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Rechtliche und methodische Aspekte 

 Sowohl die deutsche (Tierschutz-Versuchstierverordnung), als auch 
die europäische Gesetzgebung (EU-Direktive 2010/63) fordern eine 
biometrische Begründung der für Tierversuche eingesetzten Tierzahl 
 

 In Deutschland kann diese Begründung entweder über ein 
biometrisches Gutachten oder über ein entsprechendes Formblatt 
bei der Antragstellung gegeben werden 

 
 Ziel: so wenige Tiere wie möglich einschließen einerseits (um dem 

Reduction-Aspekt der 3R gerecht zu werden), andererseits muss 
jedoch eine ausreichend große Fallzahl eingeschlossen werden, um 
tatsächlich bestehende Effekte auch entdecken zu können 
(ausreichende statistische Power) 

 
 Problem: aufgrund verschiedener Umstände sind die Ergebnisse 

einer statistischen Fallzahlplanung bei Tierversuchen oftmals in ihrer 
Validität eingeschränkt 
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Rechtliche und methodische Aspekte 

 Im Wesentlichen umfassen die Überlegungen zur statistischen 
Methodik in Tierversuchen die Fragen… 

 
1. Welche Zielgrößen werden im Rahmen des Projektes erhoben? 

2. Welche Methoden müssen für die Auswertung dieser Zielgrößen verwendet werden? 

3. Welche Methoden zur Fallzahlabschätzung müssen daher angewandt werden? 

 

 Die Reihenfolge dieser formulierten Fragen ist keineswegs willkürlich 

gewählt, sondern spiegelt vielmehr das praktische Vorgehen wieder 

 

 Die Art der zu analysierenden Variablen bestimmt das angemessene 

Auswertungsverfahren, welches wiederum maßgebend für die 

Methode zur Fallzahlschätzung ist (Planungs- und Analysemethode 

müssen übereinstimmen) 
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Notwendige Informationen für die Fallzahlplanung 

 
 …was waren nochmal die essentiellen Informationen, die für eine 

Fallzahlplanung zur Verfügung stehen sollten? 
 

 Einschätzung des zu erwartenden/klinisch/biologisch relevanten 

Effektes (z.B. Mittelwertsunterschiede, Anteilsunterschiede) 

 Im Falle stetiger (messbarer) Variablen: Einschätzung der zu 

erwartenden Streuung in den Daten 

 Grundlegende Annahmen aus statistischer Sicht (Typ I Fehler, 

Art der Hypothese, statistische Power) 

 Anzahl der zu untersuchenden Faktoren 

 Logistische/finanzielle/ethische Rahmenbedingungen 

 

 Eine formale Planung kann also eigentlich nur dann durchgeführt 

werden, wenn entsprechende Vordaten verfügbar sind 
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Planungsdaten 
 

 Informationen können folgenden Quellen entstammen 
 

 Eigenen Vorarbeiten 

 Publizierten Studien zu ähnlichen Forschungsinhalten 

 

 Sofern keine konkreten Werte verfügbar sind, müssen aus 

inhaltlicher Sicht relevante Gruppenunterschiede definiert werden 

(z.B. ein Mittelwertunterschied von 30mg/dl wäre relevant) 

 

 Falls tatsächlich keinerlei Vordaten (eigene oder publizierte) 

existieren, deren Übertragbarkeit für OK befunden wird, bleibt als 

Alternative nur der Pilotversuch 
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Vordaten? Wo sollen die herkommen? 

„…aus der Abbildung in der Ghilardi-Studie komm ich in der Vehicle-Gruppe auf eine kalzifizierte Kallusfläche (mm^2) 

von 6,2±0,4 und in der Behandlungsgruppe auf 8,4±0,6. Die Ergebnisse sind in MW±SEM dargestellt…“ 
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Einige praktische Probleme 

 Die hauptsächlichen Probleme in der Praxis sind: 
 

 Eingeschränkte Übertragbarkeit (Vordaten basieren auf anderen 

Mauslinien, Erhebungszeitpunkten, Dosisstufen, Knock-out-

Genen, etc.) 

 Fehlen entsprechend verwertbarer Vordaten 

 Unklarheit darüber, ob bestimmte statistische Voraussetzungen 

erfüllt sind (z.B. Normalverteilung) 

 Unklarheit darüber, wie mit multiplen Endpunkten (im Tierversuch 

fast immer der Fall) umgegangen werden soll => explorative vs. 

konfirmatorische Hypothesentests 

 Oftmals keinerlei Vordaten verfügbar: wie also soll die Fallzahl 

für Pilotversuche sinnvoll festgelegt werden? 

 Was muss ich denn in die Formblätter eintragen? 
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Biometrische Lösungsansätze 

 Drei Kernprobleme aus methodischer Sicht: 
 

 A) Validierung des verfügbaren Vorwissens: 

     Resampling als vielversprechender Ansatz bei Stichproben mit  

     kleinen Fallzahlen 

 B) Berücksichtigung des multiplen Testproblems: 

     Gatekeeping als anschaulicher und flexibler Ansatz zum  

     Umgang mit zahlreichen Endpunkten 

 C) Festlegung der Fallzahl in Pilotversuchen: 

     (i) Markov Chain Monte Carlo Simulation zur Erzeugung von  

     Zufallsstichproben, die fehlende Vordaten ersetzen ODER 

     (ii) „Ressource Equation Approach“ 
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A) Resampling - Die Jackknife-Methode 

 “Jackknife is promising since it can provide a less biased estimate of 
an originally biased parameter of interest” (Gladen, 1979) 

 
 Ein interessierender Parameter e (z.B. mean oder SD) kann 

geschätzt werden auf der Basis einer Gleichung, die ausschließlich 
auf der Berechnung von Mittelwerten von Teilmengen der Stichprobe 
basiert (Manly, 2007): 

 
                                                    ê* =  
 
 
 Diese Gleichung berechnet das arithmetische Mittel einer Menge von 

Werten ê*i = n·ê - (n-1)·ê-i, i=1,…,n, wobei ê = ê(y1,…,yn) eine 
beliebige Funktion der Stichprobenwerte y1,…,yn ist, und ê-i die 
betreffende Funktion darstellt unter Ausschluss des Elementes i der 
Stichprobe 
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A) Resampling – Der Bootstrapping-Ansatz 

 “A random sample of size n from an unknown population is the best 
guide to the distribution in the population” (Manly, 2007) 
 

 Sei x=(x1,…,xn) eine Stichprobe einer zugrunde liegender Population 
mit unbekannter Verteilungsfunktion F 
 

 Bootstrapping bedeutet nun: zufälliges Ziehen von den beobachteten 
(Stichproben-)Daten x 

 
 Genereller Algorithmus zur Schätzung eines interessierenden 

Verteilungsparameters (z.B. mean): 
 

 Generiere Bootstrap-Stichproben x1,…,xB, xb=(x1*,…,xn*), 

b=1,…,B durch zufälliges Ziehen mit Zurücklegen von x  

 Bestimme für jede Bootstrap-Stichprobe den Parameter θ* 

 Die empirische Verteilung von θ1*,…, θB* approximiert die 

(wahre) Verteilung von θ 
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A) Resampling – Der Einsatz bei Fallzahlplanung 

 Generiere 
Jackknife/Bootstrap-
Stichproben der zur 
Verfügung stehenden 
Originaldaten 
 

 Nutze die empirischen 
Verteilungen, um die 
Fallzahlplanung durchführen 
zu können 
 

 Ziel: Erfassung der 
Sensitivität der Ergebnisse 
der Fallzahlplanung 
gegenüber Abweichungen 
der ursprünglichen 
Annahmen 
 
 

“mean difference“ 

“worst case” 

„best case“ 

Effektgröße:   |                 | Con
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A) Resampling – Resultate der Simulationen 

Beispiel 1:  

n=6 

Beispiel 2:  

n=10 
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B) Gatekeeping - Kernidee 

 Unter der Annahme, dass konfirmatorische Aspekte in Tierversuchen 
überwiegen, muss das so genannte multiple Testproblem 
angemessen berücksichtigt werden 
 

 Wahrscheinlichkeit für mindestens ein falsch signifikantes 
Testergebnis im Falle von k zu testenden Hypothesen (Zielgrößen) 
ist 1-(1- α)k, unter der Annahme dass alle Nullhypothesen wahr sind 
 

 Verschiedene Ansätze zur Kontrolle des α-Niveaus wurden 
entwickelt, z.B. Bonferroni, viele davon sind jedoch zu konservativ 
mit der Konsequenz höherer Fallzahlen 
 

 Gatekeeping:  

 Prinzip der α-Umverteilung 

 Manche Hypothesen fungieren als “Wächter” für nachfolgende 

 Vorgehen: weise das lokale α-Level einer abgelehnten Hypothese einer 

oder mehrerer verbleibender Hypothesen zu gemäß einer vorab 

festgelegten Regel (welche Kanten? welche Gewichte?) und fahre mit 

dem Testen fort  

 



Homburger Kolloquium | Benjamin Mayer Seite 15 von 33 

B) Gatekeeping- Beispiel   

 H = {H1,H2,H3,H4}, p = {0.002, 0.005,0.01,0.04}, α = {α/2,α/2,0,0} mit α = 5% (global) 

H1 

H4 H3 

H2 

2



2



0 0 

p=0.002 p=0.005 

p=0.01 p=0.04 
1 

1 

1/2 1/2 
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B) Gatekeeping- Beispiel 

 H = {H1,H2,H3,H4}, p = {0.002, 0.005,0.01,0.04}, α = {1/2,1/2,0,0} 
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B) Gatekeeping- Beispiel  

 H = {H1,H2,H3,H4}, p = {0.002, 0.005,0.01,0.04}, α = {1/2,1/2,0,0} 
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B) Gatekeeping- Beispiel 

 H = {H1,H2,H3,H4}, p = {0.002, 0.005,0.01,0.04}, α = {1/2,1/2,0,0} 

H4 p=0.04 
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B) Gatekeeping – Resultate der Simulation 

  No adjustment of α Bonferroni Parallel gatekeeping approach 

      Path 1 Path 2 

  H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 

effect 

size² 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 

local α α α α α α/4 α/4 α/4 α/4 α/2 α/2 α/2 α α/2 α/2 α α/2 

n 10 5 12 7 14 6 17 10 12 5 15 7 12 5 12 9 

N total 12 17 (+42%) 15 (+25%) 12 (+0%) 

  Serial gatekeeping approach 

  Path 1 Path 2 Path 3 Path 4 

  H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 

effect 

size² 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 1.4 2.5 1.3 4.9 

local α α/2 α α/2 α α/2 α α α/2 α α/2 α/2 α α α/2 α α/2 

n 12 5 15 7 12 5 12 9 10 5 15 7 10 5 12 9 

N total 15 (+25%) 12 (+0%) 15 (+25%) 12 (+0%) 
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C) Pilotversuche – MCMC Simulation 

 Markov Chain Monte Carlo (MCMC)-Methoden werden genutzt, um 
Zufallsstichproben auf Basis von Verteilungsannahmen zu simulieren 
 

 Grundlage für die Simulationen bilden verschiedene Algorithmen, wie 
beispielsweise der Metropolis-Hastings-Algorithmus 
 

 Zur Abschätzung der notwendigen Fallzahlen bei Pilotversuchen, in 
denen aufgrund nicht verfügbarer Vordaten keine Schätzung mit den 
üblichen Formeln gemacht werden kann 
 

 Im Rahmen der Simulationen wurden verschiedene 
Verteilungsannahmen getroffen, um häufige Situationen in der Praxis 
abbilden zu können: 
 

 Simulation einer Binomialverteilung für kategoriale Zielgrößen 

 Simulation einer trunkierten Normalverteilung für stetige 

Zielgrößen 
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C) Pilotversuche – MCMC Simulation 

 Zudem wurden verschiedene Algorithmen (Random Walk sampler 
vs. Independent sampler) evaluiert, die auf der Gleichverteilung bzw. 
trunkierten Normalverteilung basierten 
 

 Notwendig für die Durchführung der Simulationen war eine 
Festlegung der nachzuweisenden Effekte 
 

 Für kategoriale Endpunkte: p1=1/n vs. p2=n-1/n 

 Für stetige Endpunkte: Δ= µ2-µ1 ={0.3, 0.5, 0.7} mit einer 

Standardabweichung σ von 20, 50, 70, 90 bzw. 95% von Δ 

 

 Fallzahlplanung basierte auf  

 χ2-Test mit nicht-zentraler χ2-Verteilung oder Normalverteilung bzw. dem 

exakten Test nach Fisher für kategoriale Endpunkte und 

 t-Test für Parallelgruppen und gleichen Varianzen mit nicht-zentraler t-

Verteilung bzw. entsprechender Approximationsformel für stetige 

Endpunkte 
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C) Pilotversuche – MCMC Simulation 

n=5-6 als 

Empfehlung 

Kleinstes Δ=0.3 mit 

moderater Streuung von 50%    
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C) Pilotversuche – MCMC Simulation 

n=8-9 als 

Empfehlung 
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C) Pilotversuche – Ressource Equation Approach 



Homburger Kolloquium | Benjamin Mayer Seite 25 von 33 

Diskussion und Fazit für die Praxis 

 Methodische Konzepte zur Adressierung der 3 genannten 
Kernprobleme im Rahmen der biometrischen Planung von  
Tierversuchen wurden vorgestellt 
 

 Alle Ansätze zeigten ein unmittelbares bzw. implizites Potential im 
Sinne der 3R 
 

 Die Methoden der Medizinstatistik können gewinnbringend 
eingesetzt werden für den Tierschutz bzw. die Optimierung des 
Versuchswesens  
 

 Allerdings müssen diese Methoden speziell für den Einsatz bei 
kleinen Fallzahlen geeignet sein 
 

 In den zuständigen Genehmigungsbehörden braucht es zudem die 
Expertise, den Einsatz bestimmter Konzepte und Methoden 
angemessen bewerten zu können 



Homburger Kolloquium | Benjamin Mayer Seite 26 von 33 

Diskussion und Fazit für die Praxis 

 Im Wesentlichen sollte in der Praxis der biometrischen Planung 
bedacht werden: 

 Dass die Anwendung „klassischer“ Test auf Normalverteilung 

(Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk, etc.) bei Fallzahlen <50 

eine extrem schlechte Power haben und demnach nicht dafür 

geeignet sind, die Anwendung parametrischer Tests zu 

rechtfertigen 

 Dass eine formale Fallzahlschätzung nur möglich ist, wenn 

seitens des Antragstellers vernünftige Vordaten zur Verfügung 

gestellt werden können 

 Dass metrische Zielgrößen bevorzugt genutzt werden sollten 

 Dass es zumindest derzeit noch keinen allgemein-akzeptierten 

Konsens darüber gibt, ob eher der konfirmatorische oder der 

explorative Anspruch im Tierversuch überwiegt, was allerdings 

während der Planung zu berücksichtigen wäre 

 Dass auch „unüblichere“ Methoden der Medizinstatistik 

gewinnbringend eingesetzt werden können 
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Diskussion und Fazit für die Praxis 

 Im Wesentlichen sollte auf Seiten der genehmigenden/beratenden 
Institutionen erörtert werden: 
 

 Ob die entsprechenden Gremien (zwingend) auf die Expertise 

von (Medizin-)Statistikern zurückgreifen sollten 

 Welche Maßnahmen zur Unterstützung von Antragstellern ggf. 

angeboten werden können/müssen (Core Facilities, 

Methodenberatung, etc.) 

 Ob die derzeitigen Antragsformulare den Prozess des 

Tierversuchswesen in der Weise abbilden, wie es gewünscht ist 

 Ob es eine grundlegende Neustrukturierung des gesamten 

Prozesses geben sollte 

 Ob es einer weitergehenden Vereinheitlichung bedarf 
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Diskussion und Fazit für die Praxis 

Saarland 

RP Tübingen 
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Diskussion und Fazit für die Praxis 
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Diskussion und Fazit für die Praxis 
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Diskussion und Fazit für die Praxis 
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Vielen Dank für die Einladung! 


