) Beobachtete Haufigkeiten,
wenn alle Féten mit chromosomalen Anomalien bertcksichtigt werden.

Konsekutive Rekrutierung von Studienteilnehmern
Werden Personen nicht konsekutiv, also unmittelbar aufeinander-
folgend, in eine Studie eingeschlossen, ist nicht eindeutig klar, ob
eine Verzerrung zu erwarten ist (& Abb.1). Wenn mit der Rekru-
tierung eine selektive Auswahl in die Studie verbunden ist, wird
die nicht konsekutive Rekrutierung zu einer Verzerrung fiihren. In
anderen Fillen ist dieses nicht unbedingt zu erwarten. Wichtig ist
allerdings festzuhalten, dass bei einer nicht konsekutiven Rekrutie-
rung eine Verzerrung nicht ausgeschlossen werden kann und diese
méglicherweise sogar recht groR ist. Uberraschenderweise kann
diese Verzerrung auch dann auftreten, wenn die Personen zufillig
ausgewihlt werden (© Abb.1), da auch hier keine konsekutive Rei-
he von Personen vorliegt.

Retrospektive Studie versus prospektive Studie

Bei Biomarkerstudien sind die Begriffe ,prospektiv* und ,retro-
spektiv“ nicht einheitlich definiert. Allgemein erwartet man bei
einer prospektiven Studie, dass samtliche Untersuchungen zu-
ndchst geplant und dann durchgefiihrt werden. Dieses schlief3t
insbesondere die Rekrutierung von Patienten erst nach Ab-
schluss der Planung ein. Bei Studien wird jedoch hdufig zum ei-
nen auf bereits durchgefiihrte randomisierte Therapiestudien,
zum anderen auf prospektiv gesammelte Bioproben zuriickge-
griffen. Hier werden dann prospektiv Hypothesen zu spezifi-
schen Biomarkern gestellt und auch prospektiv an vorhande-
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nem Biomaterial iberpriift. Ein Vorteil dieser Form der Studien-
durchfiihrung ist, dass das Probenmaterial im Regelfall entspre-
chend einem hohen Qualitdtsstandard mit einem strikten
Protokoll gewonnen werden kann. Allerdings ist der Zeitpunkt,
wann das Biomaterial gewonnen wird und welche Art des Bio-
materials vorliegt, in einer Biobank sehr eingeschrankt. So kann
eine Biobank ungeeignet sein, wenn Proteine oder Metaboliten
betrachtet werden. Deren Konzentrationen kann sich sehr
schnell dndern, so dass ein spezifischer Abnahmepunkt der Pro-
be sowie ein definierter Messpunkt relevant sein kann; fiir eine
ausfiihrliche Diskussion siehe [17,38]. Das Biomaterial muss
hier also auf einen Zeitpunkt genau verfiigbar sein, und dieses
Problem tritt bei einer prospektiven Rekrutierung nicht auf. Al-
lerdings ist der Zeitpunkt der Biomarkermessung in anderen
Fillen unproblematisch, wie z.B. bei der Bestimmung von gene-
tischen Markern, also DNA-Markern, da diese lebenslang kons-
tant sind.

Im Gegensatz zu prospektiven Studien sind retrospektive Studi-
en solche, bei denen sowohl die Personen schon rekrutiert als
auch die Biomarkermessungen schon durchgefiihrt sind. Dieser
Ansatz wird hdufiger im Bereich der Genetik verwendet, wo die
Daten verschiedener sogenannter genomweiter Assoziations-
studien fiir die Bestdtigung eines neuen Biomarkerbefundes
verwendet werden. Diese Form der retrospektiven Studie wird
dann in der Regel als ,In-silico-Replikation“ bezeichnet.

In der Regel werden prospektive Studien zu einer geringeren
Verzerrung fiihren als retrospektive Studien. Doch das gilt nicht
immer [38], und es gibt wenige Situationen, in denen eine retro-
spektive Studie besser sein kann als eine prospektive Studie.
Zwei offensichtliche Aspekte, die zur Verwendung retrospekti-
ver Studien fiihren, sind der hohe Zeitaufwand und die Kosten
fiir eine prospektiv geplante Studie. Da auf der anderen Seite die
prospektive Studie standardisiert durchgefiihrt wird, kann eine
einheitliche Qualitatskontrolle aller Daten erfolgen, was im Nor-
malfall zu einer héheren Validitdt der Studie fiihrt. Bei einer du-
Berst gut gefiihrten Biobank sind diese Aspekte in der Regel al-
lerdings auch erfiillt. Hingegen kann es bei prospektiven Studi-
en auch zu Verzerrungen kommen. So ist das Prinzip der Beob-
achtungs- und Behandlungsgleichheit verletzt, wenn die
behandelnden oder anderweitig beteiligten Arzte das Ergebnis
eines Tests kennen und die Kenntnis des Testergebnisses ihr
Handeln in irgendeiner Form beeinflusst. Dennoch muss bei ret-
rospektiven Studien immer wieder hinterfragt werden, ob die
Daten {iberhaupt vollstdndig sind, standardisiert erfasst wur-
den, die Messungen an den richtigen Zeitpunkten stattgefunden
haben und dass es nicht doch zu einer Auswahlverzerrung ge-
kommen ist.

Zusammengefasst sind prospektive Studien fast immer retros-
pektiven Studien {iberlegen. Dieses wird auch durch die syste-
matische Ubersicht von Rutjes et al. [27] bestitigt, die zeigen,
dass Studien, in denen die Datensammlung retrospektiv erfolg-
te, die diagnostische Genauigkeit der Tests um 60% tiberschdtz-
ten.

Auswahl aufgrund des Indextests

Eine {iberraschende Tendenz fiir eine Verzerrung zeigt sich,
wenn bewusst Personen in Abhdngigkeit des Ergebnisses des In-
dextests in die Studie rekrutiert werden. Knotterus und Muris
[38] haben diese Verzerrungsmoglichkeit detailliert beschrie-
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a Referenzstandard b Referenzstandard Abb.3 Partielle Verifikationsverzerrung a) Beob-
" - . " - achtete Haufigkeit b) Korrigierte Haufigkeit
Indextest Positiv Negativ Korrektur fiir Indextest  Positiv Negativ
Verifikations-Verzerrung
Positiv 80 10 Positiv 80 10
Negativ 20 40 Negativ 20+60=80 40+120=160

ben. So kénnen beispielsweise bevorzugt Personen mit klarer
Symptomatik oder gar einer Reihe Ergebnissen wenig zuverlas-
siger Tests, mit widerspriichlichen Testergebnissen, oder gar mit
einem positiven Ergebnis im Indextest eingeschlossen werden.
Diese Patienten mit klaren Symptomen, aber moglicherweise ei-
ner anderen Differentialdiagnose, sind im Allgemeinen sehr
schwierig zu beurteilen, so dass es zu einer Abnahme der Rich-
tigkeit der Einschdtzung kommen kann. Entsprechend fiihrt die-
ses Vorgehen tendenziell zu einer Unterschdtzung der Genauig-
keit (© Abb.1) [27].

Verzerrung auf der Ebene der Tests

v

Die Entscheidung, welches Verfahren als Referenzstandard ge-
eignet ist, ist in manchen Anwendungen duBerst schwierig.
Selbstverstdndlich sollte der Referenzstandard perfekt oder fast
perfekt sein. Doch selbst erfahrene Pathologen oder Radiologen
sind nicht unfehlbar. In einigen diagnostischen Problemen ist
ein Referenzstandard nicht einmal verfiigbar, wie bei der Epi-
lepsie, oder die Anwendung des Referenzstandards ist aufgrund
seines hohen Risikopotentials unethisch. Doch auch in diesen
Situationen kann die Ahnlichkeit der Biomarkermessung mit
den Resultaten anderer Tests berichtet werden, und es kénnen
auch hier Sensitivitdt und Spezifitit bestimmt werden. Dieses
ist immer noch besser, als Patienten einfach von Studien auszu-
schlief3en.

Verifikationsverzerrung

Neben der selektiven Auswahl von Kranken und Gesunden fiir
die Studie ist die Verifikationsverzerrung die zweite wichtige
Storquelle. Im Englischen werden hierfiir synonym neben ,veri-
fication bias* die Begriffe ,work-up bias“, ,referral bias“ oder
»ascertainment bias“ verwendet. Speziell unterscheidet man
zwischen partieller Verifikationsverzerrung, bei der der Refe-
renzstandard nur bei einem Teil der Studienteilnehmer ange-
wendet wird, und differentieller Verifikationsverzerrung. Bei
der differentiellen Verifikationsverzerrung werden verschiede-
ne Referenzstandards verwendet, und zwar in Abhdngigkeit des
Ergebnisses des Indextests, hier also des Biomarkers. Diese Form
der Verzerrung ist im Englischen nicht nur unter dem Begriff
wdifferential verification bias“ bekannt, sondern auch unter der
Bezeichnung ,double gold standard bias“ bzw. ,double reference
standard bias*“.

Differentielle Verifikations-Verzerrung fiihrt zu einer deutli-
chen Uberschitzung der Studienergebnisse (© Abb.1). Hiufig
tritt dieses Phanomen auf, wenn der Referenzstandard in ir-
gendeiner Form invasiv, z.B. mit einer Operation verbunden ist.
Die invasive Diagnostik wird dann nur bei Test-Positiven durch-
gefiihrt. Ein anderer Referenzstandard, wie z.B. die klinische
Nachbeobachtung bei Personen mit negativem Testergebnis
wird dann bei Test-Negativen verwendet.

Ein Beispiel hierfiir ist die Diagnosestudie zur Lungenembolie
[39], bei der die Lungenperfusions-/-ventilationsszintigraphie
als diagnostischer Test eingesetzt wurde. Der Referenzstandard
ist die radiologische Betrachtung der Lungenarterie, die aller-
dings mit groRerer Wahrscheinlichkeit durchgefiihrt wird,
wenn die Szintigraphie positiv ausfdllt. Hingegen wird bei Per-
sonen mit negativem Ergebnis der Szintigraphie einfach eine
klinische Nachbeobachtung durchgefiihrt.

Genau wie die differentielle Verifikationsverzerrung kann auch
die partielle Verifikationsverzerrung zu erheblichen Verzerrun-
gen fiihren. Allerdings ist dieses Phdnomen in der Praxis nicht
so stark ausgeprdgt; detaillierte Beschreibungen des Phanomens
geben Referenzen [40, 41].

Zur Illustration dient hier das fiktive in © Abb.3 gegebene Bei-
spiel; reale Beispiele geben z.B. [40-44]. Gehen wir davon aus,
dass bei negativem Indextest nur in einem Viertel der Félle auch
der Referenztest durchgefiihrt wird, hingegen alle Personen mit
positivem Indextest den Referenztest erhalten. Weiterhin gehen
wir davon aus, dass in der Studie die in © Abb.3a dargestellten
Hdufigkeiten beobachtet wurden. Zur Berechnung der Sensitivi-
tdt werden nur die Personen mit positivem Referenzstandard
benotigt. Werden die beobachteten Hdufigkeiten hierfiir heran-
gezogen, betragt die Sensitivitdt 80% [= 80/(80 + 20)]. Gleichzei-
tig betragt die Spezifitat, fiir die nur die Studienteilnehmer mit
negativem Ergebnis des Referenzstandards verwendet werden,
ebenfalls 80% [= 40/(40 + 10)].

Da allerdings der Referenzstandard nur bei einem Viertel aller
Biomarker-Test-Negativen, also Indextest-Negativen angewen-
det wurde, miissten fiir eine korrekte Berechnung von Sensitivi-
tat und Spezifitat die Haufigkeiten korrigiert werden. Die einfa-
che Hochrechnung ist in © Abb.3b dargestellt. Diese Tabelle
entsteht aus © Abb.3a, indem die Hiufigkeiten der Test-negati-
ven um den Faktor drei erh6ht werden. Mit diesen korrigierten
Zahlen erhdlt man nun fiir die Sensitivitdt nur noch einen Wert
von 50% [= 80/(80 + 80)] sowie fiir die Spezifitit einen Wert von
94,11% [= 160/(160 + 10)]. Das bedeutet, dass durch die partielle
Verifikationsverzerrung in der fiktiven Studie die Sensitivitdt
erheblich {iberschitzt, die Spezifitdt hingegen deutlich unter-
schdtzt wird. Gleichzeitig sinkt der Anteil der korrekt diagnosti-
zierten Studienteilnehmer von 80% [= (80 + 40)/(80 + 10 + 20 +
40)] auf 72,72% [= (80 + 160)/(80 + 10 + 80 + 160)]. Zur Korrek-
tur der partiellen Verifikationsverzerrung sind in der Literatur
zwei bekannte statistische Verfahren vorgeschlagen worden,
und sie firmieren unter den Bezeichnungen Begg-Greenes-Me-
thode [45] sowie Diamond-Methode [46].

In gleicher Weise fiihrt die Verwendung verschiedener Refe-
renzstandards, also die differentielle Verifikationsverzerrung,
zu einer 60%igen Uberschitzung der diagnostischen Genauigkeit
eines Tests im Vergleich zu Studien, die nur einen einzigen Refe-
renzstandard verwendet haben.
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Verblindung

Die offensichtlichste mogliche Fehlerquelle auf der Ebene der
Tests ist die fehlende Verblindung. Fehlt sie, muss mit einer
Uberschitzung der diagnostischen Genauigkeit gerechnet wer-
den. Die Verzerrung, die aus der fehlenden Verblindung ent-
steht, wird im Englischen ,review bias“ genannt. Selbstver-
standlich ist die Verblindung bei ,weichen* Zielkriterien, wie
klinischen Symptomen, relevanter als bei ,harten“ Endpunkten,
wie Biomarkermessungen im Labor, obwohl sich gerade Labor-
untersuchungen auf einfache Weise durch die geeignete Kodie-
rung der Proben verblinden lassen. Der Preis fiir die fehlende
Verblindung liegt im Durchschnitt bei einer etwa 30%igen Uber-
schitzung der diagnostischen Genauigkeit [27] (© Abb.1).

Goldstandard versus Referenzstandard

In den vorherigen Ausfiihrungen wurde immer direkt der Be-
griff Referenzstandard verwendet; dieses ist auch der Begriff,
der sich in einigen Richtlinien wiederfindet, zum Beispiel im
STARD-Statement [24]. In der Umgangssprache sowie der Lite-
ratur findet sich dartiber hinaus der Begriff des Goldstandards.
Der Goldstandard soll den wahren Krankheitszustand einer Per-
son widerspiegeln. Hingegen ist der Referenzstandard die beste
verfiighare Methode, um den Krankheitszustand der Person zu
bestimmen [47]. Wichtiger ist jedoch, dass sich Goldstandard
und Referenzstandard voneinander unterscheiden kénnen. Ins-
besondere konnte der Referenzstandard fehlerhaft sein und eher
mit dem Indextest iibereinstimmen, also dem Biomarkertest
von Interesse. Auf alle Fille muss man mit unterschiedlichen
Schatzungen von Sensitivitdt und Spezifitit rechnen, wenn sich
Goldstandard und Referenzstandard voneinander unterschei-
den.

Obwohl der Referenzstandard moglichst perfekt sein sollte, ist
es in der Praxis hdufig schwierig, einen guten Referenzstandard
zu wdhlen. In bildgebenden Studien werden hdufig Operation,
pathologische Befunde oder die klinische Nachbeobachtung als
Standard gewdhlt [21]. Wird ein Referenzstandard verwendet,
der nicht dem tiblichen Standard entspricht, wird, wie das Bei-
spiel [48] zeigt, die Validitdt der ganzen Studie in Frage gestellt
[49]. In ihrer Arbeit haben Dehdashti und Kollegen [48] Barium-
brei als Referenzstandard zur Diagnose der Refluxerkrankung
verwendet, obwohl die Nordamerikanische Gesellschaft fiir pad-
iatrische Gastroenterologie, Hepatologie und Erndhrung dieses
nicht unterstiitzt. Der gegenwadrtige Referenzstandard ist hier
das Monitorieren des pH-Werts in der Speiseréhre. Zusammen
mit anderen methodischen Schwdachen hat der Autor des Leser-
briefs [49] geschrieben: ..., this study has several critical me-
thodological flaws, ...“

Einschlussverzerrung: Referenzstandard und Indextest
hdngen voneinander ab

In einigen Fdllen ist der Indextest Teil des Referenzstandards.
Entsprechend sind die beiden Tests nicht unabhdngig voneinan-
der. Das bekannteste Beispiel hierfiir wird von Guyatt et al. [33]
gegeben. In einer Studie zu Screening-Instrumenten auf Depres-
sion bei Personen im terminalen Krankheitsstadium wurden
100% Sensitivitdt und 100% Spezifitdt beobachtet. Der Indextest
bestand dabei in neun Fragen, von denen eine Frage lautete:
»Sind Sie depressiv?“
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Patienten (n)
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Thyroxin-Konzentration (ng per 100 ml)

Abb.4 Anzahl der Personen gegen freie Thyroxin-Konzentration (ng per
100 ml) ftir 105 Personen nach [50] mit Schilddriisenhormonvergiftung.
Die gestrichelte Linie gibt den oberen Wert des Referenzbereichs des
Tests an.

Ein zweites klares Beispiel ist die Arbeit von Harvey [50], in der
107 Patienten mit einer Schilddriisenvergiftung untersucht
wurden. Die endgiiltige Diagnose wurde auf der Basis aller ver-
figharen Informationen, einschlieBlich der Ergebnisse der
Schilddriisenfunktionstests gestellt. Die Schlussfolgerung war,
dass der klinische Schweregrad der Erkrankung stdrker mit der
freien Thyroxinkonzentration assoziiert war als mit irgendei-
nem anderen der untersuchen Indizes. Allerdings muss hier be-
achtet werden, dass die primdre Diagnose unter Verwendung
der freien Thyroxinkonzentration erfolgte [51]. So haben selbst-
verstandlich alle Fdlle der Studie gerade freie Thyroxinkonzent-
rationen auRerhalb des Referenzbereichs (© Abb.4).

Verzerrung auf der Ebene der Beurteilung der
Testergebnisse

v

Fehlende Werte

Bei vielen molekularen Tests sind die Ergebnisse nicht fiir alle
Personen eindeutig, d.h., unklar oder unsicher oder gar nicht be-
stimmt worden. Kénnen aber nicht alle als Test positiv oder Test
negativ Kklassifiziert werden, sollten die Werte nicht einfach
weggelassen werden. Denn die Hdufigkeiten der einzelnen Kate-
gorien sind ein wichtiger Hinweis auf den Nutzen des Tests.

Werden die Ergebnisse weggelassen, konnen die Schdtzer fiir
Sensitivitdt und Spezifitdt verzerrt sein. Dieses wird methodisch
in einer Reihe von Arbeiten betrachtet, z.B. [52-54]. Illustriert
wird dieses Phinomen hier in © Abb.5 anhand der kiirzlich pu-
blizierten Daten von Ramos et al. [55]. In dieser Arbeit wurden
die Wertigkeit des Interferon Gamma Release Assays (IGRA) zur
Diagnose der Tuberkulose untersucht und nach unserer Ein-
schitzung die Daten vollstdndig berichtet und korrekt analy-
siert. Die vollstindigen Daten sind in © Abb.5a dargestellt.
Werden die unklaren Testergebnisse entsprechend der ungiins-
tigsten Kategorien eingeordnet (© Abb.5b), ergeben sich fiir die
Sensitivitdt 27/71=38,00% und fiir die Spezifitit 238/302 =
78,81%. Werden die fehlenden Werte hingegen ignoriert
(© Abb.5c¢), erhdlt man als Schétzer fiir die Sensitivitit 27/67 =
40,30%, und die Spezifitdt ergibt sich zu 238/280 = 85,00%. Die
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Unterschiede zwischen den Schdtzungen sind also auch in die-
sem jiingeren Beispiel deutlich ausgepragt. Dabei betrdgt der
Anteil der fehlenden Werte hier nur etwa 7%; in der Literatur
finden sich Angaben bis zu 40% fehlende Werte [56].

a Referenzstandard b Referenzstandard ¢ Referenzstandard
Indextest  Positiv Negativ Positiv.  Negativ Positiv Negativ
Positiv 27 42 27 42 27 42
Unklar 4 22 4 22 - -
Negativ 40 238 40 238 40 238

Abb.5 Fehlende Daten anhand des Beispiels von Ramos et al. [55] zur Dia-
gnose des Interferon-Gamma-Release-Assays zur Diagnose der Tuberkulo-
se. a) Vollstandige Daten, b) Gruppierung der unklaren Befunde in die
schlechtere Kategorie, c) Ignorieren der fehlenden Werte.

Systematisch wurde der Effekt des Weglassens nicht interpre-
tierbarer Testergebnisse in zwei Studien untersucht [32]. Aller-
dings findet sich in beiden Arbeiten kein Hinweis auf die Rich-
tung und Stdrke der moglichen Verzerrung [57, 58].

SchlieRlich merken wir an, dass Testergebnisse, die weder ein-
deutig positiv noch eindeutig negativ sind, von eigenem diag-
nostischem Wert sein oder auf eine andere Erkrankung hinwei-
sen kénnen [59].

Post-Hoc-Definition des Schwellenwerts

Viele molekulare Biomarker liefern nicht nur ein positives oder
negatives Testergebnis, wie z.B. Mutation vorhanden oder nicht
vorhanden, sondern ein quantitatives Testergebnis. Erst unter
Verwendung eines Schwellenwerts, der in der Regel iiber Refe-
renzbereiche oder Normwerte bestimmt wird, wird hieraus ein
auffdlliges oder unauffdlliges Testergebnis definiert. Wird der
Schwellenwert erst mit den Daten der aktuell durchgefiihrten
Diagnosestudie ermittelt, wird dieser in der Regel so bestimmt,
dass Sensitivitdt und/oder Spezifitdt in gewisser Weise opti-
miert werden. Damit resultiert in der Regel eine Uberschitzung
der diagnostischen Genauigkeit von etwa 30% (© Abb.1). Ent-
sprechend ist die Definition des Schwellenwerts bzw. bei Verwen-
dung mehrerer Biomarker die Definition und Offenlegung der Mul-
timarker-Regel vor Beginn der Studie von grofRer Bedeutung.

Variationskoeffizient und Fallzahlplanung

v

Eine zentrale Frage wdhrend der Studienplanung ist die nach
der erforderlichen Fallzahl, um Unterschiede in den Mittelwer-
ten der Biomarker zwischen zwei Gruppen entdecken zu kon-
nen. Es ist intuitiv klar, dass diese sowohl von der Prdzision der
Biomarkermessungen abhdngt als auch vom Unterschied zwi-
schen den Gruppen. Dabei wird die Prdzision als Variationskoef-
fizient (VK) v = ¢/u angegeben, der relativen Streuung der Bio-
markermessungen. Gute Labortests haben einen VK von unter
10% = 0,1. Der Unterschied wird in diesem Zusammenhang an-
gegeben als Fold Change f=u,/u; bzw. 100 x f. Dieser driickt
aus, um welchen Faktor bzw. um wie viel Prozent die durch-
schnittlichen Biomarkerwerte in Gruppe 2 sich von den durch-
schnittlichen Biomarkerwerten in Gruppe 1 unterscheiden. Sind

z.B. die durchschnittlichen Werte des Biomarkers in Gruppe 2
doppelt so grofd wie die durchschnittlichen Werte in Gruppe 1,
ist der Fold Change 2.

Wird davon ausgegangen, dass die beiden Gruppen gleich grof3
sind, kann mit etwa 90%iger Sicherheit und bei dem {iblichen Si-
gnifikanzniveau von 5% ein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen bei einer Fallzahl von

n=20 Gleichung 0.1.

x v
(1-fy

je Gruppe entdeckt werden. Diese Fallzahlformel wird im An-
hang aus der Standardfallzahlplanungsformel fiir Mittelwerts-
differenzen hergeleitet.

C© Gleichung 0.1 zeigt dabei, dass die Fallzahl quadratisch mit
dem VK steigt. Anschaulich gesprochen bedeutet dieses, dass die
Fallzahl viermal so grof sein muss, wenn sich der VK aufgrund
von Messungenauigkeiten verdoppelt. Der quadratische Zusam-
menhang zwischen Fallzahl und VK wird in © Abb.6 fiir ver-
schiedene Fold Changes dargestellt.

500+

f=1.1 =12
400+
@ 300
o
Iy
=
o f=13
T 2004
100-] 15
=20
0 T T ——T T

Variationskoeffizient (%)

Abb.6 Anzahl der Personen n, die je Gruppe zum Entdecken eines vorge-
gebenen Fold Changes f benétigt werden in Abhangigkeit vom Variations-
koeffizienten (VK). Die benétigte Fallzahl steigt quadratisch mit dem VK.

Im Laborbereich ldsst sich dieser Zusammenhang bei einer gan-
zen Reihe von Anwendungen ausnutzen, was im Folgenden an-
hand zweier Beispiele gezeigt wird.

© Abb.7 zeigt fiir ein Experiment mit Genexpressions-Chips,
dass der VK erheblich mit steigender Expressionsstdrke fallt. So
betrdgt der VK bei Expressionen oberhalb der Nachweisgrenze
(4,5) etwa 4,5%. Hingegen ist dieser um den Faktor 2 bis 4 gerin-
ger flir stark exprimierte Transkripte (normalisierte Expressi-
onstdrke ab 11). Stehen also zwei Transkripte mit unterschiedli-
chen Expressionsstarken fiir eine Validierung zur Auswabhl, soll-
te das Transkript mit dem geringeren VK bevorzugt fiir die Vali-
dierung beriicksichtigt werden.

Als zweites Beispiel betrachten wir die Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (HPLC), bei der die Prdzision von der Zeit-
konstante abhingt (C Abb.8). Liegt die Zeitkonstante bei 0,5
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Abb.7 Variationskoeffizienten (VK) gegen Signalintensitdt von techni-
schen Replikaten einer Genexpressionsstudie unter Verwendung des Affy-
metrix u133a 2.0 Microarrays. Die normalisierten Expressionsstarken sind
in Intervallen von einer Einheit angegeben. Der Variationskoeffizient ist
als Boxplot mit Median, Quartilen und kleinstem bzw. groRtem Nichtaus-
reiBer dargestellt.
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Abb.8 Variationskoeffizienten (VK) gegen Zeitkonstante bei der High Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC).

sek, betrdgt der VK etwa 20%. Hingegen fdllt der VK auf unter 5%
bei 2 sek. Der Unterschied in der Variabilitdt betrdgt in diesem
Beispiel etwa den Faktor 4, und das bedeutet, dass bei einer
Messung zu 0,5 sek etwa 16 mal so viele Personen in die Studie
eingeschlossen werden miissten, als wenn bei 2 sek gemessen
wird. Natiirlich ist hier erforderlich, die Messtechnologie genau
zu verstehen. Denn ein Messfenster von 2 sek bei der HPLC kann
auch dazu fiihren, dass andere Analyten im Zeitfenster vermes-
sen werden und dadurch den Messwert des Zielanalyten verfdl-
schen. Bei sehr schwachen Signalen ist eine lange Messzeit auch
mit mehr Rauschen belegt als eine kurze Messzeit. Das Verhalt-
nis aus Signal zu Rauschen ist also gerade bei schwacheren Sig-
nalen sehr stark von der Messzeit abhdngig.

Diskussion

v

Schon 1995 wurde in einer JAMA-Publikation gezeigt, dass die For-
schung zu diagnostischen Methoden zwingend erforderlich ist
[60]. In ihrer Ubersichtsarbeit haben die Autoren 112 Arbeiten zu
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diagnostischen Tests betrachtet, die zwischen 1978 und 1993 in
vier wichtigen medizinischen Zeitschriften verdffentlicht wurden.
Insgesamt wiesen 80% der Publikationen methodische Fehler auf,
die zur einer relevanten Verzerrung der Ergebnisse fithrten [61].

Doch auch vor kurzem fielen die Schlussfolgerungen von Fontela et
al. [25] vergleichbar erniichternd aus. In ihrer 2009 verdffentlich-
ten Studie zur Qualitdt diagnostischer Studien fiir Tuberkulose, HIV
und Malaria, in denen ein kommerzielles Test-Kit verwendet wur-
de, wurden 90 Arbeiten identifiziert, die die gewdhlten Einschluss-
kriterien erfiillten. Doch keine einzige dieser 90 Publikationen war
frei von Mdngeln. So wurde z.B. nur in 10% der Arbeiten der Refe-
renzstandard addquat beschrieben, und nur 16% der Studien hat-
ten eine verblindete Nachbeobachtung.

Dariiber hinaus kamen Fontela et al. [25], genau wie viele ande-
re zur Schlussfolgerung, dass die Qualitdt des Berichtens diag-
nostischer Studien niedrig war [26, 59, 62]. Dabei lassen sich die
Maingel in der Berichtsqualitdt sehr einfach durch die vollstdandi-
ge Umsetzung der STARD Leitlinie beim Schreiben der Verof-
fentlichung vermeiden [24], auch wenn dieser Prozess anschei-
nend nicht schnell voranschreitet [63, 64].

Die Berticksichtigung der fundamentalen Prinzipien diagnosti-
scher Studien in Planungs-, Durchfithrungs- sowie Auswer-
tungsphase mit anschlieRender Publikation entsprechend {ibli-
cher Leitlinien wie STARD zeigt die Perspektive fiir eine deutli-
che Verbesserung der gegenwartigen Situation auf.

Konsequenz fiir Klinik und Praxis

»Diagnosestudien sind immer dann kritisch zu werten, wenn
mindestens einer der folgenden Punkte nicht erfiillt ist:
-Gibt es einen unabhdngigen, verblindeten Vergleich mit

einem Referenzstandard?

-Schloss die Studie ein gentigend breites Spektrum von
Patienten ein, an welchen der Test in der klinischen Praxis
angewendet wird?

-Beeinflussten die Ergebnisse des zu evaluierenden Tests die
Entscheidung, ob der Standardtest angewendet wurde?

-Wurde der Test unabhdngig von der vorliegenden Studie
in einer zweiten Studiengruppe untersucht?

»Bei diagnostischen Biomarkern ist zusatzlich wichtig, dass
diese valide und wiederholbar gemessen werden kénnen.

»Damit Biomarkerstudien eine hohe Qualitdt erreichen, ist die
detaillierte Planung der Studie unter Beteiligung von Exper-
ten verschiedener Fachdisziplinen erforderlich.

Anhang

v

Ausgangspunkt ist folgende Standardformel fiir die Fallzahl, die
je Gruppe benétigt wird, wenn zwei gleich grofSe Gruppen mit-
einander verglichen werden:

n=2x(z,_ . +z )x ( a Gleichung 0.2.

1-qf2 M,- TR

Dabei ist o das Signifikanzniveau, iiblicherweise 0,05, 1-p die
statistische Macht der Studie, tiblicherweise 80%, 90% oder 95%.
uq und p5 sind die durchschnittlichen Biomarkerwerte der bei-
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den Gruppen, und ¢ ist die Streuung der Biomarkermessung ei-
ner einzelnen Person. Wird der Einfachheit halber 1-f = 0,9 ge-
wadhlt, ergibt sich unter Verwendung von Werten der Normal-
verteilung (zq_qp + 21—13)2 =10,5074 = 10. Entsprechend ldsst
sich © Gleichung 0.2 vereinfacht auch niherungsweise schrei-
ben als

c2

n=20%—"-3
(pg_ u[)l

Gleichung 0.3.

Dieses ist die Fallzahl, die pro Gruppe bendétigt wird, um bei ei-
nem Signifikanzniveau von 5% mit etwa 90%iger Sicherheit ei-
nen Unterschied in den durchschnittlichen Biomarkerwerten
zwischen den beiden Gruppen entdecken zu kénnen.

Im Bereich der Biomarker wird hdufig die Darstellung im Fold
Change f=u,/p; und dem Variationskoeffizienten (VK) v = o/u
gegeniiber der Differenz der Mittelwerte u, — p; und der Stan-
dardabweichung ¢ bevorzugt. Unter Verwendung dieser Para-
meter ldsst sich © Gleichung 0.3 auch schreiben als

VZ
(1-fy

n=20x Gleichung 0.4.
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Abstract

Biomarkers are of increasing importance for personalized medi-
cine in many areas of application, such as diagnosis, prognosis,
or the selection of targeted therapies. In many molecular bio-
marker studies, intensity values are obtained from large scale
-omics experiments. These intensity values, such as protein
concentrations, are often compared between at least two groups
of subjects to determine the diagnostic ability of the molecular
biomarker. Various prospective or retrospective study designs

are available for molecular biomarker studies, and the biomark-
er used may be univariate or may even consist in a multimarker
rule. In this work, several challenges are discussed for the plan-
ning and conduct of biomarker studies. The phases of diagnostic
biomarker studies are closely related to levels of evidence in di-
agnosis, and they are therefore discussed upfront. Different
study designs for molecular biomarker studies are discussed,
and they primarily differ in the way subjects are selected. Using
two systematic reviews from the literature, common sources of
bias of molecular diagnostic studies are illustrated. The extreme
selection of patients and controls and verification bias are spe-
cifically discussed. The pre-analytical and technical variability
of biomarker measurements is usually expressed in terms of the
coefficient of variation, and is of great importance for subse-
quent validation studies for molecular biomarkers. It is finally
shown that the required sample size for biomarker validation
quadratically increases with the coefficient of variation, and the
effect is illustrated using real data from different laboratory
technologies.
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