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1.Einleitung
1.Einleitung

1.1 Definition

Die nicht-alkoholische Fettleber (NAFLD) wurde erstmals 1980 von Ludwig et al
beschrieben.

Definitionsgemal3 handelt es sich um eine Verfettung des Lebergewebes von
>5 %, bei der kein erhohter Alkoholkonsum (> 10 g/Tag bei Frauen und > 20
g/Tag bei Mannern) oder andere Grinde, wie zum Beispiel eine chronische
Hepatitis, daftr verantwortlich gemacht werden kénnen (Younossi, 2008,
Wanless and Lentz, 1990).

Die nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen (NAFLD) sind unterteilt in nicht
alkoholische Fettlebern (NAFL) und nicht alkoholische Fettleberhepatitiden
(NASH). Bei der NAFL finden sich keinerlei entziindliche Komponenten in der
Leber. Im Gegensatz dazu findet man bei einer NASH eine
Entzindungsreaktion, die histologisch  sehr schwierig von einer
alkoholinduzierten Fettleberhepatitis (ASH) zu unterscheiden ist (Sheth et al.,
1997, Ludwig et al., 1980).

Eine Progression von der NAFL zur NASH und schliel3lich zur Zirrhose ist
maoglich.

Es wird angenommen, dass etwa 4 - 5 % der NAFLD das Endstadium einer
Leberzirrhose erreichen (Ekstedt et al., 2006, Gramlich et al., 2004, Angulo,
2002, Matteoni et al., 1999).

1.2 Epidemiologie

Die NAFLD ist in den westlichen Landern die am haufigsten vorkommende
Leberveranderung. Dies ist vor allem auf die dort gehauft auftretenden
Risikofaktoren wie Ubergewicht, Diabetes mellitus Typ IlI, Veranderungen im
Lipidstoffwechsel sowie dem metabolischen Syndrom zurickzufihren
(Younossi et al., 2011).
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Es wird vermutet, dass die Pravalenz der NAFLD in den USA zwischen 10 und
46 % sowie die der NASH bei 3 bis 5 % liegt (Younossi et al., 2011).

Weltweit wird eine Pravalenz der NAFLD von 6 bis 35 % angenommen (Vernon
et al., 2011, Williams et al., 2011).

Die meisten Patienten bei denen eine NAFLD diagnostiziert wird sind zwischen
40 und 50 Jahre alt (Falck-Ytter et al., 2001). Uber die geschlechtsspezifische
Pravalenz kann keine Eindeutige Aussage getroffen werden (Williams et al.,
2011, Browning et al., 2004, Angulo et al., 1999).

Bei der NAFLD werden auch populationsbezogene Unterschiede in der
Pravalenz gefunden. So waren fast doppelt so viele Angehorige der
hispanischen Bevolkerung (45 %) wie Schwarze (24 %) von einer NAFLD
betroffen.

Die hohere Prévalenz unter der hispanischen Bevolkerung wurde mit der
hoheren Rate an Fettleibigkeit unter der untersuchten hispanischen Population
erklart (Browning et al., 2004).

Das Vorkommen der NAFLD ist mit anderen Erkrankungen vergesellschaftet.
Die meisten Patienten die an einer NAFLD leiden erfillen mindestens ein
diagnostisches Kriterium des metabolischen Syndroms. Kriterien hierfir sind
Ubergewicht, Hypertonus, Dyslipidamie sowie Insulinresistenz oder Diabetes
Mellitus Typ Il. Gezeigt wurde dies in einer Studie mit 304 Patienten mit
NAFLD. 74 % der Patienten wurden positiv auf NASH diagnostiziert.
Gleichzeitig erfullten 88 % der NASH Patienten die diagnostischen Kriterien fir
das metabolische Syndrom. Das Auftreten eines metabolischen Syndroms im
Zusammenhang mit einer NAFLD war direkt assoziiert mit einem hoheren
Risiko eine Leberfibrose zu entwickeln (OR 3,5, 95 % Konfidenzinterval 1,1-
11,2) (Marchesini et al., 2003).

Wahrend das metabolische Syndrom ein Risikofaktor fur die Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen darstellt, konnte gezeigt werden, dass das
alleinige Vorhandensein einer NAFLD/ NASH ein eigenstandiger Risikofaktor
fur die Entwicklung kardiovaskularen Erkrankungen darstellt (Sung et al., 2009).
Eine durch NASH entwickelte Leberzirrhose stellt ebenfalls ein Risikofaktor fur
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die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) dar (Guzman et al.,
2008, Rubinstein et al., 2008, Sanyal et al., 2006).

1.3 Pathogenese

Die genaue Pathogenese der NAFLD ist nach wie vor ungeklart.

Zu einer Leberverfettung kommt es, wenn die Aufnahme der Fettsauren die
Abgabe ubersteigt und es zu einer Anreicherung von Triglyceriden in der Leber
kommt. Es ist jedoch ungeklart warum bei einigen Betroffenen die NAFLD zu
einer NASH mit Fibrose und sogar bis zur Zirrhose fortschreitet. Die primare
Ursache fiur das Ungleichgewicht im Fettstoffwechsel ist ebenfalls nicht
ausreichend untersucht. Eine zentrale Rolle spielt wahrscheinlich die obligat
vorhandene Insulinresistenz und die damit verbundenen Veréanderungen in der
Signaltransduktion im Lipidstoffwechsel (Marchesini et al., 1999).

Die Ursache der Insulinresistenz selbst gilt als multifaktoriell und ist bislang
auch unzureichend untersucht. Bis jetzt konnten einige molekulare Strukturen,
die an der Insulinresistenz beteiligt sind, wie zum Beispiel das RAD (RAS
associated with diabetes), das PC-1 Membranglykoprotein, Leptin, TNF-Alpha
identifiziert werden (Hotamisligil et al., 1996, Cohen et al., 1996, Maddux et al.,
1995, Reynet and Kahn, 1993).

Wie das eigentliche Ungleichgewicht im Insulinstoffwechsel und der beteiligten
Proteine entsteht, ist weiterhin Gegenstand der heutigen Forschung.

Eine Insulinresistenz fiihrt jedoch Uber eine gesteigerte Lipolyse und eine
Hyperinsulinamie zum Akkumulieren von Fettsauren in der Leber.

Fir das Voranschreiten der NAFL zu einer NASH ist hauptséachlich der
oxidative Stress in den Zellen verantwortlich.

Die grof3te Quelle fir oxidative Radikale sind die Mitochondrien. Die Entstehung
einer Steatohepatitis wird hier durch die Lipidperoxidation, die Zytokininduktion
und die Induktion des Fas-Liganden getriggert. Bei der Lipidperoxidation kommt
es zum Zelltod und zur Freisetzung von MDA (Malondialdehyd) und HNE (4-
Hydroxynonenal) (Esterbauer et al., 1991). MDA und HNE sind flr die Bildung
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von Mallory Bodies und fur die Bildung von Kollagen durch die hepatischen
Sternzellen verantwortlich (Leonarduzzi et al., 1997, Zatloukal et al., 1991).
HNE wirkt auRerdem chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, welche eine
Entziindung induzieren (Curzio et al., 1985).

Sauerstoffradikale verursachen zusatzlich die Bildung von TNF-a, TGF- und
dem proinflammatorischen Interleukin 8. TNF-a und TGF-B induzieren in den
Hepatozyten die Apoptose (Higuchi et al., 1997, Inayat-Hussain et al., 1997).
Durch die Induktion des Fas-Liganden durch die oxidativen Radikale in den
Mitochondrien kommt es schlie3lich zu einer Apoptose in den Hepatozyten.
(Hug et al., 1997).

Nach diesem Schema kann eine NAFLD von der einfachen Steatosis Uber die
NASH bis hin zur Fibrose und Leberzirrhose fihren (Abbildung. 1).

Insulin Resistance Metabolic Syndrome

Steatosis

1TGF-B toxidative damage

TTNF-c lglutathione
ladiponectin dysregulated apoptosis
v

NASH

thepatocyte death Lhepatic regeneration
tstellate cell activity/TGF-f abnormal hepatocyte repair

L2

Fibrosis

Abbildung 1: Entstehung und Verlauf der Fettlebererkrankung von der
einfachen Verfettung (Steatosis) uber die Entzindung (NASH) bis hin zur
Fibrose (Fibrosis) (Lewis and Mohanty, 2010).
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1.4 Diagnostik

Ein groRes Problem ist, dass die meisten Patienten mit NAFLD keine klinischen
Symptome zeigen. Einige NASH Patienten entwickeln unspezifische
Lebersymptome wie Mudigkeit und rechtsseitige Oberbauchschmerzen (Bacon
et al., 1994).

Diagnostisch spielen Laborwerte wie die Transaminasen eine eher
untergeordnete Rolle. Es wurde gezeigt, dass in einigen Patienten mit NAFLD
eine Erhdéhung der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-
Aminotransferase (ALT) gefunden wurde, jedoch konnten normale
Transaminasen keinesfalls eine NAFLD ausschliel3en. Im Falle einer
Transaminasenerhdhung koénnen diese jedoch nicht zur Abschatzung des
Schweregrades der hepatischen Entzindung hinzugezogen werden
(Charatcharoenwitthaya et al., 2012, Fracanzani et al., 2008, Mofrad et al.,
2003, Noguchi et al., 1995, Bacon et al., 1994).

Das Ferritin sowie die Transferrinsattigung kann in Patienten mit NAFLD
ebenfalls erhéht sein (Angulo et al., 1999, Bacon et al.,, 1994). Es wird
angenommen, dass eine Erhohung des Ferritins tUber das 1,5- fache des
Referenzbereichs in NAFLD Patienten haufiger zu einer NASH und einer
Fibrose der Leber fuhrt (Kowdley et al., 2012). In einer Untersuchung von 628
Patienten mit NAFLD konnte 2012 von Valenti et al. gezeigt werden, dass der
erhohte Eisengehalt ein unabhangiger Parameter zum Abschatzen des
Schweregrads eines durch die NAFLD entstandenen Leberschadens ist. Eine
Bestimmung des Ferritins wird als sinnvoll empfohlen um die Patienten, welche

wahrscheinlich eine Fibrose entwickeln herauszufinden (Valenti et al., 2012).

Bis heute ist die Leberbiospie (Abbildung 2a) der Goldstandart in der Diagnose
der NAFLD und NASH und zum Abschatzen des Schweregrades der
Entziindung unverzichtbar (Reeder and Sirlin, 2011).

Der limitierende Faktor der Leberbiopsie ist die Invasivitdt des Eingriffes, die
damit verbundenen Schmerzen und die, wenn auch sehr geringe,

Mortalitatsrate (Castéra et al., 1999, Gilmore et al., 1995). Eine Fehlerquelle der

10
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Biopsie ist die Ungenauigkeit bei der Probengewinnung, welcher zur falschen
Diagnose oder zum falschen Einschatzen des Schweregrads der Erkrankung
fuhren kann (Ratziu et al., 2005).

11
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Abbildung 2:

(@) Leberbiopsie einer Probandin mit 60 % histopathologischem Fettgehalt
(Hamatoxylin-Eosin Anfarbung, x100): Durchmesser der Fettvakuolen 5 - 50
pm.

(b) Mayonnaise mit 50 % Fettgehalt (nativ, x100): Durchmesser der Fetttropfen
2 -20 pm.

12
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1.5 NAFLD Histologie

Definitionsgema&l wird ein histologischer Lebefettgehalt von > 5 % als Fettleber
bezeichnet (Brunt, 2009, Neuschwander-Tetri and Caldwell, 2003, Wanless and
Lentz, 1990). Histopathologisch wird zwischen 5 — 33 % von milder Verfettung,
von 34 — 66 % von moderater Verfettung und bei > 66 % von starker Verfettung
gesprochen. Typischerweise findet sich bei NAFLD Patienten eine
makrovesikulare Verfettung beginnend in der Leberazinuszone 3 (Brunt and
Tiniakos, 2010).

1.6 NASH Histologie

NASH Patienten haben in der Leberbiospie von der alkoholischen Fettleber
nicht zu unterscheidende Befunde (siehe Tabelle 1). Es zeigt sich ein hoher
Anteil an perisinusoidaler Fibrose, entzindeten Leberlappchen, sowie
ballonierten Leberzellen (Abbildung 2a).

Wichtig in der Diagnose der NASH ist der Ausschluss eines signifikantem

Alkoholkonsum von > 10 g/Tag bei Frauen und > 20 g/Tag bei Mannern.

Tabelle 1. Berichtete histologische Merkmale der Nichtalkoholischen
Fettleberhepatitis (NASH) aus (Brunt, 2001).

Lobular Ballooning

Inflammation,  of Livar Parisinusoidal Mallory’s  Glycogen  Portal Focal

Mo  Steatesis  PMNs Calls Fibrosis Cirhosis  Hyaline  Nuclei cl Lipegranulomas  Necrosis  lron
Author, Year Bx (%l (%) (%) [%l [%] (%] 1%} (%) (%] (%l (%)
Adlar, 1979 Fa 100 85 nwa 41 24 24 41 3 na 57 nfa
Ludhwag, 1980 20 100 100 + 0 15 70 nfa + nfa 25 15
[teh, 1987 17 100 + + 100 09 59 76 wa a + i
Magore, 1958 9 100 56 100 00 0 56 100 nfa 78 nfa nfa
Diehl, 1388 n 100 97 + 4+ 26 0 nfa a0 na ffa ffa
Les, 1989 43 100 100 + + 16 49 35 nfa nfa + nfa
Wanlass, 1989 22 100 a6 100 nfa + 78 nfa na ] fifa ffa
Powell, 1980 42 100 100 nfa nfa 7 10 nfa nfa nfa nfa nfa
Bacon, 1994 B 100 100 + nfa 15 70 87 64 ] ffa 55
Baldridge,* 1985 15 100 + nfa + 0 7 100 100 3 + nfa
Pinta, 1996 n 100 N 100 81 9 3 75 na na nfa nfa
Brunt, 1999 51 100 100 100 B0 i a1 86 4 82 + 18
Rashid,* 2000 24 100 nfa nfa + 4 0 nfa nfa na nfa nfa

* Padistric patignts; Pmn's polymorphonuclaar laukocytas (nautrophils) specn‘ucally noted by authars; Cl: chronic inflammation

+: commented upon but not quantitated; n/a: not addressad
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1.7 NAFLD Aktivitats-Score (NAS)

Der NAFLD Aktivitats-Score (siehe Tabelle 2) gibt den Schweregrad der
Krankheitsaktivitat einer NAFLD gemessen an histologischen Veranderungen
an. Einfluss auf den Score haben der Grad der Leberverfettung, das Ausmal}
der Entziindung, das Leberzell-ballooning sowie der Fibrosegrad der Leber.

Ein Score von 1-2 entspricht einer NAFLD wahrend ein Score von 3-4 einer
borderline NASH und ein Score von > 4 einer NASH entspricht (Tabelle 2).

Der Fibrosegrad wird in der Regel gesondert angegeben.

Tabelle 2: Nicht alkoholische Fettlebererkrankungen (NAFLD) Aktivitats-Score
mit Berlcksichtigung des Fettgehalts (Steatosis), der Entziindung (Lobular
inflamtation, dem Leberzellballooning (Hepatocellular ballooning) und dem
Fibrosegrad (Fibrosis)(Kleiner et al., 2005).

Steatosis (%) <5
5-33
33-66
266
Lobular inflammation none
(per 200x field) <2 foci
2-4 foci
=4 foci
Hepatocellular none
ballooning few, mild ballooning
prominent ballooning
Fibrosis no fibrosis

zone 3 perisinusoidal fibrosis
(special fibrosis staining
required to identify)

zone 3 perisinusoidal fibrosis 1b
(easily seen on H&E)

periportal/portal fibrosis only ic
zone 3 with periportal/portal fibrosis 2
as previous with bridging fibrosis 3
cirrhosis 4

- ON = O WN = O WN = O

14
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1.8 Alternativen zur Biopsie

Als nichtinvasive Alternative kann die Sonographie gesehen werden. Das
Leberecho einer verfetteten Leber zeigt im Vergleich zum Kortex der Niere ein
helleres Echo als das einer normalen Leber (Joseph et al., 1979). Jedoch hat
auch die Sonographie ihre Nachteile. Bei einem Fettgehalt von unter 30 % ist
die Sonographie zu ungenau (Saadeh et al., 2002). Erst ab einem Fettgehalt
von Uber 30 % kommt die Sonographie auf eine diagnostische Spezifitdt von
93-100 % und eine Sensitivitat von 91-100 % (Palmentieri et al., 2006, Mottin et
al., 2004). Eine Metaanalyse von 2011, welche 49 Studien mit 4720 Patienten
beinhaltete beziffert die Spezifitat und Sensitivitat der Sonographie in Bezug auf
Leberbiospien mit 84 und 94 % (Hernaez et al., 2011).

Die Computertomographie (CT) kann ebenfalls zur Diagnostik der NAFLD
verwendet werden. Bei einer Leberverfettung sind die gemessenen
Dichtewerte der Leber im Vergleich deutlich niedriger als die der Milz oder der
normalen Leber. Die normalen Dichtewerte der Leber sind 50 bis 70 Hounsfield
Einheiten (HU). In leichten Fettlebern ist die mittlere Dichte 52 HU, in
mittelschweren Verfettungen 27 HU und in schweren Fettlebern sogar nur 10
HU. Insgesamt zeigen die Dichtewerte eine hohe Korrelation zum
Leberfettgehalt (Longo et al., 1993, Pamilo et al., 1983, Bydder et al., 1980,
Piekarski et al., 1980). Das grof3te Problem an der CT-Diagnostik ist die
Rontgenstrahlung aufgrund derer eine Verwendung z.B. fur ein Screening oder
zur Routinediagnostik der NAFLD ausgeschlossen ist.

Ein weiteres Problem der CT- und auch der Sonographiediagnostik ist, dass
keine der beiden Methoden zwischen einer Verfettung mit und ohne Fibrose
unterscheiden kann. Beide Methoden kénnen den Grad der Leberverfettung
nicht sehr genau abschatzen (Ricci et al., 1997, Needleman et al., 1986).

Mit Einfihrung der Magnetresonanztomographie (MRT) in den 80er Jahren
wurde eine Technik verfugbar, die neben der Fettdetektion in der Leber auch
eine nichtinvasive Quantifizierung des Fettgehalts erlaubt.

Bereits 1984 wurde die sogenannte Dixon Methode zur Leberfettquantifizierung
entwickelt (Levenson et al., 1991, Dixon, 1984).

15
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Diese basiert auf der Tatsache, dass das Fett- und Wassersignal sich in der
sogenannten “in phase” addiert und in der “opposed-phase” subtrahiert (Chang
et al., 2006). Mit dieser Technik ist es also mdglich den Fettgehalt zu
bestimmen indem man die Bilder des ,in-phase“ Signals mit denen des
,opposed-phase” Signals vergleicht (Cassidy et al., 2009).

Basierend auf dieser Entwicklung wurde die sogenannte chemical shift
Relaxometrie (CSR) zur besseren Quantifizierung des Fettgehalts in
menschlichen Organen entwickelt (O'Regan et al., 2008). Die sogenannte
,magnitude-based® Technik nutzt fur die Bestimmung des Fettgehaltes
mindestens 2 oder mehr Echozeiten (TE) und die dazugehdrigen
Signalintesitaten (SlI). Mit dieser Methode kann anschlieRend relativ genau in
einem Bereich von 0-50 % der Fettgehalt bestimmt werden. Ein Problem dieser
Methode ist jedoch, dass Werte Uber 50 % als identisch mit den korrelierenden
Werten unterhalb von 50 % angesehen werden. Konkret bedeutet dies, man
kann nicht zwischen 40 und 60 % Fettgehalt unterscheiden (Reeder and Sirlin,
2011, Guiu et al., 2009). Ein weiterer Vorteil ist, dass diese Methode es erlaubt
uber die Bestimmung von R2* und entsprechenden Literaturwerten den
Lebereisengehalt zu berechnen (Wood et al., 2005).

Ebenfalls eine Technik der MRT ist die *H-Magnetresonanzspektroskopie (*H
MRS), welche die Resonanzfrequenzverschiebung einzelner Molekile in
Abhéangigkeit von ihrem chemischen Aufbau misst und so eine genaue
Bestimmung einzelner chemischer Verbindungen erlaubt. Urspriinglich wurde
die *H-MRS hauptséachlich von Chemikern und Physikern verwendet. Erst 1993
verwendeten Longo et al die *H-MRS zum ersten Mal im klinischen Rahmen,
um den Fettgehalt der menschlichen Leber in vivo zu bestimmen(Longo et al.,
1995, Longo et al., 1993). Ein groRer Vorteil der *H-MRS ist es, neben dem
Gesamtfettgehalt der Leber, auch die gesattigten und ungesattigten Fettsduren
guantifizieren zu kénnen (siehe Tabelle 4) (Bacon et al., 1994).

Jede der unterschiedlichen funktionellen Gruppen in Fettsduren hat hier eine
eigene spezifische Resonanzfrequenz (siehe Tabelle 4), welche mittels der
Spektroskopiemessung gemessen, grafisch dargestellt und Anhand der Flache

guantifiziert werden kann.

16
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2005 wurde die *H-MRS von Sczepaniak et al benutzt um am 1,5 Tesla MRT
den Leberfettgehalt fir eine Pravalenzstudie in 2349 Probanden zu bestimmen.
In dieser Studie wurde die Préavalenz mit 33,6 % bei einem selbstbestimmten
Cut-off-Wert von 5,56 % ermittelt. In mehreren anderen Studien wurde
anschlieRend die 'H-MRS benutzt um den Leberfettgehalt mit anderen
klinischen und metabolischen Parametern zu vergleichen (van Werven et al.,
2010, Szczepaniak et al., 2005, Thomas et al., 2005, Longo et al., 1995,
Thomsen et al., 1994, Longo et al., 1993).

Aufgrund von Spin-Spin Interaktionen kommt es bei der H-MRS zu einem
schnelleren Signalabfall so dass eine T2 Korrektur notwendig wird. Diese kann
aufgrund von Literaturangaben (Szczepaniak et al., 2005) oder durch die
Bestimmung mehrerer Echozeiten erfolgen (Guiu et al., 2009, Thomsen et al.,
1994).

Neuere Studien zeigen, dass der Eisengehalt des Organs nicht unerheblichen
Einfluss auf die *H-MRS Methode hat (Guiu et al., 2009).

Der Einfluss von einem erhdhten Lebereisen ist, wie die Arbeit von Guiu et al
(2009) zeigt, nicht unerheblich und fuhrt zu deutlich héheren T2-Abféllen als
bisher berucksichtigt.

Bei der sogenannten Dixon-Methode mit 2 oder 3 Echozeiten ist aul3erdem eine
T2* Korrektur durchzufihren, um vor allem den durch Eisen verursachten
schnelleren Signalabfall zu beriicksichtigen (Westphalen et al., 2007). Bei der
CSR mit mehreren Echozeiten entfallt eine T2* Korrektur, da sie die Grundlage
der Modell-Funktion darstellt und die Lebereisenkonzentration bestimmt. Die
momentane Entwicklung zeigt, dass vermutlich die Rolle des Eisens bei der
Entstehung und im Verlauf der NAFLD unterschatzt wurde. Valenti et al
berichteten 2012 von einer starken positiven Assoziation zwischen dem
Schweregrad einer Leberschadigung bei der NAFLD und dem Eisengehalt der
Leber (Valenti et al., 2012). Umso wichtiger erscheint es auch bei der

Quantifizierung diese Tatsache zu bertcksichtigen.
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1.9 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es

1. die wichtigsten nichtinvasiven Methoden (*H MR-Spektroskopie, chemical
shift Relaxometrie) zur quantitativen Fettbestimmung in der Leber von NAFLD
Patienten und an einem auf die Leber Ubertragbares Phantom mit dem semi-
guantitativen histopathologischen Scoring in Leberbioposie-Proben zu
vergleichen, sowie

2. den Einfluss von Lebereisen auf die nicht-invasiven Methoden zu

untersuchen.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Studie ist eine retrospektive Pilotstudie, in der Patienten, die an einer
histopathologisch gesicherten nicht alkoholischen Fettleber (NAFLD) leiden,
mittels 'H-Magnetresonanzsprektroskopie (*H-MRS) am 3 Tesla (3T) MRT
untersucht wurden. Unter Berucksichtigung des teilweise hohen
Lebereisengehaltes in NAFLD Patienten wurde die chemical shift Relaxometrie
(CSR) am 1,5 T MRT als Vergleichsmethode gewahlt. Um beide Methoden
miteinander zu vergleichen wurde vorab schon eine Phantomstudie mit einem
Mayonnaisephantom durchgefihrt.

Fir die Durchfuhrung der Studie wurden ein Votum der zustandigen
Ethikkommission, sowie das schriftliche Einverstandnis aller teilnehmenden

Probanden eingeholt.

2.2 Patienten und Histopathologie der Leber (HIS-V)

Insgesamt nahmen 15 Patienten im Alter von 26 bis 67 Jahren (Median 49
Jahre), die sich vorher einer diagnostischen Leberbiopsie des rechten
Leberlappens unterzogen hatten, an der Studie teil (Tabelle 3 Gruppe A). Fir
jede Biopsie gab es unabhangig von dieser Studie medizinische Grinde diese
durchzufiihren. Als Beispiel kann hier die diagnostische Abklarung chronisch
erhoéhter Transaminasen (ALT, AST) mit einer sonographisch diagnostizierten
Leberverfettung dienen.

Der Leberfettgehalt wurde in 10 % Abstufungen visuell durch einen erfahrenen
Pathologen bestimmt. Bei Patienten mit NASH wurde zusatzlich noch der
NASH-Score bestimmt (Tabelle 2 u. 3).

Voraussetzungen zur Teilnahme an der Studie waren eine mittels Biopsie
diagnostizierte NASH oder NAFLD mit mindestens 10 oder mehr Prozent
Leberfettgehalt. Patienten mit viralen Infektionen der Leber wie z.B. Hepatitis B

oder C oder einer anderen infektiosen Lebererkrankung wurden

19



2. Material und Methoden

ausgeschlossen. Ebenfalls ein Ausschlusskriterium war das Vorhandensein
einer alkoholinduzierten Lebererkrankung. Von insgesamt 2 Patienten waren
keine Biopsiedaten vorhanden (Tabelle 3 Gruppe A).

Um die *H-MRS mit der CSR vergleichen zu kénnen wurden 4 Patienten aus
Gruppe A, 4 Probanden bei denen eine Fettleber wahrscheinlich war und 5
gesunde Kontrollen mit der CSR untersucht (Gruppe B). In Gruppe B betrug die
Altersspanne 23 - 68 Jahre.

Zusatzlich wurden alle Teilnehmer noch mittels eines standardisierten
Fragebogens beziglich ihrer Lebensgewohnheiten, Erndhrung und dem
Gebrauch von Medikamenten befragt. Zusatzlich wurden, falls vorhanden die

aktuellen Laborwerte erfragt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Patientengruppen und charakteristische Daten: Body mass index
(BMI), Lebereisenkonzentration (LIC, in mg/g Trockengewicht (TG)),
Triglyceride (TAG), Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase
(ALT).

Nr. | Gruppe|Diagnose Alter| BMI |Biopsie| LIC  |Glukose|Cholesterin| TAG | AST | ALT
(J) |kg/mz (0-100%)| (mg/gTG) | (mg/dL) | (mgfdL) |(mg/dL)| (UL) | (UIL)
8 A |NAFLD 50 211 30 ND 94 25 49
9 A |NAFLD 67 29 10 ND 86 277 179 | 38 46
10 A |NASH6/8 | 305 50 ND 72 212 193 | 178 | 341
1 A |NAFLD i 291 ND ND 102 665 506 | 218 | 97
12 A |NASH8/8 32 290 70 ND 136 208 592 | 61 | 138
13 A |NASH 38 55 238 10 ND 253 239 | 25 30
16 A |NAFLD 54 284 10 ND 9% 185 148 | 110 | 8
17 A |NAFLD 42 256/ ND ND 237 221 | 49 51
18 A |NASH?8/8 30 158 80 ND 27 17
19 A |NAFLD 66 308 60 ND 121 330 206 | 41 63
20 A |NASH5/8 26 232 2 ND 87 233 298 | 3 88
23 A, B |NAFLD 61 371 60 2,42 164 224 261 | 20 34
24 A,B |NAFLD 63 332 go? 183 135 182 240 | 39 71
25 A,B |NASH6/8 37 257 60 2,28 108 162 214 | 112 | ®
26 A, B |NASH6/8 54 211 10 2,65 9% 239 185 | 36 70
30 B |NAFLD 36 211 ND 1,79 87 143 83 57 | 191
22 B |NAFLD 68 241 ND 141 77 158 192 | 16 27
27 B |NAFLD 57 2718/ ND 1,67 108 230 38 84
29 B |Hamochromatose. | 63 28,71 ND 3,91 89 220 148 | 30 31
21 B |control 30 2721 ND 1,35
28 B |control 48 253 ND 127
31 B |control 31 238 ND 1,30
32 B |control 45 239 ND 1,33
33 B |control 52 215 ND 1,16
normal (m) 18525 | <5% | 07173 | 60-110 | <200 | <200 | 1050 | 10-50
normal (f) 18525 | <5% | 07-1,73° | 60-110 | <200 | <200 | 10-35 | 10-35
) Biopsie vor 6 Jahren " Quelle Wood et al., 2005
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2.3 Phantom

Das Phantom bestand aus insgesamt 10 Probengefal3en mit jeweils 50 ml
Volumen. Diese wurden in eine mit Wasser geflllte Polypropylenbox mit 2,4
Liter Inhalt gegeben. Jedes der Probengefal3e enthielt einen definierten
Fettgehalt von 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 und 80 %. Zusatzlich wurde noch
eine Probe mit 20 % Fett und einem erhdhten Eisengehalt (4,9 mg/ml)
gemessen. Ausgewahlt wurde diese Abstufung um einen mdglichst breiten
Bereich der histopathologisch mdglichen Bestimmung abzudecken.

Die einzelnen Proben wurden auf der Grundlage von handelsiblicher
Mayonnaise (Knorr Salat Mayonnaise, Unilever, Germany) mit 10, 50 und 80 %
Fettgehalt zusammengemischt.

Um eine maoglichst groRe Homogenitat zu erreichen wurden alle Proben nach

dem Zusammenmischen manuell zentrifugiert.

Abbildung 3: MR-Signalintensitditen von ansteigenden Mayonnaise
Konzentrationen (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 % und 20 %+Fe®") im
wassergeflllten 2,4 L Becken — Phantom mittels koronarer Gradienten-Echo
Sequenz bei TE = 2,46 ms (links: hohes Signal - in phase) und bei TE = 4,78
ms (rechts: niedriges Signal - out of phase) bei 1,5 T.
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Abbildung 4:

A: 'H-MRS Mayonnaise-Spektrum mit 50 % Fettanteil: analysiert mittels
ACDlabs mit den Peakpositionen wie in Tabelle 4.

B: GRE-Signalintensitaten der 50 % Mayonnaise: analysiert mittels effektivem
chemical shift Relaxometrie-Modell ergibt mit v =220 + 2 Hz und Ry,* = Ryf*
einen Fettgehalt von 56 + 3 % (unterbrochene Linie: r?2 = 0,95) und mit v = 221

+ 1 Hz und R,,*<>Ry* ergibt einen Fettgehalt von 60 + 2 % (durchgezogene
Linie: r2 = 0,99).
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2.4 'H-Magnet-Resonanz Spektroskopie (*H-MRS) am 3T MRT

Die Messungen der Patienten erfolgten am 3 Tesla MRT Scanner (Philips
Intera© Netherlands) in Ruckenlage. Als Spule wurde eine sechs Kanal
,cardiac® Spule verwendet. Nach der ,localizer* Sequenz (TR/TE: 8/2,3 ms,
FOV: 450x450 mm?, Schichtdicke 15mm) und einem ,reference scan“ (TR/TE:
4/80 ms) wurde die eigentliche Bildgebung mittels einer coronal und einer
sagittal angefertigten T2 ,half fourier-acquired single shot turbo spin echo®
(HASTE) Sequenz (TR/TE: 1348/80 ms, Flipwinkel 90°) angefertigt. Die
Bildgebung dient hierbei dem Zweck, ein genaues Bild der Leber zu erhalten,
um eine mdoglichst exakte Voxelpositionierung vornehmen zu kdénnen (siehe
Abb. 5a).

AnschlieBend wurde ein 20x20x20 mm? groRer Voxel in der Leber platziert.
Hierbei ist zu bericksichtigen, dass dieser sich weder zu nahe am Diaphragma
noch in einem groRen LebergefalR befinden darf (siehe Abbildung 5a).

Die 'H-MRS wurde standardisiert ohne Atemanhalten sowie ohne
Wasserunterdriuckung mit einer ,point resolved spectroscopy” (PRESS)
Sequenz (TR/TE: 2000/39 ms, Flipwinkel 90°, samples 1024) durchgefihrt. Die

theoretische Gesamtdauer betrug 3,3 Minuten.
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Abbildung 5: 'H-MR coronar und transversal localizer Bild (a) mit
dazugehdrigem Spekturm (b) gemessen am 3T MRT mit einem Voxel (2x2x2
cm?®) im rechten Leberlappen eines Patienten mit histophatholgisch bestimmten
Fettgehalt von 60 %. Spektroskopisch wurde ein Fettgehalt von 62,9 %
bestimmt (b). Die chemical shift Relaxometrie ergab einen Fettgehalt von 55,9
% (c).
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2.4.1 *H-MRS Auswertung

Fur die Auswertung der Spektren wurde ein von Z.J. Wang (2011)
programmiertes IDL 7.0 Programm verwendet (IDL virtual machine tool,
personal communication).

Zusatzlich wurde fir die Auswertung das ACDLabs 12.0 (Advanced Chemical

Development Inc., Toronto, Canada: www.acdlabs.com) Programm, welches

eine komplexere Analyse aller Fettpeaks erlaubt, verwendet (siehe Tabelle 4).
Die Spektren wurden phasenkorrigiert und an die X-Achse angepasst
(Abbildung 5b, Abbildung 6).

Nach diesen Korrekturen, wurde die Flache des Hauptfettpeaks bei 1,3 ppm,
welcher den Methylenprotonen der Fettsduren entspricht und die des
Wasserpeaks bei 4,7 ppm, welcher den Wasserprotonen entspricht, zur
Quantifizierung mit Hilfe des IDL Programms benutzt (Abbildung 5b u. 6). Da
der Fettpeak bei 1,3 ppm nur etwa 70 % des gesamten Fettspektrums
ausmacht, (Tabelle 4) wurde anschlieRend der ermittelte Fettgehalt auf 100 %
hochgerechnet. Die so errechneten Fettgehalte wurden anschlieBend mit denen
des ACD/Labs berechneten verglichen (Abbildung 6).

Der Leberfettgehalt und dessen Standardfehler (AFC) wurde mit Hilfe der
Gesamtflache der Fettpeaks (Ar) und der Flache des Wasserpeaks (Ay) nach
folgender Gleichung bestimmt:

FC = A / (Ar + A,), mit einem Standardfehler AFC = V((Aw-AA)® +

(ArDAL)D(AW+A)? aus 3 Wiederholungsbestimmungen der Flachen und deren
Standardabweichungen AA,, and AA:.
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2.4.2 T2 Korrektur der MRS

Da das Messsignal erst nach einer relativ langen Echozeit detektiert wird,
haben sich die Messsignale von Fett und Wasser aufgrund ihrer
unterschiedlichen Relaxationszeiten schon stark verandert (Standardwerte fur
Wasser T2,, = 25,8 ms und fur Fett T2; = 55,4 ms (Gambarota et al., 2011). Da
der Unterschied in den Zeiten zu einer relativen Uberschatzung des

Fettgehaltes fihren wirde, ist eine T2-Korrektur nach folgender Formel nétig:

Atw (0) = At exp(TE/T2¢); TE =39 ms.

Auf eine T1-Korrektur konnte wegen der relativ langen TR-Zeit verzichtet

werden (siehe die Diskussion hierzu).
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Abbildung 6: a Auswertung des 'H-Spektrums mit dem IDL-Programm als
Flachenberechnung unter dem Wasserpeak (rechts) und Fettpeak (links) nach
Abzug des Untergrundes (rote Linie) mit einem Leber-Fettgehalt von 54,8 % flr
den Patienten aus Abbildung 5.

b Auswertung des *H-Spektrums (schwarze Kurve) mit ACDlab mit Peakfit als
Summe von Gauss- und Lorentz-Funktionen (blaue Kurven, Residuen = rote
Kurven) fir den Patienten aus Abbildung 5.
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2. Material und Methoden
2.5 Chemical shift Relaxometrie (CSR) am 1,5T MRT

Fur die Fettquantifizierung mittels CSR wurden die transversalen
Relaxationsraten am 1,5 T MRT (Symphony®, Siemens AG, Erlangen)
bestimmt. Hierfir wurde eine Schicht (Dicke = 10 mm, Pixel Auflésung 1,25 x
1,25 mm?), die einen GroRteil der Leber abdeckt ausgewahlt.

Fur die Messung wurden 12 bipolare Echozeiten (TE = 1,3 bis 25,7 ms)
verwendet (At = n-1,16 ms, TR = 244 ms oder RR-Intervall bei EKG-Triggerung,
Flipwinkel = 20°, Bandbreite 1955 Hz/Pixel).

Um den Einfluss von Phaseneffekten entgegengesetzter Gradienten zu
berticksichtigen wurde in einigen Patienten die Relaxometrie mittels
monopolarem und bipolarem Echos verglichen (TE = 1,3 bis 25,7 ms, At=n-2,1
ms). Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden. Die
Signalintensitaten wurden auf der Grundlage einer von Wehrli et al 1991
entwickelten Methode als Funktion der GRE (Gradient Recalled Echo) Zeiten
analysiert .

In einem 2-Kompartiment Modell kdnnen die Signalintensitaten S(t) der
Wasserprotonen(w), welche keine Veranderung der Resonanzfrequenz von
63,9 MHz bei 1,5 T (w = 0!) erfahren und die der Fettprotonen (f) mit einer
Resonanzveranderung (w = 2nv, v = 217 Hz oder 3,4 ppm) mit der Gleichung 1

beschrieben werden.

(1) Sw(t) = Sw(0) exp(-Raw*t) und Sit) = S¢(0)  exp(-Rz*t)  [cos(wt)+isin(wt)]

Hierbei ist S(0) die Signalamplitude und R2* die transversal Relaxationsrate.
Die absolute Signalintensitat [S(t)| = [Sw(t) + Si(t)] = V{Re(t)* + Im(t)?} der MR
Bilder berechnet sich mit dem oben genannten Term aus der ,Fourier

transformierten® realen (Re(t)) und imaginaren (Im(t)).
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Die Berucksichtigung nur einer effektiven chemischen Verschiebung von

ungefahr 217 Hz reprasentiert ca. 91 % des gesamten Fettspektrums (siehe
Tabelle 4).

Unter der Annahme eines konstanten Signaluntergrundes (S.o, hoise) fuhrt
dieser Ansatz zu verschiedenen Relaxationsraten R,,* und Ry* fur Wasser und

Fett, wie in Gleichung 2 dargestellt.

(2) IS®)] = exp(-Raw*t) - ¥{ Su(0)* + Si(0)* - exp[2(Raw*-Ra2*)1]
+ 2(S#(0) -Sw(0)) - exp[(Raw*-R2*)t] - cos(wt)} + Sio

Unter der Annahme, Ry,* = Ry*, ergibt sich eine weitere Vereinfachung der

Gleichung 2 mit nur einem Relaxationsterm vor der quadratischen Wurzel.

Weiterhin gibt es ein von Hamilton et al beschriebenes spektrales Lipid-Modell,
das die Fettfraktionen f, [%] = 4,7; 3,9; 12; 70; 8,8 mit w [2rnHZz] = -241, 201,
1043, 1364, 1525 berilcksichtigt (Tabelle 4). Einzig der mit 0,6 % anteilige Peak
Nummer 3 bei 2,75 ppm (Tabelle 4) wird in diesem Modell nicht bericksichtigt
(Hamilton et al., 2011).
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Tabelle 4: Lipid-Spektrum mit den von Hamilton et al (2011) ermittelten
Leberfett-Metaboliten und -Fraktionen sowie deren "chemical shifts" relativ zu
Wasser bei 1,5 und 3,0 Tesla sowie die in dieser Arbeit mittels ACDlabs

bestimmten Fettfraktionen fir Mayonnaise.

Bo (MHz) Bo (MHz) Leber  Mayonnaise
15T 63,9 30T 12717 Fett- Fett-
peak heobachtet v o v ® T2 Anteilf,  Anteil f,
Nr. (ppm) (ppm) | (H)  (2aH2) | (H)  (2HZ) | (ms) (%) (%)
1 Olefine 53  -0,6 -38 -241 17 -482 - 47 22,5
0 Wasser 47 0 0 0 0 0 23
2 Glycerin 4,2 0,5 32 201 64 401 - 39
3 Diacylgruppen 275 19 125 783 249 1565 51 0,6 13
4 a-Olefine 2,1 2,6 166 1043 332 2087 52 12 9,6
5 Methylengruppen 13 34 217 1364 434 2729 62 70 66,7
6 Methylgruppen 0,9 3,8 243 1525 485 3050 83 8,8
Summe (Fett peak 1-6): 100,0 100,0
Summe (Fett peak 4-6): 90,8 76,25

Dieses spektrale Lipid-Modell fihrt unter Bertcksichtigung der f, (siehe Tabelle
4) und deren ,chemical shifts“ w, zu folgender Gleichung (V{Re(t)? + Im(t)?):

(3) S(t) = \/{[SW(O) - exp(-Raw*t) + S¢(0) - exp(-Ra*t) -ancos(uunt)]2 +
[SH(0) - exp(-Ra*t) + Sasin(wnt)]3

Die unbekannten Parameter aus dieser Gleichung (Sw(0), S#(0), Raw*, Ra*)

entsprechen denen aus Gleichung 2.
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2.5.1 T1 Korrektur und Modellauswertung der CSR

Der scheinbare Fettgehalt (aFC) kann anschlie3end aus den Signalamplituden
Sw(0) und S¢(0) ahnlich wie in der *H-MRS berechnet werden:
aFC = S¢(0)/[S(0)+Sw(0)].

Der wahre Fettgehalt (FC), basierend auf den Protonenspindichten C,,(0) und
Ct(0), kann aus den Signalamplituden S;(0) durch eine T1-Korrektur mit den

folgenden Gleichungen 4 und 5 bestimmt werden (Wismer et al., 1988):
(4) Crw(0) = Sw(0) - [1-coso-exp(-TR/Tw)]/ {sina[l -exp(-TR/T1w)]} und
(5) FC = Cx(0) / [C+(0) + Cw(0)]

Abhangig von der Repetitionszeit (TR = 244 ms) in Bezug auf die T1-
Relaxationszeit (663 und 236 ms fur Wasser und Fett) (Thomsen et al., 1994)
unterscheidet sich der wahre FC vom aFC um weniger als 10 %. Dies gilt

insbesondere fur lange TR-Zeiten und/oder wenn Eisen die T1-Zeit verkurzt.

Um die Gleichung 2 als eine Funktion mit 5 unbekannten Parametern an die
Signalintensitaten bei 12 Echozeiten anzupassen, wurde ein Levenberg-
Marquardt Algorithmus benutzt (Slide Write V7, Advanced Graphics Software
Inc., Encinitas CA, USA; siehe Abbildungen 4b, 5c). Dabei wurden die
Signalintensitaten innerhalb eines Voxels (ROI) mit ihren
Standardabweichungen gewichtet. Fiir Ro* < 100 s™ muss typischerweise der
Signaluntergrund S, o aus dem atmungs-artefaktfreien Luftraum bestimmt
werden. Ferner ist bei geringem Fettgehalt (aFC < 10 %) und in Gegenwart von
Lebereisen anzunehmen, dass die Relaxationsraten fur Wasser und Fett
ahnlich beeinflusst werden (R2w* = Ry*). Die Wasser/Fett Verschiebung w muss
dann ebenfalls als konstant (27-:217 Hz) angenommen werden. Ferner ist die in
dieser Arbeit benutzte chemical shift Relaxometrie zur Wasser-Fett-Trennung
wegen der fehlenden Unterscheidbarkeit der Wasser- oder Fettdominanz auf
einen Fettgehalt < 50 % begrenzt (Reeder and Sirlin, 2011).

32



2. Material und Methoden

2.6 Statistische Auswertung

Die verschiedenen spektralen Auswertemethoden (IDL- vs. ACDlabs-Software),
Relaxometrie-Fitmethoden (effektives vs. spektrales Lipid-Modell) und MR-
Fettbestimmungsmethoden (CSR vs. MRS) wurden mit Hilfe linearer
Regressionen am Mayonnaise-Phantom verglichen, wobei das
Bestimmtheitsmass () die Giite der linearen Anpassung und der
Regressionskoeffizient (Steigung + Standardfehler) eventuelle Abweichungen
wiedergeben. Die Signifikanz der Korrelation von Spektroskopie (1H-MRS) und
histopathologischer Fettbestimmung in der Leberbiopsie (HIS-V) wurde mit der
Spearman-Rank-Korrelation getestet. Der Grad der Ubereinstimmung bzw. ein
systematischer Unterschied zwischen *H-MRS und CSR wurde in einer Altman-
Bland-Darstellung gepruft. Die nichtparametrischen statistischen Tests
(Spearman-Rank-Korrelation, Altman-Bland-Darstellung) wuren mit der EXCEL-
Zusatz-Software ,Analyze-it* durchgefuhrt (Analyze-it Software Inc., Leeds,
UK).
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der 'H-Leberspektren mit der IDL- und ACDlabs-

Software

Die Auswertung mit dem Flachenberechnungs-Programm (IDL) erfordert den
geringsten Zeitaufwand, wahrend die Auswertung mit der ACDlabs-Software
durch das Fitten der Multipeaks eine vollstandige Bestimmung der Lipid-
Metaboliten erlaubt, aber einen héheren Aufwand erfordert. Ein Vergleich der
beiden Methoden ist in Abbildung 7 als lineare Regression mit einem
Regressionskoeffizienten von 1,01 £ 0,02 bei einem zu vernachlassigenden
Achsenschittpunkt von 1,1 + 0,8.

Basierend auf dieser Ubereinstimmung der beiden spektralen
Analysiermethoden wurde im weiteren Verlauf im Wesentlichen die IDL
Software zur Auswertung der *H-MRS Daten verwendet.
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Abbildung 7: Lineare Regression (r2 = 0,99 durchgezogene Linie) mit 95 %

Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) der mittels IDL und ACDlabs berechneten
Fettgehalte.

3.2 Mayonnaise-Phantom-Studie

Unter Beriicksichtigung von Tabelle 4 sowie Abbildung 4 und 5 zeigt das
Mayonnaise-Phantom (Abbildungen 2, 3) sowohl in der *H-MRS als auch in der
CSR ein sehr ahnliches Verhalten wie das Lebergewebe.

Das Mayonnaisephantom scheint daher fur die folgenden methodischen

Vergleiche ein geeignetes Modell.
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Fir den Methodenvergleich von 1H-Magnetresonanz-Spektroskopie (*H-MRS)
mit der chemical shift Relaxometrie (CSR) wurde das Mayonnaise-Phantom
benutzt. Hierzu wurden Proben mit einem Fettgehalt von 5 bis 80 %
angemischt. Jede Probe wurde am 1,5 T MRT mittels chemical shift
Relaxometrie (CSR) und am 3,0 T MRT mittels 'H-MRS gemessen.
Anschliel3end erfolgte die relaxometrische bzw. spektrale Auswertung der

Daten zur Bestimmung des gemessenen Fettgehaltes FC (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 8: Lineare Regression (r* = 0,997, durchgezogene Linie) mit

95 %-Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) der Relaxometrie-Methoden zur
Bestimmung der scheinbaren Fettkonzentration im Mayonnaise-Phantom
mittels effektiver (effective CSR: Gleichung 2) und spektraler (spectral CSR:

Gleichung 3, Tabelle 4) chemischer Verschiebung.
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Zunachst wurden die beiden Relaxometrie-Methoden zur Bestimmung des
scheinbaren Fettgehalts (aFC) miteinander verglichen (Abbildung 8). Hierbei
wurden die Relaxationsraten R2* von Wasser und Fett gleichgesetzt, um einen
robusten Fit zu gewahrleisten. Es wurde eine lineare Beziehung mittels
Regression zwischen der CSR mit einer effektiven chemischen Verschiebung,
die hauptséachlich durch den Methylen-Peak bestimmt wird (aFCeftective: 223 = 10
Hz), und der CSR, die auf dem Mayonnaise-Spektrum basiert (aFCspectral:
Tabelle 4), erhalten: aFCeffeciive = (0,92+0,02) - aFCspectral - (3,2+1,0).

Aufgrund der guten Ubereinstimmung der beiden chemical shift Relaxometrie-
Methoden wurde im Folgenden nur noch die CSR-Methode mit einer effektiven
chemischen Verschiebung benutzt. Die effektiven CSR- und 'H-MRS -
Messergebnisse des Mayonnaise-Phantoms wurden in Abbildung 9 mit dem
nominalen Fettgehalt der Proben verglichen. Auf eine T2-Korrektur der MRS-
Daten fir Mayonnaise wurde verzichtet. Die Auswertung der Daten mittels
linearer Regression zeigt, dass beide Methoden mit dem nominalen Fettgehalt
Ubereinstimmende Ergebnisse liefern, wobei es keinen signifikanten offset
(Schnittpunkt mit der y-Achse) a0 gab (aOcsg = (3,1 + 2,2)%, aOurs = (-0,9 *
1,4)%) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Ubereinstimmung zwischen dem nominalen Fettgehalt im
Mayonnaise-Phantom und den mit *H-MRS (geschlossene Kreise) bzw. mit
CSR (offene Kreise) bestimmten Fettgehalten: linearer Regressionsfit an die
MRS-Daten (durchgezogene Linie: r2 = 0,993, Regressionskoeffizient = 1,04 +
0,03) und GRE (gestrichelte Linie: r2 = 0,984, Regressionskoeffizient = 1,04 +
0,05).

3.3 Vergleich der 'H-MRS mit der Leber-Histopathologie

Um zu testen, wie sich die 'H-MRS Methode im Vergleich zu den
Leberbiopsieergebnissen verhalt, wurde in einer weiteren Messung der
Leberfettgehalt mit der *H-MRS bei 3,0 Tesla in 22 Patienten gemessen. Von
diesen Patienten hatten 13/22 Patienten sich vorher einer Leberbiopsie
unterzogen. Der histopathologisch bestimmte Fettgehalt reichte von 10 bis 80
%. Sieben der Patienten hatten eine diagnostizierte NASH mit einem Score von
3/8 bis 8/8 reichend. Zusétzlich wurden noch 4 Personen bei denen eine
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Fettleber wahrscheinlich erschein, die jedoch keine Biopsieergebnisse hatten,
sowie 5 gesunde Kontrollprobanden gemessen. Die teilnehmenden Personen
entsprechen Gruppe A in Tabelle 3. Das Alter der untersuchten Personen
reichte von 26 — 67 Jahre. Der Body Mass Index (BMI) reichte von 22,9 — 30,5
kg/mz2.

Der Standardfehler der Einzelmessungen 'H-MRS wurde mittels einer
dreifachen Auswertung geschatzt und betrug zwischen 0,4 und 4,2 %. Der
mittlere Variationskoeffizient (COV) der bestimmten Fettflachen betrug 5,7 %
mit einer Variationsbreite von 0,1 bis 25,4 %. Es wurden grél3ere COV bei
kleineren Fettflachen und damit niedrigerem Fettgehalt bestimmt. Der mittlere
Variationskoeffizient (COV) bei der Bestimmung der Wasserflachen betrug 2 %
mit einem Minimum von 0,2 und einem Maximum von 6,3 %. Dies resultiert
wahrscheinlich daraus, dass die Flache unter dem Wasserpeak im Durchschnitt
groRer war als die unter dem Fettpeak.

Zusatzlich wurde in 10 Patienten mit Leberbiopsien der Fettgehalt der rechten
Leberhalfte mit dem der linken Leberhélfte verglichen. Im Vergleich der beiden
Leberlappen wurde kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Fettgehalt
gefunden (Regressionskoeffizient 0,97 + 0,06, r* = 0,97).

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der 13 gemessenen Patienten, welche sich
vorher einer Leberbiopsie unterzogen hatten und die der 5 gesunden
Kontrollprobanden. Als Referenzmethode wurde hier die Leberfettbestimmung
mit Hilfe der Biopsie gewertet. Ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Fettgehalt der Leberbiopsie und dem mittels 'H-MRS bestimmten
Fettgehalts wurde gefunden (Spearman rank correlation coefficient rs = 0,76, p
< 0,0025). Vor der T2-Korrektur besitzt die Trendlinie eine Steigung von 0,8
0,1, wahrend die T2-korrigierte Trendlinie eine Steigung von 0,5 = 0,1 besitzt.
Das bedeutet, dass die Fettgehalte, die mittels *H-MRS ermittelt wurden, ca. die

Halfte des Fettgehaltes der Biopsie wiedergeben.
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Abbildung 10: Die Spearmansche Rangkorrelation zwischen den
histologischen (biopsy) und spektroskopischen (*H-MRS) Bestimmungen des
Leberfettgehalts (FC) zeigt eine signifikante Korrelation fir den unkorrigierten
FC (schwarze Kreise und Trendlinie: rs = 0,76; p = 0,0025), ebenso fir den um
die T2-Relaxationszeit (Gambarotta et al, 2011) korrigierten FC (rote Kreise und
Trendlinie: rs = 0,76; p = 0,0025), der im Mittel um 50 % kleinere Fettgehalte
anzeigt.

Zum Vergleich ist die Kontrollgruppe (schwarzes Quadrat) mit einem

bioptischen FC von 5 % (Referenz) symbolisch dargestellt.
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3.4 CSR und *H-MRS

In der Probandengruppe B der Tabelle 3 wurde die CSR mit der besser
evaluierten 'H-MRS als Referenzmethode verglichen. Hierfir wurden 4
Patienten mit Biopsie, 4 Personen mit vermuteter Leberverfettung ohne Biopsie
sowie 5 Kontrollpersonen mittels *H-MRS bei 3,0 T und CSR bei 1,5 T
gemessen. In einem weiteren Schritt wurden die Ergebnisse der *H-MRS einer
T2 Korrektur unterzogen, um die unterschiedlichen Relaxationsraten fur Fett
und Wasser zu bertcksichtigen.

Die Altman-Bland Darstellung in Abbildung 11 zeigt eine hohe
Ubereinstimmung (p = 0,008) zwischen den beiden Methoden mit einer
relativen Differenz zwischen -21 % und 55 %. Die CSR ergibt einen um 17 %
systematisch hoheren Fettgehalt in einem 95 %-Konfidenzintervall von 5 % bis
29 %.

Das Ergebnis des Vergleichs beider Methoden zeigt, dass bei der in vivo
Leberfettquantifizierung beide Methoden mit einer &hnlich guten Genauigkeit zu

verwenden sind.

41



3. Ergebnisse

80% T

60% 1
a [ ]
X 40%d °
= °
X 0 ¢ ¢ *
7 T @
1S ° - L
Q S - -
o o .
S S
2% m—m m mm e
o
S
2 a0%+
S
o
60% : : : : :
0 10 20 30 40 50
mean FC of MRS & CSR [%)]

Abbildung 11: Altman-Bland Darstellung der relativen Differenzen des
Fettgehalts (FC) mittels CSR und 'H-MRS zeigt einen um 17 % systematisch
hoheren Fettgehalt (bias: durchgezogene Linie, 95 % Vertrauensbereich:
gepunktete Linie) fur die CSR-Methode (95 % Ubereinstimmungs-Grenzen:

gestrichelte Linie).

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die 'H-MRS wie auch die CSR sind beides Methoden, die in vitro sowie in vivo
geeignet sind, den Leberfettgehalt zu bestimmen. Generell fallt der mit *H-MRS
bestimmte Fettgehalt um 50 % geringer aus als die Biopsieergebnisse, wahrend
die CSR einen um 17 % hoheren Fettgehalt bestimmt als die *H-MRS.
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4. Diskussion

Die Bestimmung des Leberfettgehalts erfolgte mittels drei verschiedener
Methoden, die im Folgenden einzeln und vergleichend diskutiert werden.

Insbesondere wird der Einfluss von Eisen auf die Methoden untersucht werden.

1. Visuelle histopathologische Einteilung der Leberbiopsien (HIS-V)
2. Protonen-Magnetresonanz-Spektroskopie (*H-MRS)
3. chemical shift Relaxometrie (CSR)

4.1 Histopathologische Leberfett-Bestimmung

Bis dato ist die Leberbiopsie noch immer der Goldstandard in der Diagnose der
NAFLD und fur die Quantifizierung des Leberfettgehalts (Joy et al., 2003).

Die Biopsie hat jedoch einige entscheidende Nachteile. Sie ist eine invasive,
schmerzhafte und mit einer kleinen aber nicht vernachlassigbaren Mortalitat
verbundene Methode (Castéra et al., 1999, Gilmore et al., 1995). Ein Problem
der Biopsie ist die geringe Menge Lebergewebe (ca. 10 mg), die mittels
Biopsienadel gewonnen werden kann. Dies bedeutet, dass eine eventuell
vorhandene ungleiche Verteilung des Leberfettes nicht erfasst werden kann. In
der Folge kann dies zu einer falschen Diagnose oder zu einer falschen
Einschatzung des Schweregrades der Erkrankung fihren. So zeigte Ratziu et
al. (2005), dass in 24 % der Patienten mit Leberbiopsie das hepatozellulare
,ballooning“, welches das Anschwellen und Absterben von Leberzellen
beschreibt, nicht gesehen wurde. In dieser Arbeit wurden die Leberbiopsien von
unterschiedlichen Pathologen im Rahmen der Routinediagnostik beurteilt. Der
Leberfettgehalt wurde in 10 % Schritten festgelegt. Dies hat zur Folge, dass es

bei der Bestimmung womdglich eine hohe Variabilitdt zwischen den einzelnen
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Untersuchern, sowie aufgrund der 10 % Abstufung eine hohe Ungenauigkeit
der Biopsieergebnisse gegeben hat. Ein weiteres Problem ist es, dass einige
Pathologen, wie auch in dieser Arbeit, den Fettgehalt anhand des Fettanteils
pro Gesichtsfeld abschatzen (Marsman et al., 2004), wohingegen andere nur
den Prozentsatz der makrovesikularen Verfettung in den Hepatozyten
beurteilen (Brunt et al., 1999).

Insgesamt ist der oben genannte Einfluss jedoch schwer abzuschatzen. Im
klinischen Alltag reicht diese Genauigkeit der Bestimmung des Leberfettgehalts

jedoch aus.
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4.2 Protonen-Magnetresonanz-Spektroskopie (*H-MRS)

Die Fettbestimmungen mittels *H-MRS am Mayonnaise-Phantom zeigten eine
sehr gute Ubereinstimmung mit den Fettkonzentrationen der angemischten
Proben (r2 = 0,993; Regressionskoeffizient = 1,04, Abbildung 9). Auf eine T2-
Korrektur der MRS-Daten konnte verzichtet werden, da in der Mayonnaise die
T2-Relaxationszeiten fur Fett und Wasser wegen des fehlenden Eisens eher
langer sein durften als in der Leber.

Die anschlieBend durchgefiihrte *H-MRS in der Patientengruppe A (Tabelle 3)
zeigte eine gute Korrelation zwischen den spektroskopisch und bioptisch
bestimmten Fettgehalten (p = 0,0025).

Bereits in frilheren Studien konnte gezeigt werden, dass die 'H-MRS eine
genaue Methode ist um den Leberfettgehalt zu bestimmen (d'Assignies et al.,
2009, Guiu et al., 2009, McPherson et al., 2009, Szczepaniak et al., 2005,
Szczepaniak et al., 1999, Longo et al., 1995, Thomsen et al., 1994, Longo et
al., 1993).

In der Arbeit von d’Assignies et al (2009) wurde an 20 Patienten mit
histologisch gesicherter NAFLD (Fettgehalt von 12,5 -72,5 %) bei 1,5 T eine
Korrelation von r = 0,773 (p < 0,001) gefunden. Dort wurden jedoch nur die
Lipidpeaks bei 0,9, 1,3 und 2,0 ppm analysiert. Dies bedeutet, dass der wahre
Fettgehalt ca. 10 % hoher einzuschatzen ist (Tabelle 4). Im Vergleich hierzu
analysiert diese Arbeit das gesamte Spektrum der Lipidpeaks (siehe
Abbildungen 5b, 6b). AuRerdem wurde nur eine standardisierte T2-Korrektur mit
Literaturwerten von 60 ms fur Fett und 50 ms flir Wasser vorgenommen
(d'Assignies et al., 2009).

4.2.1 T2-Korrektur

Wie die Arbeit von Guiu et al (2009) zeigt, variieren die T2-Werte fur Fett und
Wasser in jedem Patienten sehr betréchtlich. In deren Arbeit wurden Spektren
mit 7 verschiedenen Echozeiten gemessen, um die T2-Zeiten von Wasser und
Fett bei 3 T fur jeden Patienten individuell zu bestimmen. Die T2-Zeiten von
Wasser reichten von 12,4 ms bis 41,2 ms und fiur Fett von 33 ms bis 77 ms.
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Guiu et al (2009) machen fir einen dort gemessenen Patienten eine T2-Zeit fur
Fett von 33 ms einen Fettgehalt von 42 % aus. Fur T2 = 77 ms wird durch die
exponentielle Korrektur des Fettanteils jedoch nur 30,1 % erhalten.

Die hohe Variabilitaét der T2-Zeiten ist vor allem dem unterschiedlich hohen
Eisengehalt der Leber geschuldet. Guiu et al (2009) messen jedoch nur den
Methylenpeak bei 1,3 ppm und vergleichen diesen mit Wasser bei 4,7 ppm.

Van Werven et al (2010) verwenden fiir die Messung des Fettgehalts inklusive
der ungesattigten Fettsauren bei 5,4 und 4,65 ppm am 3 T MRT mittels *H-MRS
Korrekturwerte von 34 ms und 68 ms fur T2 Wasser und Fett. Die Arbeit von
McPherson et al (2009) vergleicht die *H-MRS 1,5 T mit Leberbiopsien und
kommt zu einer hoch-signifikanten Korrelation (p < 0,001). McPherson et al
(2009) zeigen, dass der Fibrosegrad einen Einfluss auf die *H-MRS Messung
hat und diese deshalb abhangig vom Fibrosegrad korrigiert werden muss. Uber
die Art der Korrektur wird jedoch keine Angabe gemacht. Gleichzeitig wurde
gezeigt, dass Patienten mit einer Leberfibrose einen erhdhten Eisengehalt in
der Leber hatten. Dies wurde jedoch in der Auswertung nicht weiter
berticksichtigt. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch, dass der Eisengehalt
keineswegs bei der Bestimmung des Fettgehalts zu vernachlassigen ist
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: *H-Spektren eines Patienten mit einer Lebereisen-Konzentration
LIC = 4,2 mg-Fe/g-TG (schwarz) und einer Kontrollperson mit LIC = 1,1 mg-
Felg-TG (rot) bei etwa gleichem Fettgehalt von 10 %.

Es zeigt sich, dass eine erhdhte Eisenkonzentration wie bei Patient 29 (Tabelle
3) zu einer nahezu 2-fachen Verbreiterung sowohl des Wasser- als auch des
Fett-Peaks flhrt. Gleichzeitig werden die Relaxationszeiten von Fett und
Wasser unterschiedlich stark beeinflusst, was zu einer individuellen T2-
Korrektur fur Patienten mit hdherem Eisengehalt in der Leber filhren musste.
Ein Vergleich der unkorrigierten Werte mit den korrigierten Werten zeigt, dass
ohne die Korrektur der Leberfettgehalt durch die *H-MRS deutlich héher ausfallt
(Abbildung 10).

Unter Berucksichtigung der aktuellen Arbeiten von Guiu et al (2009), Valenti et
al (2012) und dieser Arbeit sind die Ergebnisse von McPherson et al (2009) neu
zu beurteilen. Der Verzicht auf eine T2 Korrektur ist danach nicht haltbar.

Ein Problem der aktuellen Arbeit stellt die Verwendung der von Gambarota et al
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(2011) an 5 gesunden Probanden bestimmten T2-Relaxationszeiten fir Wasser
und Fett dar. Grund dafir ist, dass in dieser Arbeit die *H-MRS nur bei einer
Echozeit von 39 ms durchgefuhrt wurde. Insbesondere bei 3 T ist nicht bekannt
wie sich die T2-Relaxationszeiten fir Wasser und Fett bei steigendem
Eisengehalt zueinander verhalten. Es ist anzunehmen, dass die T2 Korrektur
mit steigendem Eisengehalt deutlich weniger stark ausfallen wird, da sich die
Relaxationszeiten von Fett und Wasser a) stark verkiirzen und b) einander
angleichen wirden.

Fur weitere Untersuchungen empfiehlt es sich deshalb immer, die individuellen
T2-Zeiten fur jeden Probanden zu bestimmen. Insbesondere vor dem
Hintergrund der Arbeit von Valenti et al (2012), die eine positive Korrelation
zwischen Lebereisengehalt und Schweregrad der NAFLD feststellte sollte eine
T2 Korrektur nach Literaturwerten nur unter Vorbehalt angewendet werden
(Valenti et al., 2012).

4.2.2 T1-Korrektur

Theoretisch mussten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten auch einer T1
Korrektur unterzogen werden. Basierend auf einer Arbeit von Thomsen (1990)
sollten zur Vermeidung einer signifikanten T1 Beeinflussung lange
Repetitionszeiten von TR = 4000 ms gewahlt werden. In dieser Arbeit wurde,
basierend auf den Messungen von van Werven et al bei 3 T, eine TR von 2000
ms gewahlt (van Werven et al., 2009). Mit den (normalen) T1-Relaxationszeiten
von 663 bzw. 236 ms fur Wasser bzw. Fett von Thomsen et al (1994) erhalt
man fur TR = 2000 ms nach T1-Korrektur ein um 0,047-fach kleineres Ergebnis
fur normale Fettgehalte (< 5 %), das fiur einen Fettgehalt von 50 % wegen des
relativ kleineren Wasseranteils auf 0,024-fach schrumpft. Aus diesem Grund

wurde anschlieRend in dieser Arbeit auf eine T1-Korrektur verzichtet.

Um jedoch ein hoéheres Signal-zu-Rausch Verhaltnis zu erhalten, empfiehlt sich
eine kurzere TR (Gambarota et al., 2011). Dies wirde insbesondere flr geringe
Fettgehalte, bei denen die Peaks sehr klein sind, einen Vorteil bewirken. Auf
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eine T1 Korrektur kann allerdings unter diesen Umstanden nicht verzichtet

werden.

4.2.3 Allgemeine Storfaktoren:

Zusatzlich mussen bei der *H-MRS noch einige weitere mégliche Storfaktoren
beriicksichtigt werden. So wurde die *H-MRS Messung in dieser Arbeit immer
ohne Atemtriggerung durchgefiihrt. Da die Leber aber ein atemverschiebliches
Organ ist, welches sich um 2 - 3 cm pro Atemzug verschiebt, ist eine perfekte
Homogenisierung des Magnetfeldes (shimming) Uber dem zu messenden
Bereich kaum maoglich. Um eine mdglichst hohe Genauigkeit zu erzielen wurde
in dieser Arbeit der Voxel méglichst weit weg vom Diaphragma platziert. Eine
generelle Verbesserung konnte jedoch eine Atemtriggerung (Navigator-
Methode) oder eine kirzere Messzeit (< 20 s) bewirken.

Vorstellbar wéare auch ein Einfluss der aktuellen Nahrungsaufnahme auf den
aktuellen Leberfettgehalt. Studien von Szczepaniak et al (2005) und von van
Werven et al (2009) haben jedoch gezeigt, dass die *H-MRS Messung nicht von
der aktuellen Nahrungsaufnahme oder der Tageszeit beeinflusst wird.

Generell ist auch eine unterschiedliche Verteilung des Fettes in der Leber
denkbar.

Nach einer Studie von van Werven et al (2009), betragt die Variabilitit des
spektroskopisch bestimmten Leberfettgehalts 14,5 %. Die Ergebnisse dieser
Arbeit ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Fettgehalt im
rechten und im linken Leberlappen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser
Aerbeit muss aber kritisch gesehen werden, da van Werven et al (2009) sowie
diese Arbeit jeweils die ,single voxel“ Spektroskopie benutzen. Das bedeutet, in
keiner der beiden Arbeiten wurde der gesamte Leberfettgehalt bestimmit.

Unter Beriicksichtigung aller oben genannten Faktoren ist die *H-MRS dennoch
eine sehr genaue nicht-invasive Methode, um den Leberfettgehalt zu

bestimmen.
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4.3 Chemical Shift Relaxometrie (CSR)

Die Auswertung des Mayonnaise-Phantom zeigte ebenfalls eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den Fettkonzentrationen der angemischten Proben (r2 =
0,984; Regressionskoeffizient = 1,04, siehe Abbildung 9).

Der Vergleich der *H-MRS mit der CSR ergab eine sehr gute Ubereinstimmung.
Durchschnittlich bewertet die CSR den Fettgehalt um 17 % hoher als die *H-
MRS (Abbildung 11).

Frihere Arbeiten zeigten ebenfalls, dass eine Quantifizierung des
Leberfettgehalts mit der CSR mdglich ist (Leporq et al., 2013, Kuhn et al., 2012,
Yokoo et al., 2011, Reeder and Sirlin, 2011, d'Assignies et al., 2009, Guiu et al.,
2009).

Von diesen Arbeiten benutzten nur Leporg et al (2013) eine CSR mit 13
Echozeiten.

Kihn et al (2012) und Guiu et al (2009) benutzen die in der Literatur am
haufigsten Verwendete 3-Punkt Dixon Methode mit 3 Echozeiten. Der Vortell
mehrerer Echozeiten ist eine deutlich genauere Bestimmung des Fettgehalts
sowie auch der T2* Zeiten.

d"Assignies et al (2009) verwenden fur die CSR nur eine Methode mit 2
Echozeiten. Dies scheint zur Fettbestimmung nur bedingt geeignet, da eine

Berucksichtigung von T2* mit nur 2 Echozeiten nicht moglich ist.
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4.3.1 T2* Bestimmung

Die Berucksichtigung der T2*-Zeiten, die vor allem dem Einfluss des Eisens
geschuldet sind, wurde bei Guiu et al (2009) auf der Grundlage von Hussain et
al (2005) durchgefuhrt . Dort zeigte sich eine sehr groRe Variabilitat der T2*
Zeiten. Diese reichten je nach Patient von 5,4 ms bis zu 25,4 ms.

Am deutlichsten zeigte sich der T2* Abfall bei Patienten mit Hamochromatose
(Leporqg et al., 2013, Guiu et al., 2009). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
dieser Arbeit in Bezug auf den Patienten mit einer LIC von 3,9 [mg-Fe/g-TG]
(T2* = 5,8 ms; Normalwerte: 17 — 50 ms, Wood et al, 2005).

Da bei chronischen Lebererkrankungen haufig eine Eisentberladung der Leber
beobachtet wird, ist eine Berticksichtigung der ndherungsweise bestimmten T2*
Zeiten bei der von Guiu (2009) verwendeten 3-Punkt Dixon Methode immer
notwendig (Valenti et al., 2012, Westphalen et al., 2007).

Eine R2* (= 1/T2*) Bestimmung auf der Grundlage des bioptisch ermittelten
Lebereisengehaltes wurde bei Kiihn et al (2012) durchgefuhrt.

Die hier angewandte chemical shift Relaxometrie (CSR) mit 12 Echozeiten
(auch multi-Echo Dixon-Methode genannt) bezieht die T2* Werte in die
Fettbestimmung mit ein. Zusatzlich erlaubt diese Methode eine T2* (= 1/R,?*)
Bestimmung von Wasser und Fett und damit eine Berechnung der
Lebereisenkonzentration (LIC). Dazu wurde die von Wood et al (2005)
gefundene LIC-R,* Beziehung benutzt: LIC = 0,0254 R,,* + 0,202 [mg-Fe/g-
TG] (siehe Tabelle 3). Die in dieser Arbeit ermittelten LIC reichen von 1,16 -
3,91 [mg-Fe/g-TG].

4.3.2 Fett-Wasser-Dominanz

Die hier verwendeten CSR, basierend auf der Signalstarke erlaubt keine
Bestimmung, ob der Wasser- oder der Fettgehalt den grof3ten Anteil in der
Leber ausmacht.

Es kann also aufgrund des Signalabfalls nicht differenziert werden ob man eine
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Leber mit z.B. 40 % oder 60 % Fettgehalt untersucht hat. Um dieses Problem
zu umgehen wurden in dieser Arbeit die 'H-MRS Ergebnisse als
Entscheidungshilfe benutzt. Andere Arbeiten wie z.B. Guiu et al (2009)
beziehen sich bei dieser Entscheidung auf die Arbeit von Thomas et al (2005) in
welcher der hochste Fettgehalt bei 2349 Patienten 47.5 % betrug. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass ein Fettgehalt von tGber 50 % durchaus mdglich ist.
Eine Mdoglichkeit zur Umgehung des 50 % Unsicherheitsproblems kann die
Einbeziehung der Phasen-Information in der sogenannten ,complex-based-
Technik, wie auch von Kihn et al (2012) verwendet, sein. Weitere
Moglichkeiten den dominanten Metaboliten zu bestimmen sind die von Reeder
et al. 2011 vorgestellte IDEAL-Methode oder das Verwenden von 2 Flip-
Winkeln (20°, 70°) .

Die hier verwendete CSR ist eine schnelle und zuverldassige Methode den
Leberfettgehalt, auch Uber die ganze Leber verteilt, sowie den Lebereisengehalt

Zzu bestimmen.

4.4 Vergleich der *H-MRS- mit der CSR-Methode

Beide Methoden kénnen mittlerweile in der klinischen Routine verwendet
werden.

Generell hat die CSR jedoch einige Vorteile gegeniiber der *H-MRS.

Die Dauer der Messungen ist bei der CSR deutlich kiirzer als die der 'H-MRS.
So kann eine Messung problemlos unter Vermeidung von Atemartefakten, wie
sie bei der 'H-MRS auftreten, durchgefiihrt werden. Ein zweiter Vorteil ist, dass
mit der CSR eine viel gro3ere Schicht des Gewebes, anstatt nur eines kleinen
Voxels, erfasst werden kann. Dies scheint vor allem in Bezug auf eine
moglicherweise ungleichmallig vorhandene Fettverteilung relevant zu sein. Ein
letzter Punkt ist, dass die Nachbearbeitung der CSR Daten deutlich einfacher
und schneller ist (Guiu et al., 2009).

Die Spektroskopie erlaubt im Kontrast zur CSR eine einfachere selektive
Bestimmung einzelner Fettmetaboliten (Tabelle 4).

Die von uns ermittelte Unterschatzung des Leberfettgehaltes im Vergleich zur
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Biopsie (Abbildung 10 u. 11) findet sich ebenfalls auch in den Arbeiten von
LePorg et al (2013), d"Assignies et al (2009) und bei Kihn et al (2012).
Moglicherweise liegen die Unterschiede darin begriindet, dass die nicht-
invasiven Methoden im Vergleich zur der histologischen Bestimmung die
Protonendichte von Fett mit der von Wasser vergleicht. Im Gegensatz hierzu
bestimmen die Pathologen nur den sichtbaren Anteil an verfetteten
Hepatozyten und beziehen diesen nicht auf das im Gewebe vorhandene
Wasser. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von Thomson et al
(1994), die den Fettgehalt der Leber durch eine biochemische Analyse aller
Fette in der Biopsie mittels Auflosung des Gewebes bestimmten, unterstitzt.
Die dort ermittelte Korrelation zeigt deutlich weniger von der bioptischen
Quantifizierung abweichende Spektroskopieergebnisse.

Beide Methoden (CSR und *H-MRS) sind im klinischen Alltag gut geeignet, den
Leberfettgehalt zu quantifizieren.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit vergleicht die drei unterschiedlichen Methoden Protonen-
Magnetresonanz-Spektroskopie (*H-MRS), chemical shift Relaxometrie (CSR)
und visuelle histopathologische Einteilung der Leberbiopsien (HIS-V) zur
Quantifizierung des Leberfettgehaltes. Alle drei Methoden sind in der Lage den
Fettgehalt zu quantifizieren

Aktuell gibt es keine Veroffentlichung, die alle drei Methoden miteinander
vergleicht und speziell dazu noch den Einfluss des Lebereisengehalt
berucksichtigt.

Dies ist meinem Wissen nach die erste Arbeit die signifikante Korrelationen
zwischen allen drei Methoden zeigt.

Die CSR liefert systematisch einen im Vergleich zur *H-MRS um 17 % héheren
Fettgehalt. Generell weist die 'H-MRS wie auch die CSR im Vergleich zur
Biopsie einen halb so hohen Fettgehalt auf.

Fur die klinische Anwendung erscheint die CSR von Vorteil, da sie im Vergleich
zur 'H-MRS die deutlich schnellere Methode ist. Die Datenverarbeitung
gestaltet sich bei der CSR ebenfalls einfacher.

Generelle Probleme dieser Arbeit sind ein zu kleines Probandenkollektiv von
insgesamt nur 24 Personen. Nicht jeder Proband hatte ein
Leberbiopsieergebnis, so dass alle drei Methoden nicht optimal miteinander
verglichen werden konnten. Eine Biopsie fir alle Probanden wére jedoch
ethisch nicht vertretbar, da hierfir immer noch die medizinische Indikation im
Vordergrund steht.

Eine immer wichtigere Rolle bei chronisch entziindlichen Lebererkrankungen
spielt der Eisengehalt. Dieser kann mit der CSR bestimmt werden, wéhrend die
'H-MRS mittels T2-Korrektur auf erhdhtes Lebereisen korrigiert werden muss.
Hierfur fehlen aktuell noch eisenabhangige T2-Relaxationszeiten von Fett und
Wasser insbesondere bei 3,0 Tesla.

Maoglicherweise ist eine Bestimmung des Lebereisengehalts mittels der CSR bei
NAFLD Erkrankungen ein sinnvoller Pradiktor fur den Verlauf der Erkrankung

und konnte in Zukunft helfen, Patienten, welche wahrscheinlich eine
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5. Zusammenfassung

Leberfibrose entwickeln werden, friiher zu erkennen und auch zu behandeln.
Ein weiterer Nutzen der beiden Methoden kénnte Klinisch in der Frihdiagnose
des metabolischen Syndroms sowie der Therapieliberwachung von
Lebererkrankungen liegen.

Aufgrund ihres diagnostischen Mehrwertes beziglich des
Entzindungsgeschehens kann jedoch nicht in jedem Fall auf eine Biopsie

verzichtet werden.
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