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1 EINLEITUNG

Die Fettleber (Steatosis hepatis; engl.: fatty liver disease, FLD) z&hlt zu den h&ufigsten
Lebererkrankungen tiberhaupt [1] und wird in zwei Gruppen unterteilt: die alkoholische
Fettleber (engl.: alcoholic fatty liver disease, AFLD) und die nicht-alkoholische Fettle-
ber (engl.: non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD). Eine der h&ufigsten Ursachen fir
eine Leberschadigung stellt neben Diabetes Mellitus und Adipositas vor allem ein hoher
Alkoholkonsum dar [2]. Alkohol — das alltagssprachliche Wort fir Ethanol (C,HsOH) —
hat neben euphorisierenden, entspannenden und sedierenden Eigenschaften bereits in
méaRigen Mengen toxische Wirkungen auf den menschlichen Organismus. Neben zahl-
reichen funktionellen Stérungen kann Ethanol zu erheblichen Verénderungen an unter-
schiedlichen Organen mit entsprechenden Krankheitsbildern fuhren. Neben extrahepati-
schen Erkrankungen wie Psychosen, Epilepsien, Kleinhirn- und GroR3hirnatrophie, Po-
lyneuropathie, Kardiomyopathie, Pankreatitis, Gastritis, Mallory-Wei3-Syndrom sind
dies vor allem die verschiedenen Stadien alkoholinduzierter Lebererkrankungen. Her-
vorzuheben sind zudem ein deutlich gesteigertes Karzinomrisiko sowie die Alkoho-
lembryopathie bei Neugeborenen [3]. Diese durch Alkohol verursachten Krankheitsbil-
der haben die Relevanz der Beteiligung verschiedener Fachdisziplinen in Diagnostik
und Therapie in den letzten Jahren deutlich erhoht. Von enormer klinischer Bedeutung
ist die Tatsache, dass Alkohol nach Aufnahme und Verteilung im Korper vorwiegend in
der Leber abgebaut wird und zu einer Akkumulation von Triglyceriden in den Hepato-
zyten fuhrt [4]. Die akute alkoholinduzierte Fettleber stellt dabei das friheste Stadium
des Erkrankungskreises dar. Die diagnostischen Mdglichkeiten in dieser initialen Phase
der Erkrankung sind bis heute noch nicht ausreichend geklart, obwohl gerade zu diesem
Zeitpunkt eine Frihdiagnose, verbunden mit einer therapeutischen Alkoholabstinenz,
eine Reversibilitat der Erkrankung ermdéglicht und als vorrangiges Ziel gilt [5].
Nachweis sowie Quantifizierung von Leberfett spielen zudem in vielen klinischen Situ-
ationen eine wichtige Rolle: Eine Verlaufskontrolle bei Leberfunktionsstorungen, die
praoperative Diagnostik von Leber-Lebendspendern vor Transplantation oder die
Uberwachung von Tumorpatienten, die sich einer Chemotherapie unterziehen, sind nur
einige Beispiele fur die Relevanz eines moglichst genauen und schnellen Informations-
gewinns Uber den Grad der intrahepatischen Verfettung [6].

In den letzten Jahren findet die In-vivo-Magnetresonanzspektroskopie als nicht invasi-
ves Diagnoseverfahren in der klinischen Diagnostik und Forschung zunehmend Ver-

wendung. Bei degenerativen Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) sowie



bei Lebertumoren und experimentell induzierten Leberzirrhosen konnte die MR-
Spektroskopie bereits erfolgreich angewendet werden [7, 8]. Der Goldstandard in der
Diagnostik der Fettleber ist nach wie vor die invasive Leberbiopsie [9-11]. Umso mehr
besteht ein hoher Bedarf an nicht invasiven Verfahren zur qualitativen und quantitativen

Beurteilung des gesamten Organs.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Detektion und Quantifizierung intrahe-
patischen Fettgehalts im Rahmen einer akuten alkoholinduzierten Fettleber. Diskutiert
werden der Goldstandard der histopathologischen Diagnostik sowie biochemische und
labordiagnostische Verfahren. Zudem werden die Vorteile und Grenzen der bildgeben-
den Verfahren von Sonographie (US), Computertomographie (CT) und Bildgebung mit-
tels Magnetresonanz (MR) erértert. Der Schwerpunk der Arbeit liegt schlieRlich auf der
Evaluation der Protonen-MR-Spektroskopie fur die Erfassung einer alkoholinduzierten

Fettleber im initialen Stadium.

1.1  Alkoholinduzierter Leberschaden

Das normale Gewicht einer gesunden Leber betragt bei einem erwachsenen Menschen
ca. 1.5 kg. Bereits in der gesunden Leber I&sst sich ein Fettgehalt von 0.5 bis 1.5 % des
Feuchtgewichts nachweisen. Die erste erkennbare, durch Alkoholkonsum verursachte
hepatische Veranderung besteht in der progressiven Akkumulation von Fett. Als Folge
entsteht eine Leberzellverfettung (alkoholische Steatose) bzw. eine akute Fettleber
(Steatosis hepatis) und bei anhaltendem Alkoholkonsum eine alkoholische Steatohepati-
tis (ASH). Diese kann in eine perivenuldre und spater zur Brlckenfibrose (bergehen.
Als finales Stadium des alkoholischen Leberschadens steht in der Regel die irreversible
mikronoduldre alkoholische Leberzirrhose, auch Laénnec-Zirrhose genannt. Die Stadien

des alkoholischen Leberschadens werden in Kapitel 1.4 genauer erléutert.

1.1.1 Atiologie und Pathophysiologie

Auftreten sowie Schweregrad eines alkoholbedingten Leberschadens héngen von ver-
schiedenen Faktoren wie Geschlecht, genetischen Aspekten, Ernédhrung sowie der Men-
ge und Dauer der Alkoholeinnahme ab. Als kritische Alkoholmenge fur das Auftreten
einer akuten Fettleber wird eine Grenze von 40 g reinen Alkohols pro Tag fiir Ménner
angesehen. Fir Frauen liegt die Grenze unter diesem Wert bei ca. 20 g pro Tag [12].
Dabei entsprechen 1.5 | Bier, 0.2 1 Whisky, 0.751 Wein und 0.51 Sherry jeweils 60 g
reinem Alkohol. Genetische Faktoren spielen bei der Entwicklung eines alkoholischen



Leberschadens zusatzlich eine Rolle. Erstens besteht eine erbliche, aber schwierig zu
erfassende Beziehung zu Trinkgewohnheiten [13], zweitens ergeben sich genetisch be-
dingte Unterschiede zwischen Individuen und Bevolkerungsgruppen in der Aktivitat des
enzymatischen Alkoholabbaus tber die Alkoholdehydrogenase und des mikrosomalen
Ethanol-oxidierenden Systems. Auch kann eine inaddquate Erndhrungssituation (z. B.
Protein- und Vitaminmangel) die schadigende Wirkung des Alkohols in der Leber ver-
starken. Daruber hinaus spielen Virusinfektionen (Hepatitis B, Hepatitis C) eine zusatz-
lich schadigende Rolle [4].

Ethanol bedingt in der Leber ein Missverhéltnis zwischen Fettsaureoxidation und Fett-
sauresynthese zugunsten einer vermehrten Bildung von Triglyceriden und deren hepato-
zelluldrer Einlagerung. Der Metabolismus von Ethanol umfasst dabei vorwiegend drei
Enzymsysteme. Der First-Pass-Metabolismus, d. h. der Abbau des Ethanols wahrend
bzw. vor der ersten Passage durch die Leber, steuert das Enzym Alkoholdehydrogenase
(ADH), das sich sowohl in der Magenschleimhaut als auch in der Leber befindet. Den
zweiten bedeutsamen Weg stellt das mikrosomale Ethanol-oxidierende System (MEOS)
dar, das durch das Cytochrom-P450-Enzym CYP2E1 geprégt ist und vor allem bei Per-
sonen mit chronischem Alkoholkonsum in den Vordergrund tritt. Ein weiterer Abbau-
prozess verlauft Gber das unter Verbrauch von Wasserstoffperoxid in den Peroxisomen
lokalisierte Enzym Katalase. Der quantitative Beitrag dieses letzten Stoffwechselwegs
ist jedoch gering [4].

Alle drei Wege haben gemeinsam, dass am Ende des Ethanolabbaus Acetaldehyd ent-
steht. Dieses giftige Zwischenprodukt muss schliel3lich durch die in den Mitochondrien
lokalisierte Aldehyddehydrogenase (ALDH) zu Acetat metabolisiert werden. Die drei
Wege des Alkoholabbaus werden im Folgenden genauer beschrieben.

1.1.2 Alkoholdehydrogenase

Die humane ADH ist ein zinkhaltiges Enzym mit einem Molekulargewicht von 80000
dalton und im Lappchenzentrum der Leber lokalisiert. Verschiedene Isoformen von
ADH kodieren fir mindestens sieben verschiedene ADH-Gene. Funktionales ADH
existiert als Dimer und kann in funf verschiedene Klassen (I1-V) eingeteilt werden. Die
hepatische Form des ADH (Klasse ) besteht aus A-, B-, und C-Untereinheiten, die von
drei verschiedenen ADH-Genen (ADH1A, ADH1B und ADHI1C) kodiert werden.
Durch die Oxidation von Ethanol durch die ADH unter Einfluss von NAD" entstehen

NADH + H und Acetaldehyd, das weiter zu Acetat umgewandelt, in den Citratzyklus



eingespeist und dort zu Kohlendioxid (CO2 und Wasser (H.O) verstoffwechselt wird
(siehe Abbildung 1). Die Uberflutung der Leberzellen mit Stoffwechselprodukten der
Alkoholoxidation und die Erhdhung des NADH/NAD-Quotienten fiihren zu einer
Hemmung der Beta-Oxidation und des Citratzyklus sowie zu einer Férderung der Fett-
sauresynthese und Akkumulation von Triglyceriden. Folgen sind eine Hyperlaktazidé-
mie, eine Laktatazidose, eine Hyperurikdmie und eine Ketose mit Verfettung der Leber-
zellen. Das hochtoxische Acetylaldehyd schadigt zusétzlich die Mikrotubuli und Mito-
chondrien. Acetat begunstigt die Leberzellverfettung [14].

Metabolismus (enzymatisch) ‘

Ethanol

ADH MEOS (Katalase)

NAD™* NADPH H202

CNADP
NADH 2 H20

Acetaldehyd

ALDH

NAD T
Shuttle
NADH App t . : NADH
Acetat
NAD* NADPH H20 o2

Abbildung 1:  Diagrammschema ber den Metabolismus von Ethanol
ADH — Alkoholdehydrogenase, MEOS — mikrosomales, Ethanol-oxidierendes System,
ALDH — Aldehyddehydrogenase (modifiziert nach Setshedi [15])

1.1.3 Hepatisches mikrosomales Ethanol-oxidierendes System

Das Mikrosomale Ethanol-oxidierende System (MEOS) — neuerdings als Cytochrom
P450 2E1 (CYP2EL) bezeichnet — ist als ein ADH-unabhangiger Weg des Ethanol-
stoffwechsels im glatten endoplasmatischen Retikulum der Leberzellen lokalisiert und
wird vor allem nach chronischem Alkoholkonsum proliferiert [15]. Das induzierte
CYP2E1 spielt bevorzugt bei der Produktion freier Radikale eine vorrangige Rolle. Der
Alkoholmetabolismus im CYP2E1 bewirkt u. a. die Bildung toxischer Hydroxyathylra-
dikale, die mit einer verstarkten Lipidperoxidation einhergehen — weitere Schéden in
den Hepatozyten sind die Folge [16].



1.2 Epidemiologie / Binge-Drinking

Hinsichtlich der Lebererkrankungen und der Mortalitat belegt die Mehrzahl der epide-
miologischen Studien eine unmittelbare Beziehung zur Menge des Alkoholverbrauchs
[17, 18]. Aus einer Studie aus dem New England Journal of Medicine aus dem Jahr
2009 [19] geht hervor, dass exzessiver Alkoholkonsum die dritthdufigste vermeidbare
Todesursache in den USA darstellt. In Deutschland konnte seit den 1950er Jahren ein
kontinuierlicher Anstieg der Mortalitat als Folge alkoholbedingter Leberschaden bis
Mitte der 80er Jahre verzeichnet werden [20, 21]; Vergleichbares galt fur alle anderen
europdischen Lénder, Japan sowie Australien [22]. Seither scheint die Tendenz gleich-
bleibend oder leicht fallend. Im europaischen Vergleich belegt Deutschland bezuglich
des jahrlichen Alkoholkonsums pro Einwohner einen Platz in der Spitzengruppe. Die
Zahl der alkoholgefédhrdeten Menschen wird hierzulande auf ca. neun Millionen, die
Gesamtzahl an Menschen mit einer alkoholischen Lebererkrankung auf ca. sechs Milli-
onen geschatzt. Die Lebenserwartung wird durch Alkoholmissbrauch um bis zu 20 Jah-
re vermindert, die Selbstmordgeféhrdung ist um das Zwolffache erhoht, die Mortalitét
um den Faktor drei [23]. Hinsichtlich Folgeerkrankungen wird die akute Fettleber zu-
dem mit der Entstehung von Adipositas, gesteigerter Insulinresistenz und dem metaboli-
schem Syndrom in Zusammenhang gebracht [4, 13], was die Bedeutsamkeit der exakten

Bestimmung von Risikopatienten vor allem im Initialstadium unterstreicht.

Vor allem unter jungen Menschen ist der Alkoholmissbrauch unverhéltnisméafBig stark
ausgepragt. Laut einer aktuellen Studie der Bundeszentrale fur gesundheitliche Aufkla-
rung (BZgA) wurden im Jahr 2012 ca. 26000 Kinder und Jugendliche im Alter zwi-
schen 10 und 19 Jahren aufgrund akuter Alkoholintoxikation stationar in einem deut-
schen Krankenhaus behandelt — ein Anstieg im Vergleich zum Jahre 2008 um 1.6 %
[24]; und seit dem Jahr 2000 eine Steigerung von 170 % [25]. Am intensivsten ist der
Alkoholkonsum in der Altersgruppe der 18- bis 25-Jahrigen. Der Studie zufolge trinken
40 % dieser Gruppe regelmaliig, also mindestens einmal wochentlich Alkohol. Vor al-
lem die kurzfristige exzessive Alkoholaufnahme, auch als ,,Binge-Drinking® bzw.
Rauschtrinken bezeichnet, ist unter Jugendlichen und jungen Erwachsenen weit verbrei-
tet. Definiert wird Rauschtrinken dabei in der Regel iber die Anzahl von Glé&sern oder
Drinks, die bei einer einzigen Gelegenheit getrunken werden. Meistens wird die Grenze
von flinf Glasern oder mehr als Kriterium angegeben [26]. In vielen Studien werden fur

Frauen geringere Grenzwerte definiert; gebréuchlich sind hier vier Glaser oder mehr
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[27]. Das National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) definiert Bin-
ge-Drinking als Konsum von mehr als fiinf alkoholischen Getranken (60-70g reiner
Alkohol) bei Mannern bzw. mehr als vier alkoholischen Getréanken (40-60 g reiner Al-
kohol) bei Frauen innerhalb von zwei Stunden, der zum Anstieg des Blutalkoholspie-
gels auf tber 0.8 Promille fihrt [28]. Etwa 17 % der Jugendlichen zwischen 12 und 17
Jahren trinken sich einmal im Monat in einen Rausch. Unter den 18- bis 25-J&hrigen
liegt dieser Wert sogar bei 44% — zwei Prozentpunkte mehr als in der letzten Studie aus
dem Jahr 2010 [24].

1.3 Die Stadien des alkoholischen Leberschadens

1.3.1 Steatosis hepatis

Die Deutsche Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e. V. (AWMF) definiert die akute alkoholische Fettleber als ,.cine
variable Einlagerung von Lipiden (v.a. Triglyceriden) in die Hepatozyten“ [29]. Bei
einer Beteiligung von > 5% der Hepatozyten spricht man von einer Verfettung bzw.
einer leichten Form der Steatosis hepatis [30]. Ethanol als ein obligates Lebertoxin kann
bemerkenswerterweise schon bei einer akuten Alkoholintoxikation als Folge eines Bin-
ge-Drinking zu einer signifikanten Akkumulation von Lipiden in den Hepatozyten fiih-
ren [31]. Zusatzlich retinieren Flissigkeit sowie Exportproteine in die Hepatozyten;
resultierend zeigt sich makroskopisch eine vergrofRerte Leber durch Einlagerung von
Wasser, Lipiden und Eiweil3 [13]. Nach den Kriterien der histologischen Untersuchung
lasst sich allgemein eine makrovesikulére von einer mikrovesikuléren sowie gemischt-
tropfigen Form unterscheiden. Klinisch geht die akute Fettleber zunéchst nicht mit einer
Funktionseinschrankung des Organs einher und verursacht zumeist auch keine Be-
schwerden. In etwa der Halfte der Félle finden sich intermittierende Abdominalbe-
schwerden wie Vollegefiinl, Ubelkeit, Abgeschlagenheit und Miidigkeit [32]. Diese
Beschwerden stehen eher in Zusammenhang mit einer alkoholbedingten Schadigung des
oberen Gastrointestinaltrakts und des Pankreas als mit einer hepatischen Schadigung.
Bei einer Fettleber ist das Leitsymptom die Hepatomegalie. Hauterscheinungen wie
Spider naevi oder ein Palmarerythem finden sich in diesem Erkrankungsstadium bei
etwa 20-30 % der Patienten [33]. Ein Ikterus tritt beim Zieve-Syndrom oder vereinzelt
bei Patienten mit Cholestase und mikrovesikuldrer Verfettung nach exzessivem Alko-
holgenuss auf [34]. Rechtsseitige Oberbauchschmerzen sind ein Zeichen daftr, dass die

Leber bereits vergroRert ist und zu einer Dehnung der Leberkapsel gefuhrt hat [4].
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1.3.2 Steatohepatitis

Die alkoholische Steatohepatitis (ASH) ist ein deutlich fortgeschrittenes Stadium der
alkoholassoziierten Lebererkrankungen. Sie umfasst klinisch ein breites Spektrum mit
asymptomatischen Stadien, aber auch lebensbedrohliche Verlaufe mit entsprechend
schlechter Prognose. Wesentliche Unterschiede zur Steatosis hepatis bestehen im histo-
logischen Erscheinungsbild. Wahrend die Fettleber vorwiegend hepatozytére Schédi-
gungen aufweist, findet sich bei der Steatohepatitis auch eine Beteiligung der Nichtpa-
renchymzellen. Histologisch ist die ASH durch die Anwesenheit von Steatose (makro-
und/oder mikrovesikular), hepatozellularer Schadigung (Ballonierung, Apoptose) und
Infiltration der Leberldppchen durch mehrkernige Neutrophile definiert [35]. Zudem
finden sich Mallory-Denk-Korper, Megamitochondrien, perisinoidale Fibrose, verein-
zelte Eisenablagerungen, Proliferation hepatischer Vorlauferzellen und intrapa-
renchymale Cholestase [36, 37]. Durch den Hauptbefund einer Nekrose ist die ASH

deutlich von der alkoholischen Steatosis hepatis abzugrenzen.

1.3.3 Leberfibrose

Bei anhaltendem Alkoholkonsum stellt die Leberfibrose das dritte Stadium der alkoho-
lischen Lebererkrankungen dar. Zuséatzliche Trigger wie Adipositas, virale Infektionen
(vor allem Hepatitis C) oder lebertoxische Medikamente konnen ihre Entstehung be-
schleunigen. Der Prozess ist durch eine quantitativ und qualitativ stark veranderte Zu-
sammensetzung der Extrazellularmatrix charakterisiert, die sich vor allem im sub-
endothelialen Raum zwischen den Hepatozyten und den die Sinusoide auskleidenden
Endothelzellen (Disse-Raum) befindet. Die Erhohung des Bindegewebsanteils erfolgt
dabei im Sinne eines Reparaturmechanismus mit Narbenbildung. Als Folge der Fibro-
sierung kommt es zu einem Verlust der Mikrovilli der Hepatozyten und damit zu einer
weiteren Schédigung der Leberfunktion. Die zusatzliche Aktivierung sogenannter Kupf-
fer-Zellen fuhrt zu einer Freisetzung freier Sauerstoffradikale und proinflammatorischer
Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin-1 (IL-1). Falls die anhaltende
Schadigung des Organs nicht rechtzeitig gestoppt wird, kann der Wundheilungsprozess
den progredienten Leberzelluntergang nicht kompensieren und tragt zum weiteren Ver-

lust von Leberparenchym bei [38].

1.3.4 Leberzirrhose
Die Leberzirrhose stellt das Endstadium der alkoholischen Lebererkrankungen dar und

ist angesichts des Umbaus der normalen Leberarchitektur mit einer Akkumulation von
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Narbengewebe, einer Abnahme des Geféaliquerschnitts und knotiger, irreguléarer Hepato-
zytenregeneration trotz eines tendenziellen Abbaus fibrotischen Gewebes irreversibel.
Histologisch erscheint die Leberzirrhose meist mikronoduldr aufgrund des inhibitori-
schen Effekts von Ethanol auf die Hepatozytenproliferation. Das Zusammenspiel der
molekularen Aspekte der Fibrogenese, der vaskuléren Veranderung wahrend der Leber-
zirrhoseentstehung und der Verlust von Leberparenchym resultiert schlie3lich im Ver-

lust der Entgiftungskapazitat sowie im portalen Hochdruck [38].

Fettleber/ ——=  Perivenuldre <— Steatohenpatitis
Leberverfettung Fibrose

| il N |

Heilung Persistenz Heilung  Persistenz

Persistenz <— Leberfibros >Ruckgang

Persistenz <« Leberzirrhose 5 Aszitis

Abbildung 2:  Stadien und klinischer Verlauf alkoholbedingter Lebererkrankungen

1.4 Diagnostik der Fettleber

Im Rahmen einer endgultigen Diagnosestellung geben Blutserumparameter einen ersten
Hinweis auf das Vorliegen einer alkoholischen Lebererkrankung. Eine nicht invasive
Detektion einer Fettleber ist mit verschiedenen bildgebenden Verfahren wie Sonogra-
phie, Computertomographie und Magnetresonanztomographie, sowie -spektroskopie
maoglich. Teilweise werden diese Methoden bisher im Rahmen von Studien zur nicht
invasiven Quantifizierung des Leberfettgehalts herangezogen und befinden sich im
praklinischen Status [41]. Die Biopsie von Leberparenchym mit anschlieRender histolo-
gischer Aufarbeitung gilt als Goldstandard in der Detektion und Quantifizierung einer
Fettleber [9] und bietet den Vorteil, zwischen einfacher Steatosis und Steatohepatitis zu
unterscheiden [39, 40]. Ebenso kann die biochemische Aufbereitung von Lebergewebe

zur quantitativen Lipidbestimmung verwendet werden.
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1.4.1 Serologische Parameter

Bei aktiv trinkenden Patienten mit alkoholinduzierter Fettleber findet sich in 80-90 %
eine Erhohung der Serumtransaminasen. Meist sind die Werte der Aspartataminotrans-
ferase (AST bzw. ASAT/GOT) deutlicher erhoht als die der Alaninaminotransferase
(ALT bzw. ALAT/GPT) [38, 42]. Die erhohte Aktivitat der AST im Serum ist Aus-
druck einer alkoholbedingten Leberzellschadigung, da diese sowohl im Zytoplasma als
auch in den Mitochondrien der Hepatozyten lokalisiert ist. Durch Schadigung der Mito-
chondrien gelangt die AST in das Zytoplasma, wo sie zusammen mit der zytoplasmati-
schen AST in den Blutkreislauf tbergeht. Eine akute Alkoholzufuhr von 3 bis 4 g/kg
Korpergewicht kann bereits nach 24 Stunden zu einem voriibergehenden Anstieg der
AST bei Gesunden fuhren [43]. Generell ist anzumerken, dass eine erhéhte AST auch in
allen anderen Stadien sowohl alkoholbedingter als auch nicht alkoholbedingter Leberer-
krankungen nachzuweisen ist. Dartiber hinaus findet sich eine erhdhte AST-Aktivitat
bei kardialen Erkrankungen und Skelettmuskelschéadigungen.

Seltener und in geringerer Auspragung findet sich bei Patienten mit einer Fettleber eine
ALT-Erhohung. ALT befindet sich lediglich im Zellplasma und ist wie die AST bei
spateren Stadien der alkoholischen Lebererkrankungen erhéht. Die Normwerte von
ALT, AST fur Frauen und Ménner sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Die alleinige Bestimmung der AST und der ALT hat flr die Fettleber eine geringe Spe-
zifitat und Sensitivitat. Erst der Quotient aus AST und ALT (De-Ritis-Quotient) im Se-
rum gibt differentialdiagnostisch Hinweise auf einen alkoholinduzierten Leberschaden
und grenzt diesen von einem nicht-alkoholinduzierten Leberzellschaden ab. Die Alko-
holspezifitat wird dabei mit Werten von AST/ALT > 2 angezeigt [44]. Allerdings l&sst
sich weder der Schweregrad der Einzelzellschddigung noch der Umfang der Gewebe-
schadigung sicher aus der Hohe der Serumaktivitét der freigesetzten Enzyme abschétzen
[45].

Die gesteigerte Synthese der Gamma-Glutamyltransferase (GGT/y-GT) im endoplasma-
tischen Retikulum der Hepatozyten ist der hdufigste pathologische Laborbefund bei
Patienten mit alkoholinduzierter Fettleber. Neben einer Aktivitatssteigerung im Serum
findet sich dartiber hinaus auch eine Erhéhung der Aktivitat im Lebergewebe, wenn-
gleich in unterschiedlichen Studien sehr groRe Unterschiede beziglich seiner Sensitivi-
tat und Spezifitat auftreten [46-49]. Grund hierfir ist, dass die GGT-Aktivitat auch bei
zahlreichen alkoholunabhéngigen Erkrankungen und Einnahme enzyminduzierter Arz-

neimittel wie Phenobarbital und Phenytoin ansteigt [50]. Weitere Leberparameter wie
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freie Triglyceride, Cholinesteraseaktivitat im Serum, Carbohydrat-defizientes Transfer-
rin (CDT) und das mittlere korpuskuldre VVolumen der Erythrozyten (MCV) sind oft-
mals erst nach chronischem Alkoholkonsum erhoht [51].

Tabelle 1: Referenzbereiche der Leberenzyme AST und ALT in IFCC-Einheiten pro Liter

Enzym Frauen Manner
AST unter 35 U/I unter 50 U/
ALT unter 35 U/I unter 50 U/

1.4.2 Bildgebende Verfahren

1.4.2.1 Sonographie
Liegt laborchemisch und Kklinisch ein erster Verdacht auf eine alkoholinduzierte Fettle-
ber vor, ist die Sonographie als nicht invasive, kostengiinstige und weit verbreitete Me-
thode die bildgebende Diagnostik der ersten Wahl [52]. Das gesunde Leberparenchym
zeigt sonographisch eine homogene Echotextur mit Echogenitét gleich oder etwas gro-
Rer als die der normalen Nierenrinde und der Milz. Die intrahepatischen GefaRRe sowie
das Zwerchfell sind leicht erkennbar. Bei der Fettleber findet sich eine weitgehend
gleichmaRig gesteigerte Echogenitat des Leberparenchyms [53]. Grund hierfir ist eine
erhdhte Reflektivitat des Leberparenchyms verursacht durch intrazelluldre Lipidakku-
mulation; zudem ist die Sichtbarkeit der Gefalwande und des Zwerchfells verringert
[54].
Die qualitative Einstufung der Steatosis hepatis mittels Ultraschall ist in der Literatur
wie folgt definiert:
1. mild: gekennzeichnet durch leicht erhdhte Leberechogenitét und klare Darstellung
von Leber- und Portalvenenwand;
2. moderat: mit erhohter Leberechogenitat und Verschleierung der Leber- und Por-
talvenenwénde;
3. schwer: mit erhohter Echogenitit sowie signifikanter posteriorer Abschattung,
welche die Darstellung und Bewertung des tiefen Leberparenchyms erschwert
[53].
Der Versuch, die Menge intrahepatischen Fetts mittels Ultraschalls quantitativ zu be-
stimmen, zeigte in Studien eine geringere Sensitivitat, Spezifitdt und Genauigkeit im

Vergleich zur qualitativen Bewertung einer Steatose [55, 56]. Auch Sensitivitat und
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Spezifitat im Rahmen einer qualitativen Diagnostik sind in zahlreichen Studien unter-
schiedlich bewertet. Bisher zeigten sich Differenzen zwischen 60 und 94 % in der Sen-
sitivitat und eine Spanne von 66 bis 95 % in der Spezifitat [55, 57-60], wobei sich die
Sensitivitat durch verbesserte technische Gerate und zunehmende Erfahrung mit der
Methode in den letzten Jahren verbessert hat [61, 62]. Trotz der vielen Vorteile wie ein-
fache Handhabung, leichte Zugénglichkeit, Fehlen ionisierender Strahlung und geringe-
re Kosten hat das Verfahren praktische Einschrankungen wie ein kleines Sichtfeld, Be-
treiber- und Geréteabhangigkeit sowie eine geringe Empfindlichkeit flr die Unterschei-
dung zwischen Lebersteatose, Fibrose und Leberzirrhose. Zudem fehlen eine Reprodu-
zierbarkeit und die exakte Quantifizierung der Fettansammlung. Besonders im Bereich
geringradiger Verfettungen unter 30 % zeigt sich sonographisch eine geringe Sensitivi-
tat in der Bewertung einer friihen Verfettung [63, 64]. Auch technische Fortschritte wie
,,Harmonic Imaging“ und vierdimensionale Darstellung bieten keine wesentlichen Vor-
teile fir die Diagnose und Quantifizierung einer Fettleber. Dennoch bleibt die Ultra-
schalldiagnostik eine etablierte Methode flr die primare Diagnosefindung bei klinischen

Symptomen einer Lebererkrankung [65].

1.4.2.2 Computertomographie

Seit Einfuhrung der Computertomographie (CT) in den 1970er Jahren stellt diese eine
schnelle und wichtige Methode dar, um akute und chronische Erkrankungen der Leber
zu erkennen und zu screenen [66]. Besonders der Einsatz von Mehrzeilen-
Computertomographen mit 128 Detektorzeilen und mehr bieten Vorteile einer ultra-
schnellen Datenakquisition und einer hohen Ortsauflosung. Die Nativ-Darstellung ist im
Hinblick auf die Beurteilung einer Fettleber das sensitivste CT-Verfahren und beruht
auf der einfachen Messung der Leberddmpfung, ausgedriickt in Hounsfield-Units (HU)
[67]. Die Messung der Dampfung nutzt die physikalische Eigenschaft von Rontgen-
strahlen, um in das Lebergewebe einzudringen. Die Leberddmpfungswerte verhalten
sich dabei umgekehrt proportional zur Menge an Leberfett [68].

Fir die Beurteilung einer Fettleber werden die Dd&mpfungswerte zwischen Leber und
Milz gemessen. Im Nativ-CT weist die gesunde Leber HU-Werte zwischen 50 und 57
auf. Diese liegen etwa 8 bis 10 HU hoher als die einer gesunden Milz; eine Tatsache,
die auf das VVorhandensein von Glykogen in der Leber zurtickzufihren ist [67]. Liegt die
Démpfung unter dem gemessenen Wert der Milz, gilt eine Leberverfettung als wahr-
scheinlich. Die geringere Dampfung einer Leber mit intrahepatischen Verfettungen wird
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dabei mit der vermehrten Ansammlung von Triglyceriden und Cholesterin in den He-
patozyten erklért [69]. In einer Studie von Limanond et al. [70] wurde eine Leber-Milz-
Déampfungsdifferenz von mehr als 5 HU als Indikator fur das Fehlen einer signifikanten
grobtropfigen Steatose (0 bis 5 %) beschrieben; eine Differenz von —10 bis 5 HU als
Hinweis auf eine leichte bis maRige Leberverfettung (6-30%). Eine Spezifitat von
100 % fur den Nachweis mittelschwerer bis schwerer grobtropfiger Steatose (> 30 %)
lag vor, wenn die Leber-Milz-Dampfungsdifferenz weniger als —10 HU betrug. Ebenso
berichteten Park et al. [71] eine Spezifitat von 100 % fir den Nachweis einer Steatose
von mehr als 30 % bei einer Leber-Milz-Dampfungsdifferenz von weniger als —9 HU.
Die Sensitivitat fir die Diagnose einer grobtropfigen Steatose von mehr als 30 % blieb
jedoch zwischen 73 % und 82 % [70-72].
Fur eine qualitative Beurteilung des Leberverfettungsgrads wird in der Literatur auf
Basis der Leberdampfung zuséatzlich die Visualisierung der Lebergefale (Portalvene,
Lebervenen) hinzugezogen und ein 5-Punkte-Grading-System vorgeschlagen [72]:
Grad 1: Lebergefdlle zeigen eine geringere Dampfung als das periphere Leberpa-
renchym;
Grad 2: Lebergeféalie zeigen eine geringere D&mpfung als das Leberparenchym im
mittleren Bereich der Leber;
Grad 3: LebergefaBe zeigen eine geringere Dampfung als das Leberparenchym im
zentralen Drittel der Leber;
Grad 4: Lebergefél3e zeigen die gleiche Dampfung wie das Leberparenchym;

Grad 5: Lebergefélie zeigen eine hohere Dampfung als das Leberparenchym.

Lee et al. [72] beschrieben die Methode der visuellen Einstufung der Leberverfettung
als ahnlich genau wie das (semi-)quantitative Verfahren (Subtraktion der Milzddmpfung
von der Leberddmpfung). In beiden Methoden wurde eine zuverlédssige Moglichkeit flr
die Diagnose einer grobtropfigen Leberverfettung von 30 % oder mehr in Lebendspen-
dern vor Lebertransplantation gesehen.

Die Darstellung der Leber mittels Kontrastmittelanreicherung zeigt im Vergleich zum
Nativ-CT eine nochmals geringere Sensitivitat (50-83 %) in der Beurteilung des intra-
hepatischen Fettgehalts [73]. Begriindet wird dies dadurch, dass die Dampfungseigen-
schaften von verschiedenen Faktoren des Kontrastmaterials abhéngen. Die Art des Kon-
trastmittels (ionische gegenuiber nicht ionischen Kontrastmitteln; Jodkonzentration),

Volumen und Injektionsrate sowie die Verzdgerung des Scanvorgangs nach Injektion
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kdnnen diversen Einfluss auf die Leberdampfung haben und feine Unterschiede in der
Démpfung maskieren [74].

Die Weiterentwicklung von ,,Dual Source“-Scannern erlaubt die Akquisition sog. ,,Du-
al-Energy““-Untersuchungen. Die hierbei eingesetzten Computertomographen bestehen
aus zwei um 90° versetzten Rontgenréhren mit gegentberliegendem Detektorsystem,
die mit unterschiedlichen Energieintensitaten betrieben werden kénnen (in der Regel 80
und 140 kVp). Die unterschiedlichen Dampfungseigenschaften verschiedener Gewebe
bei unterschiedlichen Energieniveaus sind ndtzlich fir die Unterscheidung zwischen
Kdrpergewebsarten wie Knochen oder Fett. Ergebnisse in der Literatur zeigen zum ak-
tuellen Zeitpunkt jedoch keinen Vorteil der ,,Dual-Energy“-Technik gegenuber der
,»Single-Energy“-Technik zur genauen Bestimmung des Grads der intrahepatischen Ver-
fettung [75].

Obwohl zusammenfassend native CT-Bilder gut mit dem Nachweis einer Lebersteatose
korrelieren, bietet die aktuelle CT-Technik insbesondere fir kleine Fraktionen von Fet-
tinfiltrationen keine genaue und zuverlassige Methode [71]. Wenn der Einsatz der
Computertomographie Kklinisch indiziert ist, sollte die Untersuchung mit moglichst ge-
ringer Strahlenbelastung durchgeftihrt werden; gerade bei Kindern und Jugendlichen ist

diese wegen der hohen Strahlenexposition deutlich limitiert [76].

1.4.2.3 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine der empfindlichsten Modalitaten zur
Detektion und Charakterisierung von Fettinfiltration innerhalb der Leber [77].

Wenn magnetisch aktive Kerne wie Wasserstoffatome in ein Magnetfeld gebracht wer-
den, richten sie ihre magnetischen Momente parallel zur Achse des Magnetfelds (typi-
scherweise als z-Achse bezeichnet) aus. Magnetresonanz tritt auf, wenn diese in L&ngs-
richtung ausgerichteten Kerne durch einen Hochfrequenzimpuls (HF-Puls) von der ent-
sprechenden Energie angeregt werden und sich in die Quer- oder xy-Ebene lagern (siehe
Abbildung 3). In Folge der Anregung préazedieren diese Kerne um die z-Achse mit einer
charakteristischen Frequenz, bekannt als Larmorfrequenz oder Resonanzfrequenz [68].
Diese Rotationsbewegungsfrequenz f, die sowohl von der Art des Kerns als auch von
der Starke des statischen Magnetfelds BO abhédngig ist, wird durch die Larmor-

Gleichung beschrieben:

f = y x BO, wobei y spezifisch ist fiir den infrage kommenden Kern.
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Der spezifische Wert fiir Wasserstoffprotonen betragt 42.6 MHz/Tesla, wobei 1 MHz =
1 x 10° Umdrehungen/Sekunde und Tesla (T) die Einheit der magnetischen Feldstarke
beschreibt (1 T = 10000 GauRB) [68]. Gerade Wasserstoff spielt fir die medizinische
Bildgebung eine entscheidende Rolle: Nur Wasserstoff hat im Korper ein so grol3es
Vorkommen und Uberdies weitere gunstige Kernspin-Eigenschaften, dass eine hochauf-
I6sende rdumliche Bildgebung menschlichen Gewebes mdglich ist. Wird nun ein im
90°-Winkel eingestrahltes rotierendes Magnetfeld eingebracht, fiihrt dies zu einer Aus-
lenkung der ausgerichteten Kerne um 90° in Bezug auf z. Aufgrund dieser Quermagne-
tisierung Mxy wird ein Signal in einer Empfangsspule im MRT-Gerat erzeugt, das die
Rekonstruktion der Bildinformation ermdglicht. Die Repetitionszeit (TR) bezeichnet
dabei die Zeit zwischen zwei 90°-Impulsen; die Zeit zwischen 90°-Impuls und Detekti-
on des Empfangssignals wird als Echozeit (TE) angegeben. Bei aktuellen Bildgebungs-
sequenzen kann ein reduzierter Pulswinkel (flip-angle) verwendet werden, sodass die
Spins nicht mehr um 90°, sondern um einen kleineren Winkel, z. B. 40°, ausgelenkt
werden [68].
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Abbildung 3:  Nach Einstrahlen eines HF-Pulses prézedieren die Protonen in Phase und die
Magnetisierung wird um 90° in die Transversalebene gebracht (aus Schneider

[78])

Nach Ende eines Impulses erreichen die Protonen wieder ihren Gleichgewichtszustand
(in BO-Richtung), indem sie ihre Energie an die Umgebung bzw. an benachbarte Nicht-
wasserstoffatome abgeben; es baut sich wieder die anfangliche L&ngsmagnetisierung
auf — bezeichnet wird dieser Vorgang auch als longitudinale Relaxation oder T1-
Relaxation. Die Relaxationskonstante T1 ist u. a. von der Magnetfeldstarke BO abhéngig
und bezeichnet die Dauer, die ein Gewebe braucht, um ca. 37 % der urspriinglichen
Longitudinalmagnetisierung zu relaxieren [79].

Zusétzlich verlieren die Kerne nach Abschalten des Hochfrequenzimpulses ihre phasen-
synchrone Kreiselbewegung. Der damit verbundene Rickgang der Transversal- bzw.

Quermagnetisierung wird als T2-Relaxation bezeichnet. Die T2-Zeit gibt an, wann die
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Transversalmagnetisierung auf 37 % des ursprunglichen Werts abgenommen hat [79]
(siehe Abbildung 4 und 5). Die T2-Relaxationszeit ist dabei eine gewebespezifische
Zeitkonstante, die durch die Messung der Signalintensitét bei verschiedenen Echozeiten
bestimmt wird (siehe auch Kapitel 3.2.3.2).
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Abbildung 4:  T1-Relaxation: Ubergang der Langsmagnetisierung (longitudinale
Magnetisierung) in ihren Gleichgewichtszustand (modifiziert nach Pabst [80])

Abbildung 5:  T2-Relaxation: Ubergang der Quermagnetisierung (transversale Magnetisierung)
in ihren Gleichgewichtszustand
Verlust der Gleichphasigkeit der Spins (Dephasierung) und damit Verschwinden des
Summenvektors (grau) in der xy-Ebene (modifiziert nach Pabst [80])

T1- und T2-Relaxataion sind voneinander unabhéngig und laufen gleichzeitig ab. Bei
kurzer TR ist die Zeit, die zwischen zwei Anregungen bleibt, um die Longitudinalre-
laxation wiederherzustellen, entsprechend verkirzt. Dies hat zur Folge, dass einige Ge-
webe nur unvollstandig in den Gleichgewichtszustand zuriickkehren. Bei der folgenden
Anregung steht somit nur ein Teil der longitudinalen Magnetisierung zur Verfligung.
Dieser Teil ist umgekehrt proportional zur T1-Konstante — das MR-Signal zeigt eine
starke T1-Abhédngigkeit — man erhalt ein T1-gewichtetes Bild. Die Wahl einer langen
TR bewirkt entsprechend eine vollstandige Ruckkehr der longitudinalen Magnetisierung
— eine T1-Abhangigkeit kann so vermieden werden. Organgewebe von Leber oder Niere

weisen bei einer Feldstarke von 3.0 T eine Langsrelaxationszeit T1 in der GroRenord-
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nung von etwa 1500 ms auf. Fettgewebe relaxiert wesentlich schneller mit T1 =365 ms,
freie Flussigkeit mit T1-Werten bis 3 s dagegen deutlich langsamer.

Im T2-gewichteten Bild (lange TR und TE) wirkt sich vor allem die im Vergleich zur
T1-Zeit kurzere T2-Zeit aus. Gewebe oder Substanzen mit langer T2-Zeit wie z. B.
Flussigkeit verfiigen langer tber eine Quermagnetisierung als umgebendes Gewebe und
erscheinen deshalb im T2-gewichteten Bild hell [79].

Eine spezielle Methode zur Quantifizierung des Leberfettgehalts ist die chemical shift
MRT. Mit der chemischen Verschiebung (chemical shift) wird eine leicht abweichende
Resonanzfrequenz flr gleichartige Atomkerne beschrieben, die an unterschiedlichen
Molekiilen oder Molekilorten gebunden sind. So betragt der Frequenzunterschied zwi-
schen der Resonanz der Methylenprotonen von Fettsaureketten und der von Wasserpro-
tonen 450 Hz bei einer duReren Feldstarke von 3.0 T, sodass ein Umlaufzeitunterschied
(chemical shift) von 4.6 ms zwischen beiden Protonenarten resultiert. Dies impliziert,
dass die Magnetisierungsvektoren von Fett und Wasser alle 4.6 ms gleich ausgerichtet
sind (in-phase). Folglich stehen sie in der Halfte der Zeit (2.3 ms) genau entgegenge-
setzt zueinander (out-of-phase). Wahrend das normale Leberparenchym &hnliche Sig-
nalintensitaten auf in-phase und out-of-phase-Bildern zeigt, weist eine Fettleber eine
verminderte Signalintensitat auf out-of-phase-Bildern auf, die in Gegenwart schwerer
Fettinfiltrationen deutlicher wird [81, 82].

Fir die MR-tomographische Messung von Leberfett werden in der klinischen Anwen-
dung routinemaRig Gradientenechosequenzen (GRE-Sequenzen) verwendet. Diese sind
durch einen Verzicht von einem zusatzlichen 90°-Impuls charakterisiert. Anstelle des-
sen wird ein alpha-Impuls eingestrahlt. Die Spins werden in Folge mit Hilfe eines al-
pha-Winkels (flip-Winkel) zum magnetischen Hauptfeld BO ausgelenkt. Ein Flip-
Winkel von weniger als 90° verringert die Menge der Magnetisierung in die transversa-
le Ebene. Folglich ergibt sich eine schnellere Erholung der Langsmagnetisierung mit
kirzerer TR- und TE-Zeit, sowie einer insgesamt verkirzten Messzeit [81]. Mit schnel-
len GRE-Sequenzen, die eine Dual-Echo-Technik mit Wasser-Fett-Kalibrierung kombi-
nieren, ist es zudem mdoglich auch leichte Fettleberformen (10 % Verfettung oder mehr)
zu erfassen. Neuere Studien zeigen, dass fettgesattigte schnelle spin-echo-Sequenzen
(SE-Sequenzen) der GRE-Bildgebung vor allem in Gegenwart einer Leberzirrhose tiber-
legen sind [77].

Der Einsatz der MR-Bildgebung fiir den Nachweis und die Quantifizierung einer Fettle-
ber bietet vor allem den Vorteil, auf ionisierende Strahlung zu verzichten. Zudem l&sst
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sich die Leber in ihrer Gesamtheit erfassen. Einschrankungen beziehen sich auf den
routinemaRigen Einsatz und umfassen die potenzielle Variabilitt der Ergebnisse auf-
grund der Unterschiede in den MR-Systemen, Scan-Parametern und Methoden der wei-
teren Analyse. Daruber hinaus stellt die MR-Bildgebung nach wie vor ein relativ teures
Verfahren dar — ein Faktor, der die Eignung fiir wiederholte Auswertungen und Uber-
wachungen von Behandlungsverlaufen begrenzt [83]. Obwohl die MR-Bildgebung eine
hohe Sensitivitat fir den Nachweis von Fett besitzt, ermdéglicht sie keine absolute Quan-
tifizierung der Leberfettkonzentration [68].

1.4.2.4 Magnetresonanzspektroskopie

Die Magnetresonanztechnik kann nicht nur fur die bildgebende Diagnostik verwendet
werden. Unabh&ngig von den zugrunde liegenden anatomischen Merkmalen kann sie im
Rahmen der Magnetresonanzspektroskopie (MRS) Informationen biochemischer Pro-
zesse erfassen und stellt eine weitere nicht invasive Methode zum Nachweis spezifi-
scher Metaboliten dar. Historisch konzentrierte man sich zun&chst auf die Phosphor
(31P)-Spektroskopie. Im Zuge der technischen Weiterentwicklung wurden dann Vo-
raussetzungen flr Spektroskopien anderer Kerne — insbesondere Wasserstoff — geschaf-
fen [84]. In der Kklinischen Routine bisher noch nicht etabliert ist die MR-Spektroskopie
zur Quantifizierung intrahepatischen Fettgehalts [5]. Dabei lassen sich erhdhte Peaks
der Lipide als direkter Nachweis eines erhohten Fettgehalts in den Hepatozyten darstel-
len. Somit ist die MR-Spektroskopie die einzige zur quantitativen Bestimmung des
exakten prozentualen Fettgehalts geeignete nicht invasive Methode [85] auf deren
Grundlage sich alle Ergebnisse dieser Arbeit beziehen. Die 1H-MR-Spektroskopie wird
in Kapitel 2.1 ausfiihrlich beschrieben.

1.4.3 Biochemische Lipidbestimmung nach FOLCH

Die FOLCH-Extraktion ist eines der haufigsten verwendeten und bekanntesten Extrak-
tionsverfahren. Es beruht auf dem Dreiphasensystem Wasser—Chloroform—Methanol
und gilt als sehr exakt und universell verwendbar, erfordert allerdings einen hohen Zeit-
aufwand, da zum einen ein griindliches Durchmischen des Extraktionsmittels mit der
Analytenlésung und zum anderen die Zugabe von Puffern und letztendlich eine Zentri-
fugation erforderlich sind, um die entstehenden Phasen voneinander zu trennen. Die
obere wassrige Phase enthélt dabei die polaren Komponenten, in der Interphase sind die
Proteine zu finden, die untere, Uberwiegend chloroformische Phase enthdlt die geldsten
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Lipide. Letztere kann im Weiteren zur spektrophotometrischen Messung herangezogen
werden [86].

1.4.4 Histopathologie

Makroskopisch ist die alkoholinduzierte Fettleber vergroRert und weist eine gelbliche,
glatte Oberflache mit teigiger Konsistenz auf [68, 87].

Die erste perkutane Leberbiopsie (,,Leberblindpunktion®) wurde von Paul Ehrlich schon
im Jahr 1883 durchgefuhrt [88]. Weitere Verbreitung fand die Methode erst in den
1930er Jahren [89, 90]. Die histologischen Kriterien einer nicht-alkoholinduzierten
Fettleber wurden im Jahr 1980 initial von Ludwig et al. verdffentlicht [91], die
histologische Erkrankungsdefinition spéater erweitert [92]. Histologisch findet sich im
Hé&matoxylin-Eosin-Schnitt (HE-Schnitt) meist eine makrovesikuldre Ablagerung ein-
zelner Fettvakuolen im Zytoplasma der Hepatozyten mit in die Peripherie verdrangten
Zellkernen. In seltenen Féllen betrifft die Fetteinlagerung samtliche Hepatozyten eines
Azinus. Folge sind eine Hepatomegalie und laborchemische Zeichen einer Cholestase.
Ein direkter Fettnachweis in den Leberpraparaten gelingt nach Alkoholfixierung und
anschlielender Sudan-Féarbung der Schnitte. Sogenannte Resorptionskndtchen finden
sich in unregelmaRigen Abstédnden in den Leberlappchen, die aus vereinzelten neutro-
philen Granulozyten, Lymphozyten, Kupffer-Zellen und Histiozyten bestehen. Histolo-
gisch kdnnen die Krankheitsbilder der alkoholinduzierten Steatosis, Steatohepatitis und
Leberfibrose bzw. Leberzirrhose kombiniert nachweisbar sein. VVon einer isolierten Ver-
fettung der Leber spricht man nur dann, wenn sich keine histologischen Kriterien spate-
rer Stadien zeigen. Die Variante der Leberverfettung mikrovesikuldaren Typs (Fetttropf-
chen < 1 um) wird als alkoholische foamy degeneration beschrieben und findet sich
gelegentlich nach exzessivem Alkoholgenuss [93]. Bei dieser Storung finden sich zu-
sétzlich fokale Leberzellnekrosen und histologische Zeichen einer schwer verlaufenden
Cholestase. Dartiber hinaus kann eine geringe perivenuldre Fibrose nachweisbar sein,
ohne dass Zeichen einer Steatohepatitis vorliegen. Die perivenulédre Fibrose entwickelt
sich dabei um die terminalen hepatischen Venolen durch Ablagerung von Bindegewebe,
das von aktivierten Myofibroblasten synthetisiert wird. Gerade bei Beginn des Alkohol-
konsums fehlt diese Eigenschaft jedoch, sodass die perivenulére Fibrose einen entschei-
denden prognostischen Hinweis auf einen fortbestehenden Alkoholkonsum darstellt.
Zusatzlich kénnen Megamitochondrien nach Alkoholexzessen — als eosinophile Struk-

turen im Zytoplasma — beobachtet werden [38].
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Die wichtigsten histologischen Kriterien einer Fettleber sind das Vorhandensein
grobtropfiger Verfettung der Hepatozyten mit Verschiebung der Kerne an den Rand der
Zelle, Degeneration und Ballonierung von Hepatozyten und gemischt-lobuldre Nerkose
[94]. Weitere Merkmale wie perisinusoidale-perizelluldre Fibrose, Mallory-Korperchen,
Megamitochondrien und glycogenierte Kerne konnen vorhanden sein, sind zur
Diagnose aber nicht immer erforderlich [95]. Ferner kénnen atypische Merkmale wie
uberwiegend portalbasierte Nekrose und Fibrose vorhanden sein. Dieses Muster wurde
h&ufig bei kindlichen Lebern beobachtet; es ist aber derzeit noch unklar, ob es ein
frihes Stadium der Steatohepatitis reprasentiert oder eine deutlich schwerwiegendere
Lebererkrankung darstellt [96]. Sowohl bei einer alkoholinduzierten (AFLD) als auch
bei einer nicht-alkoholinduzierten Fettlebererkrankung (NAFLD) finden sich teilweise
die beschriebenen Merkmale, sodass eine sichere Differenzialdiagnose AFLD/NAFLD
im Allgemeinen nicht allein nach histologischen Kriterien erfolgen kann [97], (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Histologische Merkmale zur Differenzialdiagnostik der alkoholischen (AFLD) und
nicht alkoholischen Fettleber (NAFLD)

Befund AFLD NAFLD
Steatose + ++
Ballonierung ++ ++
Lobulare Entziindung ++ +/++
Portale granulozytare ++ —I+
Entziindung

Mallory-Denk-Bodys +++ T
Satellitose +++ _
Akute Cholestase + _
Sklerosierende hyaline Nekrose ++ -
Obliterative vendse Okklusion ++ _

Nach wie vor gilt die Leberbiopsie als Goldstandard bei der Sicherung der Diagnose
sowie der Bestimmung der entziundlichen Aktivitat und moglichen Fibrose einer Fettle-
bererkrankung [9]. Nach der deutschen Leitlinie der AWMF sollte die Indikation zur

Biopsie den moglichen Informationsgewinn durch die Biopsie und seine Konsequenzen
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im Vergleich zu Aufwand und Komplikationsrate beriicksichtigen und daher im Klini-
schen Kontext gestellt werden. ,,Eine allgemeine Empfehlung zur Leberbiopsie bei
maoglicher oder gesicherter Fettlebererkrankung kann derzeit nicht gegeben werden*
[29].

Es gibteinige wichtige Einschrankungen der Leberbiopsie. Zum einen ist sie als invasi-
ves Verfahren eine offensichtliche Belastung flir den Patienten. Zum anderen kdnnen
leichte, aber auch schwerwiegende Komplikationen auftreten [99, 100]. Dartiber hinaus
sind Entnahmefehler moglich, sodass die geringe Probenmenge den tatsachlichen Zu-
stand der gesamten Leber nicht sicher widerspiegelt. Die Biopsie ist zudem kein prazi-
ser Marker fir den stetig fortschreitenden Um- und Abbauprozess. Weiterhin interpre-
tieren Pathologen histologische Proben hdufig unterschiedlich, wobei eine Variabilitét
sowohl zwischen den Gutachtern untereinander als auch beim einzelnen Gutachter bei
10 bis 20 % der Biopsien auftritt [101].
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1.5 Fragestellung

Eine Studie wie die im Folgenden beschriebene zu 1H-spektroskopischen In-vivo-
Messungen einer akuten alkoholinduzierten Fettleber nach 48 Stunden mittels 3.0 T-
Technik wurde bisher noch nicht publiziert.

Wie vorangehend angefuhrt kann eine akute Fettleber subklinisch, asymptomatisch oder
fulminant mit den Symptomen eines akuten Leberversagens verlaufen. Erhohte labor-
chemische Parameter oder sonographische Befunde mit ihrer Interobserver-Variabilitat
und fehlender Abstufung des Verfettungsgrads bleiben oft ohne richtungsweisendes
Ergebnis. Nach wie vor ist der Goldstandard zur Diagnose einer Fettleber die Gewin-
nung einer Leberbiopsie mit anschliefender histopathologischer Aufarbeitung. Andere
nicht invasive diagnostische Methoden wie die Magnetresonanztomographie sowie
-spektroskopie haben in den letzten Jahren groRRes Interesse geweckt — zum einen wegen
der im Vergleich zum CT fehlenden Strahlenbelastung, zum anderen, da speziell mittels
1H-MRS eine exakte Quantifizierung des Fettgehalts moglich ist und somit eine gute
Abgrenzung zu anderen Stadien eines alkoholbedingten Leberschadens herausgearbeitet
werden kann. Der Einsatz der Magnetresonanzspektroskopie in der Diagnostik der Fett-
leber hat sich durch klinische wie auch tierexperimentelle Studien nach und nach etab-
liert, jedoch basiert die Mehrzahl der Studien auf der Diagnosefindung bei nicht-
alkoholinduzierter Leberverfettung oder einer Verfettung nach chronischem und nicht

wie vorliegend nach akutem Alkoholkonsum.

Die Hauptziele der vorliegenden Dissertation waren:

1) zu Gberpriifen, ob am Tiermodell eine akute alkoholinduzierte Fettleber quantita-
tiv mittels 3.0 T-MR-Tomographen und anschlielender Spektroskopie darge-
stellt werden kann;

2) zu Uberpriifen, ob spektroskopisch ermittelte Lipidkonzentrationen mit den Se-
rumkonzentrationen der laborchemisch gemessenen Leberparameter korrelieren;

3) statistisch signifikante Zusammenhange zwischen einer spektroskopisch dar-
stellbaren Leberzellverfettung und dem Goldstandard der histopathologischen
und biochemischen Diagnostik nachzuweisen und somit

4) tierexperimentelle Daten zu Sensitivitdt und Spezifitat der 1H-MRS bei akuter

alkoholinduzierter Fettleber zu erstellen.
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2 GRUNDLAGEN DER MAGNETRESONANZSPEKTROSKOPIE

Die Magnetresonanzspektroskopie (MRS) ist eine analytische Methode, die die Identifi-
zierung und Quantifizierung von Metaboliten in Gewebeproben ermdglicht. Im Unter-
schied zur MR-Bildgebung, bei der vor allem die Wiedergabe anatomischer Strukturen
im Vordergrund steht, liefert die MR-Spektroskopie Informationen tber die chemische
Zusammensetzung des Gewebes. Somit ist eine nicht invasive Untersuchung des Stoff-
wechsels in-vivo moglich [29]. MRS hat ihren Ursprung in der kernmagnetischen Re-
sonanz (engl. nuclear magnetic resonanz — NMR), die erstmals 1946 von den Nobel-
preistragern Edward Purcell und Felix Bloch beschrieben wurde. Zu dieser Zeit wurde
NMR nur von Physikern zum Zwecke der Bestimmung der atomaren magnetischen
Momente der Kerne verwendet. Erst Mitte der 1970er Jahre wurden erste MR-
spektroskopische Messungen zu diagnostischen Zwecken in-vivo durchgefihrt. Lauter-
bur, Mansfield und Grannell fiihrten Gradienten in ein Magnetfeld ein, um den Ort des
ausgesendeten Signals zu bestimmen und dann in einem Bild zu reproduzieren. In-vivo-
NMR-MRT und NMR-Spektroskopie wurden entsprechend in MRT bzw. 1H-MRS
umbenannt, da der Begriff ,,nuklear falschlicherweise mit der Nuklearmedizin assozi-
iert wurde. Wahrend der 1980er Jahre wurden die ersten medizinischen MRT-Scanner
fiir den klinischen Einsatz zur Verfligung gestellt. Seitdem konnten durch standige Ver-
besserungen vor allem hohere Feldstarken erreicht werden [102].

MR-Spektren konnen aus verschiedenen Kernen gewonnen werden, einschlieBlich
Phosphor (31P), Fluor (19F), Kohlenstoff (13C) und Natrium (23Na). Fir klinische
diagnostische Zwecke werden vor allem Wasserstoffprotonen (1H) verwendet. Grofter
Vorteil ist das Vorkommen von Wasserstoff in allen biologisch relevanten Metaboliten.
Darlber hinaus liefert der Wasserstoffkern aufgrund seiner grofRen Sensitivitat im Ver-
gleich zu anderen Kernen ein hoheres MR-Signal und ermdglicht — bei klrzerer Unter-
suchungszeit — eine bessere raumliche Auflosung [29]. Die 1H-MRS erfordert HF-
Spulen und ein dediziertes Softwarepaket. Fir Nicht-Protonen missen HF-Spulen zu-
sétzlich mit der Larmorfrequenz anderer Kerne abgestimmt und ein passender Vorver-
starker, Hybriden und Breitband-Leistungsverstarker verwendet werden. Nach wie vor
ist das Haupteinsatzgebiet das ZNS: Hier gibt es umfangreiche Erfahrungen vor allem
bei der Untersuchung neurometabolischer Erkrankungen, Demenzen und Raumforde-
rungen [103, 104].

Zur konventionellen MRT-Messung werden klinisch verschiedene Feldstarken einge-

setzt, vor allem im Bereich von 0.2 bis 3.0 T. HOhere Feldstarkeeinheiten haben den
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Vorteil eines hoheren Signal-Rausch-Verhaltnisses, eine bessere Auflosung und kiirzere
Aufnahmezeiten [79, 102].

Wie die Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie basiert auch die MR-
Spektroskopie auf den Signalen, die Kernspins in einem Magnetfeld abgeben, sobald sie
durch einen Impuls angeregt werden. Anderungen des Magnetfelds bewirken eine An-
derung der bereits oben beschriebenen Larmorfrequenz: y x BO. Der Faktor vy stellt da-
bei die charakteristische Kern-Konstante dar (siehe auch Kapitel 1.4.2.3). Somit besitzt
jede Atomkernart ihre eigene charakteristische Resonanzfrequenz. Die Wechselwirkun-
gen der Kerne untereinander und mit ihrer Umgebung bewirken eine Anderung des lo-
kalen Magnetfelds und filhren damit zu einer Anderung der Spin-Frequenz. In einer
homogenen Substanz, wie destilliertem Wasser, haben alle Kernspins — unter Voraus-
setzung eines ideal homogenen dulReren Magnetfelds — exakt dieselbe Frequenz. In ei-
nem Gewebe aus verschiedenen biochemischen Komponenten ist dies jedoch nicht der
Fall. Abhéngig von der chemischen Struktur des Molekidils, in das ein Kernspin ein-
gebaut ist, registriert der Kernspin eine geringfligig vom &ufleren Magnetfeld abwei-
chende Feldstarke. Verursacht wird dieser Effekt durch die den Atomkern umgebende
Elektronenwolke, die durch das Magnetfeld am Kernort zu einem kleinen Teil ab-
schirmt wird. Diese mikroskopischen Storfelder unterscheiden sich meist in ihren che-
mischen Verbindungen. Folglich wirkt auf die Kerne effektiv ein lokales, individuell
minimal unterschiedliches Magnetfeld, das in Abhangigkeit von ihrer Molekilbindung
zu geringgradigen Frequenzunterschieden fuhrt [29, 105]. Die absolute Verschiebung Af
der Resonanzfrequenz, die durch eine Abschirmung ¢ verursacht wird, ist proportional

zur Stéarke des duBeren Magnetfelds:

BO: Af=0xf0=0xyxB0

Die resultierende Resonanzfrequenz eines Kernspins lasst sich quantitativ wie folgt aus-
dricken:
f=1f0—-Af=(1 o)y x BO.

Nach Anlegen eines HF-Impulses wird die Amplitude des zurtickkehrenden Signals
gemessen. Es entsteht ein Summensignal auf der Zeitachse. Zentraler Schritt in der
Nachbearbeitung ist die Fourier-Transformation, die das Zeitsignal in ein Frequenz-

spektrum umwandelt und als parts per million (ppm) quantifiziert. Nun kénnen Metabo-
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liten-Peaks in dem Spektrum identifiziert werden. Diese Peaks entsprechen den Kern-

Resonanzfrequenzen auf der Ordinatenachse (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6:  Typisches MR-Spektrum mit VergroRerung des Lipid-Peaks einer Ratte mit
leichter Leberverfettung; Ordinatenachse mit Amplitude; Abszisse mit der
Frequenz der entsprechenden Metaboliten
Zuordnungen: (CH,)n: gesittigte Lipide bei 1.3 ppm; CH=CHy,: ungeséttigte Lipide bei
2.0 ppm; CH3: mobile Lipide bei 0.6 ppm; y-CH,: Glutamat/Glutamin bei 2.6 ppm; H,0:
Wasser bei 4.6 ppm. |, Integral; A, Amplitude
Die chemische Verschiebung (chemical shift) sorgt dafir, dass verschiedene chemische
Komponenten leicht unterschiedliche Resonanzfrequenzen haben. Damit lassen sich in
einem Spektrum diverse chemische Komponenten identifizieren und quantifizieren.
Einige Metaboliten wie zum Beispiel Lactat haben Dubletts, Tripletts oder Multipletts
statt einzelner Peaks. Diese Spitzen werden nach unten zu komplexeren Gipfeln aufge-
brochen und lassen sich durch die sogenannte J-Kopplung, auch Spin-Spin-Kopplung,
erklaren. Dieses Phédnomen tritt auf, wenn die molekulare Struktur eines Metaboliten
derart beschaffen ist, dass die Protonen in verschiedenen Atomgruppen (z. B. CHs- und
CHs,-) sitzen. Diese Gruppen haben jeweils leicht abweichende lokale magnetische Fel-
der, sodass die verschiedenen Protonengruppen mit ihrer bestimmten Frequenz-
charakteristik ein Multiplett-Peak ergeben [102]. In Tabelle 3 sind die chemischen Ver-
schiebungen der Metaboliten aufgefiihrt, die sich in der Leber MR-spektroskopisch de-

tektieren lassen.
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Tabelle 3: Zuordnung der spektroskopischen Peaks zu ihren hepatischen Metaboliten mit
den verwandten Abklirzungen

Chemical shift Zuordnung der chemischen Verschiebung Abkurzung
in parts per million (ppm)
4.2-4.8 Wasser (H20)
3.4-3.9 Glukose/Glykogen (Glyk/Gluc)
3.0-3.2 Phosphormonoester (PME)
2.2-2.6 Glutamat/Glutamin (y-CH2)
1.9-2.3 Methylgruppen der Lipide (ungesattigte Lipide) | (CH2 = CH-CH2)
1.2-15 Aliphatische Methylengruppen der Lipide (ge- | (CH2)n
sattigte Lipide)
0.6-0.8 Methylgruppen der Lipide (,,mobile Lipide*) (CH3)

Die spektrale Auflosung wird vor allem durch drei Faktoren bestimmt: Erstens ist die
transversale Relaxationszeit (T2) des Metaboliten umgekehrt proportional zur idealen
Peakbreite. Zweitens steigt die BO-Trennung zwischen zwei Peaks (in Hz) linear mit der
magnetischen Feldstarke. Unter Einbeziehung makroskopischer Einfliisse, wie z. B.
Magnetfeldinhomogenitaten, findet man — drittens — fiir das gemessene Spektrum eine
Mischform, die anteilig aus Lorentz- und GauBfunktionen besteht. Maximale Homoge-
nitdt wird durch das Einstellen der DC-Stréme (Gleichstrom) in der Gradientenspule
und der Raumtemperatur in den Shim-Spulen erreicht. Dieser Prozess wird als ,,Shim-
ming* bezeichnet, historisch abgeleitet aus einer Zeit, als Magnetresonanz-Forscher an
resistiven Magneten an der ,,Bereinigung™ der Magnetfelder arbeiteten.

Die am haufigsten verwendeten 1H-MRS-Techniken sind die STimulated Echo Acquisi-
tion Mode (STEAM) und Point-RESolved Spectroscopy (PRESS). Beide haben sich
besonders flr die Einzelvolumenspektroskopie (single voxel spectroscopy, SVS) etab-
liert [106-111]. Um ein einzelnes Spektrum aus einem kleinen Zielvolumen (volume of
interest, VOI) zu erhalten, werden mit Hilfe von Schichtselektionsgradienten nachei-
nander drei zueinander senkrechte Schichten angeregt, wobei deren Schnittpunkt das
VOI definiert. Nur in diesem Schnittvolumen erfahren die Spins alle drei Pulse und tra-
gen zum MR-Signal bei. Das bessere Signal-Rausch-Verhéltnis wird mit der PRESS-
Sequenz erzeugt [106]. Mittels Integration wird die relative Signalintensitét errechnet,
die ein Mal3 der Teilchenkonzentration darstellt. Durch Aufsummieren der Datenaquisi-

tion sowie haufige Wiederholungen wird die Messgenauigkeit gesteigert.
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Ahnlich der Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie wird das MR-Signal in
der Spektroskopie von den Sequenzparametern TR und TE beeinflusst. Vor allem die
Echozeit hat entscheidenden Einfluss darauf, welche Stoffwechselprodukte im Spekt-
rum sichtbar sind. Durch unterschiedliche T2-Zeiten der Metaboliten ist die Signalab-
nahme innerhalb der TE-Zeit unterschiedlich ausgeprdagt. Bei langen Echozeiten
(135 ms oder mehr) kénnen nur diejenigen Substanzen (wie Kreatinin, Laktat, aber auch
Lipide) nachgewiesen werden, die auch lange T2-Zeiten besitzen. Die Signale anderer
Stoffwechselprodukte, darunter Glutamat/Glutamin, sind bei langer Echozeit wegen
ihrer schnellen T2-Relaxation zu gering. Um auch diese Substanzen darzustellen, mis-
sen Sequenzen mit kurzen Echozeiten (30 ms oder weniger) verwendet werden [29].

Um eine qualitative Interpretation und quantitative Auswertung der Spektren zu ermdg-
lichen, sind nach der Aufnahme des MR-Signals bestimmte Nachverarbeitungsschritte
durchgefuhrt nétig, die im Klinischen Einsatz mithilfe der Auswertungssoftware des
MR-Gerats weitgehend automatisiert ablaufen. Vor allem bei pathologischen Spektren,
bei denen ,,normale* Peaks fehlen oder zusatzliche Peaks auftreten, ist hiufig auch eine
manuelle Optimierung der Nachbearbeitung erforderlich, um eine optimale Darstellung
der Spektren zu erhalten. Zunéchst wird das gemessene MR-Zeitsignal mit einer Gaul3-
oder Exponentialfunktion multipliziert, um das Rauschen zu verringern. AnschlieRend
erfolgt das sogenannte zero filling, bei dem der nicht betrachtete ,,Rest” des Signals mit
Nullen aufgefillt wird und einer Interpolation zwischen den Datenpunkten im Fre-
guenzspektrum entspricht. Da h&ufig Verzerrungen der Grundlinie aufgrund von Streu-
verlusten oder systematische Probleme der Messapparatur auftreten, wird eine soge-
nannte Basislinienkorrektur durchgefuhrt. Dabei wird ein an die Daten angepasster Be-
reich (ohne zusétzliche Signale) vom Spektrum subtrahiert. AbschlieBend erfolgt eine
Phasendrehung, um ein reines Absorptionsspektrum zu erhalten. Schliel3lich werden
durch Integration die Flachen unter den Peaks als Mal} fiir die Konzentration der ent-

sprechenden Metaboliten bestimmt [29].
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

Das untersuchte Kollektiv umfasste 40 mannliche Lewis-Ratten (bestellt bei Charles
River, Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere waren 6 bis 8 Wochen alt und hatten ein Ge-
wicht von 250 bis 300 g. Alle Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen bei ei-
ner durchschnittlichen Temperatur von 22 £ 2 °C, einer durchschnittlichen relativen
Luftfeuchtigkeit von 55 + 10 % und einem definierten Tag-Nacht-Rhythmus von 12
Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit gehalten. Die Tiere hatten freien Zugang zu
Trinkwasser und Futter. Die maximale Anzahl pro Ké&fig betrug 6 adulte Tiere. An 10
Tieren wurde in Vorversuchen die Injektion von Ethanol und somit die Induktion einer
alkoholinduzierten Fettleber erlernt und optimiert. Weitere 10 Tiere dienten der Opti-
mierung der magnetresonanztomographischen Darstellung der Rattenleber, da die im
Klinischen Alltag bewdahrten MRT-Sequenzen an die besonderen physiologisch-
anatomischen Bedingungen der Versuchstiere angepasst werden mussten. Um einen
biochemischen sowie histopathologischen Vergleich vor und nach Ethanolgabe zu er-
halten, wurde an diesen 10 Tieren vor den spektroskopischen Messungen die Leber ex-
trahiert und histopathologisch sowie biochemisch untersucht. In die tatséchliche Studi-
enphase gingen also insgesamt 30 Tiere ein, aufgeteilt in eine Kontrollgruppe (10 Tiere)
und eine Versuchsgruppe (20 Tiere). Alle Versuche wurden durch das Regierungsprasi-

dium Darmstadt unter der Genehmigungsnummer F 86/14 genehmigt.

3.2 Versuchsablauf

Alle Versuchstiere wurden vor und nach Ethanolgabe laborchemisch und spektrosko-
pisch untersucht. 24 Stunden nach der zweiten Ethanolgabe wurde zusétzlich der Gold-
standard der histologischen sowie biochemischen Untersuchung durchgefihrt. Um ei-
nen paarweise spektroskopischen und laborchemischen Vergleich zu haben, entsprachen
die 20 Tiere der Versuchsgruppe vor Ethanolgabe den 20 Tieren der Versuchsgruppe
nach Ethanolgabe. Zur erleichterten Identifizierung erhielten die Versuchstiere Ohrmar-
ken (Ohrmarken, A. Hartenstein — Laborbedarf, Deutschland; 9 x 13 mm, Best.-Nr.
OLT). Geméall Reboucas et al. [112] wurde jeder Ratte der Versuchsgruppe eine Dosis
von 9.3 g/kg Korpergewicht 50 %-igen Ethanols (Zentralapotheke, Universitatsklinikum
Frankfurt) zweimal mit einem Abstand von 24 Stunden zwischen den Anwendungen

verabreicht. Die Anwendung erfolgte gastral mit einer geraden, 2 x 80 mm (Durchmes-
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ser x Lange) groRen Knopfkanile aus Edelstahl (Param GmbH, Hamburg, Deutschland,
PZN:04917497) (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7:  Gastrale Ethanolapplikation Uber eine Knopfkanile

Im Folgenden ist eine Ubersicht des Versuchsablaufs dargestellt. Fir eine ausfihrliche

Beschreibung der einzelnen Methoden sei auf den jeweiligen Abschnitt verwiesen:

Kontrollgruppe:

Tag 0: Narkose von 10 Ratten mit Isofluran
Explantation der Leber
Biochemische Bestimmung der Lipide nach FOLCH
Histologische Fettbestimmung

Versuchsgruppe:

Tag 1: Narkose von 20 Ratten mit Isofluran
Spektroskopische Messung der hepatischen Lipidkonzentration
3 ml Blutentnahme zur Bestimmung von AST, ALT und GGT

Tag 2: Erste Ethanolgabe

Tag 3: Zweite Ethanolgabe

Tag 4: Narkose der 20 Ratten mit Isofluran
Spektroskopische Messung der hepatischen Lipidkonzentration
3 ml Blutentnahme zur Bestimmung von AST, ALT und GGT
Explantation der Leber
Biochemische Bestimmung der Lipide nach FOLCH
Histologische Fettbestimmung
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3.2.1 Isofluran-Narkose

Eine stabile Narkose der Ratten erfolgte mit einem 2.2-%-1sofluran-O,-Gemisch bei 1 |
Oz/min. Zundchst wurden die Tiere in einen Glaszylinder mit Knopfdeckel gesetzt, in
dem sich mit Isofluran (Isofluran Baxter, Baxter Deutschland GmbH) getrankter Zell-
stoff befand. Sobald die Tiere keine aktive Bewegung mehr zeigten, wurden sie aus dem
Glaszylinder entnommen und Uber eine angefertigte Maske (schrdg abgeschnittene Per-
fusorspritzenkolben (Perfusorspritze 50 ml, Braun, Dispomed, Herst.-Nr. 03040010)
mittels Isofluran-Vaporisator (Dréger Vapor 19.3, Drager, Lubeck, Deutschland) in
Narkose gehalten. Die Verbindung zwischen Vaporisator und Maske erfolgte mittels
eines handelstblichen Schlauchsystems. Nach zwei bis drei Minuten war eine ausrei-
chende Narkosetiefe — kontrolliert durch eine ausbleibende Reaktion auf Schmerzreize —

erreicht und die Ratte konnte auf den MRT-Tisch umgelagert werden.

3.2.2 Blutentnahme zur Bestimmung serologischer Parameter

Vor der ersten und 24 Stunden nach der zweiten gastralen Ethanolapplikation wurden
nach Abschluss der spektroskopischen Messungen ca. 3 ml Blut durch Punktion des
retroorbitalen Venenplexus entnommen, um die Serumspiegel von AST, ALT sowie
GGT zu bestimmen. Dem narkotisierten Tier wurde eine Glaspipette (Pasteur-Pipette
2 ml, Carl Roth, Herst.-Nr. 4522.1) in den medialen Augenwinkel (am Augapfel vorbei)
eingefiihrt und der Venenkomplex im Innern der Augenhohle angestochen, sodass sich
Blut in der Kapillare sammelte. Nach Herausziehen der Kapillare wurde Zellstoff auf
die Wunde aufgedruickt, um die Blutung zu stillen und die Einstichstelle zu schlieRRen.
Das entnommene Blut wurde anschliefend in ein Serumrohrchen (Kabe Labortechnik,
Deutschland, Art.-Nr. 078002) transferiert. Um eine Koagulation in der Glaspipette zu
vermeiden, wurde diese zuvor mit Heparin (B. Braun Melsungen AG, Deutschland,
PZN: 2540309) gesplilt. Die Untersuchungen wurden im Zentrallabor der Johann Wolf-
gang Goethe-Universitéat, Universitatsmedizin Frankfurt am Main mit den handelsubli-
chen Kits durchgefthrt.

3.2.3 Magnetresonanz-Methoden

Die spektroskopischen Untersuchungen der Ratten wurden an einem 3.0 T-Ganzkorper-
Kernspin-Tomographen vom Typ Magnetom Trio (Siemens Healthcare, Erlangen,
Deutschland) mit Spektroskopie-Zusatz durchgefthrt.
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3.2.3.1 Magnetresonanztomographie

Vor der spektroskopischen Messung wurden bildgebende Sequenzen von der zu unter-
suchenden Leber durchgefiihrt. Die Bildgebung diente in erster Linie der Platzierung
des Volume Of Interest (VOI) im Bereich des Leberparenchyms. Als Spule wurde eine
multifunktionale Acht-Kanal-Spule (Clothespin-Spule, CPC) aus zwei Spulenpaaren
mit jeweils vier Kanal-Arrays (Noras MRI Products, Hochberg, Deutschland) verwen-
det. Die Ratten wurden wie oben beschrieben narkotisiert und in der head-first-supine-
position in Rickenlage im MRT positioniert (siehe Abbildung 8). Zur diagnostischen
Darstellung der Leber wurde eine dreidimensionale T1-gewichtete Sequenz der Firma
Siemens (,,f13d_vibe*) mit folgenden Parametern verwendet: TR: 10.7 ms, TE: 2.75ms
(in-phase, IP) und 6.125 ms (out-of-phase, OP), Flip-Winkel: 9°, averages: 20, field of
view (FOV): 100 mm; slice thickness: 1 mm. Es handelte sich hierbei um eine Variante
einer in transversaler Orientierung gerichteten 3D-GRE-Sequenz. Die hier verwendete
VIBE-Sequenzvariante fihrt zur Verringerung von Artefakten bzw. zur Verbesserung
der Bildqualitat und zeichnet sich durch sehr kurze Echozeiten aus.

Abbildung 8:  Versuchstier in head-first-supine-position im 3.0 T-MRT vor Messbeginn
Pfeil in A zeigt den schrdg abgeschnittenen Perfusorspritzenkolben mit Schlauchsystem;
Kreuz in B markiert die Clothespin-Spule

Zur korrekten Platzierung des VOI dienten Lokalisationssequenzen, T1-gewichtete Se-
quenzen in transversaler (TSE, TR=684ms, TE=20ms) und koronarer (TSE,
TR=745ms, TE=20ms) Ebene sowie eine T2-Sequenz in transversaler (TSE,
TR=4820ms, TE=79ms) Ebene. Die eingesetzte Turbo-Spin-Echo-Technik (TSE)
diente als Variante der konventionellen Spin-Echo-Technik. Bei einer gewohnlichen
Spin-Echo-Sequenz wird pro Anregung (90°-Impuls) ein Echo ausgelesen. Die Turbo-

Spin-Echo-Sequenz impliziert pro Anregung zusatzliche 180°-HF-Impulse, sodass meh-
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rere Echos erzeugt und empfangen werden. Die aufeinanderfolgenden Echos pro Anre-
gung werden als Echo-Train (Puls-Zug) bezeichnet, ihre Anzahl als Turbo-Faktor. Da
nun bei jeder Anregung mehrere Echos ausgelesen werden, wird die notwendige Zahl
an Echos zum Bildaufbau schon viel friher erreicht und die Gesamtmesszeit verkurzt
sich um den Turbofaktor. Vorteile der TSE sind somit eine reduzierte Messzeit, eine
hohere Auflosung als die SE, geringere Suszeptibilitatsartefakte sowie die starken Fett-

signale auch bei langer effektiver TE-Zeit.

Abbildung 9:  A: T1l-gewichtetes MRT-Bild eines Versuchstiers in koronarer Ebene (TR = 745
ms, TE = 20 ms); B: T1-gewichtetes MRT-Bild der Leber in transversaler Ebene
(TR = 648 ms, TE = 20 ms). C: T2-gewichtetes MRT-Bild der Leber in
transversaler Ebene (TR =4820 ms, TE =79 ms)

3.2.3.2 1H-Magnetresonanzspektroskopie

Die Vorbereitung der spektroskopischen Messung erfolgte durch automatisches Shim-
ming — individuell durch interaktives Shimming erganzt — sowie durch Gradientenbe-
stimmung. Zur Erhebung der Spektroskopiedaten wurde weder der Tomograph noch die
Spulenkombination gewechselt, sodass der Aufbau dem der vorangegangenen MRT-
Untersuchung entsprach. Bei jedem Tier wurde ein Voxel mit einer konstanten GrofRe
von 10 x 10 x 10 mm individuell in der Leber platziert und versucht, Blutgeféalie sowie

Areale mit Partialvolumeneffekten und Bewegungsartefakten auszuschliefRen, um eine
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grolitmogliche Erfassung homogenen Leberparenchyms zu gewéhrleisten (siehe Abbil-
dung 10).

Abbildung 10: A: T1-gewichtetes MRT-Bild in koronarer, B: in transversaler Ebene jeweils mit
Position des Voxels von 10 x 10 x 10 mm in der Leber eines Versuchstieres in-vivo
Das 1H-Spektrum wurde mit einer Single-Voxel-Spin-Echo-Sequenz (PRESS) mit fol-
genden Parametern aufgezeichnet: TR/TE: 1500/30 ms, 256 Mittelungen, 1024 Daten-
punkte, 1000-Hz Bandbreite. Auf eine T1-Korrektur wurde bei der Datenerhebung ver-
zichtet (siehe Kapitel 5). Im direkten Anschluss erfolgte zur T2-Korrektur die Ermitt-
lung der T2-Relaxationszeiten flir Wasser und Fett in einer Serie von sechs Spektren mit
TE-Zeiten von 30, 40, 60, 80, 100 und 120 ms. Die Gesamtdauer der MR-Bildgebung
pro Ratte einschlie3lich der nachfolgenden Spektroskopie blieb dabei unter 30 Minuten.
Zur Nachbearbeitung und Analyse der Rohdaten wurde die Software Spectroscopy
(Siemens, Erlangen) verwendet. Die Nachbearbeitung beinhaltete die Interpolation (ze-
ro-filling) — um die scheinbare Auflésung der Endbilder zu verbessern — einer Filterung
mit einem Hanning-Filter und die anschlieBende Fourier-Transformation. Im Anschluss
erfolgte an dem erhaltenen Absorptionsspektrum eine Phasen- und Basislinienkorrektur.
Die Phasenkorrektur wurde mittels Verschiebung der konstanten sowie der linearen
frequenzabhéngigen Phase durchgefiihrt. Hierzu dienten die Signale von Fett (CHy),
und Wasser (H20) als Referenzpeaks. Die Basislinienkorrektur wurde in einem Berech-

nungsbereich von 0.0 bis 6.0 ppm angewendet.
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Die T2-Korrektur mit Erhalt der T2-Konstanten flr Fett und Wasser erfolgte aus der
Signalintensitat der gemessenen Echozeiten und wurde durch eine korrespondierende
Exponentialgleichung festgelegt fiir Fett aus:

S(t) = Sp % exp (—t/T2¢)
sowie fur Wasser aus:

S(t) = So % exp (—t/T2water)
S beschreibt dabei die Signalintensitat zum Zeitpunkt t und Sy die Signalintensitat zum
Zeitpunkt t =0 [113]. In dem ermittelten Spektrum konnten Wasser- und Fettmetaboli-
ten anhand ihrer spezifischen Position auf der Abszisse identifiziert werden. Bei den
Lipiden, die im Lebergewebe als frei bewegliche Triglyceride vorkommen, dominierte
insbesondere der Peak der Methylengruppen (CH;), zwischen 1.1 und 1.5 ppm [102];
Die Wasserresonanz war bei 4.7 ppm abgrenzbar (siehe Abbildungen 11-13).
Im Folgendem wurde geméaR Guiu et al. [114] der Leberfettgehalt (hepatic fat fraction,
HFF) in Prozent (%) bestimmt:

HFF = fat peak area/(fat peak area + water peak area) x 100

Abbildung 11: 1H-MRS-Lebermetaboliten-Spektrum einer Ratte der Versuchsgruppe vor
Ethanolgabe in-vivo mit einem intrahepatisch gemessenen Lipidgehalt von 0.5 %
Das Spektrum zeigt den dominierenden Wasser-Peak bei 4.7 ppm mit einer sehr
schwach ausgeprégten Lipidresonanz ([CH,],) bei 1.1-1.3 ppm; rechtsseitig werden die
Schnittebene sowie die Positionierung des Voxels in der Lokalizer-Sequenz sowie in
koronarer und transversaler Ebene gezeigt
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Abbildung 12:

1H-MRS-Lebermetaboliten-Spektrum von Ratte Nr. 14 der Versuchsgruppe nach
Ethanolgabe in-vivo mit einem intrahepatisch gemessenen Lipidgehalt von 4.1 %
Das Spektrum zeigt den dominierenden Wasser-Peak sowie einen nun auffallenden
Lipidpeak ([CH2]n) bei 1.1-1.3 ppm

Abbildung 13:

1H-MRS-Lebermetaboliten-Spektrum von Ratte Nr. 13 der Versuchsgruppe nach
Ethanolgabe in-vivo mit einem intrahepatisch gemessenen Lipidgehalt von 14.7 %
Das Spektrum zeigt den dominierenden Wasser-Peak sowie die stark ausgepragte
Lipidresonanz ([CH2]n) bei 1.1-1.3 ppm
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3.2.4 Entnahme der Leber

Nach Beendigung der 1H-MRS-Messungen sowie der Blutentnahme wurde die Leber
der jeweiligen Tiere entnommen. Zunéchst erfolgte eine Uberdosierung mit Isofluran im
Glaszylinder. Zur Leberentnahme wurden die verstorbenen Tiere in Riickenlage median

laparotomiert (siehe Abbildung 14).

Abbildung 14: Mediane Laparotomie eines Versuchstiers mit Darstellung der Leber: Mit den
beiden Wattestdbchen werden der mittlere und linke Leberlappen fixiert; nach
unten reichend und durch den Pfeil markiert befindet sich der vordere rechte
Leberlappen

Fir die Préparationsschritte wurden neben einer Praparationsschere (Aesculap BC631,
B. Braun Melsungen AG, Deutschland, Art-Nr.: 0023584) Wattetupfer (NOBA GmbH,
Deutschland, PZN: 7101419) genutzt, um die Gewebeschichten durch scherende Bewe-
gung voneinander zu trennen. Mittels an den Wundrandern eingesetztem Wundspreizer
(B. Braun Melsungen AG, Deutschland, Art-.Nr.: 605090) konnte das Abdomen offen-
gehalten werden. Es folgte obligat eine Exploration, bevor die Leber in toto extrahiert

wurde.

3.2.5 Biochemische Analyse der Triglyceride nach FOLCH

Neben dem Goldstandard der histopathologischen Fettbestimmung wurde zur weiteren
Validierung der Ergebnisse die biochemische intrahepatische Triglyceridbestimmung
(TG-Bestimmung) nach FOLCH durchgefuhrt [86]. Dazu wurde der TG-Gehalt an 10
Tieren der Kontrollgruppe sowie an 20 Tieren der Versuchsgruppe nach Alkoholintoxi-
kation ermittelt, wobei 100 mg aus insgesamt fiinf Regionen der extrahierten Rattenle-
ber in 2 ml Chloroform-Methanol-Lésung (2:1) dispergiert (T 25 digital Ultra-Turrax,
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Wenk LabTec, Nettetal, Deutschland) und durch anschlieRendes Zentrifugieren (Zentri-
fuge 5451R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) bei 16000 x g fur eine Minu-
te homogenisiert wurden. Das L&ésungsmittel wurde im SpeedVac-Konzentrator
(SpeedVac-Konzentrator SVC 100H, Savant, Hicksville, USA) eingedampft und der
Rickstand der Lipide in 100 pl Isopropanol resuspendiert. AnschlieBend wurde der TG-
Gehalt spektrophotometrisch mittels des Modular-P-Analysators (Roch Diagnostic,
Penzberg, Deutschland) unter Verwendung eines kommerziellen Analysekits von Roche
Diagnostic bestimmt.

3.2.6 Histopathologie

Nach der Leberextraktion und Entnahme von Lebergewebe fir die biochemische Unter-
suchung wurde diese in 4 %-igem Formalin fixiert. AnschlieBend erfolgte die histopa-
thologische Aufarbeitung im Senckenberg Institut fir Pathologie der Johann Wolfgang
Goethe-Universitat Frankfurt durch den zustdndigen Pathologen Dr. med. Reinhold
Bug. 2 mm dicke Schnitte wurden angefertigt und eine anschlielende Dehydratation in
aufsteigender Alkoholreihe von Ethanol bis zum absoluten Alkohol durchgefihrt.
Durch Xylol wurde der Alkohol wieder entzogen und die Schnitte in verflussigtem Pa-
raffin getrankt. Zwecks Eingiel3en in Paraffinblécke wurden die Schnitte zusammen mit
flissigem Paraffin in eine Gielsform gebracht. Nach Erkalten und damit verbundenem
Erhérten lieferte ein Schlittenmikrotom 2 um dicke Gewebsschnitte, die in einem war-
men Wasserbad auf Objekttrager aufgetragen wurden. Die histomorphologische Beur-
teilung des Lebergewebes erfolgte durch H&matoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung).
Im weiteren Verfahren wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und durch eine ab-
steigende Alkoholreihe bis zum destillierten Wasser rehydriert. Darauf folgten die Far-
bung mit Hamatoxylin-Ldsung fur 3 Minuten, die zweisekiindige Entfarbung mit Salz-
séure und die Differenzierung unter Leitungswasser fur 3 bis 5 Minuten. Die Anféarbung
mit Eosin (0.1 %-ig, wassrig) dauerte 4 Minuten; entfarbt wurde durch Leitungswasser.
AbschlieRend wurden die Schnitte mit einem Kunstharz als Eindeckmittel versehen und
mit einem Deckglas verschlossen.

Durch die HE-Farbung ist es moglich, das Ausmald der hepatozelluldren Schadigung zu
quantifizieren. Dariiber hinaus kann mit dieser Ubersichtsfarbung sowohl die Anzahl
der Hepatozyten ausgezahlt als auch die Intensitat eines inflammatorischen Infiltrats
ermittelt werden. Das Prinzip der HE-Farbung basiert auf der Oxidation des Himatoxy-

lins zu dem Farbstoff Hamatin, der im sauren Milieu mit Aluminiumionen einen positiv
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geladenen Komplex bildet. Die Metall-Hamatein-Komplexe binden an die negativ gela-
denen Phosphatgruppen der Nukleinséuren des Zellkerns, der dadurch im Praparat blau
erscheint. Die Zytoplasmafarbung erfolgt mit dem sauren Farbstoff Eosin, der tiberwie-
gend an Proteine gebunden wird und das Zytoplasma rosa farbt.

Die Leberverfettung wurde semiquantitativ als Prozentsatz verfetteter Hepatozyten (0—
100 %) angegeben. Dabei wurden sowohl makrovesikuldre als auch mikrovesikulare
Verfettungen in die Auswertung einbezogen (siehe Abbildung 15).

Fir ein semiquantitatives Grading der Infiltration wurden die folgenden Werte verwen-
det: Grad 0 (S0): kein sichtbares Fett; Grad 1 (S1): < 5% Fett; Grad 2 (S2): 5-25%
Fettinfiltration; Grad 3 (S3): 25-50 % Fett; Grad 4 (S4): > 50 % Fett [115-118].

Abbildung 15: Histologischer Schnitt der Leber und HE-Féarbung, gemessen 24 Stunden nach
zweiter Ethanolintoxikation
A: Das Praparat zeigt eine ca. 30 %-ige mit mikrovesikularen (kleiner Pfeil) und
makrovesikuldren Fetttropfen — B: ca. 50 %-ige vorwiegend makrovesikulare
Verfettung der Hepatozyten (groBer Pfeil) mit leukozytdr demarkierten
Einzelzellnekrosen (Bildmitte) (OriginalvergroRerung 200-fach).

3.3 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm BiAS Version 8.4 (epsilon,
Frankfurt, Deutschland) durchgefuhrt und die Ergebnisse als Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung angegeben. Zusatzlich wurden die Variablen in Boxplots dargestelit.
Fir die Korrelationen zwischen den biochemischen, histologischen, spektroskopischen
sowie serologischen Messwerten wurde ein Streudiagramm mit linearer Regression er-
stellt und die Berechnung mittels Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) durchgefiihrt.
Statistische Signifikanz wurde bei allen Untersuchungen bei einem p-Wert <0.05 ak-

zeptiert.
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4 ERGEBNISSE

Insgesamt Uberlebten alle 20 Tiere der Versuchsgruppe die dreitdgige Versuchsreihe mit
allen beinhaltenden Untersuchungen bis zur Leberentnahme. In dieser Studie galt der
histologisch evaluierte Fettgehalt als Goldstandard. Bei 16 von 20 Tieren der Versuchs-
gruppe liel3 sich histologisch geméal der Leitlinie der AWMF eine Leberverfettung bzw.
Fettleber nachweisen; die Erfolgsrate des Tiermodells betrug somit 80 %.

4.1 Histopathologische Auswertung

Um einen direkten Vergleich (1:1) zwischen den Tieren der Versuchsgruppe vor und
nach Ethanolintoxikation mittels 1H-MRS und laborchemischer Untersuchung zu erhal-
ten, wurde auf eine histopathologische Untersuchung der 20 Tiere der Versuchsgruppe
vor Ethanolgabe verzichtet. Es erfolgte ein allgemeiner Vergleich beziglich der Alko-
holauswirkung auf den histologischen Verfettungsgrad zwischen 10 gesunden Tieren
(Kontrollgruppe) und den 20 Tieren der Versuchsgruppe nach Ethanolgabe und Beendi-
gung der spektroskopischen Untersuchungen. In der Kontrollgruppe ergab sich ein
durchschnittlicher Verfettungsgrad von 1.5%. Eine Leberverfettung unterschiedlicher
Auspragung in der Versuchsgruppe nach Ethanolgabe war bei 16 von 20 Tieren erkenn-
bar (siehe Tabelle 4). Der histopathologisch gemessene Mittelwert der Verfettung be-
trug 12.75 %, die Standardabweichung (SD) + 11.64 %. Der Median lag bei 10 % (siehe
Abbildung 16).
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Abbildung 15: Boxplots zur Darstellung der histologisch gemessenen Verfettung vor Ethanolgabe
(Anzahl der Tiere n =10; Mittelwert: 1.5 %; SD: 1.42 %) sowie nach Ethanolgabe
(Anzahl der Tiere n =20; Mittelwert: 12.75 %; SD: 11.64 %); p < 0.05
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Tabelle 4: Anzahl und Auspréagung der Versuchsgruppentiere mit jeweils durchschnittlicher
histologisch gemessener Leberverfettung in Anlehnung an oben beschriebenes
Grading
Grad SO = keine Verfettung; Grad S1 = 1-5% Fett; Grad S2 = > 5-25%
Fettinfiltration; Grad S3 = > 25-50 % Fett; Grad S4 => 50 % Fett)

Grad der Leberverfettung Anzahl Tiere @ Verfettung (%) nach Ethanolgabe

SO 4 0
S1 5 5
S2 6 13.3
S3 5 30
S4 0 -

4.2  Auswertungen der serologischen Parameter
Bei Ratten gelten Werte von 20 bis 30 U/l fur ALT und 30 bis 70 U/l fiir AST als phy-
siologisch [119, 120].

4.2.1 Aspartat-Aminotransferase

Die ALT-Aktivitat wurde bei allen 20 Tieren der Versuchsgruppe vor und nach Etha-
nolgabe bestimmt. Der Mittelwert betrug vor Ethanolgabe 164.7 U/l + 64.75 U/Il. Die
Range reichte von 66 bis 288 U/l. Der Median befand sich bei 155 U/l. Nach Etha-
nolgabe ergab sich ein signifikanter Anstieg des Mittelwerts auf 571.56 + 285.34 U/l
mit einer Range von 240 bis 1116 U/I. Der Median betrug 505.5 U/l, p<0.05 (siehe
Abbildung 17).

4.2.2 Alanin-Aminotransferase

Die AST-Aktivitat wurde bei allen 20 Tieren der Versuchsgruppe vor und nach Etha-
nolgabe bestimmt. Der Mittelwert betrug vor Ethanolgabe 47.15 + 14.15 U/I. Die Range
reichte von 28 bis 71 U/l. Der Median befand sich bei 46.5 U/l. Nach Ethanolgabe ergab
sich ein signifikanter Anstieg des Mittelwerts auf 114.9 + 28.78 U/l mit einer Range von
67 bis 154 U/I. Der Median befand sich bei 120 U/I, p <0.05 (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 16: 1:1-Vergleich der Serum-ALT-Spiegel vor und 24 Stunden nach zweiter
Ethanolgabe
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Abbildung 17: 1:1-Vergleich der Serum-AST-Spiegel vor und 24 Stunden nach zweiter
Ethanolgabe

4.2.3 De-Ritis-Quotient

Der Quotient aus AST und ALT (De-Ritis-Quotient) wurde bei allen 20 Tieren be-
stimmt. In allen Messungen der Versuchsgruppe nach Ethanolgabe errechnete sich ein
Wert von > 2 (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Verteilung des De-Ritis-Quotienten (Versuchsgruppe)

De-Ritis-Quotient Anzahl Tiere
<0.5 0
0.5<x<1.0 0
1.0<x<2 0
>2 20

4.2.4 Gamma-Glutamyl-Transferase
Die gemessene GGT-Aktivitat lag sowohl vor als auch nach Ethanolintoxikation durch-
schnittlich unter der messbaren Nachweisgrenze von 3 U/I, weshalb auf die Darstellung

von Boxplots flr die Messungen verzichtet wurde.
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4.3 Auswertung der biochemischen Messungen

Wie bei der histopathologischen Untersuchung wurde auch bei der biochemischen Mes-
sung nach FOLCH auf eine direkte Kontrollgruppe verzichtet, um einen 1:1-Vergleich
innerhalb der 1H-MRS-Versuchsgruppe zu gewahrleisten. Dennoch wurden 10 gesunde
Tiere flir einen pra-post-Vergleich einer biochemische Analyse unterzogen, um eine
indirekte Ableitung einer Verfettung nach Ethanolgabe zu erhalten. In der Literatur wird
bei normal erndhrten Ratten ein Triglyceridgehalt der Leber von ca. 4-7 mg/g Leber
angenommen [121, 122], der unter Ethanoleinwirkung innerhalb von zwolf Stunden auf
das Vierfache des Ausgangswerts ansteigen kann [123]. Der Triglyceridgehalt lag vor
Ethanolgabe bei einem Mittelwert von 6.78 mg/g £ 2.19 mg/g und zeigte 24 Stunden
nach der zweiten Ethanolgabe einen Mittelwert von 18.45 + 11.51 mg/g Leber. Der Me-
dian betrug 16.51 mg/g. Im Durchschnitt zeigte sich somit ein TG-Gehalt, der einer
akuten Leberverfettung entsprach (siehe Abbildung 19).

p <0.05
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Abbildung 18: Boxplots zur Darstellung der biochemisch gemessenen Verfettung bzw. des
Triglyceridgehalts (mg/g Leber) vor Ethanolgabe (Anzahl der Tiere n=10;
Mittelwert: 6.78 mg/g; SD: 2.19 mg/g) sowie nach Ethanolgabe (Anzahl der Tiere
n =20; Mittelwert: 18.75 mg/g; SD: 11.51 mg/d); p < 0.05

4.4  Auswertungen der 1H-MRS-Messungen
Bei allen 20 Ratten wurden vor der ersten und 24 Stunden nach der zweiten gastralen

Ethanolapplikation 1H-MRS-Messungen wie oben beschrieben durchgefiihrt. Ein

Nachweis intrahepatischen Fetts gelang bei allen 20 Tieren der Versuchsgruppe vor
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sowie nach Ethanolgabe. Der Mittelwert des gemessenen intrahepatischen Fettgehalts in

der pré-Ethanol-Gruppe ergab einen Wert von 0.69 % + 0.33 %. Die Range reichte von
0.39 bis 1.3 %. Der Median befand sich bei 0.67 %. In der post-Ethanol-Gruppe betrug
der Mittelwert 5.80 % * 3.94 % mit einer Range von 2.03 bis 14.69 %. Der Median lag
bei 4.06 %. (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 19: Boxplots zur Darstellung des spektroskopisch gemessenen intrahepatischen

Fettgehalts (HFF) (%) vor Ethanolgabe (Anzahl der Tiere n=20; Mittelwert:
0.69 %; SD: 0.33 %) sowie nach Ethanolgabe (Anzahl der Tiere n =20; Mittelwert:
5.8 %; SD: 3.94 %); p < 0.05

Das bereits oben beschriebene Grading zur histopathologischen Einteilung der Verfet-

tungsgrade zeigt im Folgenden die Einarbeitung des MR-spektroskopisch gemessenen
Fettgehalts (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6:

Anzahl und Auspragung der Versuchsgruppentiere mit jeweils durchschnittlicher
MR-spektroskopisch gemessener Leberverfettung (HFF) in Anlehnung an
oben beschriebenes Grading

Grad SO = keine Verfettung; Grad S1 = 1-5% Fett; Grad S2 = > 5-25%
Fettinfiltration; Grad S3 = > 25-50 % Fett; Grad S4 = > 50 % Fett

Grad der Leberverfettung Anzahl Tiere @ HFF (%) nach Ethanolgabe

SO 0 —
S1 13 3.37
S2 7 10.32
S3 0 -
S4 0 —
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Bei allen 16 Tieren mit histologisch nachgewiesener Leberverfettung zeigte die 1H-
Spektroskopie ebenfalls einen intrahepatischen Fettnachweis tber 3.7 %. Die Sensitivi-
tat lag damit bei 100 %, sofern 3.7 % der spektroskopisch gemessenen Nachweisgrenze

einer histopathologischen Fettleber entsprechen (siehe hierzu auch Kapitel 5).

Folgende T2-Konstanten konnten fur die 20 Tiere der post-Ethanol-Gruppe bestimmt
werden: Die T2-Konstante der Protonen von Wasser lag im Mittel bei 34.1 ms mit einer
Range von 23.8 bis 47.57 ms. Die T2-Konstante der Protonen von Fett zeigte einen Mit-

telwert von 53 ms. Die Range reichte von 38.2 bis 86.2 ms.

4.5 Korrelative Zusammenhange der 1H-Spektroskopie mit histopathologischer
Auswertung, biochemischer Triglyceridbestimmung sowie serologischer
Messung

45.1 Korrelative Zusammenhénge zwischen 1H-MRS-Messungen und Serologie
In der vorliegenden Arbeit wurden die spektroskopisch gemessenen Konzentrationen
des intrahepatischen Fettgehalts mit den laborchemischen Leberparametern AST und
ALT der Versuchstiere verglichen, um die Aussagekraft des spektroskopisch gemesse-
nen Fettgehalts Uber die Leberfunktion der verfetteten Lebern zu prufen. Der spektro-
skopisch gemessene Fettgehalt korrelierte nach dem Korrelationskoeffizienten nach
Pearson signifikant positiv mit der Aktivitat von AST (r=0.91, p<0.05) sowie ALT
(r=0.84, p<0.05) (siehe Abbildungen 21 und 22).
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Abbildung 20: Streudiagramm mit Trendlinie: Korrelation des spektroskopisch bestimmten
intrahepatischen Fettgehalts (HFF in %) mit der Serumkonzentration von AST
(U/1) (Anzahl der Tiere n=20, r=0.90; p <0.05)
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Abbildung 21: Streudiagramm mit Trendlinie: Korrelation des spektroskopisch bestimmten
intrahepatischen Fettgehalts (HFF in %) mit der Serumkonzentration von ALT
(U (Anzahl der Tiere n =20, r=0.84, p <0.05)

49



4.5.2 Korrelation des spektroskopisch gemessenen Fettgehalts mit der biochemi-
schen Triglyceridbestimmung nach FOLCH

Die spektroskopisch gemessene Konzentration der Lipide korrelierte nach dem Korrela-
tionskoeffizienten nach Pearson im Kollektiv der alkoholischen Leberverfettung positiv
mit dem biochemisch gemessenen Triglyceridgehalt nach FOLCH (r=0.97, p<0.01)
(siehe Abbildung 23).

Fallzahl n=20 TG-Gehalt (mg/q)

Abbildung 22: Korrelation des spektroskopisch bestimmten intrahepatischen Fettgehalts (HFF in
%) mit dem gemessenen Triglyceridgehalt nach FOLCH (mg/g Leber) nach
Ethanolgabe (Anzahl der Tiere n=20, r=0.97, p <0.01)

4.5.3 Kaorrelation des spektroskopisch gemessenen Fettgehalts mit der histolo-

gisch gemessenen Verfettung

Des Weiteren wurden die histologischen Ergebnisse (Fett als Prozentsatz der infiltrier-
ten Hepatozyten) mit dem spektroskopisch gemessenen prozentualen Lipidgehalt ver-
glichen. Obwohl im direkten Vergleich der spektroskopisch ermittelte Fettgehalt im
Durchschnitt geringer ausfiel, konnte zwischen beiden Methoden eine signifikant posi-
tive Korrelation ermittelt werden (r =0.90, p <0.01) (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 23: Korrelation des spektroskopisch bestimmten Fettgehalts (HFF in %) mit der
histologisch gemessenen Verfettung (in %) nach Ethanolgabe (Anzahl der Tiere
n=20, r=0.90, p<0.01)

Tabelle 7: Vergleich der Korrelation des MR-spektroskopisch gemessenen Fettgehalts mit
histologischer, biochemischer und serologischer Diagnostik

1H-MRS 1H-MRS 1H-MRS 1H-MRS

VS, VS. VS. VS,

Histologie FOLCH AST ALT
Korrelationskoeffizienten r =0.90 r=0.97 r=0.91 r=0.84

nach Pearson (r)
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Messwerte nach Ethanolgabe: Vergleich aus
spektroskopischer, histologischer, biochemischer und serologischer Diagnostik
Ratte Nr.[ 1H-MRS (HFF %) Histologie (%)  Biochemie (TG mg/g) ALT (U/l)  AST (U/l)
1 6.06 20 23.81 126 868
2 12.86 30 37.18 147 897
3 2.03 0 5.27 67 255
4 3.9 5 13.85 114 348
5 4.42 10 16.38 123 465
6 211 0 7.04 72 240
7 2.41 0 3.85 74 290
8 3.8 5 10.53 104 323
9 8.66 30 24.4 146 832
10 3.74 5 10.7 104 387
11 6.82 10 23.34 144 761
12 2.51 10 7.14 79 314
13 14.70 30 41.1 154 1116
14 4.07 10 17.81 123 576
15 4.05 5 12.2 117 546
16 10.04 30 29.7 146 784
17 13.13 30 40.81 149 1058
18 4.44 20 16.62 126 739
19 2.47 0 8.25 77 323
20 3.89 5 19.02 106 311

52



5 DISKUSSION

Die Biopsie von Leberparenchym mit anschlieBender histologischer Aufarbeitung gilt
nach wie vor als Goldstandard in der Detektion und Quantifizierung einer Fettleber.
Zum einen ermoglicht dieses VVorgehen neben der semiquantitativen Einstufung der
Schwere der Steatose auch die Differenzierung zwischen Fettleber und Steatohepatitis.
Zum anderen kann auf diese Weise eine Bestatigung bzw. ein Ausschluss einer von der
Fettlebererkrankung unabhéngigen Lebererkrankung erfolgen. Zusatzlich lasst sich das
Ausmal der entzlindlichen Aktivitat erfassen [30]. Trotz dieser Vorteile hat die Le-
berbiopsie als invasive Methode ein Morbiditats- und Komplikationspotenzial. In gro-
Ren retrospektiven Erhebungen mit 68276 bzw. 80000 Patienten liegt die Gesamtkom-
plikationsrate der perkutanen Leberbiopsie zwischen 0.22 und 0.29 %; letale Komplika-
tionen bei Leberbiopsien treten im Allgemeinen bei 0.01% der Patienten auf [124],
leichtere Komplikationen, wie passagere Schmerzen kénnen bei 20-30% beobachtet
werden [125]. Dariiber hinaus ist sie fiir die Uberwachung der Progression oder Regres-
sion einer Leberverfettung — als dynamischer Prozess — im Laufe des Krankheitsver-
laufs mit hdufigen Biopsien nicht praktikabel [126].

Generell bieten bildgebende Verfahren mehrere Vorteile gegenuiber der Biopsie fur die
Diagnose von Fettlebererkrankung: Neben der nicht invasiven Technik ist auch das
gleichzeitige Screening anderer Leberanomalien moglich. So kdnnen beispielsweise
Informationen Uber den Fettstoffwechsel vor allem bei Risikopatienten mit Insulinresis-
tenz oder Adipositas gewonnen werden [127]. Vor allem eine genaue wiederholbare
quantitative Bewertung bei medikamenteninduzierter Fettleber durch Chemotherapeuti-
ka (wie Methotrexat und Irinotecan) kann die Risiken von Morbidit4t und Sterblichkeit
signifikant positiv beeinflussen. Eine Verlaufskontrolle des intrahepatischen Fettgehalts
fUhrt zudem zu einer besseren Kontrolle in der Therapie bei priméren oder metastati-
schen Lebertumoren [128, 129].

Des Weiteren steht vor Lebertransplantationen eine genaue und moglichst schnelle Di-
agnostik im Vordergrund. So ist die Transplantation einer Leber mit Zirrhose oder
schwerer Steatose (> 60 %) mit einem hohen Risiko einer priméren non-function des
Organs verbunden [130, 131]. Desgleichen ist eine akute Fettleber ein bedeutender Ri-
sikofaktor fur ein postoperatives Leberversagen nach einer Transplantation [132, 133].
Far Spender nach Teilhepatektomie zeigte sich eine bessere Regeneration des verblei-
benden Organs bei einem intrahepatischen Fettgehalt von weniger als 5% gegeniber
solchen Lebern mit einem Fettgehalt von 5 bis 30 % [68].
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Die Auswahl einer geeigneten bildgebenden Technik ist vor diesem Hintergrund wich-
tig flr die genaue Erfassung und Quantifizierung des Leberfettgehalts bei verschiedenen
Lebererkrankungen. Die Bestimmung des intrahepatischen Fettgehalts mittels Sonogra-
phie, Computertomographie und Magnetresonanztomographie ist zwar maoglich, liefert
zum Teil aber nur semiquantitative Aussagen tber den Leberfettgehalt und ist wenig
sensitiv im Bereich geringgradiger Verfettung. Die entscheidende Bedeutung in der
Diagnostik einer Fettleber liegt jedoch gerade im friihzeitigen Erkennen und der exakten
Beurteilung des Fettgehalts. Mit der 1H-MRS wurde eine nicht invasive Untersu-
chungsmethode entwickelt, die wegen der genauen Quantifizierung der Lebermetaboli-
ten vor allem im akuten Stadium einer Leberverfettung eine entscheidende Rolle spielen
kann.

1993 veroffentlichten Longo et al. [134] ihre ersten Ergebnisse zu MR-spektroskopisch
gemessenem Leberparenchym an 29 Patienten mit Verdacht auf NAFLD. Die Daten
wurden mit CT-Messungen und histomorphometrischen Analysen aus Leberbiopsien
verglichen, wobei eine signifikante Korrelation herausgearbeitet werden konnte. Seit-
dem haben mehrere Studien diese Ergebnisse durch Vergleich verschiedener bildgeben-
der Verfahren wie US, CT und MRT bestatigt [41, 135-138]. Die bisher groRte Meta-
Analyse von Bothe et al. [139] zeigte, dass die MR-Protonenresonanz-Spektroskopie
die bisher sensitivste Methode zur nicht invasiven Quantifizierung des Leberfettgehalts
darstellt. Im Vergleich der verschiedenen Arbeiten konnte jedoch nur eine Studie ge-
funden werden, die MR-spektroskopisch die Lebern von sechs Probanden mit alkoholi-
scher Leberschadigung (ALD) untersuchte [140]. Alle weiteren bezogen sich in ihrem
Vergleich der diagnostischen Verfahren auf nicht alkoholische Lebererkrankungen
[141-144]. Eine grolRe Anzahl an Studien wurde zudem ausgeschlossen [85, 114, 135,
145-148], da die Autoren in diesen Arbeiten 1H-MRS als neuen Referenzstandard fest-
legten, zu diesem Thema aber nach wie vor kein klarer Konsens existiert [139]. Auch in
diesen Studien lag der Schwerpunkt auf dem Nachweis nicht-alkoholischer Leberer-
krankungen mittels MRT/1H-MRS; nur wenige zeigten einen zusatzlichen Vergleich
zwischen 1H-MRS und dem Goldstandard der histologischen Untersuchung.

Zum groRten Teil wurden MRS-gestiitzte Studien zur Bestimmung des intrahepatischen
Fettgehalts an MRT-Systemen mit einer Feldstarke von 1.5 T durchgefihrt. Das raumli-
che Aufldésungsvermogen ist dabei auf ca. 3 x 3 bis 4 x 4 mm beschrankt, sodass es zu
Bildartefakten (z. B. Partialvolumen-Effekte) und ungleichmaiiiger Kontrastverstarkung
beitragt. AulRerdem bestehen Hinweise auf ein vermehrtes Auftreten von Signalauslo-
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schungen — sogenannte dark rim-Bildartefakte — bei niedrigen Bildauflésungen, sodass
Gesamtbildqualitat und diagnostische Auswertbarkeit beeintrachtigt sind. Mit Erhéhung
der magnetischen Feldstarke steigt ungefahr linear auch das Signal-Rausch-Verhaltnis
(Signal-to-Noise-Ratio, SNR). Dieser SNR-Gewinn fiihrt zu einer Verbesserung des
raumlichen Auflosungsvermdgens und einer verkirzten Aquisitionszeit [149]. Letztere
fihrt zu einem geringeren Zeitaufwand pro Untersuchung. Zwar wirken sich bei ho-
heren Magnetfeldstarken auch die sogenannten Suszeptibilitatseffekte starker aus, wel-
che die Homogenitét des Magnetfelds beeintrachtigen, dieses Problem l&sst sich jedoch

durch sorgfaltiges Shimmen eingrenzen.

Der spektroskopische Nachweis eines Lipidsignals gelang in vorliegender Arbeit bei
allen 20 Versuchstieren; auch bei solchen, bei denen histologisch keine Verfettung der
Hepatozyten zu beobachten war. Eine histologisch nachweisbare Verfettung (> S0) fand
sich in nur 80 % der Biopsien der Versuchsgruppe nach Ethanolgabe. Zudem zeigte sich
eine teilweise deutliche Diskrepanz zwischen dem spektroskopisch gemessenen Lipid-
anteil und der histologisch bestimmten Verfettung. So entsprach in Ratte Nr. 9 eine his-
tologisch gemessene Verfettung von ca. 30 % einem Wert von ca. 9 % durch Nachweis
mittels 1H-MRS (siehe Tabelle 8). Dieses Ergebnis hatte zur Folge, dass Patienten mit
Steatose-Grad S1 oder S2 auf Grundlage spektroskopischer Messungen niedriger einge-
stuft werden als nach histologischer Analyse. Eine Erklarung fir die vorliegende Dis-
krepanz liegt in der nur semiquantitativen histologischen Einstufung der Verfettung
durch Erfassung des Prozentsatzes von Hepatozyten mit sichtbarer Steatose in mikro-
skopischer Ansicht. Folglich kann die visuelle Schatzung und Beurteilung eines nur
kleinen Leberzylinders in den jeweiligen Biopsien zu Stichprobenfehlern und zu unge-
nauen Messergebnissen flihren. Ratziu et al. [150] zeigten in ihrer Arbeit, dass die
Ubereinstimmung hinsichtlich des Steatosegrads von zwei Leberbiopsien des gleichen
Patienten bei nur ca. 60 % liegt. Selbst innerhalb einer Biopsieprobe konnte im Rahmen
der histologischen Untersuchungen eine Variabilitat des Schweregrads der Steatose
nachgewiesen werden [151]. Uberdies spielt die Heterogenitat in Verteilung und Menge
der verfetteten Hepatozyten in einer Leberbiopsie eine entscheidende Rolle; resultierend
ergeben sich Verzerrungen und falsch negative Ergebnisse der Biopsien vor allem im
Bereich geringgradiger Verfettungen [152].

Im Gegensatz zur histologischen Untersuchung gelang der spektroskopische Nachweis
intrahepatischen Fetts schon durch die Detektion kleinster Lipidsignale. Folglich zeigte

55



sich bereits ein messbarer Fettnachweis von 0.39 % in der Kontrollgruppe ohne Etha-
nolgabe. Mit Hilfe eines angepassten VOI lie} sich zudem eine Region der Leber mit
grofitmoglichem homogenem Parenchym untersuchen. Wie genau die Anpassung des
VOI sein sollte, zeigen diverse Studien, in denen zum Teil deutliche regionale Unter-
schiede spektroskopisch gemessenen Fettgehalts vorlagen. Hajek et al. [153] zeigten in
einer Gruppe von Leber-Transplantatempfangern (n=77), dass der Fettgehalt in drei
verschiedenen Positionen der Leber um 20 % variierte. Van Werven et al. [154] berich-
teten in einer Studie mit 12 Probanden Uber regionale Unterschiede des Leberfettgehalts
von bis zu 14 %. Cowin et al. [155] fanden innerhalb unterschiedlicher VVolumenpositi-
onen in der Leber Variationen von 3 % im posterioren Anteil des rechten Leberlappens,
7 % Variation im rechten vorderen Leberlappen, 6 % im zentralen Teil des rechten Lap-
pens und 13 % Unterschied im linken Leberlappen. In der vorliegenden Studie wurde
auf mehrere Messungen an unterschiedlichen Stellen verzichtet; umso mehr wurde da-
rauf geachtet, ein VOI zu wahlen, das eine groRtmdgliche homogene Flache an Leber-

parenchym erfasst.

Die bestehende Diskrepanz zwischen den Messergebnissen der Histologie und der MR-
Spektroskopie unterstltzt neben einer linearen Abhéngigkeit (siehe Abbildung 18) die
Anwendung eines Kalibrierungsgraphen. In diesem Fall wird die nichtlineare Regressi-
on basierend auf den erhobenen Daten und dem erhobenen Vier-Stufen-Grading aus
histologischer und spektroskopischer Messung durchgefiinrt unter der Annahme, dass
die Kurve bei einem histologischen Fettgehalt von 0 % beginnt (siehe Abbildung 25).
Nach dem Pearson-Korrelationskoeffizienten ergibt sich folglich ein noch hoherer r-

Wert (r = 0.9515) als bei der linearen Korrelation.
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Abbildung 24: Kalibrierungsgraph zur Kilassifizierung der Steatose nach dem Vier-Stufen-
Grading zwischen histologisch (y) und spektroskopisch (x) gemessener Verfettung
y=23.85 In(x) — 23.269; r=0.9515; nach Farben zugeordnete Klassifizierung in
Anlehnung an oben beschriebenes Grading (S0=x=y=0%): griin: S1, rot: S2, blau:
S3.

Unterschiedliche histologisch und spektroskopisch gemessene intrahepatische Fettgeh-
alte zeigten auch d’Assignies et al. [156]. Der durchschnittlich gemessene histologische
Fettgehalt in 20 Patienten mit einer Fettleber betrug 47.5 + 19.6 %, mittels 1H-MRS
18.1 + 9%. Der errechnete Korrekturkoeffizient fur die Anpassung der 1H-MRS-
Messung an den histologischen Fettgehalt ergab den Faktor 2.6. Ebenso verwendeten
Hajek et al. [153] lineare und nicht lineare Modelle, um die Beziehung zwischen 1H-
MRS und Histologie besser zu beschreiben. Die Korrekturkoeffizienten der linearen
Korrelationsmodelle zwischen Histologie und Spektroskopie von intrahepatischem Fett
fur drei Gruppen von insgesamt 77 Lebertransplantatempfangern betrugen 3.3, 4.2 und
6.1. In der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich der histologischen und spektrosko-
pischen Messungen ein Korrekturkoeffizient von 2.2 errechnet werden. Die klinische
Relevanz der unterschiedlichen histologischen und spektroskopischen Messergebnisse
wird aktuell noch diskutiert [157]. Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es zudem noch kei-
nen Konsens Uber einen standardisierten Normalwert fir spektroskopisch gemessene
intrahepatische Verfettung. Ein erster Vorschlag als Referenzschwelle flr die Diagnose

einer Fettleber zielte auf einen Wert von 20 % [158]. In einer weiteren Studie an Kanin-
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chen wurde ein Wert von > 3.6 % intrahepatisch gemessenen Fetts mittels 1H-MRS
einer Fettleber gleichgesetzt [159]. In der vorliegenden Arbeit entsprach spektrosko-
pisch ein Wert von 3.7 % einer histologisch gemessenen Leberverfettung (Beteiligung
von > 5 % der Hepatozyten mittels histologischer Analyse) (siehe Tabelle 8).

Zur exakten Bestimmung des intrahepatischen Fettgehalts tUber die spektroskopischen
Peakflachen sollte wie oben beschrieben die Relaxationszeit fir T2 korrigiert werden. In
einer Reihe von Studien wurden die folgenden durchschnittlichen T2-Werte mittels 3.0
T-Technik berechnet: T2 Wasser = 27 ms (Bereich 12.4 — 54.3 ms) und T2 Fett = 61 ms
(Bereich 28 — 82.2 ms) [160]; T2 Wasserbereich: 12.4 — 54.3 ms und T2 Fettbereich 49—
60 ms [153]; T2 Wasser = 28 ms (Bereich 22 — 42 ms) und T2 Fett = 64 ms (Bereich 36
— 99 ms) [161]. Diese Werte fiir 3.0 T stehen im Einklang mit den in der vorliegenden
Studie erarbeiteten T2-Konstanten.

Theoretisch mussten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten auch einer T1-Korrektur
unterzogen werden. Bei langen TR-Zeiten (>1500ms) hat Lebergewebe seine ur-
spriingliche Magnetisierung weitestgehend zurlckerlangt und die T1-Zeitkonstante
kaum noch Einfluss auf den Bildkontrast. Obwohl eine noch ldngere TR-Zeit weitere
T1-Effekte minimieren wirde, war die gewéhlte TR-Zeit von 1500 ms ein akzeptabler
Kompromiss zwischen den T1-Effekten und der Untersuchungszeit [141]; auf eine T1-

Korrektur wurde dementsprechend verzichtet.

Einen Vorteil dieser Arbeit stellt der zusétzliche Vergleich der 1H-MRS-Daten — neben
der histologischen Analyse — mit der biochemischen Analyse extrahierter Gewebepro-
ben und dem folglich ermittelten Triglyceridgehalt der einzelnen Tiere dar. Die hier
ermittelte hohe Korrelation zwischen HFF mittels 1H-MRS und TG-Gehalt von r = 0.97
lasst die Reproduzierbarkeit der spektroskopischen Fettmessung auch auf andere Fett-
Quantifizierungsmethoden vermuten und bestatigt das Ergebnis der Korrelation zwi-
schen Histologie und 1H-MRS. Auch wenn die Menge an Triglyceriden zu klein war,
um makroskopische Vesikel zu bilden und diese anschlieBend histologisch nachzuwei-
sen, konnten sie mit der Methode nach FOLCH gemessen werden. Im Zusammenspiel
mit der ausreichenden Empfindlichkeit der 1H-MRS fur die Quantifizierung intrahepati-
schen Fettgehalts korrelierten die Ergebnisse der biochemischen Analyse daher besser

mit den Spektroskopiedaten als zwischen histologischer Fettbestimmung und 1H-MRS.
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Die Korrelationen der spektroskopisch gemessenen Lipidkonzentrationen mit den la-
borchemisch bestimmten Leberwerten der Tiere bestatigen die Hypothese, dass die
Spektroskopie Aussagen Uber Funktion und Zustand erkrankter Lebern ermdglicht. Es
sollte jedoch beachtet werden, dass der separat betrachtete Wert der Lebersynthesepa-
rameter nur als allgemeiner Indikator der Leberfunktion anzusehen ist und erst im Zu-
sammenhang mit anderen laborchemischen Ergebnissen bzw. Uber den De-Ritis-
Quotienten genauere Anhaltspunkte hinsichtlich des Stadiums einer alkoholbedingten
Leberdekompensation liefern kann. In der isolierten Betrachtung der Leber-
Transaminasen AST und ALT nach Alkoholkonsum findet sich charakteristisch eine
stiarkere Erhéhung der Aktivitat der AST im Vergleich zu Werten der ALT, was die
leicht bessere Korrelation zwischen 1H-MRS und AST (r = 0.90) im Gegensatz zu ALT
(r=10.84) erklaren wirde.

In der vorliegenden Arbeit fand sich eine kaum messbare GGT-Aktivitat; vereinzelt
wurden Werte von 4, 5 und 6 U/l gemessen. Uber 90 % der Messungen lagen unter der
Nachweisgrenze von 3 U/l. Da Ratten keine Gallenblase zur Speicherung der Gallen-
flissigkeit haben, scheint die GGT-Aktivitat bei den Tieren geringer als beim Menschen

und nur in sehr marginalen Mengen im Plasma nachweisbar.

Es sollte angemerkt werden, dass die 1H-MRS-Messungen vorliegend unter stark stan-
dardisiert experimentellen Bedingungen durchgefuhrt wurden. Die 1H-MR-Spektren
wurden an narkotisierten Tieren dargestellt und zeigten nur minimale Bewegungsarte-
fakte. Trotzdem konnten Atembewegung der Tiere nicht ganz vermieden werden; zu-
dem zeigten Inhomogenitaten des Magnetfeldes auf Grund des kleinen VVoxel-Volumen,
sowie der Messungen eines kleinen Objekts im Ganzkérperscanner trotz sorgfaltiger
Nachbearbeitung gelegentlich VVerzerrungen der Spektrallinien (siehe Abbildung 12). In
der Kklinischen MR-Diagnostik kénnen zudem unterschiedliche technische Untersu-
chungsgegebenheiten wie Magnetfeldstarke, Lokalisierungsverfahren oder Repetitions-
zeiten die spektroskopischen Daten beeinflussen.

Eine weitere Limitation dieser Studie ergibt sich aus der geringen Anzahl der untersuch-
ten Tiere. Um die Ergebnisse zu fundieren, sollten sie durch weitere Untersuchungen
mit einem gréleren Untersuchungskollektiv statistisch bestatigt und validiert werden;
eine begriindete statistische Aussage in Bezug auf Spezifitdt und Sensitivitat der 1H-
MRS konnte vorliegend mit der geringen Anzahl der Tiere somit nicht sinnvoll ermittelt
werden. Dennoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass mithilfe der 1H-
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Magnetresonanzspektroskopie quantitative Aussagen Uber schon kleinste Mengen intra-
hepatischen Fetts mdglich werden, um im Rahmen individueller Krankheitsbilder und

Therapieverldufe praziser reagieren zu kénnen.

6 SCHLUSSFOLGERUNG

Im Ergebnis existieren verschiedene Methoden zur nicht invasiven Bestimmung von
Leberfett mit individuellen Vor- und Nachteilen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bereits geringgradige Verfettungen im Rah-
men einer akuten alkoholinduzierten Fettleber nach 48 Stunden mittels klinischen 3.0 T-
MR-Tomographen spektroskopisch prazise detektiert und quantifiziert werden kénnen.
Ein Anstieg der Lipidkonzentration wird folglich schon vor dem Stadium der Steatosis
hepatis erkannt. Somit ist mittels 1H-MRS eine exakte Differenzierung gesunder und
pathologischer Lebern mit direkter Betrachtung des geschadigten Organs ohne invasive

Untersuchungsmethoden moglich.

Der hohe personelle, technische und zeitliche Aufwand fiir die Spektroskopie verhindert
bisher den klinischen Routineeinsatz dieses Verfahrens. Zukiinftige, kirzere Untersu-
chungszeiten und eine automatisierte und standardisierte Auswertung kdénnten einen
haufigeren Einsatz mit besserer Ubertragbarkeit der Studienergebnisse ermdglichen.
Verbesserungen der Aufnahmetechnik und Auswertungsverfahren werden zukiinftig
eine starker differenzierte Aussagekraft sowie Beurteilung der Spektren ermdglichen.

Vor allem die Diskordanz zwischen MR-spektroskopischen Ergebnissen und histologi-
schen Befunden geben Anlass, in weiteren Studien die klinische Relevanz zu beurteilen
und die 1H-MR-Spektroskopie als neuen Standard in der Diagnostik einer Fettleber zu

etablieren.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Studie

Die akute alkoholinduzierte Fettleber stellt das erste Stadium alkoholischer Leberer-
krankungen dar. Bereits eine akute Alkoholintoxikation fuhrt zu einer signifikanten Ak-
kumulation von Fett in den Hepatozyten. Trotz verbesserter serologischer und bildge-
bender Diagnoseverfahren ist die Leberbiopsie nach wie vor der Goldstandard zur Di-
agnose einer Fettleber. Mogliche Komplikationen als invasives Verfahren, Stichproben-
fehler sowie eine geringe Sensitivitat im Bereich geringgradiger Verfettung sind die
grofiten Nachteile der Leberbiopsie. Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe der 1H-
Magnetresonzspektroskopie eine akute alkoholinduzierte Fettleber zu diagnostizieren
und quantitativ zu beurteilen. Um die Korrelation zwischen spektroskopisch gemesse-
nem Leberfettgehalt und histologischer, biochemischer sowie laborchemischer Analyse

zu bestimmen, wurde eine alkoholinduzierte Fettleber im Tiermodell verwendet.

Methodik

In 20 Lewis-Ratten wurde eine alkoholische Fettleber mittels gastraler Ethanol-
Applikation induziert; 10 Ratten dienten als Kontrolle. Der intrahepatische Fettgehalt
wurde mittels 1H-MRS (3.0 T) als prozentuales Verhaltnis zwischen Lipid- und Was-
ser-Peak berechnet. Fettgehalt sowie Triglyceride wurden nach Entnahme der Leber
histologisch und biochemisch (nach FOLCH) bestimmt. Um spezifische Leberenzyme

zu untersuchen, wurde Blut aus dem orbitalen Venenplexus entnommen.

Ergebnisse

In allen 20 Tieren konnte nach Ethanolapplikation eine Leberverfettung mittels 1H-
MRS nachgewiesen werden. Histologisch zeigten 16 Tiere eine Fettleber. Ebenso zeigte
sich nach Ethanolgabe und folgender biochemischer Analyse im Durschnitt eine Erho-
hung des Triglyceridgehalts, welcher einer Leberverfettung entsprach. Es fanden sich
statistisch signifikante Korrelationen zwischen der histologisch bestimmten intrahepati-
schen Verfettung und dem spektroskopisch gemessenen Fettgehalt (Pearson-
Korrelationskoeffizient r=0.90, p <0.01) sowie zwischen der biochemischen Analyse
nach FOLCH und 1H-MRS (r=10.97, p<0.01). Ebenso zeigte sich eine positive signifi-
kante Korrelation zwischen spektroskopisch gemessener Leberverfettung und den Le-
berparametern AST (r=0.91, p<0.05) und ALT (r=0.84, p<0.05).
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Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass bereits geringgradige intrahepatische Verfettungen pra-
zise quantitativ mittels 3.0 T-Protonen-MR-Spektroskopie darstellbar sind. Somit kann
die Methode — bei Beachtung geeigneter Grenzwerte histologischer Messungen — als
verlassliche diagnostische Alternative in Betracht gezogen werden. Bereits 48 Stunden
nach Alkoholintoxikation ist mittels 1H-MRS eine exakte Differenzierung gesunder und
pathologischer Lebern moglich — entscheidend vor allem im Rahmen einer Pratrans-
plantationsdiagnostik bei Verdacht auf eine akute Fettleber. Daruber hinaus ist die 1H-
MRS anderen bildgebenden Verfahren wie Ultraschall, CT und MRT in der genauen
Quantifizierung intrahepatischen Fettgehalts tberlegen. Der Einsatz erscheint auch in
der Diagnostik und Verlaufskontrolle alkoholischer Lebererkrankungen in Zukunft
sinnvoll. Kommende Untersuchung sollten an einem grof3eren Probandenkollektiv

durchgefuhrt werden, um den Stellewert der 1H-MRS zu unterstreichen.
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8 SUMMARY

Aim of the study

The acute alcohol-induced fatty liver represents the first stage of alcoholic liver diseas-
es. Already acute alcohol intoxication leads to a significant accumulation of fat in
hepatocytes. Despite improved serological and imaging techniques, liver biopsy still
remains the gold-standard in diagnosing a fatty liver. Complications as an invasive pro-
cedure, sampling errors and low sensitivity in case of low-grade fatty degeneration are
the major drawbacks of liver biopsy. The aim of this study was to diagnose and to asses
quantitatively an acute alcohol-induced fatty liver by using 1H-magnetic resonance
spectroscopy. To determine the correlation between fat content measured by 1H-MRS
and histological, biochemical and laboratory-chemical analyses an in-vivo animal model

of alcohol-induced fatty liver disease was used.

Methods

In 20 Lewis rats an alcoholic fatty liver was induced, 10 rats served as control. Intrahe-
patic fat content was expressed as a percentage of the ratio of the lipid and the water
peak by using 1H-MRS (3.0 T). Fat content as well as triglycerides were also deter-
mined histologically respectively biochemically. To define specific liver enzymes blood

was taken from the orbital venous plexus.

Results

In all 20 animals increased liver fat could be detected by 1H-MRS after ethanol applica-
tion. Histologically 16 animals showed a fatty liver. Likewise, there was an increase in
the triglyceride level at average after ethanol administration measured biochemically,
which corresponded to a fatty liver. Statistically significant correlation was detected
between histological fatty infiltration and liver fat content measured spectroscopically
(Pearson correlation coefficient r = 0.90, p < 0.01) as well as between biochemical anal-
ysis (FOLCH) and 1H-MRS (r = 0.97, p < 0.01). Similarly, a positive significant corre-
lation was found between liver fat content measured spectroscopically and liver en-
zymes AST (r=0.91, p <0.05) and ALT (r =0.84, p <0.05).
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Conclusion

The study has shown that already mild intrahepatic fatty degeneration could be detected
precisely quantitatively by 1H-MR spectroscopy. Thus, the method — obeying appropri-
ate limits of histological measurements — is considered as a reliable diagnostic alterna-
tive. Already 48 hours after alcohol intoxication an exact differentiation of healthy and
pathological livers is possible — a crucial aspect in the context of pre-transplant diagnos-
tics on suspicion of acute fatty liver. Furthermore 1H-MRS is superior to other imaging
techniques such as ultrasound, CT and MRI in the accurate quantification of intrahepat-
ic fat content. The use of 1H-MRS in the diagnosis and monitoring of alcoholic liver
disease would be helpful in the future. Upcoming studies should be conducted on a

larger group of subjects in order to underline the priority of 1H-MRS.
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