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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die regelmafiige Kontrolle der Eisenspeicher bei Kindern und Erwachsenen mit poten-
tiell toxischer Eisenlberladung ist Voraussetzung, um eine Therapie an die jeweils vor-
liegende Menge des gespeicherten Eisens anpassen zu kdnnen. Der in der Praxis hau-
fig verwendete Blutparameter Serum-Ferritin ist daftir nicht ausreichend genau geeig-
net. Als etablierte Methode steht dafir seit mehr als 20 Jahren die nicht-invasive
Biosuszeptometrie zur Verfigung. Diese Methode ist in der klinischen Routine weltweit
jedoch an nur 5 Standorten verfugbar (Hamburg, Oakland, New York, Turin, Genua).
Daher liegt es nahe, nach allseits verfligbaren Alternativmethoden zu suchen. Ziel die-
ser Arbeit ist die Kalibrierung einer Sequenz fir die Magnetresonanztomographie
(MRT), die in der Lage ist, in Leber und Milz gespeichertes Eisen moéglichst genau zu
quantifizieren. Die Messergebnisse werden mit der Referenzmethode der
Biosuszeptometrie verglichen und ausgewertet. Die Verfligbarkeit einer solchen Alter-
nativmethode wirde Patienten mit Eiseniberladung den Zugang zu einer nicht-

invasiven Diagnostik erheblich erleichtern.

Um eine MR-Sequenz zu etablieren, die in der klinischen Routine einsetzbar ist, wer-
den in dieser Arbeit verschiedene MR-Methoden genauer untersucht und untereinan-
der verglichen. Neben dem Vergleich der MR-Methoden untereinander soll auch der
Zusammenhang zu weiteren Aspekten des Krankheitsbildes der Eiseniiberladung auf-
gezeigt werden. Dazu gehdrt der Zusammenhang der Relaxationsraten im MRT mit
typischen Serum-Markern wie Ferritin und Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie der
Einfluss der Eisentberladung auf Leber- und MilzgréRe. Die OrgangrofRen kdnnen per
Ultraschall oder im MRT bestimmt werden. Ob hierbei unterschiedliche Ergebnisse
entstehen und ob die Ergebnisse von der individuell auswertenden Person abhéangen

ist eine weitere Frage, die in dieser Arbeit untersucht werden soll.
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1.2. Problematik der Eisentberladung

Eisen ist eines der haufigsten Spurenelemente im zellularen Metabolismus des Men-
schen und Teil wichtiger Proteine wie Hamoglobin und Myoglobin, dariber hinaus ein
guter Elektronentbertrager im Zusammenhang mit Redoxreaktionen und als Bestand-
teil von Cytochromen und Eisen-Schwefelverbindungen maf3geblich in den Prozess der
Atmungskette eingeschaltet. Die intestinale Eisenabsorption ist dabei strikt reguliert in
der Art, dass die genau ausreichenden Mengen Eisen absorbiert werden (normal 1-2
mg/Tag, steigerbar im Eisenmangel auf 3-4 mg, pathologisch erhdht bei

Hamochromatose (4-8 mg/Tag).

D um
Absmﬂm% w
1-2

Eisenzufuhr
{10-20 myid)

{(1-2 mgid)

Eisenverlust ‘

Abbildung 1: Eisenhomdostase beim Erwachsenen. Zahlenangaben in mg/Tag berechnet fir
einen 70-kg Mann. Ca. 20 mg Eisen zirkulieren taglich im Blut. Das Hormon
Hepcidin wirkt als negativer Regulator des Eisenmetabolismus (modifiziert nach
Nielsen et al. 1998).
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Bei einigen Krankheiten wird diese ausgeglichene Eisenbilanz gestort und es entwi-
ckelt sich eine Eiseniberladung. Prominentestes Beispiel hierfir ist die hereditare
Hamochromatose, bei der es durch eine genetisch bedingte Stérung der
Hepcidinsynthese zu einer pathologisch erhdhten Eisenabsorption im Intestinum
kommt (Abbildung 1). Dariiber hinaus sind auch Patienten mit hyperplastischer und
ineffektiver Erythropoese und Bedarf an Bluttransfusionen von der Eiseniiberladung
betroffen. Wichtige Vertreter der Krankheitsgruppe dieser sogenannten eisenladenden
Anamien sind die Thalassamien, Pyruvatkinasemangel, kongenitale
dyserythropoetische Anamie, Spharozytose und sideroblastische Anamie (Nielsen und
Gaedicke 2006). Bei Patienten mit Eisentberladung erschopft sich die Eisenbindungs-
kapazitat von Transferrin und es tritt zunehmend nicht Transferrin-gebundenes Eisen
(NTBI) im Plasma auf (De Luca et al. 1999). Dieses freie Eisen kann zum Auftreten
hochreaktiver Sauerstoffspezies, sogenannte freie Radikale (z.B. OH-Radikal) fuhren.
Als moglicher Mechanismus wird dabei in der Literatur die als Fenton- oder Haber-

Weiss-Reaktion bezeichnete folgende Reaktion genannt (Imlay et al 1988):

Fe? + H,0, > Fe** + OH + OH’

Es wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von NTBI zu einem reduzierten
Antioxidantienstatus im Plasma fuhrt und mit vermehrten Beiprodukten der
Lipidperoxidation vergesellschaftet ist (De Luca et al. 1999, Cighetti et al. 2002). Labi-
les Plasmaeisen (LPI), eine redox-reaktive Unterform des NTBI, kann Transferrin-
Rezeptor-unabhangig aufgenommen werden und im betroffenen Gewebe zu Zellsché-
den fuhren (Cabantchik et al. 2005). In der Leber kann die eiseninduzierte Zellschadi-
gung zu Leberfibrose, Leberzirrhose und in schweren Féllen auch zum Leberzellkarzi-
nom fuhren (Britton et al. 1990). Auch Verédnderungen von Tumorsuppressorgenen wie
p53 wurden beschrieben (Britton et al. 2002). Im Herzen fihrt eine Eisenuberladung
zum  Funktionsverlust von Enzymen der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran. In vitro gelingt es, diese Enzym-Inhibierung durch Bindung
des Uberschuss-Eisens wieder aufzuheben (Link et al. 1998), was die Rolle des Eisens
in der Pathophysiologie untermauert. Die Speicherung Uberschissigen Eisens im Ge-
webe geschieht in Form von Ferritin und Hamosiderin. Ferritin kommt im Zytoplasma
und Lysosomen vor, wahrend Hamosiderin nur in Lysosomen vorkommt
(Papakonstantinou et al. 1995). Beim Ferritin-Eisen handelt es sich um die I6sliche,

schnelle mobilisierbare Form des Speichereisens (Wu et al. 2010). Das ins Plasma

3
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sezernierte Ferritin dient zudem als diagnostischer Marker bei Entziindungen und Ei-
seniiberladung. Bei Eisentberladung werden die Ferritinspeicher in der Zelle zuneh-
mend erschopft und es bilden sich Ferritinaggregate in Form von unldslichen
Hamosiderin-Komplexen, welche als Langzeit-Eisenreserve dienen (Jensen JH et al.
2010). Obwohl Uberschiissiges Eisen theoretisch in fast allen Geweben abgelagert
werden kann, befindet sich der Grof3teil in zwei Zelltypen: den retikuloendothelialen
Zellen in Milz, Knochenmark und Leber (Kupffer-Zellen) und den Parenchymzellen in
Leber, Myocard und den endokrinen Organen. Im Gegensatz zu den retikuloendothe-
lialen Zellen, bei denen Eisenlberladung als relativ harmlos betrachtet werden kann,
fuhrt die parenchymale EisenlUberladung potenziell zu schweren Organschaden
(Hershko et al. 2005). Im Folgenden soll auf die Krankheit der Thalassdmie naher ein-
gegangen werden, da Thalassamie-Patienten den Hauptteil der Patientenpopulation
dieser Arbeit bilden.

1.3. Die Thalassamie

1.3.1. Vorkommen und Haufigkeit

1925 beschrieben Thomas Cooley und Pearl Lee eine Form der schweren Anamie bei
Kindern italienischer Herkunft, die mit charakteristischen Knochenveranderungen und
Splenomegalie einherging (Cooley und Lee 1925). Die Thalassamie (griechisch:
Jthalassa“=Meer), aufgrund ihres regional gehauften Auftretens auch Mittelmeeranamie
genannt, ist eine autosomal-rezessiv vererbte Hamoglobinopathie, bei der die Bildung
einer Peptidkette des Hamoglobins aufgrund eines genetischen Defekts vermindert ist
(Kulozik 2006). Je nachdem, welche Globinkette betroffen ist, spricht man von a-, be-
ziehungsweise von B-Thalassamie. Die geografische Verteilung der Thalassamie
stimmt nahezu mit den Malariagebieten Uberein, was sich durch einen Selektionsvorteil
fur Trager der heterozygoten Thalassamie-Variante erklaren lasst (Weatherall und
Clegg 2001). Diese klinisch unauffalligen Patienten sind durch die Thalassamie minor
vor einem schweren Verlauf der Malaria geschutzt. Weltweit gibt es etwa 80 Millionen
Trager einer B-Thalassamischen Mutation und um die 60 000 Kinder mit einer
Majorform der Thalassamie (Modell et al. 2001). Wahrend die a-Thalassamie vor allem
im sudostasiatischen Raum verbreitet ist, gilt der Mittelmeerraum als Ursprungsort der
B-Thalasséamie. Nach urspriinglicher Endemie in den Tropen und subtropischen Gebie-
ten haben Migrationsbewegungen dazu gefiihrt, dass die Thalassdmien zu einem wich-

tigen Teil der klinischen Praxis in den USA, Australien und Europa geworden ist. In
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Deutschland hat die B-Thalassdmie durch Einwanderung zunehmende Bedeutung er-
langt. Hierzulande leiden etwa 300-400 Patienten unter der B-Thalassamie major, der
homozygoten und schweren Form. Einwanderer aus der Ttrkei, Italien und Griechen-

land sind am haufigsten betroffen (Vetter et al. 1997).

Bei den B-Thalassamien unterscheidet man zwischen der Major-Form, die entweder
homozygot oder gemischt-heterozygot (Compound-Heterozygotie) sein kann und sich
durch Transfusionsabhéngigkeit auszeichnet, und der heterozygoten Minor-Form, die
zu einer milden Anamie fuhrt und meist asymptomatisch bleibt. Zusatzlich gibt es noch
die klinische Diagnose der B-Thalassamie intermedia, die genotypisch heterozygot

oder homozygot sein kann aber meist keine Transfusionen erfordert.

1.3.2. Die Pathophysiologie der B-Thalassamie major

Bei der p-Thalassédmie major kommt es zu aufgrund mangelnder oder fehlender Pro-
duktion der B-Ketten zu einer exzessiven Produktion von a-Ketten. Tetramere, die sich
allein aus a-Ketten zusammensetzen, sind nicht féhig, ein normales
Hamoglobinmolekil auszubilden und prazipitieren als Einschlusskdrperchen in Eryth-
rozyten-Vorlaufern. Diese Vorlauferzellen werden teilweise noch im Knochenmark zer-
stort. Das Knochenmark kann etwa 5- bis 6-mal so viel erythropoetische Vorlauferzel-
len wie das Knochenmark gesunder Personen enthalten und etwa 15-mal so viele
apoptotische Zellen (Centis et al. 2000). Es kommt zu einer ineffektiven Erythropoese,
die sich durch die Auspréagung einer hypochromen, mikrozytaren Anamie auf3ert. Im
Blut zeigen die zirkulierenden Erythrozyten abnorme Formen (Anisozytose,
Poikilozytose, Target-Zellen) und zeichnen sich durch eine verkirzte Lebensdauer von
7 bis 22 Tagen aus (Weatherall et al. 2001a). Durch das Defizit an B-Ketten ist, neben
geringen Mengen an HbA,, fetales Hamoglobin (HbF) die vorherrschende
Hamoglobinform bei Patienten mit -Thalassemia major. Die Anamie fihrt zwangslau-
fig zu einer Gewebshypoxie, welche durch die erhéhte Sauerstoffaffinitat des HbF zu-
satzlich verstarkt wird. Es kommt konsekutiv zu einer erhdhten Erythropoetin-
Ausschiittung in der Niere und zu einer Expansion des dyserythropoetischen Kno-
chenmarks. Die intestinale Eisenabsorption ist als Reaktion auf die ineffektive
Erythropoese erhoht, was zuerst zu einer Eisenansammlung in den Kupffer-Zellen der
Leber sowie in den Retikuloendothelialen Zellen der Milz, spater auch in den
Parenchymzellen der Leber fuhrt (Weatherall et al. 2001b).
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1.3.3. Kilinik und Therapie der B-Thalassamie major

Perinatal sind die betroffenen Patienten zunachst asymptomatisch, da hier die HbF-
Produktion noch natirlicherweise erhdht ist. Die meisten Patienten mit B-Thalassamie
werden zwischen dem 6. Lebensmonat und dem 2. Lebensjahr durch eine bestehende
Anamie diagnostiziert, wenn die Umstellung von fetalem Hamoglobin (HbF) auf adultes
Hamoglobin (HbA;) erfolgt ist (Nielsen et al. 2006). Zu den klinischen Symptomen ge-
horen Blasse, lkterus, Gedeihstérung und Hepatosplenomegalie, weshalb nach Diag-
nosestellung unverziglich mit der Transfusion von Erythrozytenkonzentraten begonnen
wird. Unbehandelt sind die Kinder unféhig, einen Hb von uber 5g/dl zu erreichen. Ohne
eine Therapie mit regelmafigen Bluttransfusionen kénnen sich Wachstumsretardierun-
gen, Skelettdeformitaten und erhdhte Frakturgefahr, braune Hautpigmentierung und
eine erhdhte Gefahr fur Infektionen anschlieRen. Die Transfusionen zielen auf einen
Hb von 9-11 g/dl, wodurch die Andmie abgemildert und in der Folge das Ausmalf3 der
ineffektiven Erythropoese sowie die pathologisch erhéhte Eisenabsoprtion verringert
werden. Oft ist zuséatzlich eine Splenektomie notwendig, um die Transfusionshaufigkeit
zu verringern. Dies ist dann gegeben, wenn die bendtigte Blutmenge 200ml pro Kilo-

gramm pro Jahr tUbersteigt (Weatherall et al. 2001c).

Durch den Bedarf an Bluttransfusionen entsteht eine weitere Eisenbelastung des Or-
ganismus (500 ml Erythrozytenkonzentrat enthalten etwa 250 mg Eisen) [Porter 2001].
Aufgrund der Eisenliberladung kommt es mit 10-11 Jahren zu hepatischen, kardialen
und endokrinen Stdrungen kombiniert mit fehlendem Wachstumsschub und ausblei-
bender sexueller Reifung wahrend der pubertdren Phase (Weatherall et al. 2001a).
Haufige Komplikationen wurden in einer nordamerikanischen Studie untersucht (Cun-
ningham et al. 2004): Neben transfusionsbedingten Hepatitis-C-Expositionen (35% der
getesteten Patienten) waren endokrine Stérungen haufig: Hypogonadismus (35%),
Diabetes mellitus (10%), Schilddriisenerkrankungen (9%) und Hypoparathyreoidismus
(4%). Eine Leberzirrhose bestand in 10-14% der Félle. In einer italienischen Studie an
720 nach 1970 geborenen Patienten wurde Herzversagen mit Gber 50% als die hau-
figste Todesursache identifiziert (Borgna-Pignatti et al. 2004). Um die genannten Kom-
plikationen zu minimieren, wird therapeutisch eine Eiseneliminationstherapie mittels

Chelatoren angestrebt.

Ziel der Chelatortherapie ist es, Eisen in einer Grof3enordnung zu binden und auszu-
scheiden, die der Menge des Transfusionseisens entspricht (Erhaltungstherapie) oder
noch héhere Mengen zu chelieren (Reduktionstherapie). Patienten, die optimal thera-

piert und compliant sind, kdnnen sich normal entwickeln, haben eine deutlich héhere
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Lebenserwartung und koénnen in einigen Féllen sogar selber Kinder bekommen
(Weatherall et al. 2001 a). Zurzeit gibt es drei routinem&Rig eingesetzte
Eisenchelatoren: Deferoxamin, Deferipron und Deferasirox (Cario et al. 2010). Die Ne-
benwirkungen der Chelatoren sind in Tabelle 1 aufgelistet. Prazise Methoden zur
Quantifizierung des Korpereisens sind daher essentiell fur die Dosisfindung der
Chelatortherapie, um einerseits Eisentoxizitdt zu vermeiden und andererseits uner-

winschte Arzneimittelnebenwirkungen zu minimieren (Brittenham und Badman 2003).

Tabelle 1: Nebenwirkungen der Eisenchelatoren (modifiziert nach Nielsen et al. 2006)
Deferoxamin Deferipron Deferasirox
(DFO) (L2) (Exjade)

Ototoxizitat, . _
, o Agranulozytose, | Ubelkeit, Erbrechen,
retinale Toxizitat, _ _
Arthropathie, abdominale
_ Wachstumshem- _
Nebenwirkungen Zinkmangel, Schmerzen, Haut-
mung, lokale und _ . .
_ gastrointestinale | ausschlag, Anstieg
systemische  Al- o
_ Beschwerden Serumkreatinin
lergien

Die einzige kurative Behandlungsmdglichkeit der B-Thalassamie besteht in der Trans-
plantation hdmatopoetischer Stammzellen. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde die The-
rapie der allogenen Stammzellentransplantation mehrere hundert Male erfolgreich an-
gewandt, vorzugsweise unter Verwendung HLA-identischer Spender aus der eigenen
Familie (Boncimino et al. 2010). Die Erfolgsrate ist unter anderem abhangig von Pati-
entenalter, LebergréRe und Chelatortherapie und liegt je hach Risikogruppe zwischen
80 und 87% (Lucarelli und Gaziev 2008), grundsatzlich werden bei Patienten im Kin-
desalter deutlich bessere Ergebnisse als bei Erwachsene beobachtet. Die Erfolgsraten
haben sich in letzter Zeit zunehmend verbessert und liegen bei Gesamtiberlebensra-
ten von 65% (Gaziev et al. 2000) bzw. 69% (La Nasa et al. 2002).

1.4. Mdglichkeiten zur Messung von Lebereisen

Die Eisenkonzentration verschiedener Gewebe stellt einen wichtigen Parameter fir
Behandlung und Prognose von Patienten mit Eisenldberladung dar. Hinsichtlich der

Chelatortherapie bei Thalassdmiepatienten gilt es, einerseits Organschaden durch to-
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xische Eisentberladung zu minimieren, andererseits aber auch Nebenwirkungen einer
erhdhten Chelatordosis (siehe Tabelle 1) zu vermeiden. Es wird davon ausgegangen,
dass sich etwa 70% des Gesamtspeichereisens in der Leber (Modell und Berdoukas
1984), bzw. 70-80% in Leber und Milz befinden (Summers et al. 1990). Somit dient die
Leber als Surrogatorgan fur die Abschatzung des Gesamtkdrpereisens. Die Bestim-
mung der Eisenkonzentration der Leber kann entweder invasiv durch eine Leberbiop-
sie, durch Laborparameter wie das Serum-Ferritin oder nicht-invasiv durch die Ausnut-

zung der paramagnetischen Eigenschaften des Speichereisens erfolgen.

Die perkutane Leberbiopsie gilt nach wie vor als Goldstandard und wird als Referenz-
methode verwendet, wenn es darum geht, neuere Methoden zu evaluieren (St Pierre et
al. 2005, Wood et al. 2005a). Eine einzige Biopsieprobe wird in der Regel als reprasen-
tativ fir die gesamte Leber betrachtet. Der Variabilitatskoeffizient (CV) bei doppelter
Messung wurde dabei mit 6,6% angegeben. (Barry und Sherlock 1971). Im fibrotischen
oder zirrhotischen Zustand kommt es jedoch zu ungleicher Verteilung der LIC. Hierbei
kann der individuelle CV der LIC von 11.3% bis 43.7% schwanken (Villeneuve et al.
1996). Angelucci et al. fihrten bei 501 Patienten 1184 perkutane Leberbiopsien ohne
Ultraschall-Uberwachung durch und beobachteten eine Komplikationsrate von 0,5%
(Angelucci et al. 1995). Trotz der geringen Komplikationsrate dieser invasiven Methode
bieten nicht-invasive Methoden Vorteile vor allem fiir Kinder und Patienten, die sonst

mehrfach biopsiert werden mussten.

1.4.1. Das Serum-Ferritin als Uberwachungsparameter

Die laborchemische Bestimmung des Serum-Ferritins (SF) ist weltweit verfligbar, stan-
dardisiert und kostengunstig. Dabei kann SF als wichtiger Baustein zur klinischen Ent-
scheidungsfindung dienen. Bei Hamochromatose-Patienten wird beispielsweise die
Indikation zur Leberbiopsie gestellt, wenn das SF Werte von >1000 pg/L Ubersteigt
(Morrison et al. 2003). Die Dosierung von Eisenchelatoren allein auf Basis von Labor-
werten wie dem Serum-Ferritin ist jedoch nicht mdéglich, da Einschrankungen in der
Beurteilbarkeit der Serum-Ferritin-Werte bei Entziindungsvorgangen (Borgna-Pignatti
und Castriota-Scanderbeg 1991) und Ascorbinsduremangel (Chapman et al. 1982)
auftreten. Durch die zusétzliche Bestimmung der Lebereisenkonzentration (LIC) kann
der Quotient aus SF und LIC gebildet werden, welcher fir den individuellen Patienten
als guter Uberwachungsparameter dient unter der strengen Voraussetzung, dass keine
Verédnderungen in der Chelatortherapie vorgenommen wurden und die Compliance

sich nicht verandert (Fischer und Harmatz 2009). Die Hohe des Serum-Ferritins allein
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dient lediglich als zusétzlicher diagnostischer Marker, wenn es darum geht, die Ten-

denz der Eisenspeicherung zwischen Messungen der LIC abzuschatzen.

1.4.2. Nicht-invasive Diagnostik: Die Biomagnetisch e
Lebersuszeptometrie (BLS)

Die biomagnetische Suszeptometrie ist heutzutage in der Lage, Eisen in Organen wie
der Leber und der Milz zu quantifizieren und stellt eine schnelle, sichere und nicht-
invasive Methode zur Messung des Leber- und Milzeisens dar (Sheth 2003). Je nach
Organ werden die Begriffe Biomagnetische Lebersuszeptometrie (BLS) oder Biomag-

netische Milzsuszeptometrie (BSS) verwendet.

1967 schlugen Bauman und Harris erstmalig vor, die paramagnetischen Eigenschaften
von Ferritin- und Hamosiderin-Eisen zu nutzen, um das Koérpereisen nicht-invasiv zu
bestimmen. Mit Hilfe von Helium-gekihlten supraleitenden Magnetfeldspulen, soge-
nannten SQUID-Detektoren (SQUID = Superconducting Quantum Interference Device),
gelang es ihnen, kleinste Magnetfeldanderungen aufgrund der paramagnetischen Ei-
genschaften von Ferritin- und Hamosiderin-Eisen zu messen (Bauman und Harris
1967). Nach Weiterentwicklung der Methode untersuchten Brittenham et al. 1982 erst-
malig die magnetische Suszeptibilitat der Leber bei Patienten und Normalpersonen und
den Zusammenhang mit der LIC nach Leberbiopsie. Dabei wurde eine hohe Korrelati-
on beobachtet (r = 0,98, p<10®) und gezeigt, dass magnetische Messungen des Le-
bereisens zur Lebereisenbestmmung nach Biopsie quantitativ &aquivalent sind
(Brittenham et al. 1982). Seit 1989 werden Patienten auch am Hamburger
Biosuszeptometer untersucht. Eine Validierungsstudie (Fischer et al. 1992) konnte
auch hier eine hohe Korrelation (r = 0,99, p<10™) zwischen LIC nach BLS und LIC

nach Leberbiopsie aufzeigen und die Ergebnisse von Brittenham et al. stiitzen.

In weiteren Studien wurde die Methode der BLS aulRerdem verwendet, um Langzeit-
verlaufe bei Patienten unter Chelatortherapie nachzuvollziehen (Brittenham et al. 1994)
sowie Chelatortherapien untereinander zu vergleichen (Olivieri et al. 1998, Fischer et
al. 2003). Durch BLS und zusatzliche Messung des Milzeisens (BSS) kann das Ge-
samtkorpereisen berechnet werden (Nielsen et al. 1995, Fischer et al. 1999), wodurch

sich die Methode fir die Verlaufskontrolle von Patienten mit Eisentiberladung eignet.

Limitierungen der Methode sind die weltweit begrenzte Anzahl an Geraten zur Durch-
fuhrung der Messung und die Tatsache, dass die Menge des Herzeisens durch die
biomagnetische Suszeptometrie nicht bestimmt werden kann (Brittenham und Badman
2003).
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Eine Indikation zur BLS ist dann gegeben, wenn die 3 Labordaten Serumeisen,
Transferrin-Sattigung und Serum-Ferritin  erhdéht sind (Verdacht auf hereditare
Hamochromatose), wenn die Zahl der Bluttransfusionen 20 im Jahr Ubersteigt (Trans-
fusions-Siderosen) oder wenn der Hamoglobin-Wert bei Eisen-ladenden Anamien

standig unter 9 g/dl liegt (Nielsen et al. 2003).

1.4.3. Nicht-invasive Diagnostik: Die Magnetresonan  ztomographie

Die Magnetresonanztomographie nutzt die magnetischen Eigenschaften von Wasser-
stoffkernen (Protonen) des menschlichen Kdrpers, um 3-dimensionale Bilder herzustel-
len. Wasserstoffprotonen sind vor allem in Wassermolektlen und Lipiden zu finden und
somit ein Hauptbestandteil menschlichen Gewebes. Durch supraleitende Drahtspulen
wird in MR-Tomographen ein starkes, homogenes Magnetfeld erzeugt. Patienten legen
sich in einen horizontalen Zylinder und werden dem Magnetfeld ausgesetzt. Normaler-
weise sind die Spins (Drehrichtung, Drall) der Wasserstoffprotonen zufallig ausgerich-
tet. Im Magnetfeld des MR-Scanners orientieren sich die Spins der Protonen jedoch in
eine gemeinsame Richtung, parallel zum Magnetfeld. Appliziert eine RF(Radio-
Frequenz)-Spule des MR-Tomographen einen Impuls (Spin-Echo) in einer bestimmten
Frequenz, absorbieren die Wasserstoffprotonen die von der RF-Spule ausgesendete
Energie und verandern die Richtung ihrer Spins. Wird der RF-Impuls ausgeschaltet,
verlieren die Protonen ihre Energie und ihre Spins kehren in die Ausgangsposition zu-
rick. Eine weitere RF-Spule erfasst das elektromagnetische Signal, welches in dem

Moment von den Protonen ausgeht. Die Signalintensitat kann dabei variieren.

In der longitudinalen Richtung kehren die Spins in einem bestimmten Intervall in ihre
Ausgansposition zuriick. Dieses Intervall wird T1-Relaxationszeit genannt. In der trans-
versalen Richtung wird beobachtet, dass die Spins nach einem bestimmten Intervall

untereinander aul3er Phase geraten. Dieses wird als T2- Relaxationszeit bezeichnet.

Aufgrund des Komplikationsrisikos (0,5%ige Komplikationsrate gemafld Angelucci et al.
1995) und der Invasivitat der Methode ist eine Leberbiopsie nicht immer vertretbar und
steht daher nicht als Methode zur regelméafigen Kontrolluntersuchung zur Verfligung.
Die BLS ist nur an wenigen Orten verfigbar und kann nur einen geringen Teil des Be-
darfs an regelméRigen Untersuchungen beziiglich des Lebereisens decken. Die quanti-
tative Lebereisenbestimmung durch MRT bietet trotz ihrer Komplexitat Vorteile gegen-
uber anderen Methoden: Sie ist nicht-invasiv (im Gegensatz zur Leberbiopsie), bietet
3-dimensionale Bildgebung und schlief3t auch tief liegende Organregionen in die Mes-

sung mit ein (im Vergleich zur BLS).
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1.4.3.1. Mdoglichkeiten der Eisenquantifizierung dur ~ ch MRT

Die Magnetresonanztomographie stellt Eisen indirekt dar: Eisenspeicher werden mag-
netisiert und verursachen ihrerseits lokale Unregelmafigkeiten im Magnetfeld, was
dazu fuhrt, dass Wasserstoffprotonen in der Néhe der Eisenspeicher ihre Phasenkoha-
renz verlieren. Dieser Effekt ist abhéangig von der Eisenkonzentration (Anderson et al.
2001). Eisen fuhrt zu einer Verkirzung der Relaxationszeit. Bei starker Eisenuberla-
dung wird dieser Effekt schon bei Betrachten der MR- Bilder dadurch augenscheinlich,
dass das betroffene Gewebe als Folge der niedrigen Signalintensitat tiefschwarz er-
scheint (siehe Abbildung 2). Dieser Effekt verstarkt sich umso mehr, je langer die
Echozeit (TE) gewahlt wird.

. _

TE=1.3 ms TE=5.94 ms

e e

TE=9.42 ms TE=19.86 ms

Abbildung 2: Transversale Gradientenecho-Aufnahmen eines Patienten mit moderater Eisen-
Uberladung (620 pg/g Leberfeuchtgewicht). Leber und Milz zeigen einen Abfall
der Signalintensitaten in Abhangigkeit von den Echozeiten TE 1,3ms; 5,94ms;
9,42 ms und 19,86 ms.

Es gibt zwei grundlegende Methoden, um MR-Bilder fir die Quantifizierung von Eisen
zu erstellen (Wood und Ghugre 2008). Um ein Echo zu erhalten, missen die
desynchronisierten Wasserstoffprotonen rephasiert werden. Dies kann entweder durch

einen Hochfrequenz (HF)-Puls (Spin-Echo) oder durch ein starkes zusétzliches Mag-
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netfeld, einen Gradienten, erfolgen (Gradienten-Echo). Der Zeitpunkt des Echos wird
durch Einstellungen am MR-Tomographen beeinflusst. Je langer die gewahlte
Echozeit, umso geringer wird die Signalintensitat. Betrachtet man die Signalintensitat,
welche vom abgebildeten Gewebe bestimmt wird, Giber die langer werdenden Echozei-
ten, wird erkennbar, dass der Abfall in der Signalintensitat einem radioaktiven Zerfall
ahnelt. Der Eisen-vermittelte Abfall in der Signalintensitat kann demnach durch eine
Zeitkonstante ahnlich einer Halbwertszeit beschrieben werden. Wird eine Spin-Echo-
Sequenz als Methode gewabhlt, heil3t diese Relaxationszeit T2, bei einem Gradienten-
Echo spricht man von T2* Eisen verklrzt diese Relaxationszeiten (Wood et al.
2005a). Statt der Relaxationszeit wird oftmals der Begriff Relaxationsrate, R2 oder R2*,

verwendet. Hierbei handelt es sich um die Reziproke der jeweiligen Zeitkonstante.

R2 = 1000/T2

R2* = 1000/T2*

Der Faktor 1000 wird eingefugt, da T2 und T2* in Millisekunden und R2 und R2* in
reziproken Sekunden (s?) ausgedriickt werden. Die Verwendung von Relaxationsrate
statt Relaxationszeit hat den Vorteil, dass eine erhdhte Relaxationsrate mit erhdhten
Eisenkonzentrationen einhergeht. Es handelt sich also um eine positive Korrelation,

was die Interpretation der Ergebnisse vereinfacht.

1.4.3.2. Die Spin-Echo-Methode

Nach einem initialen 90°-Puls entsteht eine rotierende Quermagnetisierung, die das
MR-Signal erzeugt. Dieses Signal, der freie Induktionszerfall (FID), klingt exponentiell
wieder ab, denn die Spins geraten nach Abschalten dieses Initialpulses wieder aul3er
Phase. Dies ist der Prozess, der durch T2 charakterisiert wird: Nach der Zeit T2 ist die
Phasenkoharenz per definitionem auf 37% gesunken. Grund sind Wechselwirkungen
zwischen den Spins, weshalb man neben transversaler Relaxation auch von Spin-
Spin-Relaxation spricht. T2 ist dabei abhangig von der Resonanzfrequenz der Spins (in
Abhangigkeit von der Feldstarke), der Temperatur, der Mikroviskositéat sowie der Ge-
genwart groRer Moleklle oder paramagnetischer lonen (Rinck 2003a). Um ein erneu-
tes Echo zu erhalten wird ein 180°-Puls nachgeschaltet mit dem Effekt, dass die zuvor
desynchronisierten Spins rephasieren und ein zweites Echo, das Spin-Echo, erzeugen
(siehe Abbildung 3).

12
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Abbildung 3: Prinzip der Spin-Echo-Sequenz. Das Echo wird durch einen rephasierenden
180°- Puls erzeugt. Die Zeit zwischen Applikation des 90°-Pulses und maximaler
Amplitude des Echo-Signals wird Echozeit (TE) genannt (modifiziert nach Rinck
2003d).

1.4.3.3. Die Gradienten-Echo-Methode

Um ein Echo zu erhalten, ist nicht unbedingt ein 180°-Puls notwendig, stattdessen
konnen auch Feld-Gradienten verwendet werden. Ein magnetischer Feldgradient ist
eine Anderung des Magnetfeldes in einer bestimmten Richtung, die magnetische Feld-
starke unterscheidet sich also an bestimmten Stellen. Die Gradienten-Echo-Sequenz
beginnt wie die Spin-Echo-Sequenz mit einem initialen HF-Puls. Der Flipwinkel (FA)
kann hier unter 90° betragen, da dadurch die zu erhaltene Signalstarke maximiert wer-
den kann (Rinck 2003b). Nach dem vorausgegangenen HF-Puls werden die Spins
durch einen Gradienten dephasiert. Wird dieser Gradient umgepolt, werden die Spins
wieder in Phase gebracht, sie werden also rephasiert (Rinck 2003c). Es entsteht ein
Echo des FID, das Gradienten-Echo (siehe Abbildung 4). Wichtig ist noch, dass lokale
Magnetfeldinhomogenitaten zu einem noch schnelleren Verlust des Signals als durch
die Zeit T2 fuhren, dieser Effekt wird durch T2* beschrieben. Dadurch, dass das Signal
schneller abféllt als bei T2, werden beim Gradienten-Echo kirzere Echozeiten (TE)
und auch klrzere Repetitionszeiten (TR) bendtigt, was zu einer kiirzeren Messzeit fuhrt
(Rinck 2003d). Diese Methode hat vor allem in der Herzeisenmessung an Bedeutung
gewonnen und wird hier bereits Uber Studien hinaus in der Routinediagnostik einge-
setzt (Westwood et al. 2003).

13
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Abbildung 4: Das Gradienten-Echo. Es kann ein kleinerer Flip-Winkel (a) als 90° gewahlt wer-
den. Das Echo wird durch die Umpolung des Gradienten gebildet (modifiziert
nach Rinck 2003d).

1.4.3.4. Lebereisen durch MRT in der Vergangenheit

MRT ist eine Methode die theoretisch dazu in der Lage ist, Eisen in allen Organen zu
messen, die von Eiseniberladung betroffen sein kdnnen, beispielsweise Leber, Milz,
Herz, Pankreas, Knochenmark und Hypophyse. Die optimale MRT-Methode wirde
sich durch hochste Prazision und Reproduzierbarkeit auszeichnen und musste in der
Lage sein, eine moglichst hohe Bandbreite beziglich der Menge des nachweisbaren
Eisens abzudecken. In der Vergangenheit hat es verschiedene methodische Ansétze
dazu gegeben, darunter Spin-Echo-Sequenzen und Gradienten-Echo-Sequenzen.
Zielorgan war vorzugsweise die Leber, vor allem weil hier die Leber-Biopsie als Refe-

renzmethode zur Verfigung steht.

Nachdem Stark et al. 1985 gezeigt haben, dass eine eisenuberladene Leber zu einer
moderaten Verklrzung der T1-Relaxationszeit sowie zu einer extremen Verkirzung
der T2-Relaxationszeit fuhrt (Stark et al. 1985), konzentrierten sich Kaltwasser et al.
1990 auf Messungen der T2-Relaxationszeit. Es zeigte sich eine hochsignifikante Kor-
relation von 1/T2 und LIC bei einer Magnetfeldstarke von 1.0 und 1.5 Tesla in einer
Patientengruppe, deren LIC von 107 bis 1207 mmol/g (entspricht 5.67 bis 63.971 mg/g
Lebertrockengewicht) reichte (Kaltwasser et al. 1990). Die Autoren demonstrierten,

dass Lebereisen durch die Bestimmung der T2-Zeit durch eine Single Spin-Echo- Me-
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thode im klinisch relevanten Bereich (bis zu 400 mmol/g Lebertrockengewicht) genau
gemessen werden kann und fihrte dies auf die Verwendung von mdéglichst kurzen
Echozeiten von TE=10 ms zuriick. Engelhardt et al. 1994 erkannten die Problematik
der zu langen Echozeiten und wahlten ihrerseits die im Rahmen ihrer Mdglichkeiten
kiirzeste Echozeit von TE= 20ms, um den Einfluss von Eisen auf menschliches Leber-
gewebe, das Lebergewebe von Ratten sowie wassrige Eisenlésungen, sogenannten
Phantomen, mit einer Multi-Spin-Echo-Methode sowie einer Single-Spin-Echo-Methode

zu untersuchen (Engelhardt et al. 1994).

Verglichen mit der Multi-Spin-Echo-Methode fihrte die Single-Spin-Echo-Sequenz zu
praziseren R1 und R2-Relaxationraten bei den Phantomen. Es ergab sich ein linearer
Zusammenhang zwischen Biopsie-Lebereisen und R2-Relaxationsrate bei Ratten und
Patienten. Nachteil der Studienergebnisse war allerdings, dass es ab einer LIC >2 mg/

g Leberfeuchtgewicht zu héheren Messunsicherheiten kam (+0.38 mg/qg).

Gomori et al. benutzten 1991 erstmals eine Gradientenecho-Methode, um Speicherei-
sen nachzuweisen. Jedoch konnte die Gruppe nur eine moderate Korrelation zwischen
LIC und R2* beobachten (Gomori et al. 1991). Gandon et al. verfolgten 1994 einen
anderen Ansatz: Statt der Berechnung einer Zeitkonstante bildeten Sie das sogenann-
te Signal Intensitiy Ratio (SIR), also das Verhéltnis der Signalintensitaten von Leber-
gewebe zu Referenzgewebe (Muskel oder Fett). Als Methode verwendeten sie eine
Gradientenecho-Sequenz mit TE = 30 msec. Es zeigte sich, dass das SIR in dieser
Studie besser mit der LIC korrelierte als 1/T2 (=R2) (Gandon et al. 1994). Dies wird
unterstutzt durch Veroffentlichungen anderer Autoren (Hernandez et al. 1988,
Bonkovsky et al. 1990 und 1999). Papakonstantinou et al. beobachteten 1995 jedoch
das Gegenteil: In ihrem Patientenkollektiv korrelierte die Zeitkonstante 1/T2 wesentlich
besser mit der LIC als das Leber-zu-Muskel-SIR (r = 0.97 gegentber r = 0.76). Sie
verwendeten eine Feldstarke von 0.5 Tesla und konnten ein erstes Echo von TE = 12
ms flr ihre Single Slice Multi-Echo-Sequenz festsetzen. Aufgrund dieser Ergebnisse
kann noch nicht abschlieRend geklart werden, ob R2/R2* zu genaueren Ergebnissen

als das SIR fuhrt oder umgekehrt.

Die groten Studien wurden in der letzten Zeit von St Pierre et al. und Wood et al.

durchgefuhrt.

St Pierre et al. gelang es 2005, eine Spin-Echo-Methode zu entwickeln, die verlassli-
che Ergebnisse Uber die groRe Bandbreite der LIC liefert und zudem fir die klinische

Routine geeignet ist. FUr die sogenannte FerriScan®-Methode besteht ein festge-
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schriebenes Protokoll, um sicherzustellen dass alle teilnehmenden Kliniken dieselben
MRT-Voreinstellungen verwenden. Die durch FerriScan® erhobenen MR-Daten wer-
den elektronisch verschickt und an zentraler Stelle ausgewertet. Die Gruppe um St
Pierre erstellte eine Kalibrierkurve fir ihre Spin-Echo-Methode, indem die Messergeb-
nisse von R2 gegen die Ergebnisse der LIC nach Leberbiopsie aufgetragen wurden (St
Pierre et al. 2005). Es ergab sich ein hochsignifikanter kurvilinearer Zusammenhang
(rs = 0.98, p<10™) fiir die gemessene Bandbreite von 0.3 bis 42.7 mg Eisen/ g Leber-
trockengewicht. Die Variabilitdt zwischen einzelnen Messungen beim selben Patient
fiel mit 7% vergleichsweise niedrig aus. Darlber hinaus wurde die Methode durch die
Messung von Phantomen auf Manganchlorid-Basis auf 13 verschieden MR-
Tomographen auf ihre Reproduzierbarkeit hin validiert. Diese Studie fuhrte letztendlich
zur Akzeptanz der FerriScan®-Methode durch die amerikanische FDA (Food and Drug

Administration) und ist somit in den USA fir die klinische Routine zugelassen.

Im selben Jahr veréffentlichten Wood et al. eine Arbeit, in der sie durch Berechnung
von R2 und R2* die Kalibrierkurve von St Pierre et al. 2005 bestatigten (Wood et al.
2005a). Diese unabhéngige Bestatigung gilt als Beweis, dass die MR-Technik auf ver-

schiedenen Plattformen reproduzierbar ist (Wood und Ghugre 2008)

1.4.3.5. Durchbruch in der Bestimmung des Herzeisen s durch MRT-T2*

Im Jahre 2001 gelang es, eine Gradientenecho-Methode zu entwickeln, deren resultie-
rende Zeitkonstante T2* hochsignifikant (r = 0.93, p<'®*) mit der LIC sowie der Herz-
funktion korrelierte (Anderson et al. 2001). Es zeigte sich ein inverser, kurvilinearer
Zusammenhang von Leber-T2* mit LIC nach Biopsie. Zudem wurde ein Zusammen-
hang von niedrigem Herz-T2* und verringerter links-ventrikulérer Ejektionsfraktion, er-
héhtem end-systolischem Volumen im linken Ventrikel sowie erhohter links-
ventrikularer Masse festgestellt, was von besonderem Augenmerk ist, da Herzversa-
gen als haufigste Todesursache bei Eisenlberladungserkrankungen wie der
Thalassemia major identifiziert wurde (Borgna-Pignatti et al. 2004). Interessanterweise
zeigte sich kein Zusammenhang von Leber- und Herz-T2* und auch kein Zusammen-
hang von Herz-T2* zu Serum-Ferritin, sodass sich aus den Resultaten ergibt, dass
Leber und Herzparameter getrennt voneinander betrachtet werden missen, um ge-

fahrdete Patienten friihzeitig zu erkennen.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Patienten, bei denen routinemafiig das Lebereisen mittels BLS gemessen und das
Herzeisen durch MRT bestimmt wird, wurden im Zeitraum von Januar 2008 bis Juli
2010 zusatzlich im MRT bezuglich ihres Lebereisens gescannt. Die Anwendungsbe-
obachtung umfasst 69 Messungen bei 53 Patienten (23 Frauen, 30 Manner), medianes
Alter zum ersten Untersuchungszeitpunkt betrug 30 Jahre (Bereich 7-79 Jahre). Einige
Patienten wurden im Verlauf mehrfach gemessen (n=13), 10 Patienten im gegebenen
Zeitraum 2-mal und 3 Patienten 3-mal. Bei 9 Patienten wurde zuséatzlich das Milzeisen
durch BSS und MRT untersucht. Alle teilnehmenden Personen gaben ihr schriftliches
Einverstandnis fur die Untersuchungen. Eine detaillierte Auflistung der teilnehmenden

Patienten und zugehdrige Parameter befindet sich in Tabelle 2.

Ziel war es, mit den untersuchten Patienten eine grol3e Bandbreite der Eisenkonzentra-
tion von Leber und Milz abzudecken, weshalb Patienten mit bekannter Eiseniuberla-
dung (n=48) und auch Normalpersonen (n=5) in die Population mit einbezogen wur-
den. Bei einer Normalperson ergab sich eine erhdhte LIC unbekannter Genese, daher

wird diese zur Patientengruppe gezéhlt.

In der Patientengruppe stellen die Thalassamie-Syndrome die haufigste Gruppe: B-
Thalassédmie major (n=27), B-Thalassémie intermedia (n=3), a-Thalassamie major
(n=1).

Eine weitere Gruppe stellen verschiedene Transfusionssiderosen (n=16): Diamond-
Blackfan-Anamie (n=3), Knochenmarkstransplantation nach Akuter Myeloischer Leu-
kamie (n=2), Knochenmarkstransplantation nach Hamophagozytischer
Lymphohistiozytose (n=1), Sideroachrestische Anamie (n=1), Aplastische Anémie
(n=1), hereditare Hamochromatose (n=2), Kongenitale Dyserythropeotische Anamie
(n=1), V.a. Myelodysplatisches Syndrom (n=3), Pyruvatkinasemangel (n=1), Zustand

nach Wilms-Tumor (n=1) und zuletzt der Patient mit unklarer Eisentiberladung (n=1).

Die mediane LIC fir alle 69 Messungen gemaR der Referenzmethode BLS betrug
1718 pg/g Leberfeuchtgewicht (Bereich 57-9454 ug/g), der Zeitabstand zwischen den
Messungen im Biosuszeptometer und MRT betrug 27,8 Tage (Bereich 0-178 Tage).

Von 53 teilnehmenden Personen waren 12 Patienten splenektomiert, davon 10 mit (3-

Thalassdmie major, 1 Patient mit B-Thalassdmie intermedia und 1 Patient mit
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Pyruvatkinasemangel. Medianes Alter bei Splenektomie war 8,7 Jahre (3,9-29,7 Jah-

re).

Von den 53 Teilnehmern waren 39 unter Chelatortherapie, die Dauer der Therapie be-
trug im Median 17,2 Jahre (0,01-29,8 Jahre). 42 Patienten waren unter Transfusions-
therapie, die Dauer betrug dabei im Median 20,8 Jahre (0,66-35,76 Jahre).

Bei 46 Teilnehmern wurde das Lebervolumen, welches im Median 1593 cm?® betrug
(604-3216 cm?®), sonographisch bestimmt. Bei 29 Patienten wurde auch das Milzvolu-

men sonographisch gemessen, es betrug im Median 366 cm?® (50-930 cm®).

Folgende Laborparameter wurden routinemafig im vendsen Blut bestimmt: Serum-
Ferritin (n=50) und ALT (n=26). Serum-Ferritin-Werte waren im Median 1703 pg/L (50-
10529 pg/L), die ALT lag im Median bei 34 U/L (13-176 U/L).
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Tabelle 2: Patientenpopulation. Werte sind entweder einzeln, als Bereich und/oder als Me-
dian angegeben. MDS= Myelodysplastisches Syndrom, HH= Hereditare
Hamochromatose, KMT n. AML= Knochenmarkstransplantation nach akuter
myeloischer Leukamie, HLH= hamophagozytische Lymphohistiozytose,

DBA= Diamond-Blackfan-Anamie, CDA= chronische dyserythropoetische Ana-
mie, AA= aplastische Anamie, SA= Sideroachrestische Anamie

Parameter n w/m Alter LIC(BLS) Splenektomie
(Jahre) (H9/9)
B-Thal major 27
2159
27 10/17 (7-36) n=10
(597-9454)
B-Thal intermedia 46 1600
3 1/2 n=1
(42-50) (799-3242)
a-Thal major 1 -1 12 952 -
V.a. MDS 3 1/2 63-78 1754-7681 -
HH 2 11 44-66 191-4435 -
KMT n. AML 2 11 17-19 2748-2856 -
KMT n. HLH 1 -/1 18 1409 -
DBA 3 211 16-32 583-6329 -
CDA 1 1/- 59 2271 -
AA 1 1/- 35 3062 -
SA 1 1/- 30 4327 -
Pyruvatkinasemangel 1 -/1 14 2707 n=1
Z.n. Wilms-Tumor 1 1/- 14 1479 -
Unklare Eiseniiberladung 1 1/- 22 634 -
normal 5 2/3 22-65 57-377 -
Summe 53 23/30 n=53 n=53 n=12
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2.2. Biomagnetische Lebersuszeptometrie

2.2.1. Grundlagen der Biosuszeptometrie

Die BLS beruht auf der physikalischen Theorie der Magnetostatik, welche das Verhal-
ten von Materie in einem Magnetfeld B, (magnetische Flussdichte) beschreibt. Materie
im externen Feld B, erfahrt eine Magnetisierung M, woraus ein Gesamtfeld B resultiert
(Gleichung 1). Dabei ist die Magnetisierung proportional zu By, wobei die Proportionali-
tatskonstante (= magnetische Suszeptibiltdt x) eine spezifische Materieeigenschaft

darstellt.
B=M+By =x'By+ B (Gleichung 1)

Je nach Substanz variiert die magnetische Suszeptibilitdt in der Starke und in der Rich-
tung relativ zum Magnetfeld und kann so diagnostisch genutzt werden. Ferromagneti-
sche Substanzen wie Eisen, Kobalt und Nickel verursachen die starkste positive Mag-
netisierung im Vergleich mit anderen Materialien. Im menschlichen Korper gibt es al-
lerdings kein Gewebe mit ferromagnetischen Eigenschaften, sondern nur solche mit
diamagnetischen (schwach negative Magnetisierung) und paramagnetischen (positive
Magnetisierung) Eigenschaften. Paramagnetische Substanzen wie Hamosiderin- und
Ferritin-Eisen verstarken das Magnetfeld, wahrend diamagnetische Substanzen wie
Wasser, Fett, Haut und Muskel das anliegende Magnetfeld abschwachen (Fischer und
Farrell 2007). Bei der BLS wird die paramagnetische Suszeptibilitat des in Hamosiderin
und Ferritin gepeicherten Eisens im Vergleich zum diamagnetischen Untergrund, wel-
cher hauptsachlich durch das tber der Leber liegende Thoraxgewebe bestimmt wird,
gemessen. Die paramagnetische Suszeptilitat der Eisenkomplexe ist dabei direkt pro-
portional zur Lebereisenkonzentration (Brittenham et al. 1982). Wird ein Kdrper mit
magnetischen Eigenschaften (z.B. eine Eisen-Uberladene Leber) in einem stabilen
Magnetfeld bewegt, verandert sich das Magnetfeld. Diese Feldanderung induziert in
einer geeigneten Detektorspule einen Strom, der einem bestimmen Spannungswert
entspricht. Die HOhe der Spannungsdnderung hangt vom Magnetisierungsgrad des
Korpers und dem Abstand zur Detektorspule ab. Die Messung der magnetischen
Suszeptibilitat der Leber relativ zu einem Referenzmedium (Wasser), Ay, erlaubt die
Berechnung der Lebereisenkonzentration, LIC (Gleichung 2) (Fischer und Farrell
2007):

LIC = AX/Z Hamosiderin/Ferritin (GIeiChung 2)
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wobei die spezifische magnetische Suszeptibilitdt von Hamosiderin- und Ferritin-Eisen,
T vamosiderinFerriin, Mit 1,6:10°% SI - Einheiten bestimmt wurde (Williamson und Kaufman
1981).

Die Beitrage anderer paramagnetischer Materialien wie Sauerstoff, Desoxyhamoglobin
und von einigen Spurenmetallen sind dabei so gering, dass die Messung als spezifisch

fur Ferritin- und Hamosiderineisen gilt (Brittenham et al. 1982).

Im Gegensatz zur Magnetresonanztomographie, bei der die atomare magnetische
Suszeptibilitat der Eisenkomplexe zu einem verénderten nuklearen Resonanzverhalten
der Protonen fuhrt, welche im MRT bei hoher Lebereisenkonzentration zu einem
schnellen Signalabfall fuhrt, wird die magnetische Suszeptibilitat des Lebereisens bei
der BLS direkt bestimmt.

2.2.2. Aufbau des Biosuszeptometers

Die Untersuchungen der Patienten, deren Ergebnisse Teil dieser Arbeit sind, wurden
mit einem 2-Kanal-SQUID-Biosuszeptometer (Biomagnetic Technologies Inc., San
Diego, USA) durchgefihrt.

Das Hamburger Biosuszeptometer befindet sich in einem Raum aus Holz und eisen-
freien Metallen mit geringer magnetischer Signatur, da schon kleinste Magnetfeldande-
rungen Einfluss auf die Messung haben. Das Gerat enthélt zwei SQUID-Detektoren,
die sehr sensitiv sind und bereits auf geringe Magnetfelddnderungen (> 0,1 uTesla)
reagieren. Die Patienten liegen unter einer Wasserkopplungsmembran (Wasserkissen)
mit einem Durchmesser von 25 cm. Die Sensoreinheit besteht aus supraleitenden
Magnetfeldspulen zur Erzeugung eines inhomogenen externen Magnetfeldes (< 30
mTesla), 2 Gradiometern 2. Grades zur Detektion der Feldanderungen und 2 rf-
SQUIDs, die uber Flusstransformer an die Gradiometer gekoppelt sind (siehe Abbil-
dung 5). Die Magnetfeldspulen arbeiten bei der Temperatur flissigen Heliums (4,3°K),

welches sich in einem 20-Liter-Behélter befindet.

21



Patienten und Methoden

Field coil
Sensor coils

Waterbagimulates
diamagnetic hady tssue

Liver distance
by Sanography

locator loop

Paramagnetic Ferritin
Lpey = 160010 |SI|

Bed speed=smms

Fve.(_;a(FEr } = Function of SQUID-Voltage

Abbildung 5:  Schematischer Aufbau des Biosuszeptometers (Fischer 1998)

2.2.3. Ablauf der Untersuchung

Die folgende Beschreibung beschaftigt sich ausschlief3lich mit der Messung der Leber-
eisenkonzentration (LIC). Die Messung der Konzentration des Milzeisens ist erst mog-
lich, wenn das Volumen der Milz 400 cm? Uibersteigt (Zander 2002). Vor Beginn der
Messung wird der individuelle Gewebebeitrag, welcher durch die Schicht Uber der Le-

ber bedingt ist, anhand von Gr63e und Gewicht des Patienten ermittelt. Zusétzlich wird
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der Torso-Radius beim liegenden Patienten mittels eines flexiblen Konturenstabs aus-

gemessen.

Der Patient wird in Rickenlage mit 30 - 45° rotierter Kdrperachse auf einer auf- und
abwarts fahrbaren Liege positioniert, so dass die Leber unter dem Detektor zu liegen
kommt. Der Abstand zwischen Hautoberflache und Leber wird mit einem Ultraschallge-
rat (Typ CS 9500, Firma Hitachi-Picker) mit einem linearen Schallkopf (3,5 MHz, Lan-
ge 10 cm) auf weniger als 1 mm genau ausgemessen: Hierzu werden 4 Ultraschallbil-
der von definierten und Laser geflhrten transversalen, sagittalen und diagonalen Le-
berschnitten erstellt, anhand derer der Abstand zwischen Schallkopf und Leberoberfla-
che ausgemessen und gemittelt wird. Die Lebergeometrie wird als Ellipsoid durch
transversale und sagittale Ultraschallbilder bestimmt. Der Patient wird mittels einer
Vakuummatratze fixiert. Er wird mit der Liege unter die Detektorspulen des
Biosuszeptometers verschoben und mit Hilfe einer Positionierungsspule fir die Mes-
sung zentriert. Dieselbe Positionierungsspule auf der Hautoberfliche des Patienten
bestimmt wahrend der Messung den Abstand von der Hautoberflache des Patienten
zur untersten Detektorspule des Gerates bis auf weniger als 0,5 mm genau. Wahrend
der Messung wird der liegende Patient in dem inhomogenen Magnetfeld in 13 Sekun-
den etwa 8 cm abwarts bewegt. Dabei wird die durch die SQUIDs digitalisierte Ande-
rung des magnetischen Flusses in Form von analogen Spannungsanderungen als
Funktion des Detektor-Haut-Abstandes gemessen. Da die Leber atemverschieblich ist,
wird der Patient wahrend der Messung aufgefordert, nach dem Ausatmen die Luft far
etwa 13 Sekunden anzuhalten. So werden Bewegungen der Leber und Einflisse der
Lunge auf die Messergebnisse minimiert. Wahrend der Messung wird die Wasser-
kopplungsmembran kontinuierlich mitgefiihrt, so dass diese zu jedem Zeitpunkt der
Messung den Raum zwischen der Detektorspule und der Hautoberflache des Patienten
ausfillt (siehe Abbildung 6). Da Wasser eine ahnliche magnetische Suszeptibilitat wie
das Uber der Leber liegende Gewebe besitzt, wird der magnetische Beitrag des Gewe-
bes aufgehoben. Das gemessene Signal ist letztendlich proportional zur Differenz der

Suszeptibilitat zwischen dem Eisen in der Leber und Wasser (Sheth 2003).
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Abbildung 6: Aufbau der Messeinheit (mit freundlicher Genehmigung von Roland Fischer und
Paul Harmatz)

Ausgehend von der Startposition (links in Abbildung 6) wird der Patient etwa 8 cm ab-
warts bewegt. Mit zunehmendem Abstand zu den Feldspulen verringert sich das Mag-
netfeld, welches die Leber umgibt, von anfangs 20-30 milliTesla bis auf 1 milliTesla.
Wahrend der gesamten Messung liegt die Wasserkopplungsmembran am Patienten
an. Die Anderung des Magnetflusses wird als Funktion des Abstandes von den Detek-
torspulen registriert und von der SQUID-Elektronik digitalisiert.

Die Messung wird je nach Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 3- bis 4-mal durchge-
fuhrt, um einen Mittelwert der gemessenen Lebereisenkonzentration zu erhalten. Der
Untersucher erhalt bereits wahrend der Messung ein Online-Ergebnis tber die LIC in
Hg/g Lebergewicht, welches sich vom Endergebnis nach graphischer Auswertung der
Daten nur geringfligig unterscheidet. Die Prozesssteuerung wahrend der Messung, die
Aufzeichnung der Messsignale und die online Analyse werden mit Hilfe eines Hewlett-
Packard-Computers (HP 320) durchgefihrt.

2.2.4. Volumenbestimmung von Leber und Milz durch S onographie
(entnommen der Dissertation von Angela Kréhnke 2001)

Die Volumenbestimmung der beiden Organe dient der Berechnung der Gesamtkdrper-
eisenmenge sowie zusatzlich auch als Therapietiberwachung im Hinblick auf eventuel-
le GroRenveranderungen von Leber und Milz und wird im Anschluss an die
biosuszeptometrische Messung durchgefiihrt. Es wird das Verfahren der Planimetrie

angewendet (Leung NW et al. 1986).
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Dazu wird derselbe Ultraschallkopf wie oben verwendet. Zur Positionierung des Schall-
kopfes wird ein Laserkreuz auf die Haut projiziert und der Schallkopf parallel zur Kor-
perachse und senkrecht zur Liegeflache ausgerichtet. Durch Verschieben der Liege in
der Horizontalen und Vertikalen in Abstdnden von jeweils 2 cm werden Schnittbilder
der beiden Organe aufgezeichnet. AnschlielBend umfahrt der Untersucher die Organ-
konturen, um die Flache mithilfe der Software des Sonographen zu berechnen. Durch

Addition der Flachen erhélt man das Leber- bzw. Milzvolumen.

Aus der gemessenen Lebereisenkonzentration und dem Lebervolumen sowie Milzei-
senkonzentration und Milzvolumen kann schlie3lich das Gesamtkorpereisen mit einer

Variabilitat von = 10 % (Fischer et al. 1999) berechnet werden.

2.3. MRT

2.3.1. MRT-Protokoll
Die MRT-Untersuchungen erfolgten an einem 1.5 Tesla Gerdt (Magnetom
Symphony®, Siemens AG, Erlangen) mit einer 4 Elemente Phased-Array Oberflachen-

spule.

Um Auskinfte Uber die Topographie von Herz, Leber und Milz zu erhalten, wurde zu-
nachst eine Suchschicht (Localizer) in sagittaler, coronarer und transversaler Schicht-
fuhrung angefertigt. Zur genaueren Organausdehung und zur spateren Volumenbe-
stimmung von Leber und Milz wurden zusatzlich T2-HASTE-Sequenzen und

In/Opposed Phase-Sequenzen appliziert.

Daraufhin wurde unter Orientierung an der Wirbelkérpermitte eine Region flr transver-
sale Schnitte ausgewahlt, die den groRten Leber-und Milzdurchmesser umfasst (Abbil-
dung 7).
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Abbildung 7: MRT-Localizer im a) sagittalen, b) coronaren und c) transversalen Schnitt und
d) Auswahl der Schicht mit Leber und Milz im gréRtmdglichen Durchmesser

Durch eine EKG-getriggerte Gradienten-Multiechosequenz (R2*) wurden auf dieser
Hohe 12 transversale Schnitte von je 10 mm Schichtdicke zu verschiedenen Echozei-
ten angefertigt (siehe Abbildung 8), wobei die Atemanhaltezeit etwa 15 Sekunden be-
trug. Die Entscheidung fur diese Sequenz als Standard-MR-Methode fir die Leber- und
Milzeisenmessung fiel aufgrund der am UKE bereits routinemafig durchgefihrten
Herzeisenmessungen mit dieser Sequenz. Die wichtigsten Parameter sind in Tabelle 3

aufgefuhrt.
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Tabelle 3: Parameter der EKG-getriggerten Gradienten-Multiechosequenz (R2*)

1.3, 2.46, 3.62, 4.78, 5.94, 7.1, 8.26, 9.42, 11.74,

Echozeit TE (ms)
15.22, 19.86, 25.66

effektive Repetitionszeit _
RR-Zyklus abhangig

TR
Flipwinkel FA 20°
Schichtdicke 10 mm
Pixel-Bandbreite 1955 Hz/Pixel
Matrix
208 x 256
(rows and columns)
PixelgroRe (mm?) (1.25 mm x 1.25 mm) = 2.25 mm?

Zahl der Mittelungen 1 bzw. 3
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Abbildung 8: 12 Leberschichtaufnahmen der EKG-getriggerten Gradienten-Multiechosequenz
bei einem 14-jahrigen Patienten (Patient 1) mit B-Thalassamie major und Eisen-
Uberladung (1718 pg/g Leberfeuchtgewicht). Ein Abfall der Signalintensitét in Le-
ber und Milz bei zunehmender Echozeit (TE) wird deutlich.

2.3.2. Auswertung der MRT-Bilder

Die im DICOM-Format gespeicherten Bilder wurden an einem externen Computer mit
einer Software (CMRtools®; Cardiovascular Imaging Solutions Ltd., London, UK) bear-
beitet und ausgewertet. Erster Schritt bei der Auswertung der MR-Bilder ist das Setzen
eines geeigneten Auswerte-Fensters (ROI). Zur Auswertung unserer R2*-Sequenz
verwendeten wir fir die Leber insgesamt 3 verschiedene ROIs, um diese untereinan-
der zu vergleichen und eventuelle Unterschiede im Ergebnis zu erkennen. Die ROIs
wurden mit 1) Leberschicht 2) Leberperipherie und 3) Rechts-ventral bezeichnet. Um
die Relaxationsrate der Milz zu ermitteln, wurde hier eine zusatzliche ROI 4) Milz ge-
setzt (zu den ROIs siehe Abbildung 9).

28



Patienten und Methoden

Die erste ROI (,Leberschicht®) wurde so gewahlt, dass die gesamte Leberschicht unter
Ausschluss von Gallengdngen und Lebergefal3en reprasentiert wird. In ,Peripherie®
stellt die Leberperipherie den Hauptanteil, wahrend hilusnahe Geféal3e nicht erfasst
werden. In ,Rechts-ventral* wird der rechte ventrale Leberanteil gewahlt unter der An-
nahme, dass diese ROI den bei der BLS-Methode erfassten Leberbereich am besten
widerspiegelt. Zuletzt wurde noch die Milz in ihrer gro3ten Ausdehnung erfasst. Der
Ausschluss von Gefalien aus den jeweiligen ROIs geschieht aufgrund der Tatsache,
dass Gefalle in ihrem Signalverhalten eine langere Relaxationszeit zeigen, was zu

einem falsch langen T2* (entspricht falsch niedrigem R2*) fuhrt (McCarville et al. 2010).

Abbildung 9: Darstellung der ROIs am Beispiel des Patienten 1.
1) Leberschicht, 2) Leberperipherie, 3) Rechts-ventral, 4) Milz

Fur jede ROI wurden die mittleren Signalintensitéaten in Abhangigkeit von TE sowie die
Standardabweichungen (SD) ermittelt. AnschlieRend wurden die Daten in das Soft-
wareprogramm Slide Write Plus 7.0 kopiert, um eine Modellkurve an diese anzupassen
(= fitten). Hierbei wurde eine Gewichtung nach Standardabweichungen vorgenommen
(1/SD?), mit der Folge, dass Punkte mit einer geringeren SD den Kurvenverlauf in ei-
nem hoheren MalRe bestimmen (Methode der kleinsten Quadrate). Durch einen mono-
exponentiellen Fit erhalt der Auswerter schlie3lich eine kurvilineare Funktion, die das

Signalverhalten der jeweiligen ROI in Abh&ngigkeit von den Echozeiten beschreibt.
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Bei Gradientenecho-Methoden kann die Signalintensitat (SI) als eine Funktion der
Echozeit (TE), der Repetitionszeit (TR) und des Flipwinkels a betrachtet werden plus
eines Signaluntergrundes (Sl.o). Die longitudinale Relaxationsrate R1 (1/T1) und die
transversale Relaxationsrate R2* (1/T2*) kdnnen gemal3 Gleichung (3) bestimmt wer-
den (Wismer et al. 1988).

SI (TE,TR) = SI(0) exp(-TE-Ry*) [1—exp(-TR-Ry)]-sina / [1-cosa-exp(-TR-Ry)]+ Slo
(Gleichung 3)

Folgende Parameter sind als konstant gegeben, sodass Gleichung (3) zu Gleichung (4)

reduziert werden kann:

a = 20° = konstant, Ry(1/T;) = konstant, Siemens retrograde ECG trigger: TR =

TRefrective = Variabel mit dem Herzraten-Intervall (RR)

Demzufolge ergibt sich Gleichung (4):
SI(TE) = SI(0) exp(-TE-R2*) + Sl o (Gleichung 4)

Es ergibt sich somit ein monoexponentieller 3-Parameter-Fit mit den Parametern SI(0),
R2* und Sl o

Auf den folgenden Abbildungen 10 und 11 kdnnen die einzelnen Kurvenparameter an-
hand des Beispiels von Patient 1 demonstriert werden: SI(TE) ist die von der jeweiligen
TE abhangige Signalintensitat, SI(0) ist die maximale Amplitude der Signalintensitat,
also dort, wo die Kurve die y-Achse schneidet. TE ist gegeben und R2* die gesuchte
Grolie.

2.3.3. Signaluntergrund (Sl o)

Die Konstante Sl ¢ ist notig, um Beitrdge vom Hintergrundrauschen des MRT und dartber
hinaus von Geweben (Blutgefalie, Gallengdnge) mit langeren Relaxationszeiten zu unter-
dricken (Wood et al. 2005a). Diese neigen dazu, den Sl o zu vergrof3ern. Der Sl o be-
schreibt daher das asymptotische Verhalten der Exponentialfunktion (Gleichung 4), wie
man exemplarisch anhand der langeren Echozeiten (ab TE=18 ms) der Abbildungen 10
und 11 erkennen kann. Wenn der Fit fir den Sl o nicht zu einer realistischen GréfRe kon-
vergiert, wird der Sl o in erster Naherung aus der Signalintensitat im Atmungsartefakt-

freien Raum bestimmt (St Pierre et al. 2004).
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Abbildung 10: Darstellung der Signalintensitat in Abhangigkeit von TE fur Patient 1.
ROI 1: Leberschicht (Kastchen) mit R2*= 223 + 8 s™ und r’=0,99.
ROI 2: Leberperipherie (Kreise) mit R2*= 225 + 8 s™ und r’=0,99.
Die Kurven sind nahezu deckungsgleich.
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Abbildung 11: Darstellung der Signalintensitat in Abhangigkeit von TE fur Patient 1.
ROI 3) Rechts-ventral (Dreiecke) mit R2*= 214 +7 st und r*=0,99.
ROI 4) Milz (Kreuze) mit R2*= 197 + 4 s und r* = 0,99.
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2.3.4. EKG-Triggerung

Das Prinzip der EKG-Triggerung stammt aus der kardialen Bildgebung, da hier Bewe-
gungs- und FluRartefakte eine Problemquelle darstellen. Dies kommt daher, dass Protonen
sich durch die Pulsabhéngigkeit ihrer Lage in aufeinanderfolgenden Sequenzen nicht zu
jedem Zeitpunkt an derselben Stelle befinden (Reubelt 2009). Schichtaufnahmen der Leber
werden zwar nicht durch eine kardiale Rhythmik beeinflusst, dennoch konnen Pulswellen-
artefakte durch die anatomisch benachbarte Vena cava auftreten. Bei der EKG-Triggerung
wird die R-Zacke, welche die Kontraktion der Ventrikel widerspiegelt, detektiert und die
Sequenz R-Zacken-gesteuert ausschlieBlich im diastolischen Zustand und erschlafften

Ventrikeln appliziert.

2.3.5. Zahl der Mittelungen

Die Zahl der Mittelungen (engl. NEX = number of excitations) ist mitbestimmend fir die
Bildqualitat und die Aufnahmezeit. So stellt jeder Zyklus, in dem eine Sequenz appliziert
wird, eine Mittelung dar, der Zyklus kann wiederholt werden, um das Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis zu erh6éhen. Allerdings vervielfacht sich auch die Aufnahmezeit um die Zahl der
Mittelungen. In unserer Anwendungsbeobachtung arbeiteten wir durchgehend mit 1 Mitte-
lung bei EKG-getriggerter Sequenz. Als Vergleich verwendeten wir zusatzlich eine Se-

quenz mit 3 Mittelungen ohne EKG-Triggerung fiir ein kleineres Patientenkollektiv (n=21).

2.3.6. Volumenbestimmung von Leber und Milz

Neben der Volumenbestimmung durch die Sonographie werteten 2 Untersucher zuséatzlich
die Volumina von Leber und Milz anhand von MRT-Bildern aus. Dazu eignen sich die ein-
gangs erwahnten T2 HASTE und die In/ Opposed Phase-Sequenzen. Schicht fur Schicht
werden hierfur die Flachen des jeweiligen Organs umfahren und die Flachen bestimmt. Aus
der Summe der Flachen und dem Abstand zwischen den Schichten ergibt sich das Organ-

volumen.

2.4. Statistische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten statistischen Methoden sollen im Folgenden zusam-
men gefasst werden. Im Kapitel 2.3.2. wurde bereits beschrieben, dass die Modellkur-
ven den mittleren Signalintensitaten in Abhéngigkeit von TE nach Wichtung mit 1/SD?

angepasst wurden.

Fur die Kalibrierkurve, R2* = Funktion (LIC-BLS), wird ein nicht-linearer Fit nach
Wichtung mit den Standardfehlern von R2* und LIC-BLS (1/SE?) durchgefiihrt. Zusatz-

lich wird fiir die Kalibrierkurve der relative Altman-Bland-Test als nicht-parametrischer
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Test angewendet, um systematische Abweichungen der beiden Methoden R2* und
LIC-BLS festzustellen. Bei allen Fits wird das reduzierte Chi-Quadrat (x,?) mit angege-
ben. Korrelationen zwischen 2 verschiedenen Variablen werden in dieser Arbeit mit
Hilfe des Spearman-Rang-Korrelationskoeffizienten (rs) beschrieben. Bei dem Ver-
gleich von 2 Variablen mit offensichtichem Zusammenhang wurde das

BestimmheitsmaR (r%) als Giitekriterium verwendet.

33



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Medizinische Ergebnisse

Kern dieser Arbeit ist die Kalibrierung einer MRI-R2*-Methode, wozu die BLS als Refe-
renzmethode dient. Wir entschieden uns bei der Kalibrierung von MRI-R2* flr das
Auswahlfenster ,Rechts-ventral“ unter der Annahme, dass die abgebildete Region
topographisch am ehesten derjenigen Region entspricht, die bei der BLS (siehe Abbil-

dung 6) gemessen wird.

3.1.1. Kalibrierung von R2* der Leber mittels BLS

Fur den Erhalt der Kalibrierkurve wurden die Ergebnisse von 69 Messungen bei 53
Personen aufgetragen. Es handelt sich um einen gewichteten Fit mit Gewichtung der
Standardfehler von R2* und den Standardfehlern von LIC-BLS. Es ergab sich eine em-
pirische Beziehung R2* = R2, + a - LIC® fiir den Bereich zwischen 57 und 7681 pg/ g
Leberfeuchtgewicht, wobei R2, = 29 s™, a = (4.8 + 2.5)-10° s™/(ug/g) und b = 1.44 +
0.06. Es handelt sich um eine hochsignifikante Korrelation zwischen LIC-BLS und MRI-
R2*: Der Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient betragt rs = 0.94 (p<10™). Fir die
Kalibrierkurve ergab sich aufRerdem ein BestimmtheitsmaR von r’> = 0.95 sowie ein re-

duziertes Chi-Quadrat von ¥, = 0.3.

3.1.2. Kalibrierung von R2* der Milz mittels Biomag  netischer
Milzsuszeptometrie (BSS)

Wie in Abbildung 12 zu sehen, liegen die Relaxationsraten fir die 9 ausgewerteten
Milzen auf der gleichen Kalibrierkurve wie fur die Leber. Damit ist nicht zu erwarten,

dass die Milz ein anderes Relaxationsverhalten als die Leber zeigt.
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Abbildung 12: Nicht-lineare Beziehung von R2* als Funktion von LIC-BLS (durchgezogene
Linie). Leber als offene Kreise, Milz als Kreuze dargestellt. 95%-
Konfidenzintervall in gestrichelten Linien, Ausrei3er als voller Kreis markiert.

Als robuster Test wurde das Verfahren von Altman-Bland angewandt (siehe Abbildung
13). Es zeigte sich, dass die Differenz der beiden Methoden LIC (R2*) und LIC (BLS)
nicht systematisch unterschiedlich von 0 ist (-4.3%). Das 95%-Konfidenzintervall reicht
von -86.5% bis 77.9%.
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Bei Betrachtung der Abbildung 13 wird zudem deutlich, dass das 95%
Konfidenzintervall durch die Insensitivitat in den unteren Bereichen der Lebereisenkon-

zentration festgelegt wird. Bei hGheren Werten ist die Streuung hingegen niedriger.
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Abbildung 13: Relativer Altman-Bland-Test. Die Abbildung stellt die Differenz der Methoden der
Magnetresonanztomografie und der Lebersuszeptometrie dividiert durch den Mit-
telwert beider Methoden dem Mittelwert der beiden Methoden gegeniiber.
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Die Konvergenz der Kalibrierkurve von Abbildung 12 wird ungenauer bei Werten >
6000 ug/g Leberfeuchtgewicht, da die kirzeste Echozeit von TE=1.3 ms nicht geringer
gewahlt werden konnte. Von gréRerem Belang ist die Ungenauigkeit der R2*- Messun-

gen bei LIC < 2500 pg/g Leberfeuchtgewicht (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Darstellung der Streuung der R2*-Werte bei Patienten mit geringer und modera-
ter Eisentiberladung < 3000 ug/ g Leberfeuchtgewicht. Zu beachten ist die hohe

Streuung bei Werten < 2500 ug/ g Leberfeuchtgewicht. 95%- Konfidenzintervall
in gestrichelten Linien.
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3.1.3. LIC und R2* und der Zusammenhang mit Ferriti  n
In unserer Patientenpopulation ergab sich eine signifikante Korrelation
rs = 0,85 (p<10™) fir Serum-Ferritin und Lebereisenkonzentration (LIC), welche durch

die Referenzmethode BLS bestimmt wurde.
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Abbildung 15: Korrelation zwischen LIC (BLS) (ug/g Leberfeuchtgewicht) und Serum-Ferritin
(Hg/L). Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient rs = 0,85; p<10'4.
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Ferner untersuchten wir den Zusammenhang von Serum-Ferritin und R2*. Es ergab

sich eine vergleichbar signifikante Korrelation von rs= 0,87 (p<10™).
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Abbildung 16: Korrelation zwischen R2* und Serum-Ferritin. Spearman Rang-
Korrelationskoeffizient ry = 0,87; p<10™).

3.1.4. R2* und der Zusammenhang mit ALT

Die beiden Transaminasen (ALT, AST) stellen typische Leberfunktionsparameter dar.
Die Korrelation zum kritisch zu betrachtenden Eisenparameter SF wurde in einer Publi-
kation bestatigt (Worwood et al. 1980). Wir untersuchten eine mdglichen Zusammen-
hang von R2* als Parameter des Lebereisens mit ALT. Es ergab sich eine signifikante
Korrelation von rs = 0,44 (p<107) zwischen Leber-R2* und ALT.
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Abbildung 17: Korrelation zwischen R2* und ALT (Spearman Rang-Korrelationskoeffizient rg =
0,44; p<107).

3.2. Methodische Ergebnisse

3.2.1. Vergleich der transversalen Relaxationsrate ~ R2* aus den drei Le-
berregionen (ROIS)

Im Folgenden werden die Relaxationsraten R2* der 3 Leber-Auswertefenster (,Leber-
schicht®, ,Leberperipherie* und ,Rechts-ventral”) aus 72 Messungen verglichen, um
Unterschiede zwischen den verschiedenen ROIs aufzudecken. Die Regressionsgera-
den beruhen auf gewichteten Datenpunkten, d.h. Datenpunkte mit geringeren Stan-
dardfehlern (SE) haben einen grol3eren Einfluss auf den Verlauf der Gerade als Da-

tenpunkte mit héheren Standardfehlern.
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Abbildung 18: Vergleich der transversalen Relaxationsraten R2* von ,Leberperipherie” (Kreise,
durchgezogene Linie) und ,Rechts-ventral* (Dreiecke, gestrichelte Linie) mit
.Leberschicht”.

In Abbildung 18 dargestellt sind die Regressionsgerade zwischen Leberperipherie und
Leberschicht mit einer Steigung von 1.021 + 0.005 (r2 = 0.99) sowie die Regressions-
gerade zwischen Rechts-ventral und Leberschicht mit einer Steigung von 0.985 +*
0.008 (r2 = 0.99).

Der Vergleich von R2* zwischen Leberperipherie gegen Leberschicht ergab einen sig-
nifikanten Unterschied (p<10®) wahrend das R2* von Rechts-ventral und Leberschicht
keinen bedeutsamen Unterschied aufwies. Die lineare Anpassung fur rechts-ventral ist

mit X,°=3.86 etwas schlechter als die mit der peripheren Region ( x,”= 1.43).

Zusétzlich stellten wir noch die Relaxationsraten von Leberperipherie gegen rechts-
ventral gegeniiber. Dabei wurde eine Steigung von m = 1.023 + 0.008 und X,’= 1.83

beobachtet.
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3.2.2. Vergleich der EKG-getriggerten Sequenz mitd er ungetriggerten
Sequenz

Wir verglichen unsere Standardmethode, welche sich durch EKG-Triggerung sowie 1
Mittelung auszeichnet, mit einer nicht EKG-getriggerten Sequenz mit 3 Mittelungen bei

21 Patienten.
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R2*[s-1] EKG-getriggert, NEX 1

Abbildung 19: Linearer Zusammenhang von MRI-R2* durch 3 Mittelungen ohne EKG-
Triggerung im Vergleich zur Standardmethode mit EKG-Triggerung und 1 Mitte-
lung nach gewichtetem Fit.

Es ergab sich ein linearer Zusammenhang der beiden Methoden mit einem Regressi-
onskoeffizienten von 0.98 + 0.03 und einem BestimmheitsmaR von r?= 0.99. Die Gii-

tekennzahl des gewichteten Fits betragt x,2 = 4,4.

3.2.3. Vergleich von Leber-R2* aus dem Leberfenster  der kurzen Herz-
achse mit R2* des Auswabhlfensters ,Leberschicht*

Bei Messungen von Herz-R2* (cardiovascular magnetic resonance, CMR) wird in der

Schicht der kurzen Herzachse auch haufig ein kleines Leberfenster mit abgebildet. Wir
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sind der Frage nachgegangen, ob die Relaxationsraten R2* dieses Leberfensters de-

nen aus dem Auswabhlfenster ,Rechts-ventral* entsprechen.

Es ergab sich ein BestimmheitsmaR (r* = 0,99) zwischen Leber-R2* aus der Herzmes-
sung und Leber-R2* aus dem transversalen Leberscan ,Rechts-ventral* bei 19 unter-

suchten Patienten (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Vergleich der Relaxationsraten auf Basis von transversalen Leberschnitten
(Rechts-ventral) und kurzer Herzachse bei der Herzeisenmessung (CMR).

3.3. Volumina

3.3.1. MR- und Ultraschall-Planimetrie von Leber un  d Milz

Zur Bestimmung des Gesamtkoérpereisens werden Patienten in der Hamburger Eisen-
stoffwechselambulanz regelmafig auch hinsichtlich ihres Leber- und Milzvolumens
untersucht. Dies geschieht durch die Methode der Planimetrie (Leung NW et al. 1986).

Die Volumenbestimmung von Organen ist auch anhand von MRT-Bildern mdaglich.
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Wir verglichen die Methoden der Ultraschall- und MR-Planimetrie, indem wir die Volu-

mina von Leber (n=81) und Milz (n=45) gegenuberstellten.
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Abbildung 21: Vergleich von MR-Planimetrie und Ultraschall fur Leber- und Milzvolumina.
Leber = Kreise und durchgezogene Regressionsgerade, Milz = Kreuze und ge-
strichelte Regressionsgerade.

Fir die Leber ergab sich eine hoch signifikante Ubereinstimmung (rs = 0,85; p<107)
zwischen der Ultraschall- und der MR-Methodik. Es ergab sich zudem ein Be-

stimmtheitsmaR von r?= 0,8.

Bei der Milz ist die Ubereinstimmung beider Methoden ebenfalls hoch signifikant
(rs= 0,88; p<10?®), zudem ergab sich ein BestimmheitsmaR von r*= 0,62. Es zeigt sich
aulRerdem in der Grafik, dass die Milzvolumina durch Ultraschall-Planimetrie tendenzi-

ell geringer gemessen werden.
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3.3.2. Hepato- und Splenomegalie und der Zusammenha ng zu R2*

Wir gingen auRerdem der Frage nach, ob ein Zusammenhang von Relaxationsrate R2*
und Leber- und MilzgréR3e durch MR-Planimetrie besteht. Es ergab sich eine signifikan-
te Korrelation von rs = 0,32 (p = 0,006) von Lebervolumen-Index [Lebervolumen (ml) /
Korpergewicht (kg)] und dem R2* von ,Rechts-ventral“. Fur Milzvolumen und Milz-R2*

ergab sich keine Korrelation, gleiches gilt fur Milzvolumen und Leber-R2*.
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Abbildung 22: Korrelation zwischen R2* (Rechts-ventral) und Lebervolumenindex (rs= 0,32;
p = 0,006).
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3.4. Interobserver-Variabilitat von R2* und Leber- und Milzvo-
lumen

Um die Reproduzierbarkeit unserer Methode zu untersuchen, sollen hier die Ergebnis-
se von zwei verschiedenen Auswertern miteinander verglichen werden. Die beiden
Auswerter haben die transversalen Relaxationsraten R2* von Leber und Milz bei 26
Patienten unabhangig voneinander bestimmt. Es ergab sich eine hochsignifikante
Ubereinstimmung (r> = 0,99; p<0,001) zwischen den Auswertungen (siehe Abbildung
23).
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Abbildung 23: Gewichtete Regression mit Gegenuberstellung der Relaxationsrate fur Leber und
Milz von zwei unterschiedlichen Auswertern
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Zusatzlich wurden auch die Volumina von Leber und Milz durch zwei unterschiedliche

Auswerter mittels MR-Planimetrie bestimmt (siehe Abbildung 24). Es ergab sich eine

hochsignifikante Ubereinstimmung (r* = 0,98, p<0,001) zwischen den Auswertern. Der

Standardfehler der Volumenbestimmung mittels MR betragt 145 ml.
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Abbildung 24: Volumina von Leber (Kreuze) und Milz (Kreuze mit K&stchen) im Vergleich zwi-

schen zwei Auswertern, Verfahren der MR-Planimetrie
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4. Diskussion

4.1. R2* der Leber und Milz als neuer Monitoring-Pa  rameter?

Durch die Arbeiten von Anderson et al. hat sich die Relaxationsrate R2* fiir das Herz-

eisen als Uberwachungsparameter bereits etabliert (Anderson et al. 2001, 2002).

Das R2* der Leber als Parameter des Lebereisens kdnnte einen noch grél3eren diag-
nostischen Nutzen erlangen. Es wurde gezeigt, dass Lebereisen eng mit dem Gesamt-
korpereisen korreliert (Angelucci et al. 2000) und einen prognostischen Indikator bei
thalassamischen Patienten darstellt (Olivieri et al. 1994). Zwischen den Relaxationsra-
ten von Herz- und Lebereisen konnte in einer Studie keine Korrelation gefunden wer-
den (Leung AW et al. 2009), weshalb eine Beschrankung auf die Messung eines Or-
gans nicht ausreicht, sondern die Messung von sowohl Herz- als auch Lebereisen fur

eine Therapieplanung notwendig ist.

Mit Hilfe der in Abbildung 12 gezeigten Kalibrierkurve kann in Zukunft dazu tberge-
gangen werden, die LIC in Feuchtgewicht per R2* unabhéngig von der
Biosuszeptometrie, durch MRT zu bestimmen. Zentren, die nicht Gber die Technik der
Biosuszeptometrie verfiigen, kénnten daher in der Zukunft die LIC bestimmen ohne auf

eine Leberbiopsie zurtickgreifen zu missen.

Die zuséatzliche Auswertung von 9 Milzen ergab Relaxationsraten, welche auf der glei-
chen Kalibrierkurve wie fiir die Leber lagen. Diese Erkenntnis wurde in der Literatur
aulRer von Brewer et al. bisher noch nicht beschrieben (Brewer et al. 2009). Unsere
Ergebnisse bestatigen die Arbeit von Brewer et al., sodass die Kalibrierkurve dieser
Arbeit ebenfalls fir die Bestimmung der Milzeisenkonzentration per R2* herangezogen

werden kann.
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4.2. Die Wahl der geeigneten Sequenz: warum Gradien ten-
Echo?

Es stehen Gradientenecho (R2*) und Spinecho-Methoden (R2) zur Eisenquantifizie-

rung zur Verfiigung.

Dass R2 und R2* als gleichrangig in der Methodik der Eisenquantifizierung anzusehen
sind, wiesen Wood et al. 2005a nach: Durch simultane R2 und R2*-Messungen war die
Gruppe in der Lage, die Kalibrierkurve fir R2 von St Pierre et al. 2005 zu reproduzie-
ren. Wahrend andere Autoren (Voskaridou et al. 2004, St Pierre et al. 2005) weiterhin

R2 bevorzugen, entschieden wir uns fur eine Gradientenecho-Sequenz.

Nachteil des Gradientenechos ist die Sensibilitat fur statische
Magnetfeldinhomogenitaten gegeniuber der Spinecho-Sequenz (Gomori et al. 1988).
Die Vorteile des Gradientechos liegen in einer kirzeren Messzeit (15 Sekunden), was
die Applikation der Sequenz in einem einzigen Atemzug des Patienten mdglich macht.
Dies reduziert zusatzlich die Haufigkeit von Bewegungs- und Atemartefakten (Jensen
PD 2004).

Am UKE werden bereits regelmafig Herzeisenmessungen durch R2* durchgefihrt,

weshalb wir uns letztendlich fir diese Methode entschieden haben.

4.3. Kritische Betrachtung der Kalibrierkurve

4.3.1. Vergleich mit der Kalibrierkurve von St Pier  re et al. 2005

Bei der Betrachtung unserer Kalibrierkurve fur die Gradientenecho-Sequenz (Abbil-
dung 12 im Ergebnisteil) fallt vor allem der ansteigende Charakter der Kurve, gleichbe-
deutend schneller ansteigender R2*-Werte, im Bereich hoher Lebereisenkonzentratio-
nen auf. Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen von St Pierre et al. 2005 und
der zugehorigen Kalibrierkurve der anerkannten und routinemafig eingesetzten Spin-
Echo-Methode FerriScan®. Hier kommt es zu einem langsameren Ansteigen von R2
bei hohen Lebereisenkonzentrationen. Dieser Unterschied muss in den unterschiedli-

chen Methoden (Gradientenecho/Spinecho) liegen.

Bei Betrachtung von Abbildung 13 und 14 fallt ein weiterer Unterschied zur Methode
von St. Perre et al. 2005 auf: In den unteren Bereichen der LIC ist unsere Methode
ungenauer, was durch die breite Streuung der Datenpunkte in diesem Bereich augen-
scheinlich wird. Daflr werden unsere Datenpunkte in den héheren Bereichen sehr viel

genauer. Bei St Pierre et al. 2005 zeigte sich hingegen beim Vergleich seiner Spin-
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Echo-Sequenz mit der Leberbiopsie eine gleichmé&Rigere Verteilung der Extremwerte

Uber die gesamte Breite der LIC. Hier kdnnte Hamosiderin-Einfluss eine Rolle spielen.

4.3.2. Einfluss von Hamosiderin- und Ferritin-Eisen auf R2*

Die Unterschiede in Ldslichkeit und intrazellularer Verteilung von Ferritin- und
Hamosiderin-Eisen bewirken unterschiedliche Effekte auf den im MRT gemessenen
Signalabfall (Wu et al. 2010). Ferritin-Eisen wirkt auf den Signalabfall in erster Linie
durch Spin-Spin-Relaxationsmechanismen (Gossuin et al. 2000, 2002), wahrend
Hamosiderin-Aggregate vorwiegend magnetische Feldinhomogenitaten verursachen,
die zur Spin-Dephasierung fiuhren (Allen et al. 2000, Brooks et al. 1998).
Gradientenecho-Techniken sind anfalliger gegeniiber Feldinhomogenitaten als Spin-
Echo-Methoden (Gomori et al. 1988), was dafur spricht, dass Gradientenecho-
Methoden sensitiver auf gro3e Hamosiderin-Speicher zu reagieren scheinen (Jensen
PD 2004). Die Relaxationsrate R2* hangt also im Wesentlichen von unléslichem
Hamosiderin-Eisen ab (Wu et al. 2010). Andere Autoren berichten, dass sich das Ver-
haltnis von Hamosiderin- zu Ferritin-Eisen bei Thalassdmie-Patienten bei hdherer LIC

zu Gunsten des Hamosiderins verschiebt (Fischer und Harmatz 2009).

4.3.3. Ausreil3er in der Kalibrierkurve
Bei Betrachtung der Kurve féllt auf, dass einige Punkte weit auBerhalb des 95%-
Konfidenzintervalls liegen. Diesen Patienten gilt besonderes Augenmerk, da sich hier

Erklarungsansatze fir Messunsicherheiten bieten.
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Abbildung 25: Kalibierkurve mit fett markierten Ausrei3ern a, b und c.

Patient a weist ein zu hohes R2* im Vergleich zur LIC mittels BLS auf. Als Erklarungs-
ansatz kénnten die Eigenschaften der Leber des Patienten dienen, die in diesem Fall
eine inhomogene Eisenverteilung aufweist. Darlber hinaus ist die MR-Messung von

Atmungsartefakten gestort.

Patient b zeigt ebenfalls ein zu hohes R2*. Dieser Patient hatte zum Messzeitpunkt im
Vergleich zur Lebereisenkonzentration sehr niedrige Serum-Ferritin-Werte. Schliel3t
man aus dem niedrigen Serum-Ferritin auf ein niedriges Leber-Ferritin, so kénnte der
groldte Eisenanteil in Form von Hamosiderin vorliegen. Der nun vorliegende Befund
konnte die These stitzen wonach R2* vor allem auf Hamosiderin sensitiv reagiert
(Jensen PD 2004, Wu et al. 2010).

Patient ¢ zeigt ein niedriges R2* bei hochster LIC nach BLS in unserem Patientenkol-
lektiv. In diesem Fall wurde das R2* unterschatzt aufgrund der zu langen ersten
Echozeit von TE = 1,3 ms. Die Folge war ein unrealistischer Fit mit zu niedriger R2*-
Rate.
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4.3.4. Der Einfluss von TE

Der technische Fortschritt in der MR-Tomographie macht heutzutage immer kirzere
Echozeiten moglich. Hatten Engelhardt et al. 1994 noch TE=20 ms als kirzeste
Echozeit zur Verfigung (Engelhardt et al. 1994), konnten Wood et al 2005 schon auf
ein erstes TE von 0.8 ms zuriick greifen (Wood et al. 2005a). Mit einem ersten Echo
von 1.3 ms wahlten wir die kirzeste Echozeit, die fur diese Methode am MRT

(Magnetom Symphony®, 1.5 Tesla, Siemens AG, Erlangen) zur Verfligung stand.

Grund fir die Wahl eines moglichst kurzen ersten TEs ist der hohe Abfall der Signalin-
tensitat bei zunehmenden Echozeiten, wodurch das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis ab-
nimmt. Wird die das erste TE zu lang gewahlt, gelangt man bei hoher Eisentiberladung
schnell in den asymptotischen Bereich der Kurve; es kommt in der Folge zu hohen
Fehlern in Bezug auf die kalkulierte Relaxationszeit (Engelhardt et al. 1994). Es be-
steht also die Gefahr, dass bei hoher Eisenuiberladung und langem ersten TE ein gro-
Ber Teil des MR-Signals schon verloren gegangen ist. Gleichzeitig kann es jedoch Ge-
webeanteile mit niedrigerer Eisenkonzentration geben, die noch ausreichend Signalin-
tensitat besitzen um ein Bild zu generieren, wodurch es zur Unterschatzung der tat-
sachlichen Eisenkonzentration kommen kann (Wood et al. 2005a). Dies konnte durch
Messungen an Wistenrennméausen mit schwerer Eisenliberladung nachgewiesen wer-
den (Wood et al. 2005b).

4.4. Variabilitat von R2*

Wie gut lasst sich das R2* bestimmen und wie gro3 kann der theoretische Bereich
sein, in dem sich die Ergebnisse bewegen? Diese Frage soll hier fir Patienten mit mil-
der, moderater und schwerer Eisenuberladung diskutiert werden. 500-1000 pg/g Leber-
feuchtgewicht bedeuten dabei ,milde" Eiseniiberladung, 1000-2122 ug ,moderat* und
>2122 ug letztendlich ,schwere” Eisentberladung (Olivieri und Brittenham 1997). R2*
ist, wie oben erwahnt, abhéangig von den Parametern Signalamplitude [SI(0)] und Sig-
naluntergrund (Sl.o) (Gleichung 4). SI(0) und SILO kénnen dabei in Abhangigkeit von

der Patientengruppe im Rahmen der Fehler erheblich variiieren.
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4.4.1. Extreme Signalamplituden fir moderat Eisen-0  berladene Patienten

Durch den raschen Signalabfall bei zunehmender TE spielt bei moderat und schwer
Eisen-Uberladenen Patienten der Parameter SI(0) eine herausragende Rolle fur den
Einfluss auf R2*. Das folgende Beispiel zeigt den Fit mit extremen Signalamplituden fur
einen moderat Eisen-uberladenen Patienten im Auswahlfenster ,Rechts-ventral* im

Bereich des 95%- Konfidenzintervalls.

250

T = =1

200

i

150

100

Signalintensitat
L T Y L e B

50

1L 1 L 17 L pred _E—
0 I | 1 I | 1 I | |
12 18 24 30

Echozeit TE [ms]

4

(=]
(=2}

Abbildung 26: 95%-Streuung der Signalamplitude bei einem moderat Eisen-lUberladenen Pati-
enten.

Wie in der Abbildung 26 zu sehen, kann SI(0) also bereits bei moderater Eiseniberla-
dung erheblich variieren. Die durchgezogene Linie stellt den optimalen Fit dar, die ge-
strichelten Linien die Extremwerte. Das resultierende R2* schwankt in diesem Fall the-

oretisch zwischen 447 [s™] und 647 [s™].
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Die starke Abhangigkeit des R2* von der Signalamplitude wird in der folgenden Abbil-
dung 27 vor allem beim schwer Eisen-lUberladenen Beispielpatienten deutlich. Im Be-
reich des 95%-Konfidenzintervalls ist hier eine Erhéhung der Signalamplitude von bei-
nahe bis zu 500% moglich. Grund ist der bereits erwéhnte schnelle Abfall der Signalin-
tensitat, sodass die tatsachlich mit dem ersten Echo gemessene Signalintensitat mog-

licherweise eine unterschétzte Intensitat darstellt.
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Abbildung 27: Abhéangigkeit des R2* von der Signalamplitude innerhalb des 95% CI. Hervor-
zuheben sind die Werte bei schwerer Eiseniiberladung (schwarze Quadrate).
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4.4.2. Die Rolle des Signaluntergrunds (Sl o) bei milder Eiseniiberladung

Im Gegensatz zu moderat und schwer Eisen-tberladenen Patienten stellt bei Patienten
mit milder Eiseniberladung und bei Normalpersonen der Signaluntergrund (Sl.o) die
einflussreichste Grol3e dar. In Abbildung 28 soll die gegenseitige Abhéngigkeit von Sl o

und R2* betrachtet werden.

Hier wird die mdgliche Diversitat des Sl o bei einem Patienten mit milder Eisenlberla-
dung durch die breite Streuung im innerhalb des 95%-Konfidenzintervalls von R2*
deutlich. Bei moderater Eisentberladung fallt die Streuung der Werte nicht annahernd

so hoch aus.
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Abbildung 28: Gegenseitige Abhangigkeit von R2* und Sl ¢ innerhalb des 95%-CI von R2*.
Dreiecke = milde Eisenuiberladung, graue Kreise = moderate Eiseniiberladung,
schwarze Quadrate = schwere Eisenuberladung. WeilRer, grauer bzw. schwarzer
Pfeil zeigen den tatséchlich gemessenen Sl o des zugehdrigen R2*.

AulBerdem zeigt Abbildung 28 fir die schwere Eisenliberladung die Moglichkeit einer

deutlichen Unter- vor allem aber Uberschatzung des R2*.

55



Diskussion

4.5. Vergleich der Auswahlfenster (ROI)

Werden Signalintensitaten basierend auf der Methode der ROI analysiert, erhalt man
den Mittelwert der Signalintensitat aller Pixel der zugehorigen Region (Wood und
Ghugre 2008). Im Ergebnisteil (Abbildung 18) wurden 3 verschiedene Leber-ROI mitei-
nander verglichen mit dem Resultat, dass die zugehdrigen Regressionsgeraden sich
nicht signifikant von der Steigung m=1 unterscheiden. Die Auswahl der ROI hat also
keinen signifikanten Einfluss auf das R2*, womit die Relaxationsrate jeder unserer 3
ROI als reprasentativ fur die gesamte Leberschicht angesehen werden kann. Man hat-
te annehmen kdnnen, dass in der Peripherie héhere Relaxationsraten erreicht werden,
da hier die Menge der Lebergefalle moglicherweise geringer ist, wohingegen Gefalie,
die nicht sichtbar ausgeschlossen werden kdénnen, zu einer Verringerung von R2* flh-

ren. Diese Hypothese hat sich durch unsere Untersuchungen allerdings nicht bestétigt.

Eine andere Herangehensweise als unsere ROI-Methode bietet das sogenannte Map-
ping: Dabei werden die Signalintensitaten aller zugehdrigen Pixel bestimmt und zu ei-
ner Karte zusammen gefiuhrt. Hierbei lassen sich Extremwerte leichter erkennen und
Artefakte und Pathologien moglicherweise leichter identifizieren (St Pierre et al. 2005,
Wood et al. 2005a, Clark und St Pierre 2000). Im Vergleich von ROI und Mapping-
Methode zeigte sich eine gute Ubereinstimmung beider Methoden (Ghugre et al.
2006). Eine neuere Studie hat die beiden Methoden kombiniert. Dabei wurden ROIs
verschiedener GroRRe von unterschiedlichen Untersuchern angefertigt und von den Pi-
xeln in der Region ein Histogramm angefertigt. Es zeigte sich, dass Gréf3e und Platzie-
rung der ROI eine wichtige Rolle spielen, die Wahl einer kleinen ROI im fiihrte im Ver-
gleich zu einer Gesamtleber-ROI zu einem leicht héheren R2* und héheren Standard-
fehlern (McCarville et al. 2010). Ferner zeigte sich in selbiger Studie eine starke Asso-
zZiation von R2* und LIC nach Leberbiopsie, die bei htheren Werten jedoch schwécher

wird.

Es ist heute anzunehmen, dass die Eisenverteilung bei steigender LIC zunehmend
heterogener wird (Kreeftenberg et al. 1984, van Deursen et al. 1988, Ambu et al. 1995,
Emond et al. 1999), es sind also vorwiegend diejenigen Patienten betroffen, die mittels
MRT auf ihr Lebereisen Uberwacht werden. Es lasst sich schlussfolgern, dass vor al-
lem auf Grund dieser heterogenen Eisenverteilung auf groe ROIs zurlick gegriffen

werden sollte. In unserer Anwendungsbeobachtung haben wir uns an diese Vorgabe
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gehalten und zudem Gefalie aus der Leber-ROI ausgeschlossen, da diese ein anderes

Signalverhalten als Lebergewebe zeigen (McCarville et al.2010).

Es ist nicht auszuschliel3en, dass Unterschiede in der Analyse-Methode (ROI mit
Durchschnittswerten aller Pixel versus Mapping) fur den Widerspruch in der Variabilitat
des R2* in dieser Arbeit und in den Ergebnissen anderer Autoren verantwortlich sind.

Ein anderer Grund konnte in der MRT-Methode selbst liegen.

4.6. Einfluss der EKG-Triggerung auf die Bestimmung von R2*

Zwar liefert die Methode mit 3 Mittelungen (NEX 3) durch die hohere Menge an Daten
subjektiv bessere MRT-Bilder, doch sind diese auch einer erheblich langeren Messzeit
gegeniuber der EKG-getriggerten Sequenz (NEX 1) geschuldet. Da zur Messung von
R2* sichtbare anatomische Details der Leber nicht zwangslaufig ausschlaggebend
sind, kann die Messung des Lebereisens mit derselben Sequenz erfolgen, welche be-

reits fur die Messung des Herzeisens benutzt wird.

4.7. R2*, Serum-Ferritin, ALT-Erhéhung und Lebervol umen

In den Ergebnissen zeigt sich eine signifikante Korrelation von R2* und ALT. Die Erho-
hung von ALT konnte demnach evtl. aus Hepatozytenzerfall aufgrund einer Entzin-
dungsreaktion oder aufgrund von Nebenwirkungen der Chelatortherapie entstanden
sein. Letzteres wird fur Exjade beschrieben (Vichinsky 2008), Prabhu et al. sprechen
von Fluktuationen in den Leberenzymen als Nebenwirkung von Deferipron (Prabhu et
al. 2009).

Mehrere Studien haben den Zusammenhang von Eisenuberladung und der Serum-
Ferritin-Konzentration bei Patienten mit Eisenlberladung untersucht. In einer Studie
war Ferritin fir 57% der LIC-Variationen verantwortlich (Brittenham et al. 1993), andere
Ergebnisse handeln von einer moderaten Pearson-Korrelation von r = 0,7 (Nielsen et
al. 1995). Eine Studie fand keinen signifikanten Zusammenhang von Ferritin und LIC
(Harmatz et al. 2000). In dieser Arbeit konnte hingegen eine signifikante Korrelation

von rs = 0,87 (p<10™) gefunden werden.

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt sich auRerdem eine signifikante Korrelation von
R2* und Lebervolumen-Index (rs= 0,27; p = 0,025). Woher kommt diese Volumenver-
groRerung bei erhdhter Relaxationsrate? Eine Mdglichkeit ware, dass es im Sinne ei-

ner Entzindungsreaktion zu einem Anschwellen der Hepatozyten kommen kénnte.
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Chan et al. untersuchten 2005 den Zusammenhang von Korpergewicht, SF und Leber-
funktion mit dem Lebervolumen, dabei wurde eine signifikante Korrelation zwischen
ALT und Lebervolumen-Index gefunden (Chan et al. 2005). Dies kdnnte auch den ge-
fundenen Zusammenhang der in dieser Arbeit gefundenen Korrelation von R2* und

Lebervolumenindex erklaren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde durch Messungen bei 53 Personen eine Gradienten-
Multiechosequenz (MRI-R2*) mit Hilfe der Standardmethode der biomagnetischen
Suszeptometrie fiir Leber und Milz kalibriert und die Vergleichbarkeit beider Methoden
gezeigt. Es zeigte sich aulerdem eine Korrelation des Serum-Ferritins sowohl mit
LIC(BLS) als auch mit Leber-R2*. Auch das Lebervolumen korrelierte mit Leber-R2*,
wahrend sich keine Korrelation fir Milzvolumen und Milz-R2* ergab. Die Volumenbe-
stimmung von Leber und Milz nach MR-Planimetrie und Ultraschall-Planimetrie lieferte
vergleichbare Ergebnisse, wobei gezeigt wurde, dass das Milzvolumen durch die Ultra-

schall-Planimetrie tendenziell unterschatzt wird.

Durch die erfolgte Kalibrierung kann das Leber- und Milzeisen in Zukunft in gleicher
Sitzung mit der Herzeisenmessung MR-technisch bestimmt werden. Auch in Zentren,
die nicht Gber die Technik der biomagnetischen Suszeptometrie verfliigen, kann die
Eisenquantifizierung damit zur klinischen Routine werden. Vor allem die Mdglichkeit,
Lebereisen durch Auswertung des Leberfensters in der kurzen Herzachse bei der
Herzeisenmessung durch MRI-R2* zu bestimmen, gibt Hoffnung auf eine Vereinfa-

chung der regelmaRigen Uberwachung bei Eisen-iiberladenen Patienten.

Es mussen aber auch die Limitierungen unserer Methode deutlich gemacht werden:
vor allem im therapeutisch wichtigen Bereich der LIC bei Normalpersonen und Patien-
ten mit milder Eiseniberladung gibt es eine Streuung der Datenpunkte in unserer

Kalibrierkurve und somit eine erhebliche Ungenauigkeit in diesem Bereich.

Weitere Arbeiten muissen zeigen, welche MR-Methodik vorzuziehen ist und inwieweit

sich R2 oder R2* durchsetzen werden.
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