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Abstract — Deutsch
Der wissenschaftliche Nachweis der Uberlegenheit einer Biomarker-gesteuerten Risiko-
stratifizierung oder gar Therapieentscheidung, die letztendlich zur Verbesserung des
Patientenmanagements beitragen sollen, umfasst mehrere Forschungsschritte. Drei
spezifische Arbeitsschritte bilden dabei die Basis der klinischen Biomarkerforschung.
1. Erste Observationsstudien zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen
Biomarker und Uberlebenswahrscheinlichkeit,
2. die Untersuchung der spezifischen Charakteristika des Biomarkers im Vergleich zu
anderen Biomarkern und
3. erste Interventionsstudien, die den Vorteil eines Biomarker-gesteuerten Ansatzes
letztendlich erst belegen kdnnen.
Die vorliegende Arbeit beruht auf insgesamt sechs Publikationen welche jeweils einzelne
dieser Schritte umfassen. Die darin enthaltenen statistischen Fragestellungen kénnen wie
folgt zusammengefasst werden: in Schritt (1) wurde ein U-férmiger Zusammenhang
zwischen Messwert und Uberlebensprognose mit Hilfe einer Spline-Transformation in einem
allgemeinen Regressionsmodell modelliert. In Schritt (2) wurde zum einen der Nachweis des
Mehrwertes eines Biomarkers gegenuber bereits vorhandenen klinischen Variablen tber
eingebettete Regressionsmodelle und den ,Net Reclassification Index“ gefuhrt, die Kurz-
und Langzeitprognose beschrieben, und schlielich der Nachweis eines Mehrwertes von
seriellen Biomarkermessungen gegenuber der Messung zu Studienbeginn gefihrt. Zu
Schritt (3) wurde Design und Planung einer Interventionsstudie aufgestellt, welche das Ziel
hat, einen Vorteil der Biomarker-gesteuerten Therapieentscheidung zu belegen.
Das Ziel der Arbeit ist es, geeignete statistische Methoden fir die komplexen
Aufgabenstellungen zu erarbeiten bzw. anzuwenden und die Ergebnisse entsprechend
darzustellen. Zur Anwendung kamen dabei dem State of the Art entsprechende Methoden
der Biostatistik. FUr die Auswertung von seriellen Biomarkern wurden bereits bestehende
Methoden weiterentwickelt.
Die gezeigten klinischen Ergebnisse, insbesondere fir Mid-regionales pro-Adrenomedullin
und Procalcitonin, sind von hoher klinischer und kommerzieller Relevanz und wesentliche
Meilensteine auf dem Weg zur klinischen Anwendung. Beide Biomarker werden von Thermo

Fisher Scientific vertrieben.
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Abstract — English: Risk stratification as prerequisite for Biomarker-guided therapy
decision: Complex examples from observational studies and design of an
interventional trial
Scientific proof of the superiority of a biomarker-guided risk stratification or even treatment
decisions that will ultimately contribute to the improvement of patient management includes
several research steps. Three specific stages are the basis for clinical biomarker research.
1. First observational studies describing the association between biomarkers and
survival,
2. studies of specific characteristics of the biomarker in comparison to other biomarkers,
and
3. first intervention studies that may ultimately prove the advantage of a biomarker-
driven approach.
The presented thesis is based on six publications, which cover individual stages. The specific
statistical problems may be summarized as follows: in stage (1) a U-shaped relationship
between biomarker and survival prognosis using spline transformation was modelled in a
general regression model. Stage (2) demonstrated independence and added value of a
biomarker compared to existing clinical variables using nested regression models and the
net reclassification index, evaluated short- versus long-term survival prediction, and showed
added value of serial biomarker measurements on top of a single measurement at baseline.
Finally, (3) covered the design and planning of an interventional study to demonstrate
superiority of a biomarker-guided therapy decision.
The aim of this thesis was to develop and/or apply appropriate statistical methods and to
present the results accordingly. State of the art methods in biostatistics were applied. For
the evaluation of serial biomarkers, existing methods have been extended.
The clinical results shown in the publications, particularly for mid-regional pro-
adrenomedullin and procalcitonin, are of great clinical and commercial relevance and
represent major milestones on the path to clinical application and acceptance. Thermo Fisher

Scientific sells both biomarkers.
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Einleitung, Zielstellung
Biomarker zur Risikostratifizierung sind erst dann wirklich hilfreich, wenn sie die folgende
Therapie verdndern und damit das Patientenmanagement verbessern. Der
wissenschaftliche Nachweis der Uberlegenheit einer Biomarker-gesteuerten Risiko-
stratifizierung oder gar Therapieentscheidung, die letztendlich zur Verbesserung des
Patientenmanagements beitragen sollen, umfasst mehrere Forschungsschritte. Drei
spezifische Arbeitsschritte bilden dabei die Basis der klinischen Biomarkerforschung.
1. Erste Observationsstudien zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen
Biomarker und Endpunkt (in der Regel die Uberlebenswahrscheinlichkeit),
2. die Untersuchung der spezifischen Charakteristika des Biomarkers im Vergleich zu
anderen Biomarkern und
3. erste Interventionsstudien, die den Vorteil eines Biomarker-gesteuerten Ansatzes
letztendlich erst belegen kdnnen.
Die Untersuchung der spezifischen Charakteristika des Biomarkers umfasst hierbei unter
anderem den Nachweis der Unabhangigkeit bzw. Uberlegenheit im Vergleich zu bekannten
klinischen Variablen und anderen Biomarkern, sowie die Untersuchung der Relevanz des
Nachbeobachtungszeitraum (Kurz- versus Langzeit-Prognose) oder die Eignung zum
Therapiemonitoring.
Diese Arbeit umfasst folgende Teilprojekte aus dem Gebiet der komplexen
Risikostratifizierung und Therapiesteuerung mit Hilfe von Biomarkern, die in insgesamt
sechs Publikationen resultierten:
e Teilprojekt 1: Uberlebens-Prognose fiir Mannern mit systolischer chronischer
Herzinsuffizienz durch zirkulierendes Estradiol.
e Teilprojekt 2: Prospektive Validierung von Mid-regionalem pro-Adrenomedullin zur
Risikostratifizierung in Patienten mit akuter Herzinsuffizienz.
e Teilprojekt 3: Monitoring von Biomarkern zur Verbesserung der Prognose.
e Teilprojekt 4: Entwicklung eines Prognose-Scores zur Risikostratifizierung von
Patienten mit akuter Herzinsuffizienz.
e Teilprojekt 5: Prognose und therapeutische Intervention zur Verbesserung des
funktionellen Outcomes bei Schlaganfall-Patienten mittels Biomarkern.
Die Teilprojekte befassen sich mit unterschiedlichen Biomarkern und Indikationen, bilden in
Seite | 6



ihrer Gesamtheit jedoch die ersten drei Forschungsphasen eines prognostischen
Biomarkers von der ersten Beobachtungsstudie (Schritt (1) — Teilprojekt 1), Uber die
Validierung, dem Nachweis der Unabhangigkeit, der klinischen Relevanz (Schritt (2) —
Teilprojekte 2-4), bis hin zur ersten Interventionsstudie (Schritt (3) — Teilprojekt 5) ab. Der
Schwerpunkt der Arbeiten liegt dabei auf dem Nachweis der Eignung eines Biomarkers zur
Risikostratifizierung und seiner Charakterisierung. In jedem Teilprojekt ergeben sich
spezifische Herausforderungen an die statistische Datenauswertung.

Ziel der Arbeit ist es, geeignete statistische Methoden fur die vorliegenden
Aufgabenstellungen zu erarbeiten bzw. anzuwenden und die Ergebnisse entsprechend
darzustellen. Methodik und Ergebnisse werden nachfolgend fir jedes Teilprojekt

beschrieben.

Methodik und Ergebnisse Teilprojekt 1: Uberlebens-Prognose in Mannern mit
systolischer chronischer Herzinsuffizienz mittels zirkulierendem Estradiol.
Hintergrund: Es gab Hinweise, dass sowohl ein zu niedriges (Arnlov et al.) als auch ein zu
hohes Niveau von Ostrogenen (Angstwurm et al.) einen negativen Effekt auf das
kardiovaskulare Risiko bzw. die Uberlebensprognose ausiiben kénnte. Daraufhin wurde in
Jankowska et al. [1] bei M&nnern mit chronischer Herzinsuffizienz untersucht, inwieweit sich
die Uberlebensprognose bei niedrigen und hohen Biomarkerwerten im Vergleich zu mittleren
Niveaus unterscheidet.

Ziel: Die Patientenrekrutierung zu dieser Studie fand von Januar 2002 bis Mai 2006 in zwei
tertiaren Krankenhausern statt (Wroclaw und Zabrze, Polen). Eine Genehmigung der
ortlichen Ethikkommission lag vor. Es wurden n=501 Patienten eingeschlossen. Alle
klinischen Parameter sowie Serum Estradiol waren bereits vermessen. Das fir diese
Dissertation relevante Arbeitsprogramm beinhaltete die Datenauswertung, die Interpretation
der Ergebnisse, sowie die Erstellung des Methoden- und Ergebnisteils der Publikation.
Methode: Da erwartet wurde, dass sowohl niedrige als auch hohe Estradiol-Werte
Indikatoren fur eine schlechte Prognose sein kdnnten, konnte keine Cox Regression
verwendet werden, in der der Biomarker nicht oder nur monoton-transformiert (z.B. log-
transformiert) eingeht (da hier explizit ein linearer Zusammenhang zwischen

logarithmiertem Sterberisiko (hazard) und Messwert vorausgesetzt wird). Um dem
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angenommen U-férmigen Zusammenhang zwischen Messwert und dem logarithmierten
Sterberisiko darzustellen und zu analysieren, wurden uni- und multivariable Cox
Regressionsmodelle konstruiert, in denen der Biomarker jeweils unterschiedlich modelliert
wurde:

e als untransformierte Variable (linear),

e als log-transformierte Variable,

e transformiert mit Hilfe eines eingeschréankten kubischen Splines (Restricted Cubic

Spline) mit 3, 4 oder 5 Knoten (Harrel), sowie

e Kkategorisiert in die Quintile.
Wéahrend die ersten beiden Modelle einen monoton steigenden oder fallenden
Zusammenhang zwischen Variable und logarithmiertem Sterberisiko voraussetzen,
erlauben die Spline-Modelle eine variable Anpassung zwischen beiden. Je mehr Knoten
eingesetzt werden, desto mehr Freiheitsgrade sind mdglich. So kénnen auch nicht-lineare
Zusammenhange entdeckt und bertcksichtigt werden. Die Modellanpassung wurde jeweils
bewertet Uber die Likelihood Ratio Chi-Quadrat Statistik des Cox Modells.
Ergebnisse: Tabelle 2 der Publikation [1] fasst die statistischen Ergebnisse zusammen. Die
Spline-transformierten Modelle haben eine wesentlich bessere Modellanpassung (bewertet
anhand des Likelihood Ratio Chi? Wertes) als die Modelle mit untransformiertem oder log-
transformiertem Biomarker (Tabelle 2 — Univariable Models). Hier wurde ebenfalls gezeigt,
dass Serum Estradiol — sofern adaquat transformiert — auch eine prognostische Wertigkeit
innerhalb eines klinischen Modells der bekannten Risikofaktoren wie Alter, BMI, NYHA
Klasse, Blutdruck oder Cholesterin besitzt (Tabelle 2 — Contribution of Serum Estradiol in a
Multivariable Model). Die Unabhangigkeit und der Mehrwert von Estradiol folgt zweifelsfrei
aus dem Vergleich des Modells mit untransformiertem Estradiol (Likelihood Ratio Chi? 154.5,
untransformiert tragt Estradiol nichts zur Prognose bei) und den Modell mit Spline-
tranformiertem Estradiol (Likelihood Ratio Chi> 186.6, Modell mit 5 Knoten und bester
Modellanpassung; Tabelle 2, Spalte Multivariable Model). Es ergibt sich ein additiver Chi?
von 32 bei 4 zusatzlichen Freiheitsgraden (p<0.001, basierend auf der Methode
eingebetteter Regressionsmodelle, siehe Harrel).
Der U-formige Zusammenhang zwischen Estradiol und Uberleben wurde illustriert in

Abbildung 1 der Publikation [1].
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Methodik und Ergebnisse Teilprojekt 2: Prospektive Validierung von Mid-regionalem
pro-Adrenomedullin zur Risikostratifizierung von Patienten mit akuter
Herzinsuffizienz.

Hintergrund: Christ-Crain et al. haben gezeigt, dass Mid-regionales pro-Adrenomedullin
(MR-proADM) zur Prognose von Patienten mit akuter Pneumonie herangezogen werden
kann. Potocki et al. konnten in einer Pilotstudie zeigen, dass dies auch fur Patienten mit
akuter Herzinsuffizienz gelten konnte.

Ziel: Mit der Biomarkers in Acute Heart Failure (BACH) Studie sollte anhand einer grol3en,
multizentrischen Studie bestéatigt werden, dass MR-proADM bei Patienten mit
Herzinsuffizienz zur Prognose verwendet werden kann.

Die Patientenrekrutierung zu dieser Studie fand von Marz 2007 bis Februar 2008 in 15
Krankenhausern in den USA, Europa und Neuseeland statt. Eine Genehmigung der drtlichen
Ethikkommissionen lag vor. Es wurden n=1641 Patienten mit akuter Atemnot
eingeschlossen, wovon 568 abschliel3end mit akuter Herzinsuffizienz diagnostiziert wurden.
Alle klinischen Parameter sowie MR-proADM waren bereits vermessen. Das
Arbeitsprogramm beinhaltet die Datenauswertung, die Interpretation der Ergebnisse, sowie
die Erstellung des Methoden- und Ergebnisteils der Publikation.

Methode: Zur Evaluation und Interpretation von MR-proADM und dem Vergleich mit
bekannten Biomarkern wurden uni- und multivariable Cox Regressionsmodelle analysiert
und miteinander verglichen (Harrel). In den multivariablen Modellen wird untersucht,
inwieweit andere klinischen Parametern wie Alter, Geschlecht, BMI oder die Nierenfunktion
das Uberleben vorhersagen kénnen und inwieweit MR-proADM unabhéngig von diesen ist.
Zur lllustration der zeitabhangigen Prognosefahigkeit wurden zeitabhéngige AUC’s (Area
Under the Curve) berechnet (Heagerty et al.) und in Abh&ngigkeit der Nachbeobachtungszeit
aufgetragen.

Ergebnisse: Die Ergebnisse der Studie sind in Tabelle 6 in Maisel et al. [2] zusammengefasst
und zeigen, das MR-proADM ein unabhangiger Prognosefaktor ist, sich also nicht durch
andere, bereits bekannte Variablen ersetzen lasst. Es wurde ebenfalls untersucht, inwieweit
frihe Todesfélle (innerhalb der ersten 14 Tage nach Notaufnahme) sich von spéaten
Todesfallen (nach 30 Tagen) unterscheiden. Es konnte gezeigt werden, dass MR-proADM

prognostisch eine hohere Wertigkeit besitzt als BNP oder NT-proBNP (90-Tage Prognose),
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und dass dieser Unterschied fur die Kurzzeit-Prognose (14 oder 30 Tage) noch deutlicher
wird. Abbildung 6 in [2] illustriert die gro3ere prognostische Wertigkeit flr unterschiedliche
Prognosezeitrdume anschaulich mittels grafischer Darstellung der AUC in Abhéngigkeit des
Nachbeobachtungszeitraums (zwischen 0 und 90 Tage). Die Wertigkeit von MR-proADM zur
Kurzzeitprognose wurde vertieft ausgewertet und publiziert in Peacock et al. [3]. Wahrend
die beiden vorherigen Arbeiten MR-proADM in Patienten mit akuter Herzinsuffizienz
untersuchten, wurde in Maisel et al. [4] MR-proADM in allen Patienten mit akuter Atemnot
ausgewertet. Es konnte bestatigt werden, dass MR-proADM fir alle Patienten mit akuter
Atemnot eine prognostische Wertigkeit besitzt und unabhangig ist von den bekannten
klinischen Risikofaktoren oder anderen Biomarkern (Tabelle 3). Dies wurde auch mittels ,Net

Reclassification Improvement (NRI)* Methodik (Pencina et al) gezeigt (Tabelle 4).

Methodik und Ergebnisse Teilprojekt 3: Monitoring von Biomarkern zur
Verbesserung der Prognose.

Hintergrund: In Voors et al. konnte gezeigt werden, dass die Qualitat der Prognose bei
Patienten mit akuter Herzinsuffizienz nach einem Myokardinfarkt durch weitere
Bestimmungen von Copeptin im Verlauf verbessert werden kann. In diesem Teilprojekt
wurde untersucht, ob sich auch andere Biomarker in &hnlichen Settings zur Verlaufskontrolle
eignen.

Durchgefihrte Arbeiten: Die Datenauswertung und Interpretation der Ergebnisse, sowie die

Erstellung des Methoden- und Ergebnisteils der Publikation, sowie, fur die Daten aus der
proHosp Studie und der daraus resultierenden Publikation, den Entwurf der Publikation.
Methode: Die Datenanalyse umfasst eine Bewertung mittels zeitabhéangiger Kovariaten in
der Cox Regression, wobei eine geeignete Transformation der Datenmatrix essentiell fur die
Beantwortung der klinisch relevanten Fragen ist. Der besondere Fokus liegt hierbei auf der
Bewertung des Mehrwertes der seriellen Biomarker-Messung im Vergleich zur
Einmalmessung zu Studienbeginn. Die verwendete Methodik zur Auswertung serieller
Biomarker zur Uberlebens-Prognose wurde ausfihrlich beschrieben in Hartmann et al.
Ergebnisse: Der verwendete Datensatz, die proHosp-Studie, schlie3t Patienten mit unteren
Atemwegsinfektionen ein (lower respiratory tract infections, LRTI) und die vermessenen

Biomarker wurden bei Aufnahme, sowie systematisch an Tag 3, 5 und 7 nach Aufnahme
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vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 der Publikation Hartmann et al. [5]
zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden, dass die Nachmessung von MR-proADM
nach bereits 3 Tagen einen signifikanten Mehrwert zur Messung bei Aufnahme liefert.
Entscheidend fur die Auswertung von seriellen Biomarkermessungen ist dabei die geeignete
Transformation der Messwiederholungen, die in Tabelle 4 [5] illustriert ist, sowie ein
adaquater Umgang mit fehlenden Werten. Letztere treten bei Messwiederholungen nicht
immer ,at random* (also zufallig) auf: Verstirbt ein Patient, oder wird er aufgrund einer guten
Prognose entlassen, sind fehlende Werte mit dem vorherzusagenden Ereignis assoziiert.

Die innovative Daten-Transformation mittels Dummy-Variablen in Kombination mit der
zeitabhangigen Cox-Regression erlaubt neben der Verwendung des aktuellsten Messwertes
auch die Beriicksichtigung der gesamten Mess-Historie. Somit modelliert dieses Modell
genau das, was der Leser eines Krankenblattes automatisch erfasst: Den gesamten Verlauf
des Biomarkers seit Patientenaufnahme. In Kombination mit der zeitabh&ngigen Cox-
Regression lasst sich so der Mehrwert von Wiederholungsmessungen statistisch evaluieren.
Die beschriebene Methodik wurde auch in der unter Teilprojekt 2 beschrieben BACH Studie
angewendet [4]. Dort wurden Biomarkermessungen bei Aufnahme in die Studie, nach 14-48
Stunden, sowie bei Entlassung des Patienten erhoben. Es wurde erwartet, dass sich die
Biomarkerwerte bei erfolgreich behandelten Patienten wahrend ihres Aufenthalts im
Krankenhaus normalisieren. Bei Patienten, die nicht oder unzureichend auf die Behandlung
ansprechen wurde erwartet, dass auch die Biomarkerwerte erhoht bleiben. Es konnte
gezeigt werden das die Messung bei Entlassung (im Median 7 Tage nach Aufnahme) einen
signifikanten Mehrwert zur Messung bei Aufnahme liefert (zuséatzlicher Chi? =15.2,
zusatzliche Freiheitsgrade (degrees of freedom, d.f.) = 2, p = 0.0005, [4]). Mittels Kaplan-

Meier Plots konnte der Mehrwert anschaulich dargestellt werden (siehe Abbildung 4, [4]).

Methodik und Ergebnisse Teilprojekt 4. Entwicklung eines Prognose-Scores zur
Risikostratifizierung von Patienten mit akuter Herzinsuffizienz.

Hintergrund: Ein Prognose-Score fur chronische Herzinsuffizienz wurde bereits beschrieben
(Levy et al.). Ein entsprechender Score zur besseren Therapiesteuerung fur Patienten mit
akuter Herzinsuffizienz fehlt jedoch noch. Die Notwendigkeit eines Prognose-Scores wird

auch in den entsprechenden Guidelines beschrieben (Dickstein et al.).
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Ziel: Ziel des Teilprojektes war die Entwicklung eines Prognose-Scores flr Patienten mit
akuter Herzinsuffizienz, bestehend aus Kklinischen Daten und insbesondere unter
Bertcksichtigung neuer Biomarker.

Ergebnisse: In der unter Teilprojekt 2 vorgestellten BACH Studie wurden neben MR-proADM
weitere Biomarker vermessen, sowie umfangreiche Kklinische Daten erhoben. Da die
Eventzahlen insgesamt jedoch zu niedrig ausfielen fur grofRere multivariable Modelle und
geeignete Validierungsdatensétze nicht zur Verfiigung standen, wurde hierzu bisher nichts
publiziert. In Maisel et al. [4], in dem alle Patienten der BACH Studie ausgewertet wurden,
wurde jedoch zumindest ein Modell aus den besten 9 univariaten klinischen Variablen, der
Hauptdiagnose (Herzinsuffizienz ja/nein) und MR-proADM analysiert (Tabelle 3). Hieraus ist
ersichtlich, dass nur drei Variablen — neben MR-proADM noch der Body-Mass-Index (BMI)
und Natrium — einen wesentlichen Beitrag zur Uberlebensprognose leisten, wobei MR-
proADM den gro3ten Einzelbeitrag leistet. Die klinische Relevanz des Mehrwertes von MR-
proADM wurde noch mittels Net Reclassification Index (NRI, Pencina et al.) nachgewiesen
(Tabelle 4). Ein solcher Prognose-Score misste jedoch noch weitergehend analysiert und
insbesondere an einem weiteren Datensatz validiert werden, um nachzuweisen, dass er fur
eine gute Risikostratifizierung geeignet ist, und ob sich daraus eine verbesserte

Therapiesteuerung fir den Patienten ergeben kann.

Methodik und Ergebnisse Teilprojekt 5: Prognose und therapeutische Intervention
zur Verbesserung des funktionellen Outcomes bei Schlaganfall-Patienten mittels
Biomarkern.

Hintergrund: Harms et al. haben gezeigt, dass die praventive Antibiotikagabe bei Patienten
mit akutem isch&mischen Schlaganfall die Anzahl der auftretenden Pneumonien signifikant
reduzieren kann. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass eine auftretende Infektion ein
wesentlicher Risikofaktor fur die Mortalitat ist. Andererseits wird Procalcitonin in anderen
Indikationen zur Antibiotikasteuerung vorgeschlagen (Schuetz et al.).

Ziel: Ziel des Teilprojektes war die Entwicklung eines Studienprotokolls zur prospektiven
Validierung der Antibiotokasteuerung mittels Procalcitonin in Patienten mit akutem
ischamischen Schlaganfall zur Erlangung eines positiven Ethikvotums.

Ergebnisse: Fiur das Studienprotokoll wurde u.a. erarbeitet
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e das Studiendesign,

e die Bestimmung der bendtigten Fallzahl,

e das Konzept der Intervention in den unterschiedlichen Studienarmen,

e ein Konzept zur Garantie der Datenintegritat (Randomisierung, Verblindung),

e (der statistische Analyseplan.
Die Studie wurde als prospektive, multizentrische, randomisiert-kontrollierte (randomized
controlled trial, RCT) Pilot-Studie mit offener Intervention und verblindeter Evaluierung des
Patientenoutcomes geplant. Ziel der Studie ist die Schatzung der Wahrscheinlichkeit eines
gutartigen Outcomes (definiert als ,modified Rankin Skale* [MRS] zwischen 0 und 4) nach
90 Tagen in beiden Studienarmen, sowie die Schatzung des Anteils der Patienten die eine
Antibiotikatherapie erhielten. Im PCT-Arm der Studie wird bei den Patienten taglich PCT
bestimmt. Bei PCT Werten unterhalb von 0.05 ng/L ist eine bakterielle Infektion
unwahrscheinlich und von der Antibiotikagabe wird abgeraten. Bei Patienten mit PCT grof3er
0.05 ng/mL ist eine bakterielle Infektion wahrscheinlicher und die Antibiotikagabe wird
empfohlen. In der Kontrollgruppe erfolgt die Antibiotikagabe aufgrund der bestehenden
Richtlinien.
Im Unterschied zu z.B. der Anwendung in Patienten mit Atemwegsbeschwerden (Schuetz et
al.), in denen in der Kontrollgruppe fast alle Patienten mit Antibiotika behandelt werden, ist
hier der zu erwartende Therapie-Anteil in der Kontrollgruppe weitaus geringer. Dies hat
Auswirkungen auf den Endpunkt der Studie: Statt ,gleiche Uberlebensrate, weniger
Antibiotika“, und damit Non-Inferiority im klinisch-relevanten Endpunkt, erwarten wir hier
letztendlich ein ,besseres Uberleben® und somit Superiority im Endpunkt, auch wenn dies
im Rahmen der Pilotstudie nicht notwendigerweise bereits nachgewiesen werden kann.
Daruber hinaus werden eine niedrigere Entscheidungsgrenze (0.05 ng/L) und eine tégliche
Messung innerhalb der ersten 5 Tage nach Studienbeginn zur Anwendung kommen, um
falsch-negative Entscheidungen zu minimieren. Die Anpassung der Intervention erfolgte
dabei im Wesentlichen auf Basis von Zusatzauswertungen der erhobenen Vordaten (Harms
et al.).
Die Evaluierung der Pilotstudie soll auf der ,Intention-to-Treat* Population erfolgen. Eine
Fallzahl von n=100 pro Studienarm ist dabei ausreichend um die jeweiligen
Anteile/Wahrscheinlichkeiten mit einer Prazision von <0.1 (95% Konfidenzintervall) zu
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schéatzen. Zum Vergleich der Schatzer aus beiden Studienarmen sollen die Anteile mithilfe
des Exakten Tests von Fisher verglichen werden. Das Studienprotokoll ist publiziert (Ulm et
al. [6]) und die Ethikkommission der Charité hat die Studie positiv beschieden (siehe

Schreiben vom 16.12.2010). Die Patientenrekrutierung fur die Studie dauert zurzeit noch an.

Diskussion

In den Teilprojekten 1-4 wurden unterschiedliche Problemstellungen bei der Auswertung von
Biomarkern in observatorischen Prognosestudien behandelt: In Teilprojekt 1 wurde die
Relevanz der richtigen Transformation der Biomarkerdaten behandelt, in Teilprojekt 2 das
Herausarbeiten von Unterschieden zwischen zwei Biomarkern (hier:
Wertigkeitsunterschiede zwischen Kurz- und Langzeitprognose). Teilprojekt 3 befasste sich
mit der adaquaten Bewertung des Mehrwertes von seriellen Biomarkermessungen, und
Teilprojekt 4 mit dem Nachweis der klinischen Relevanz eines Biomarkers. Typischerweise
sind alle diese Fragestellungen in jeder Biomarker-Studie relevant — allerdings sind die in
den vorliegenden Teilprojekten aufgetretenen Schwierigkeiten nicht haufig anzutreffen und
unterstreichen die besondere Komplexitat der einzelnen Studien:

Teilprojekt 1: Ein U-formiger Zusammenhang zwischen Messwert und Uberlebensprognose
ist aus biologischer Sicht durchaus zu erwarten, stellt in der Praxis jedoch eher die
Ausnahme dar, da durch die bei klinischen Studien typischerweise engen Einschlusskriterien
eine Biomarker-Veranderung meist nur in eine Richtung zu beobachten ist. Entscheidend ist
es, den Biomarker im Regressionsmodell adaquat zu modellieren, um den nicht-linearen
Zusammenhang entdecken zu kdnnen. Wird dies Ubersehen, erscheint der Biomarker als
untauglich und wird im schlimmsten Fall nicht weiter erforscht. Die Verwendung von
Restricted Cubic Splines im Regressionsmodell anstelle der bei Biomarkern sonst Gblichen
Log-Transformation bietet eine hervorragende Mdaglichkeit, sehr unterschiedliche Klassen
funktioneller Abhangigkeiten mit einer einzigen Transformation zu modellieren.
Bemerkenswert ist, dass bei diesem Verfahren die ,Kosten“ moderat bleiben (die Anzahl der
Freiheitsgrade betragt bei 5 Knoten vier, statt nur einem Freiheitsgrad bei Log-
Transformation).

Teilprojekt 2: Der bemerkenswerte Unterschied von MR-proADM bei Kurz- und

Langzeitprognose ist eher untypisch. Bei der Wahl des relevanten Uberlebenszeitraums

Seite | 14



muss Dbertcksichtigt werden, in welchem Zeitraum die Todesfalle noch mit der
urspringlichen Erkrankung zusammenhangen bzw. fir welchen Zeitraum die zu
untersuchenden Parameter sinnvolle Vorhersagen treffen konnen. Im vorliegenden Fall
scheint MR-proADM eine andere Charakteristik aufzuweisen als der bereits etablierte
Marker BNP, an dem sich in der Studienplanung orientiert wurde. Die Tatsache, dass MR-
proADM eine andere Charakteristik zeigt unterstreicht die Komplementaritat der Information,
die MR-proADM beisteuert. Daruber hinaus ist fir die klinische Praxis die Fahigkeit einer
Kurzzeitprognose, zumindest in dieser Indikation (akute Herzinsuffizienz), relevanter als die
3-Monats-Prognose, da Kliniken unter anderem eine Wiedereinweisung innerhalb von 14
Tagen aufgrund von akuter Verschlechterung des Gesundheitszustandes verhindern
mochten. Die Darstellung der Prognosefahigkeit in Abhangigkeit der Nachbeobachtungszeit
(zeitabhé&ngige AUC, Abbildung 6 in [2]) erlaubt dabei eine intuitive Erfassung der
Unterschiede in den Biomarker-Charakteristiken.

Teilprojekt 3: Die Auswertung von seriellen Biomarkerwerten, d.h. von wiederholten
Messungen (etwa taglich), stellt aus folgenden Grinden eine besondere Herausforderung
dar: Zum einen werden Patienten aufgrund einer guten Prognose frih entlassen. Dies fuhrt
zu fehlenden Blutabnahmen und damit fehlenden Werten in der Datenmatrix, und die
Standardmethoden kénnen nicht oder nur eingeschréankt angewendet werden. Sie setzen
voraus, dass fehlende Werte vom vorherzusagenden Ereignis unabhangig sind. Hinzu
kommt, das die State of the Art Methode — die Cox Regression fir zeitabhangige Kovariaten
— zwar den jeweils aktuellsten Messwert zur Prognose verwendet, nicht jedoch die
vorhandene Historie. Bei prognostischen Fragestellung kann dabei erwartet werden, dass
der aktuellste Messwert auch die beste Prognose liefert. Um die zuséatzliche Kosten zu
rechtfertigen ist es daher essentiell, einen Mehrwert gegenuber bereits vorhandenen Daten
nachzuweisen. Die in Hartmann et al. [5] beschriebene innovative Transformation der
Messwiederholungen eines Biomarkers in Dummy-Variablen fur jeden Zeitpunkt erlaubt
daher, in Kombination mit der zeitabhangigen Cox Regression, eine adaquate Bewertung
des Mehrwertes. Die gezeigten klinischen Ergebnisse zu MR-proADM waren Grundlage fir
eine Interventionsstudie zur Biomarker-gesteuerten Triage bei Patienten mit LRTI (OPTIMA
I, 1IS-528 RCTN62022490, http://www.controlled-trials.com). In dieser Studie wird der MR-

proADM Wert des Patienten bei Aufnahme zur Triageentscheidung herangezogen.
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Zusatzlich entscheidet eine spatere MR-proADM Messung mit Uber die Entlassung des
Patienten aus dem Krankenhaus.

Teilprojekt 5 befasste sich mit der Planung einer Interventionsstudie zum endgultigen
Nachweis der Kklinischen Relevanz eines Biomarkers. Wahrend Observationsstudien nur
verifizieren kdnnen, ob ein Biomarker Patienten mit erhéhtem Risiko erkennen kann, klart
erst die Interventionsstudie, ob ein Biomarker tatsachlich zur Therapieentscheidung
herangezogen werden sollte und inwiefern er zur Verbesserung des Patientenmanagements
beitragt. Somit wird der Nutzen eines Biomarkers fur den Patienten erst mit der
Interventionsstudie nachgewiesen. Dies gilt sowohl fir diagnostische als auch prognostische
Biomarker, auch wenn im Fall der Diagnose die Interventionsstudie oft als weniger relevant
angesehen wird: Der Nutzen wird hier in der Praxis oft abgeleitet aus der Aussage zur
besseren Diagnose (fur die observatorische Studien ausreichen), aus der (vermeintlich)
automatisch eine bessere Behandlung des Patienten erfolgt. In diesem Fall lag die
Herausforderung bei der Studienplanung darin, die bekannten Interventionsregeln fir PCT
aus anderen Indikationen an die geplante Anwendung in Patienten mit schwerem
Schlaganfall zu adaptieren. Neu ist dabei neben der Definition des Studienendpunktes auch
die tagliche PCT-Messung, sowie der niedrigere Entscheidungsgrenzwert, der den Einsatz
des neuen, sensitiveren PCT Assays erfordert.

Biomarker zur Risikostratifizierung sind deutlich aufwendiger auszuwerten als diagnostische
Biomarker: Die zusatzliche Zeit-Dimension macht die zu verwendenden Methoden
komplizierter und fur den Laien weniger verstandlich. Auch in aktuellen Publikation kommen
haufig noch Methoden fiur rein dichotome Endpunkte zur Anwendung - die Zeitdimension
wird in dieser Methode ignoriert. Hinzu kommt, das die Vorhersagegenauigkeit in
Prognosestudien typischerweise etwas geringer ist als bei diagnostischen Fragestellungen
— die Vorhersage eines konkret vorliegenden Zustandes ist in der Regel einfacher als die
eines erst in der Zukunft eintretenden Ereignisses. Dies liegt nicht notwendigerweise
ausschlie3lich am zu untersuchenden Biomarker, sondern méglicherweise auch an der
groReren Messungenauigkeit des Endpunktes.

Daraus resultiert, dass relevante Biomarker-Charakteristika woméglich verborgen bleiben.
Die publizierten Ergebnisse lassen dartber hinaus auch fur den geschulten Statistiker oft

nicht erkennen, ob wichtige Eigenschaften Ubersehen wurden. In der Konsequenz werden
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Biomarker als untauglich verworfen oder Folgestudien aufgrund fehlender Erkenntnis falsch
oder suboptimal geplant. Wird z.B. die Zeitabhangigkeit des Biomarkers, wie in Maisel et al.
[2] fur MR-proADM beschrieben, Ubersehen, kann eine Interventionsstudie bereits an einem
zu lange gewahlten Nachbeobachtungszeitraum scheitern.

Helfen kénnten hier schon einige Grafiken mit hoher Aussagekraft, z.B. Kaplan-Meier Plots
des in Quartilen (oder, sofern es die Eventzahl erlaub, Dezilen) kategorisierten Biomarkers.
In dieser Darstellungsform lasst sich ein nicht-linearer Zusammenhang zwischen Biomarker
und logarithmiertem Sterberisiko oder eine vom Beobachtungszeitraum abhangende
Performance bereits am Verlauf der geplotteten Kurven erkennen. Solange ein Biomarker
jedoch nicht au3ergewdhnlich stark mit dem Endpunkt assoziiert ist, bleibt die qualifizierte
statistische Auswertung ein wichtiger Baustein fur den Erfolg der medizinischen Forschung.
Die existierenden Richtlinien zur Publikation von Biomarkerergebnissen, u.a. STARD fir
diagnostische (Bossuyt et al.) oder REMARK fir prognostische Biomarker (McShane et al.),
beschreiben welche Informationen in einer Publikation zu berichten sind. Ihr Ziel ist es, ,die
Qualitat des Berichtens diagnostischer Studien zu verbessern” (Bossuyt et al.). Die Qualitat
der statistischen Auswertung und das korrekte Beschreiben der Biomarker-Charakteristik
wie in den hier vorgestellten Beispielen gehen uber die Méglichkeiten einer generellen
Leitlinie hinaus. Hier sind als erster Anlaufpunkt statistische Lehrbiicher wie z.B. Harrell
vonnoten.

Die gezeigten klinischen Ergebnisse, insbesondere fir Mid-regionales pro-Adrenomedullin
und Procalcitonin, sind von hoher klinischer und kommerzieller Relevanz und wesentliche
Meilensteine auf dem Weg zur klinischen Anwendung.
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