Aus dem Institut fiir klinische Diabetologie
Deutsches Diabetes-Zentrum an der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
Diisseldorf, Deutschland
Direktor: Prof. Dr. med. univ. Michael Roden

Validierung des Fatty Liver Index mittels
Protonen-Magnetresonanzspektroskopie

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

vorgelegt von

Kathrin KeBel

2018



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultit der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf

gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker

Erstgutachter: Prof. Dr. med. univ. Michael Roden

Zweitgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Flogel



Meinen Eltern



Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht:

Sabine Kahl, Klaus StraBBburger, Bettina Nowotny, Roshan Livingstone, Birgit Kliip-
pelholz, Kathrin KeBel, Jong-Hee Hwang, Guido Giani, Barbara Hoffmann, Giovanni
Pacini, Amalia Gastaldelli, Michael Roden “Comparison of Liver Fat Indices for the Di-
agnosis of Hepatic Steatosis and Insulin Resistance.” Edited by Michael Miiller. PLoS
ONE 9, no. 4 (April 14, 2014):¢94059.



ZUSAMMENFASSUNG

Forschungsstand: Die nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen (NAFLD) sind hiufig
mit Adipositas und Typ-2 Diabetes assoziiert. Insbesondere in den Industrienationen
nimmt die Privalenz der NAFLD, bedingt durch zunehmende Uberernihrung und Bewe-
gungsmangel, stetig zu. Die Pathogenese der NAFLD ist zurzeit nicht vollstandig geklért,
wobei die Insulinresistenz eine Schliisselrolle spielen diirfte. Als Goldstandard zur Ab-
klarung der NAFLD gilt die Leberbiopsie, durch welche zusitzlich zwischen einfacher
nicht-alkoholischer Fettleber (Steatose) und fortgeschrittenen Formen wie z.B.: nicht-al-
koholischer Fettleberhepatitis (NASH) differenziert werden kann. Als Goldstandard fiir
die Quantifizierung des hepatozelluldren Lipidgehaltes (HCL) und somit fiir die Diagnose
der Steatose steht seit einiger Zeit die Protonen-Magnetresonanzspektroskopie (\H-MRS)
zur Verfiigung. Da diese Verfahren entweder invasiv oder kosten- und zeitaufwendig
sind, wurden mehrere Indices zur Abschidtzung des HCL entwickelt, darunter auch der
Fatty Liver Index (FLI), welcher auf klinisch einfach zugidnglichen Parametern basiert
(Gamma-Glutamyl-Transferase, Serum-Triglyzeride, Body-Mass-Index und Taillenum-

fang).

Fragestellung: Da der FLI bisher lediglich mit den Ergebnissen der Leber-Sonografie,
die keine quantitative Aussage iiber den HCL erlaubt, verglichen wurde, war das Ziel

dieser Arbeit, die Validierung des FLI mittels 'H-MRS.

Methodik: Die untersuchte Kohorte bestand aus 92 Probanden ohne Diabetes mellitus,
bei welchen eine klinische Untersuchung, ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT) sowie
eine 'H-MRS der Leber durchgefiihrt wurden. Die Aussagekraft des FLI wurde durch die
area under the receiver operating characteristic curve (AROC) bestimmt. Des Weiteren

wurde der FLI mit Parametern der Insulinsensitivitit und der Insulinsekretion verglichen.

Ergebnisse: Der Median des HCL des Probandenkollektivs lag bei 2,49% (0,62; 4,23).
Der FLI erzielte einen AROC-Wert von 0,72 zur Diagnose der Steatose. Der FLI korre-
lierte mit dem HCL, Insulinresistenz [Composite Insulin Sensitivity Index (ISIcomp), Oral
Glucose Insulin Sensitivity (OGIS), Qualitative Insulin Sensitivity Check Index (Qui-
cki)]) und B-Zellfunktion [Disposition Index (DI), Adaption Index (Al), Insulinogenic

Index (ISI Ins-In), hepatische Insulinextraktion (Hep Extr)]. Die Korrelation zwischen
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FLI und Insulinresistenz bzw. B-Zellfunktion blieb auch nach Adjustierung von Alter,
Geschlecht, HCL und Alkoholkonsum erhalten.

Schlussfolgerung: Der FLI erwies sich als méBig guter Index zur Priadiktion einer
Steatose. Er kann somit zum Screening heranzogen werden, eine "H-MRS-Untersuchung
jedoch keinesfalls ersetzen. Interessanterweise erwies sich der FLI als guter Index zur

Abschitzung einer moglichen Insulinresistenz und einer Funktionsstorung der B-Zellen.
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ABSTRACT

Validation of the Fatty Liver Index using 1H-magnetic resonance spec-

troscopy (1H-MRS)

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with visceral obe-
sity and type 2 diabetes (T2DM). Growing prevalence of NAFLD can be observed in
industrialised countries due to excessive calorie intake and physical inactivity. The path-
ogenesis of NAFLD has not yet been fully elucidated. Apparently, insulin resistance plays
a key role in the pathogenesis of NAFLD. The gold standard for the diagnosis of NAFLD
is the liver biopsy by which the simple non-alcoholic fatty liver (Steatosis) and more
advanced stages, for example non-alcoholic steatohepatitis (NASH), can be distin-
guished. 'H-magnetic resonance spectroscopy (‘H-MRS) allows for exact quantification
of hepatocellular lipid content (HCL) for diagnosis of steatosis. As this technique is time-
consuming and expensive, several indices, such as fatty liver index (FLI), have been de-
veloped to simplify the identification of increased HCL in daily routine. FLI is based on
routine laboratory and anthropometric parameters (gamma-glutamyl transferase, serum

triglyceride, body mass index, and waist circumference).

Objective: The original study to propose FLI as measure of HCL was validated using
ultrasonography, a method unable to provide a qualitative assessment of HCL. In this

study we aimed to validate FLI using 'H-MRS in a non-diabetic population.

Methods: We analysed data from 92 non-diabetic study participants who underwent clin-
ical examination, an oral glucose tolerance test (OGTT) and 1H-MRS. Accuracy of the
FLI was assessed from the area under the receiver operating characteristic curve (AROC).
Additionally, the relationship between FLI and insulin sensitivity and secretion was eval-

uated.

Results: Median HCL was 2.49% (0.62; 4.23). FLI discriminated between patients with
and without steatosis with an AROC of 0.72 and related positively to HCL, insulin re-
sistance [ Composite Insulin Sensitivity Index (ISIcomp), Oral Glucose Insulin Sensitivity
(OGIS), Qualitative Insulin Sensitivity Check Index (Quicki)]) and B-cell function [Dis-
position Index (DI), Adaption Index (Al), Insulinogenic Index (ISI Ins-In), hepatic insu-
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lin extraction (Hep Extr)]. Even after adjustment for age, sex, HCL, and alcohol con-
sumption, correlations between FLI and insulin resistance and B-cell function, respec-

tively, were still present.

Conclusion: FLI offers modest diagnostic efficacy in detection of steatosis and might be
used as screening parameter for HCL. 'H-MRS cannot be replaced by FLI. Interestingly,
FLI turned out to be a useful index for rough estimation of abnormal insulin sensitivity

and secretion.
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1 EINLEITUNG

Die Fettleber (Steatosis hepatis) gehort zu den héufigsten Lebererkrankungen in den
westlichen Industrienationen [1]. Liegt im histologischen Pridparat eine hepatozelluldre
Lipidspeicherung von >5-10% des Lebergewichts oder bei >50% der Hepatozyten in
Form von mittel- bis groftropfigen Fettakkumulationen vor, handelt es sich um eine auf-
féllige Ansammlung von Fett in der Leber und man spricht von einer Steatosis hepatis
[2]. Urséchlich fiir die Steatosis hepatis ist eine Storung des Fettsdurestoffwechsels der
Leber, infolgedessen es zu einer Einlagerung von Fett, vor allem von Triglyzeriden, in
die Hepatozyten kommt [3]. Die Hauptausloser einer solchen Fettstoffwechselstorung
sind eine erhohte Kalorienzufuhr, ein dauerhaft gesteigerter Alkoholkonsum oder eine

Aufnahme von hepatotoxischen Substanzen [4].

Im Folgenden findet vor allem die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) néa-
here Betrachtung. Von einer NAFLD spricht man, wenn Ursachen einer sekundéren Ein-
lagerung von Fett in der Leber, beispielsweise ein erhdhter Alkoholkonsum, ausgeschlos-

sen werden konnen [5].

Als Goldstandard-Methode zur Diagnose einer NAFLD galt lange die Leberbiopsie [6].
In den vergangenen Jahren hat sich die Magnetresonanzspektroskopie (MRS) zur Gold-
standard-Methode zur Diagnose der NAFLD entwickelt [7]. Bei der MRS handelt es sich

um eine nicht-invasive, aber aufwindige Methode.

Zur einfachen, nicht-invasiven Vorhersage der NAFLD entwickelte eine italienische For-
schergruppe um Giorgio Bedogni einen Index, den sogenannten ,Fatty Liver Index‘
(FLI). Hierbei handelt es sich um einen Algorithmus der aus Serum-Triglyzeriden
(mg/dl), BMI (kg/m?), Gamma-GT (U/L) und Taillenumfang (cm) die Wahrscheinlich-
keit des Vorliegens einer NAFLD berechnet [8]. Bisher kam der FLI vor allem im Rah-
men von Studien zur Anwendung. Uberpriift haben Bedogni et. al den FLI mittels Sono-
grafie, deren Ergebnisse allerdings stark untersucherabhingig sind [8; 9]. In der folgen-
den Studie sollte nun die Aussagekraft des FLI mittels Protonen-Magnetresonanzspekt-

roskopie ("H-MRS) iiberpriift und validiert werden.
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1.1 Definition der Fettleber

1.1.1 Histologische und MRS-basierte Definition der Fettleber
Bisher gilt die Leberbiopsie als Goldstandard der diagnostischen Abklarung der NAFLD.

Bei den Fetten, die in das Zytoplasma der Hepatozyten eingelagert werden, handelt es

sich vor allem um Triglyzeride [10].

In den letzten Jahren riicken die MRT und die MRS immer mehr ins Interesse der Le-
berdiagnostik. Der Vorteil der MRT ist, dass es sich im Gegensatz zum bisherigen Gold-
standard, der Leberbiopsie, um eine nicht-invasive Diagnosemethode handelt. Zudem
kann mittels MRT das gesamte Leberparenchym beurteilt werden und nicht nur wie in
der Biopsie ein verhdltnismiBig kleines Biopsat [7]. Der Nachteil ist, dass MRS und MRT
zwischen NAFL und NASH nicht unterscheiden kénnen.

Im Rahmen der Dallas Heart Study (DHS) wurde vor einigen Jahren mithilfe der 'H-MRS
ein Triglyzeridgehalt von 5,56% des Lebervolumens als Grenzwert fiir die Diagnose einer
Steatosis hepatis festgelegt, was einem Triglyzeridgehalt von 55,6 mg/g Leberparenchym
entspricht [11].

Der Wert von 5,56% entspricht der 95. Perzentile des HCL von gesunden Personen, wo-
bei im Rahmen der DHS normalgewichtige Personen mit geringem Alkoholkonsum, nor-
malen laborchemischen Leberparametern und ohne bekannten Diabetes mellitus oder

eine bekannte Lebererkrankung als gesund eingestuft wurden [11].

1.2 Atiologie der Fettlebererkrankung

Der Leberschidigung durch Fetteinlagerungen kdnnen verschiedene Ursachen zugrunde
liegen. Die Hauptausldser sind eine erhdhte Lipidbelastung der Leber, oft assoziiert mit
einem metabolischen Syndrom, einem dauerhaft gesteigerten Alkoholkonsum sowie ei-

ner Inkorporation hepatotoxischer Substanzen [12].

Wichtig ist vor allem zwischen einer alkoholtoxischen und nicht-alkoholischen Schédi-
gung zu unterscheiden. Genau wie die Entstehung der NAFLD ist auch die Entstehung
der alkoholischen Fettlebererkrankung noch nicht vollstindig geklart.
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Nach aktuellem Kenntnisstand wird aufgenommenes Ethanol in der Leber mittels Alko-
holdehydrogenase (ADH) zunéchst zu Azetaldehyd und danach zu Azetat abgebaut. In
beiden Prozessen entsteht Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) [13]. Neben Azetal-
dehyd fiihrt auch NADH {iber die Hemmung des peroxiosome proliferator-activated re-
ceptor (PPAR-a) zu einer verminderten Oxidation von FFA und {iber die Hochregulie-
rung des sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) zu einer Stimulation
der Fettsduresynthese und so zur Entstehung einer Steatosis hepatis [14]. Neben dieser
direkten Schidigung des Leberparenchyms durch Alkohol fiihrt bei starken Alkoholikern
auch die Malnutrition (Folsdure- und Thiaminmangel) durch Malabsorption zu einer Le-

berschadigung [15; 16].

Ausschlaggebend fiir die Differenzierung zwischen AFLD und NAFLD ist der tigliche
Alkoholkonsum des Patienten. Ein hiufig verwendeter Grenzwert fiir die NAFLD ist ein
maximaler Konsum von 20 g Alkohol pro Tag fiir Frauen und 20-40 g Alkohol pro Tag
fiir Ménner [17; 18]. Diese Grenzwerte beziehen sich auf die Definition der Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) fiir eine low risk alcohol (LRA) consumption, also einen Alko-
holkonsum mit niedrigem Gefahrdungspotenzial [19] und die aktuellen Leitlinien der Eu-
ropean Association for the Study of the Liver (EASL), European Association for the
Study of Diabetes (EASD) und European Association for the Study of Obesity (EASO)
[12]. Folglich spricht man beim Vorliegen einer Leberverfettung bei einem hoheren tag-
lichen Alkoholkonsum von einer AFLD. Die Differenzierung zwischen AFLD und
NAFLD erfolgt meist eigen- oder fremdanamnestisch. In unklaren Fillen kann zusitzlich
das MCV (mittleres korpuskulidres Volumen der Erythrozyten) oder das CDT (Carbohyd-
rate-Deficient-Transferrin) bestimmt und zur Unterscheidung zwischen AFLD und

NAFLD herangezogen werden [20; 21].

Dartiber hinaus miissen mogliche Ursachen fiir eine sekundire Steatosis hepatis ausge-
schlossen werden. Hauptursachen einer sekundéren Leberverfettung sind genetische und
metabolische Faktoren, die Einnahme bestimmter Medikamente sowie verschiedene Er-

krankungen (s. Tabelle 1) [22].
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Genetische/metabolische | Himochromatose
Erkrankungen Morbus Wilson

Medikamente Systemische Kortikosteroidtherapie
NSAID

Kalziumantagonisten

Amiodarone

Tamoxifen

Methotrexat

Antiretrovirale Therapie (HAART)

Weitere Umwelttoxine (Griiner Knollenblatterpilz, Petrochemika-
lien, Phosphorvergiftung)

Schwangerschaft

Neoplastische Erkrankungen

Polyzystisches Ovar

Parenterale Erndhrung

Infektionen (Hepatitis B & C)

Tabelle 1: Sekundire Ursachen fiir eine NAFLD (Auswahl der Haufigsten) [1]

1.3 Risikofaktoren fiir die Entstehung einer NAFLD

Die NAFLD ist hiufig assoziiert mit Ubergewicht, vor allem viszeral betonter Adipositas,
T2DM, Insulinresistenz sowie mit einer Dyslipiddmie [23; 24]. All die genannten Risi-
kofaktoren sind Komponenten des sogenannten ,,metabolischen Syndroms*, weshalb die
Steatosis hepatis vielfach auch als hepatische Komponente des metabolischen Syndroms
betrachtet wird [25]. Ursichlich fiir das metabolische Syndrom sind permanente Uberer-
ndhrung sowie Bewegungsmangel [26]. Besonders in den Industrienationen verbreitet

sich dieser Symptomkomplex zunehmend.

Das metabolische Syndrom liegt nach Definition der International Diabetes Foundation
(IDF) bei einer viszeralen Adipositas sowie beim Vorhandensein von mindestens zwei
weiteren definierten Kriterien vor [27]. Fiir die Definition der viszeralen Adipositas gel-
ten ethnienabhingige Grenzwerte. Fiir Européer liegen diese Grenzwerte bei einem Tail-

lenumfang von mehr als 80 cm bei Frauen und bei mehr als 94 cm bei Ménnern [28].
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Zu den weiteren Kriterien des metabolischen Syndroms zéhlen [27]:

Triglyzeride > 150 mg/dl
HDL-Cholesterin < 40 mg/dl bei Frauen bzw. < 50 mg/dl bei Méannern
- Bluthochdruck (systolisch > 130 mmHg und/oder diastolisch > 85 mmHg)

- Gestorte Niichternglukose (Impaired Fasting Glucose; Plasmaglukosewert von
100 bis 125 mg/dl (5,6 — 7,0 mmol/1)) oder
Gestorte Glukosetoleranz (Impaired Glucose Tolerance; Plasmaglukosewert von
140-200 mg/dl (7,8 - 11,1 mmol/l) in der 2 Stunden Messung im Rahmen des
OGTT) oder ein bereits diagnostizierter T2DM.

Die Pravalenz des metabolischen Syndroms in der Gesamtbevolkerung der USA lag in
den Jahren 2003-2012 annéhernd bei 33% [29]. Zur Abschétzung der Privalenz des me-
tabolischen Syndroms in der deutschen Bevdlkerung dienen die Resultate der Study of
Health in Pomerania (SHIP) [30]. In der Region Vorpommern ergab sich im Rahmen

dieser Studie eine Privalenz des metabolischen Syndroms von 23,8% [31].

Die Priavalenz des metabolischen Syndroms bei Personen mit einer Fettlebererkrankung
ist deutlich hoher. So weisen 67% der Personen mit einer Steatose und 88% der Personen
mit einer NASH ein metabolisches Syndrom auf [25]. Auch Bluthochdruck, insbesondere
die systolische Hypertonie, stellt einen Risikofaktor fiir die NAFLD dar [24].

Zu den unabhéngigen Risikofaktoren flir die Entstehung einer NAFLD zéhlen T2DM und
die viszerale Adipositas. Zwischen dem Grad des Ubergewichts und der Schwere der
NAFLD besteht eine direkte Korrelation [23]. So liegt die Privalenz der NAFLD bei
iibergewichtigen Erwachsenen mit einem BMI zwischen 30,0 und 39,9 kg/m? bei 65%

und bei Personen mit einem BMI > 40 kg/m? schon bei 85% [32].

Wie einleitend bereits erwihnt, stellt der Diabetes mellitus einen Risikofaktor zur Entste-
hung der NAFLD dar. Diabetes mellitus ist definiert als eine durch den Leitbefund der
chronischen Hyperglykédmie charakterisierte Regulationsstorung des Stoffwechsels. Dem
Diabetes mellitus liegt eine gestorte Insulinsekretion, eine verminderte periphere Insulin-
wirkung oder eine Kombination aus beidem zugrunde [33]. Nach einer iibereinstimmen-
den Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO), der American Diabetes
Association (ADA) und der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) werden die Diabe-

tesformen in vier Typen eingeteilt [34; 35]:
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1.

2.

Typ 1 Diabetes

Der Typ 1 Diabetes ist meist immunologisch bedingt. Durch eine B-Zellzer-
storung kommt es zu einem absoluten Insulinmangel [36].

Typ 2 Diabetes

Der Typ 2 Diabetes (T2DM) ist mit einem Anteil von 90-95% die hiufigste
Diabetesform in Deutschland mit steigender Pravalenz und Inzidenz [37-39].
In der Pathogenese des T2DM spielen mehrere Einflussfaktoren eine Rolle.
Neben genetischen Faktoren und Umweltfaktoren (Alter, Adipositas, Ernédh-
rung, korperliche Aktivitdt) sind dies vor allem eine Insulinsekretionsstorung
und die Insulinresistenz [40; 41]. Allgemein wird als Insulinresistenz eine ver-
minderte beziehungsweise aufgehobene Wirkung des Insulins in den periphe-
ren Geweben (Muskel, Leber, Fettgewebe) bezeichnet [42]. Durch eine post-
prandiale Erhohung des Blutglukosespiegels kommt es im Normalfall zu einer
Insulinausschiittung aus den B-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des
Pankreas. Mithilfe des Insulins wird die Glukoseaufnahme in die peripheren
Korperzellen gesteigert und der Blutglukosespiegel infolgedessen wieder ab-
gesenkt. Die Insulinsekretionsstorung bei Diabetikern betrifft vor allem die
frithe postprandiale, blutglukoseabhéngige Phase der Insulinsekretion, welche
unmittelbar nach einer kohlenhydratreichen Mahlzeit auftritt [43]. Durch eine
verminderte oder fehlende frithe Phase der Insulinsekretion kommt es zu einer
postprandialen Hyperglykidmie. In vielen Féllen ist eine periphere Insulinre-
sistenz schon Jahre vor der Manifestation nachweisbar. Die Insulinresistenz
in den peripheren Zielgebieten des Insulins (Muskel, Leber, Fettgewebe) kann
zu Beginn oft noch durch eine vermehrte Insulinproduktion in den B-Zellen
kompensiert werden. Erst wenn diese gesteigerte Insulinproduktion von den
B-Zellen nicht mehr aufrechterhalten werden kann, kommt es zu einer Mani-
festation des Diabetes mellitus [44]. Patienten mit einem T2DM weisen un-
terschiedliche Grade der Insulinresistenz und des Insulinmangels auf. Die Me-
chanismen die zur Entstehung der Insulinresistenz fithren sind komplex, neben
einer genetischen Disposition beruhen sie auf strukturellen und funktionellen
Defekten der Insulinrezeptoren, einer verminderten Bildung von Insulinrezep-

toren sowie der Bildung von Autoantikérpern gegen Insulin [45].
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3. Andere spezifische Diabetes-Typen
In dieser Klasse werden verschiedene Diabetesformen unterschiedlicher Ge-
nese subsummiert. Dazu zdhlen beispielsweise Erkrankungen des exokrinen
Pankreas (z.B. Pankreatitis), Endokrinopathien (z.B. Cushing-Syndrom), me-
dikamentos induzierte Diabetesformen (z.B. Kortisontherapie) oder auch ge-
netische Defekte (MODY-Formen). Die meisten Formen des Typ 3 Diabetes
sind durch eine Behebung der Grunderkrankung reversibel [46].

4. Gestationsdiabetes
Der Gestationsdiabetes ist definiert als eine Glukosetoleranzstérung, die erst-
malig in der Schwangerschaft auftritt beziehungsweise diagnostiziert wird.
Nach aktuellem Kenntnisstand entwickeln 35-60% der Frauen nach einem Ge-

stationsdiabetes innerhalb von 10 Jahren eine Glukosetoleranzstorung [47].

Diabetes mellitus fiihrt hdufig zu schweren Komplikationen aufgrund einer Mikro-(dia-
betischen Nephropathie, Retinopathie) und Makroangiopathie (erhdhtes Risiko arterio-

sklerotischer GefaBwandverdanderungen) [48; 49].

Fiir die weitere Betrachtung der Risikofaktoren fiir eine NAFLD ist vor allem der T2DM
von Interesse. In den letzten Jahrzehnten hat die Pravalenz des T2DM parallel zur stei-
genden Pridvalenz der Adipositas stetig zugenommen [50]. Bei Patienten mit einem
T2DM steigt die Pravalenz der NAFLD auf 69-87%, im Schnitt leiden so schitzungs-
weise 75% der Patienten mit T2DM an einer Steatosis hepatis [18; 5; 51]. Umgekehrt
wurde in verschiedenen Studien festgestellt, dass die Fettleber selber einen unabhédngigen
Risikofaktor fiir die Entstehung eines T2DM darstellt. In einer koreanischen Kohorte
konnte auch nach Angleichung von BMI, Triglyzeriden und HDL ein bedeutender Zu-
sammenhang zwischen dem Vorliegen einer Steatosis hepatis und der Manifestation eines

T2DM belegt werden [51].

Verschieden Studien belegen, dass bei 50-90% aller Patienten mit einer Dyslipidédmie

eine NAFLD nachweisbar ist [5; 52].

Der Einfluss des Alters auf die Entstehung der NAFLD ist nicht zweifelsfrei geklart. Ei-
nige Studien legen nahe, dass die NAFLD ihren Hohepunkt in den mittleren Altersab-
schnitten erreicht [53; 54].
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Insgesamt gibt es keine eindeutigen Ergebnisse beziiglich des Einflusses des Geschlechts
auf die Entstehung einer NAFLD. Moglicherweise haben eine unterschiedliche Korper-
fettverteilung, der Lebensstil oder auch ein unterschiedlicher Stoffwechsel von Sexual-
hormonen Einfluss auf etwaige geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der Pra-
valenz der NAFLD [55]. Einigen Studien zufolge scheint eine hohere Prdvalenz der
NAFLD bei Ménnern vorzuliegen, vor allem in adipdsen Kohorten, wihrend bei schlan-

ken Patienten der Einfluss des Geschlechts weniger ausgeprégt zu sein scheint [56].

1.4 Pathogenese der NAFLD

Zur Entstehung der NAFLD gibt es verschiedene Theorien. Von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Pathogenese ist neben Fett- und Kohlenhydratstoffwechselstéorungen vor al-

lem die Insulinresistenz [3].

Die Leber ist Regulationseinheit fiir den Néhrstoffmetabolismus. Nach einer Mahlzeit
nimmt die gesunde Leber Glukose auf und bildet daraus Glykogen als Speicherform. Die

endogene Glukoseproduktion wird wéhrenddessen unterdriickt.

Im Zustand des Fastens produziert die Leber mittels Glykogenolyse und Glukoneogenese
Glukose [57]. Diese Vorginge sind beispielsweise bei T2DM gestort. Hier fithren eine
verminderte hepatische Glykogensynthese und die fehlende Suppression der endogenen
Glukoseproduktion nach Einnahme von Mahlzeiten zu einer postprandialen Hyperglyka-
mie. Die Glykogensynthese ist umgekehrt proportional zur HCL-Konzentration [57]. Bei
Patienten mit einer NAFLD und einer gestorten Glukosetoleranz konnte durch die Gabe
von Insulin eine gestorte Suppression der endogenen Glukoseproduktion festgestellt wer-

den [58].

1.4.1 Fettiiberschusshypothese

Im Normalfall sorgt das in den B-Zellen des Pankreas produzierte Insulin fiir einen Ab-
transport der freien Fettsduren (FFA) aus dem Blut, indem es eine Aufnahme der FFA in

die Adipozyten ermdglicht [57].
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Insulinresistenz

v

subkutanes Hyperinsulindmie/Hyperglykamie
Fettgewebe

SREBP-1

De-novo-Lipogenese

FFA  —p FACOA—Pp! TG —Pp| Steatose

Abb. 1: Fettstoffwechsel der Leber im Rahmen der Steatosis hepatis (Modifiziert nach [57])
Abkiirzungen: ChREBP = carbohydrate response element binding protein, FACoA= fatty acyl-Coenzyme

A, FFA= freie Fettsduren, SREBP-1= sterol regulatory element-binding protein 1, TG= Triglyzeride,
VLDL = Very Low Density Lipoprotein

Dariiber hinaus hemmt Insulin die hormonsensitive Lipase, vor allem im subkutanen Fett-
gewebe. Die hormonsensitive Lipase setzt durch Hydrolyse aus Triglyzeriden FFA frei,
die in den Adipozyten gespeichert werden [59]. Durch die verringerte Insulinwirkung
vermindert sich sowohl die Aufnahme von FFA ins Fettgewebe als auch die Hemmung
der Lipolyse in den Adipozyten. Es fallen folglich immer mehr FFA im Blut an. Es gibt
Hinweise darauf, dass die FFA direkt schidigend auf die Zellen einwirken, indem sie den

oxidativen Stress erh6hen und so Entziindungsreaktionen provozieren [60].

Um diesen negativen Effekt der FFA zu verhindern, werden die FFA in die Leber aufge-
nommen, wo mit Hilfe des FACoA die Triglyzeridsynthese eingeleitet wird. Die gebilde-
ten Triglyzeride werden in die Hepatozyten eingelagert. Es kommt zur Entstehung der
Steatose. Weitere Triglyzeride gelangen aus Nahrungsfetten in die Zirkulation und wer-

den bei bestehendem Triglyzeridiiberschuss in die Leber eingelagert [3].

Normalerweise werden die nach einer Mahlzeit von der Leber aufgenommenen Fette zu
20-30% an Lipoproteine gebunden und wieder aus der Leber abtransportiert [3]. Die An-

reicherung von Lipiden in der Leber ist bei adipdsen Personen um das 3-fache erhoht, da



1 Einleitung 10

vermindert Lipoproteine, vor allem VLDL (Very Low Density Lipoprotein), produziert
werden. Die Leber schiitzt hier bei tiberméfBiger oraler Fettautnahme die iibrigen Organe

vor den FFA, indem sie einen Grof3teil der Fette aufnimmt und speichert [3].

Liegt bereits eine Steatose vor, so wird die De-novo-Lipogenese der Leber durch Hyper-
insulindmie und hohe Kohlenhydratkonzentrationen weiter gesteigert. Insulin bindet an
das ,,sterol regulatory element binding protein 1 (SREBP-1) und Glukose bindet an das
»carbohydrate response element binding protein® (ChREBP), wodurch die De-novo-Li-
pogenese verstarkt wird. Durch die Insulinresistenz steigen Glukose- und Insulinkonzent-
rationen im Plasma, was die Transkriptionsfaktoren SREBP-1 und ChREBP aktiviert,
welche wiederum fiir eine Stimulation der De-novo-Lipogenese sorgen und zusétzlich die

Fetteinlagerung in die Leber erhohen.

Eine dauerhaft hochkalorische Erndhrung fiihrt zudem zu einer lokalen oder systemischen
Entziindungsreaktion [61]. Insbesondere die Aufnahme fettreicher Mahlzeiten fiihrt zu
einer Erh6hung von Lipopolysacchariden [62]. Konsekutiv kommt es zu einer gesteiger-
ten Ausschiittung der Entziindungsmediatoren IL-6 und TNFa, welche mit der Entste-

hung einer Insulinresistenz und eines T2DM assoziiert sind [63].

1.4.2 Adipozytokinhypothese

Die Adipozytokinhypothese besagt, dass eine Zunahme an Fettgewebe die Zytokinfrei-
setzung aus den Adipozyten verdndert. Es kommt zu einem Ungleichgewicht, in welchem
es zu einem Uberschuss an proinflammatorischen, insulinresistenz-fordernden Zytokinen
wie beispielsweise Tumornekrosefaktor (z.B.: TNFa) und Interleukinen (z.B. IL-6) sowie
einer gleichzeitigen Konzentrationsabnahme von insulinsensitivitéts-steigernden Adi-
pozytokinen (z.B. Adiponektin) kommt [64]. Der TNF steigert zudem die Freisetzung
von FFA und IL-6 und hat liber suppressor of cytokine signaling (SOCS)-Proteine direk-

ten Einfluss auf die Insulinresistenz.

Adiponektin wirkt insulinsensitivierend und steht in negativer Korrelation zur hepatozel-
luldren Lipidsynthese und -konzentration. Im Normalzustand bindet Adiponektin an den
Adiponektin-1-Rezeptor und hemmt iiber die Adenosinmonophosphat(AMP)-Kinase so-
wohl die Glukoneogenese als auch die De-novo-Lipogenese und iiber Bindung an den

Adiponektin-2-Rezeptor stimuliert es die Oxidation von FFA [57]. Abgesehen von der
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Wirkung des Adiponektins wurden die Interaktionen zwischen weiteren Zytokinen und

der Insulinsensitivitdt bisher nur am Tiermodell nachgewiesen [57].

1.4.3 Die Rolle der Mitochondrien in der Pathogenese der
Fettleber

Die Mitochondrien dienen der Energieversorgung der Zellen, da sie im Rahmen der oxi-
dativen Phosphorylierung Adenosintriphosphat (ATP) produzieren. Zur Bildung des ATP
werden Substrate aus dem Fett- beziechungsweise Glukosestoffwechsel benotigt. Im Rah-
men der Beta-Oxidation werden Fettsduren und durch die Glykolyse Acetyl-CoA fiir den
Zitratzyklus, in welchem ATP gebildet wird, bereitgestellt [65]. Insbesondere die Hepato-
zyten sind im Normalfall reich an Mitochondrien, da diese eine entscheidende Rolle bei
der Oxidation der Fettsduren spielen [66]. Eine Steigerung der mitochondrialen Fettsdu-
reoxidation soll der Akkumulation von Fetten in der Leber entgegenwirken [67]. Bei einer
vermehrten Aufnahme von freien Fettsduren in der Leber werden diese in die Mitochond-
rien transportiert und dort {iber die Beta-Oxidation dem Zitratzyklus zugefiihrt. Auf
diesem Wege kann der mitochondriale Umsatz verdoppelt werden [68]. In friihen Stadien
der durch Ubergewicht bedingten Insulinresistenz kann die Leber sich voriibergehend
adaptieren, bei der NASH gehen diese Adaptionsmechanismen verloren, es kommt zu
einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [69]. Zudem konnten
Studien zeigen, dass der dauerhaft gesteigerte Metabolismus iiber IL-6 und TNFa zu einer
Schadigung der Mitochondrien und der Hepatozyten selbst fiihrt [70]. Bei adipdsen Pati-
enten und bei Patienten mit einem T2DM konnte infolgedessen festgestellt werden, dass
sowohl die Zahl als auch die Grofe der Mitochondrien verringert ist, was zu einer ver-

gleichsweise geringeren Produktion von ATP fiihrt [71].

1.5 Stadieneinteilung der NAFLD

Der Begriff der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung dient als Oberbegriff fiir ver-
schiedene Stadien der Fettlebererkrankung. Diese reichen von der unkomplizierten Le-
berverfettung iiber die Steatohepatitis bis hin zur Leberzirrhose und zum hepatozelluldren

Karzinom [72].
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Die Steatosis hepatis beschreibt die erste Stufe der Fettlebererkrankung. Hierbei handelt
es sich um eine reine Leberverfettung ohne damit verbundene Entziindungen oder Fibro-
sierungen des Leberparenchyms [12]. Die Steatosis hepatis ist prinzipiell benigne, rever-
sibel und verlduft meist nicht progredient [52]. Aufgrund der meist guten Prognose ist es
fraglich, ob die reine Steatose als nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) de-
klariert werden sollte oder nur als nicht-alkoholische Fettleber (NAFL) [73].

In etwa 10-20% der Fille entwickelt sich aus der einfachen Steatose eine nicht-alkoho-
lisch Steatohepatitis (NASH). Die NASH ist die zweite Stufe der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung, in welcher es, neben der Verfettung der Hepatozyten, auch zu einer
Entziindungsrektion mit neutrophil-granulozytdrem und lymphozytdrem Infiltrat, sowie
einer Leberzellschiddigung durch Zellschwellung (hepatozellulidre Ballonierung) kommit.
In den ballonierten Zellen sind hdufig Mallory-Denk-K&rper nachweisbar. Dabei handelt
es sich um hepatische Zytoplasmaeinschliisse, bestehend aus Zytokeratinen und Protei-

nen [74].

Der Aktivititsgrad der NASH kann nach dem Brunt-Score oder dem NAFLD-Aktivitéts-
Grad weiter quantifiziert werden. Die beiden Scores beriicksichtigen dabei Steatose (in

Prozent der Fetteinlagerung in Hepatozyten), Ballonierung und Inflammation [75].

Die NASH entwickelt sich in geschitzten 1-5% der Fille zu einer Zirrhose weiter [3]. Die
mikronoduldre Leberzirrhose (,,Fettzirrhose®) ist das letzte und schwerste Stadium der
Fettlebererkrankungen. Hier erfolgt eine Zerstérung der hepatischen Lappchen- und Ge-

faBBstruktur und es entsteht eine entziindliche Fibrose [1].

Das Vorliegen einer Fettzirrhose stellt einen erheblichen Risikofaktor fiir die Entstehung
eines hepatozelluliaren Karzinoms (HCC) dar. In den USA ist die NAFLD bereits eine der
haufigsten Ursachen des HCC [76].

Die histologische Diagnostik der Fettlebererkrankung erfolgt auf Basis einer Leberbiop-
sie. Da die strukturellen diagnostischen Kriterien der NAFLD in der Leber ungleichméBig
verteilt sein konnen, kann es bei der Leberbiopsie zu einem Stichprobenfehler (sampling

error) kommen [77].

Fiir die folgende Arbeit ist vor allem die erste Stufe der NAFLD, die Steatosis hepatis

von Belang.
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1.6 Epidemiologie

Die Pravalenz der NAFLD hat in der Gesamtbevdlkerung in den letzten Jahren zugenom-
men. Eine auf 85 Studien aus den Jahren 1990-2015 basierende Metaanalyse ermittelte

eine weltweite Pravalenz der NAFLD von 25% [78].

Region Privalenz (%)
Afrika 13,48
Asien 27,37
Europa 23,71
Mittlerer Osten 31,79
Nord Amerika 24,13
Siid Amerika 30,45

Tabelle 2: Privalenz der NAFLD nach Region (basierend auf [78])

In Nordamerika und Europa konnte iiber die letzte Jahre eine dhnliche Pravalenz der
NAFLD ermittelt werden, welche je nach Studie bei etwa 20-30% liegt [18; 52]. Insbe-
sondere in Asien wurde in den vergangenen drei Jahrzehnten eine steigende Pravalenz

der NAFLD beobachtet, welche aktuell zwischen 15 und 45% liegt [67].

Die erwéhnten regionalen Ungleichheiten deuten darauf hin, dass die Privalenz der
NAFLD durch genetische Unterschiede, Variationen im Lipidmetabolismus und die Kor-
perfettverteilung beeinflusst werden [55]. So zeigen Studien, dass insgesamt bei Hispano-
amerikanern ein deutlich hoheres Risiko als bei allen anderen ethnischen Gruppen in den
USA fiir die Entstehung einer NAFLD besteht, jedoch gro3e Unterschiede zwischen ver-

schiedenen Herkunftsregionen innerhalb Lateinamerikas zu verzeichnen sind [79; 80].

Die Variabilitdt der Pravalenz der NAFLD ist neben der Ethnizitdt auch abhingig von der
diagnostischen Modalitét, die der Untersuchung zugrunde liegt. In zwei Studien basierend
auf histologischen Untersuchungen von Leberspenden wurde eine Priavalenz von 20-51%
ermittelt [81; 82]. Dient die Sonografie als Methode der Wahl zur Diagnostik, konnten in
verschiedenen Studien Prévalenzen zwischen 17 und 46% ermittelt werden [83]. Vor al-
lem geringe Steatosegrade werden hier hdufig nicht erkannt. In den USA ergab eine Stu-
die, basierend auf MRT-Untersuchungen, eine Priavalenz der NAFLD von 31% in der

Allgemeinbevolkerung [83].

Fiir die NASH konnte eine weltweite Pravalenz von 2-5% ermittelt werden [52; 83].
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Die NAFLD geht mit einem erhdhten Risiko fiir das Auftreten kardiovaskulérer Erkran-
kungen einher. Lange ging man davon aus, dass die hohe Privalenz an kardiovaskuldren
Erkrankungen unter NAFLD-Patienten durch gemeinsame Risikofaktoren im Rahmen
des metabolischen Syndroms bedingt ist. Die NAFLD konnte in Studien jedoch auch als
unabhingiger Risikofaktor fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen identifi-
ziert werden. In einer amerikanischen Studie ergab sich eine 1,2-fach erhohte Wahr-
scheinlichkeit flir das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen beim Vorliegen einer
NAFLD [84]. In einer Langzeitstudie stellten sich kardiovaskuldre Erkrankungen als hédu-
figste Todesursache unter US-amerikanischen NAFLD-Patienten heraus [7; 85]. Es wird
angenommen, dass durch die im Rahmen der Steatose entstehende Dyslipidédmie arterio-

sklerotische Verdnderungen der Blutgefia3e begiinstigt werden [86; 87].

Aufgrund einer erhohten Inanspruchnahme von Gesundheitsleitung und daraus resultie-
renden Kosten wirkt sich die steigende Prévalenz der NAFLD ungiinstig auf das Gesund-
heitssystem aus. Basierend auf den Daten der in Deutschland durchgefiihrten Study of
Health in Pomerania (SHIP) konnten deutlich erhohte Kosten fiir Patienten mit NAFLD
im Vergleich zu lebergesunden Patienten ermittelt werden. Die gesteigerten Kosten ge-
geniiber Patienten ohne NAFLD entstehen unter anderem auch durch die Untersuchung
und Therapie von assoziierten Erkrankungen, wie beispielsweise T2DM und kardiovas-
kuldren Erkrankungen [88]. Durch die steigenden Pravalenz der NAFLD ist mit dadurch
bedingten steigenden Kosten fiir das deutsche Gesundheitssystem sowie fiir die Gesund-

heitssysteme weltweit zu rechnen.

1.7 Klinik der NAFLD

Die Steatosis hepatis ist vielfach asymptomatisch und fallt oft zufillig durch erhdhte
Transaminasenwerte auf [89]. Insbesondere nicht erklarbar erhohte ALT-Werte (Alanin-
Amino-Transferase, Glutamat-Pyruvat-Transaminase, GPT) sind hier von Interesse [90].
In 42-90% liegt einer asymptomatischen Amino-Transferaseerhbhung eine NAFLD
zugrunde [89]. Die DHS und die Dionysos Study zeigten allerdings, dass die Lebe-
renzyme keine verldsslichen Steatosemarker sind, da 55-79% aller NAFLD-Patienten

normale Leberenzyme aufwiesen [52].

Kommt es zu einer Ausbildung von Symptomen sind diese meist unspezifisch und duflern

sich in Form von Miidigkeit oder auch durch diffuse Schmerzen im rechten Oberbauch,
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bedingt durch eine Hepatomegalie [91]. Zwischen der Schwere der Symptome und dem
Ausmal der Steatose scheint keine Korrelation zu bestehen [52]. Erst eine schwerere Le-
berschidigung im Rahmen einer NASH oder Leberzirrhose duBert sich in spezifischeren
Symptomen wie Juckreiz, Ubelkeit oder Aszites [90]. Beim Vorliegen einer NASH wei-
sen etwa 50% der Patienten erhohte Serum-Ferritin-Werte auf [52; 92].

1.8 Lebensstilverinderung als Therapie der NAFLD

Die NAFLD tritt hdufig bei tibermifBiger Nahrungsaufnahme und zu geringer kérperlicher
Aktivitdt auf. Die Therapie der NAFLD besteht daher in erster Linie aus einer Umstellung
der Erndhrungsgewohnheiten und des Lebensstils. Ebenso wie zwischen Gewichtszu-
nahme und Inzidenz der NAFLD konnte auch zwischen Gewichtsreduktion und Riickbil-

dung der Steatose eine positive Korrelation ermittelt werden [93].

Als wirksam hat sich neben einer Gewichtsreduktion auch eine Erhéhung der korperli-
chen Aktivitit erwiesen [5]. Durch eine Steigerung der korperlichen Aktivitit konnte in
Studien sowohl ein Riickgang der Steatose als auch eine histologisch gesicherte Verrin-

gerung der Inflammation erwirkt werden [93].

Fiir eine Besserung des Steatosegrades scheint schon eine Gewichtsreduktion von 3-5%
auszureichen, wihrend fiir einen Riickgang der Inflammation eine Gewichtsabnahme von
mindestens 9% erforderlich zu sein scheint. Eine medikamentdse Therapie der Steatosis

hepatis oder der Fibrosierung konnte bislang nicht etabliert werden [5; 93].

1.9 Diagnose der Fettleber

Zur Diagnose einer Fettleber konnen verschiedene invasive und nicht-invasive Untersu-

chungsmethoden herangezogen werden.

1.9.1 Leberbiopsie und histopathologische Untersuchung

Eine histopathologische Untersuchung kann an Lebergewebe, welches durch eine Biopsie
intraoperativ oder auch post mortem entnommen wurde, durchgefiihrt werden. Das Pri-

parat wird mit Himatoxylin-Eosin-Farbung eingeférbt.
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Lichtmikroskopisch kann eine Fetteinlagerung bei einem Lipidgehalt von > 3% des Le-

berparenchyms nachgewiesen werden [1].

Steatosegrad Betroffene Leberparenchymfliche
Geringgradig/ mild <33%

Mittelgradig/ maBig 33-66%

Hochgradig/ schwer > 66%

Tabelle 3: Steatosegrade nach konsensbasierten Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Gastro-
enterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (Stand Januar 2015) [1]
Je nach Prozentsatz der von der Verfettung betroffenen Parenchymfléche erfolgt die Un-
terteilung in die in Tabelle 3 dargelegten Steatosegrade. Die Steatose wird histologisch
weiter unterteilt in eine mikrovesikuldre Form, eine makrovesikuldre Form sowie in eine
Mischform. Die Ablagerung der Triglyzeride beginnt meist perivenuldr also ldppchen-
zentral [1]. Dartiber hinaus kann histopathologisch zwischen einer einfachen Steatose und
einer NASH unterschieden werden [6]. Dennoch kann das Ergebnis der Biopsie stark
verfélscht sein, da nur ein beziehungsweise mehrere Biopsiezylinder analysiert werden,
welche moglicherweise nicht aussagekréftig fiir die Beschaffenheit des gesamten Leber-
parenchyms sind. Dieses Gewebestlick kann gegebenenfalls nicht repréisentativ fiir das
gesamte Lebergewebe sein, wodurch es zu einem Stichprobenfehler (sampling error)
kommen kann [77]. Die Leberbiopsie wird heute meist perkutan und unter Sonographie-
kontrolle durchgefiihrt. Sie gilt als einfach durchfiihrbar, kostengiinstig und relativ sicher

[94].

Dennoch muss mit Komplikationen gerechnet werden. Mit schwereren Komplikationen
ist in etwa 1% der Félle zu rechnen, die Letalitit der Leberbiopsie liegt bei unter 0,1%.
Zu den bedeutendsten Komplikationen zidhlen Schmerzen, liber die etwa 84% der Patien-
ten klagen. Ferner kann es zu Nachblutungen, Infektionen sowie einer Verletzung des
Gallensystems oder anderer benachbarter Organe wie Zwerchfell, Lunge oder Niere kom-

men [95].

Als absolute Kontraindikation fiir eine Leberbiopsie gelten schwere Gerinnungsstorun-
gen, Infektionen des Leberbetts, ein extrahepatischer bilidrer Verschluss und ein unko-

operativer Patient [95].
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Da mikroskopisch, wie bereits im Rahmen der Definition der Steatosis hepatis erldutert,
eine eindeutige Aussage iiber den Grad der NAFLD getroffen werden kann, gilt die his-

topathologische Untersuchung eines Biopsats weiterhin als Referenzstandard [1].

1.9.2 Bildgebende Diagnosemoglichkeiten

Der grof3e Vorteil der Bildgebung gegeniiber der Biopsie ist die nicht-invasive Durchfiih-
rung. Unter anderem deswegen ist die Bildgebung im Gegensatz zur Biopsie zur Ver-
laufsdiagnostik geeignet. Ferner kann mittels Bildgebung meist die gesamte Leber beur-
teilt werden und nicht nur ein kleiner Ausschnitt. Die Gefahr des Stichprobenfehlers wird
so reduziert. Mittels Bildgebung kann sowohl eine quantitative als auch qualitative Beur-

teilung der NAFLD erfolgen [6].

Es gibt verschiedene nicht-invasive Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung

der Steatosis hepatis, welche im Folgenden genauer erldutert werden.

Untersuchungs- | Vorteile Nachteile
methode
Sonografie Kostengiinstig, Steatosis hepatis erst ab einer Fett-
einfach zugénglich, einlagerung von mehr als 30% si-
keine Strahlenbelastung fiir | cher identifizierbar,
den Patienten material- und untersucherabhingig,
abhéngig von der Konstitution des
Patienten
CT schnell, kostengiinstig, ein- hohe Strahlenbelastung fiir den Pati-
fach zugénglich enten
MRT sehr genaue Beurteilung des | kostenintensiv, zeitaufwendig,

gesamten Leberparenchyms, |Kontraindikationen (Metallimplan-
keine Strahlenbelastung fiir  |tate, metallische Fremdkorper und
den Patienten Klaustrophobie)

MRS quantitative Beurteilung der | kostenintensiv, zeitaufwindig,
Steatose, in der Aussagekraft |Kontraindikationen (s. MRT),

der Biopsie gleichzusetzten, |nur kleine Volumenelemente der
keine Strahlenbelastung fiir | Leber werden analysiert (sampling
den Patienten error)

Tabelle 4: Vor- und Nachteile verschiedener Untersuchungsmodalititen
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1.9.2.1 Sonografie

Die Sonografie wird vielfach als Screeningmethode fiir die NAFLD eingesetzt. Sie ist
eine einfache, giinstige und vielfach zugéngliche Bildgebungsmethode, die ohne ionisie-

rende Strahlung auskommt.

Die Beurteilung des Lebergewebes in der Sonografie erfolgt durch den optischen Ver-
gleich mit anderen Bauchorganen. Das normale Leberparenchym ist homogen und gleicht
in seiner Echogenitit dem Nierenrinden- und dem Milzparenchym [96]. Die Fettleber
hingegen hat eine hohere Echogenitét als Nierenrinden- und Milzparenchym, die Leber
erscheint in diesem Falle heller. Zudem sind sonografisch in einer Fettleber die Leberge-

fafle schlechter darstellbar [6].

Die Sonografie erlaubt folglich nur eine grobe Einstufung der Leberverfettung je nach
Echogenitdt und Darstellbarkeit der Lebergefdf3e und liefert meist nur qualitative Aussa-
gen iiber die NAFLD. Nachteilig an der Sonografie ist, dass sie viele Storfaktoren bein-
halten, so ist sie material- und untersucherabhidngig und auch die Konstitution des Pati-
enten kann die Beurteilbarkeit des Lebergewebes stark herabsetzen. Die Sonografie ist
gut geeignet als Eingangsuntersuchung und ist umso zuverldssiger, je grofer der Grad der
Verfettung ist. Zur genaueren Beurteilung und Differenzierung des Leberparenchyms
miissen aber andere Diagnosemdglichkeiten herangezogen werden. Eine Quantifizierung
des Leberfettgehalts kann unter klinischen Bedingungen meist nicht erfolgen [6; 96]. Ins-
gesamt eignet sich diese Methode eher fiir die Detektion einer hohergradigen als einer

milden Steatose.

1.9.2.2 Native Computertomografie

Die native CT eignet sich sehr gut zur Bestimmung des Leberfettgehaltes. Eine subjektive
Beurteilung der Leberverfettung kann, dhnlich wie in der Sonografie, durch einen Ver-
gleich zwischen Leber- und Milzparenchym erfolgen [97]. Die Milz bleibt von vielen
pathologischen Prozessen unbeeinflusst und dariiber hinaus liegen Leber und Milz in der
Schnittebene, was einen direkten Parenchymvergleich erleichtert. Eine normale Leber
weist eine hohere Ddmpfung als die Milz auf. Ist die Ddmpfung der Leber geringer als
die der Milz, deutet dies auf eine Steatose hin. Die Dampfungsmessung erfolgt in Houns-
field Einheiten (HU). Das normale Leberparenchym liegt bei 50-65 HU, wéhrend eine
Fettleber weniger als 48 HU aufweist. Aufgrund des gréf3eren Volumens erfolgt die Mes-

sung meist im rechten Leberlappen [98].
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Eine noch genauere Messung kann {iber die Platzierung einer region of interest (ROI) und
einer Dampfungsmessung in diesem Bereich erfolgen. Wenn moglich sollte die Messung
von mindestens 2 ROI im rechten und linken Leberlappen erfolgen und diese ROI sollte

frei von Gefaflen sein.

Viele Studien haben der nativen Computertomografie eine hohe Sensitivitit und Spezifi-
tit in Bezug auf die Detektion einer Steatose bescheinigt. Nachteilig ist, dass die CT-

Untersuchung mit einer hohen Strahlenbelastung fiir den Patienten verbunden ist [96].

1.9.2.3 Konventionelle Magnetresonanztomografie

Die Magnetresonanzuntersuchung eignet sich sehr gut zur Untersuchung der Fettleber.

Im konventionellen MRT-Schnittbild wird die Leberverfettung in T1-gewichteten Se-
quenzen durch eine erhohte hepatische Signaldichte deutlich [99]. Die chemical shift gra-
dient-echo (GRE) Sequenz ist am besten geeignet eine Steatosis hepatis nachzuweisen
[100]. Im Gegensatz zur normalen Leber kommt es bei der Fettleber zu einer verminder-
ten Signalintensitit in der opposed-phase im Vergleich zur in-phase. In der gesunden
Leber weist das Leberparenchym in der opposed-phase und in der in-phase eine etwa

gleiche Signalintensitdt auf [96].

Als weiteres MRT-Protokoll zur Fettgewebsanalyse hat sich die sogenannte Dixon-Se-
quenz etabliert, die unter Ausnutzung der unterschiedlichen Resonanzfrequenzen von
Wasser- und Fettprotonen Fett und Wasser separiert und so ermoglicht eine normale Le-

ber von einer Fettleber zu differenzieren und den Leberfettgehalt zu quantifizieren [101].

1.9.2.4 Magnetresonanzspektroskopie (MRS)

Die MRS ist eine sehr komplexe aber auch duferst sensitive Diagnosemethode fiir eine
Steatosis hepatis. Im MRS werden ein oder mehrere Volumenelemente, die sogenannten
Voxel, im Lebergewebe platziert. Diese Voxel geben Auskunft {iber die chemische Zu-
sammensetzung des Gewebes [6; 11]. Auf diesem Wege kdnnen schon kleinste Mengen
Fett detektiert werden und eine Aussage iiber den absoluten Leberfettgehalt getroffen
werden. Die MRS dient der exakten quantitativen, aber weniger der qualitativen Beurtei-

lung der Steatose.
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Abb. 2: Darstellung von normalem Leberparenchym sowie verschiedener Stadien der Steatosis
hepatis in der MRS

a) Normales Leberspektrum
b) erhohte Fettwerte = milde Steatose
¢) schwere Steatose

Water Peak=Wasser-Gipfel, Lipid Peak = Lipid-Gipfel, Metabolites = Stoffwechselprodukte

Die MRS wurde bisher nur selektiv, vor allem im Rahmen von Studien zur
Fettleberdiagnostik verwendet und ist bisher keine alltdgliche klinische

Diagnosemoglichkeit, da die Durch-fiihrung sehr aufwindig und teuer ist.

Szczepaniak et al. belegten, dass die Ergebnisse der MRS mit den histopathologischen
Ergebnissen aus bioptisch entnommenen Proben iibereinstimmen. Die Ergebnisse der
MRS sind gut reproduzierbar und zudem unabhingig von der Nahrungsaufnahme [11].
Dies zeigt, dass die MRS eine sehr zuverldssige, nicht-invasive Alternative zur Biopsie

in der Fettleberdiagnostik darstellt.

In den von Szczepaniak et al. durchgefiihrten Messungen wurde eine hepatozellulédre
Triglyzeridkonzentration von mehr als 5,56% als beweisend fiir eine Fettleber angesehen.
Dies entspricht der 95. Perzentile der HCL bei Personen ohne eine Steatosis hepatis [11].
Uber die Diagnose der Steatose hinaus kann die MRS durch Glutamat-, Lipid- und Gly-

zinwerte zusitzliche Informationen iiber die Stadien einer NASH liefern [6].
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1.9.3 Laborparameter und Indices zur nicht-invasiven

Bestimmung einer Steatosis hepatis

Neben dem in dieser Arbeit thematisierten Fatty Liver Index (FLI), der in Kapitel 1.10.

genauer erldutert wird, gibt es weitere Indices zur Detektion einer Steatosis hepatis, die

in den urspriinglichen Validierungen eine liberzeigende Performance zeigten.

Dazu zédhlen der SteatoTest, der Hepatic steatosis Index (HSI) und der NAFLD liver fat

score (-LFS), der den prozentualen Leberfettgehalt berechnet.

Der SteatoTest basiert auf neun biochemischen Markern (alpha2-Makroglobulin,
Haptoglobin, Apolipoprotein Al, gesamt Bilirubin, GGT, niichtern Glukosespie-
gel, Triglyzeride, Cholesterol und ALT). In der Diagnose einer Steatosis hepatis
mit einem HCL zwischen 6% und 32% erreichte der SteatoTest eine Sensitivitét
von 91% (cut-off Wert 0,30) und eine Spezifitdt von 89% (cut-off Wert 0,70). Die
Validierung erfolgte mittels Sonografie und Biopsie [102].

Der Hepatic steatosis Index (HSI) wird mittels folgender Formel berechnet:

ALT

HSI=8 * (o

) + BMI (+2 fiir weibliche Probanden; +2 bei T2DM)

Werte unter 30 beziehungsweise iiber 36 schlieBen eine NAFLD aus. In der ur-
spriinglichen Validierung mittels Sonografie erreichte der Index eine Sensitivitit
von 93,1% und eine Spezifitit von 92,4% [103].

Der NAFLD liver fat score (-LFS) berechnet den prozentualen Leberfettgehalt

mit folgender Formel:
NAFLD-LES (%) — 10(—0.805 +0,252* Metabolisches Syndrom (ja=1/ nein=0) + 0.078* T2DM (ja= 2/ nein=

0) + 0.525*log (fs-insulin [mU/L]) + 0.521* log(fsAST[U/L]) — 0.454*log(AST/ALT))

In der urspriinglichen Validierung mittels 'H-MRS erzielte er eine Sensitivitit

von 86% und eine Spezifitit von 71% [104].

1.10 Fatty Liver Index

Bedogni et al. untersuchten im Zuge der Dionysos Nutrition & Liver Study, einer Fall-

Kontroll-Studie, 496 norditalienische, hauptséchlich kaukasische Probanden, davon 216
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mit Verdacht auf eine Fettlebererkrankung, um auslésende Faktoren fiir die Fettleberer-
krankung zu identifizieren. Der Gruppe der Probanden mit Verdacht auf eine Leberer-
krankung wurde eine Gruppe von Probanden ohne Verdacht auf eine Lebererkrankung
gegentibergestellt. Personen mit einer bereits diagnostizierten Lebererkrankung wurden

aus der Studie ausgeschlossen.

Die Probanden im Alter zwischen 18 und 75 Jahren erhielten eine anthropometrische so-
wie eine Ultraschalluntersuchung und mussten iiber 7 Tage ihre Nahrungs- und Alkohol-

aufnahme dokumentieren.

Die Probanden mit einer Steatose hatten einen hheren BMI [29,5 (5,8) vs. 25,7 (4,1)
kg*m'], einen groBeren Taillenumfang [98 (16) vs. 86 (14) cm], héhere GGT Werte [31
(35) vs. 19 (14) U*L!], einen hoheren Glukosespiegel [96 (18) vs. 89 (13) mg*dL!],
einen hoheren Insulinspiegel [9 (8) vs. 5(4) mU*L!] sowie einen hoheren Triglyzerid-
spiegel [141 (102) vs. 91 (60) mg*dL™!]. Ferner waren unter den Probanden mit einer
diagnostizierten NAFLD deutlich mehr Méanner als Frauen [164 M/64 F] als unter den
Probanden ohne eine NAFLD [141 M/127 F] [8].

Aus ihren Ergebnissen entwickelten sie einen Algorithmus, den sogenannten Fatty Liver
Index (FLI), welcher durch klinisch einfach zugédngliche Parameter das Vorliegen einer

Fettlebererkrankung vorhersagen soll. Diese Parameter sind Body-Mass-Index (BMI=
Kompergewicht Inke) " §ie Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), der Triglyzeridspiegel (TG)

Korpergrofie in m

und der Taillenumfang in cm.

(e 0953%loge (TG) +0.139"BMI + 0.718*loge (GGT) + 0,053 Taille - 15.745)

FLI= (1+e 0.953*loge (TG) + 0.139*BMI + 0.718*loge (GGT) + 0.053*Tai11e-15.745) x 100

Der Zahlenwert des Index kann zwischen 0 und 100 liegen. Bedogni et al. legten fest,
dass bei Werten < 30 eine Fettlebererkrankung ausgeschlossen werden kann und bei Wer-
ten > 60 eine Fettlebererkrankung vorliegt. Zwischen Werten von 30 und 60 befindet sich

eine Grauzone [8].

FLI Grenzwert % SN SP LR+ LR-
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>10 90 98 17 1.2 0.1
>20 74 94 44 1.7 0.1
>30 60 87 64 24 0.2
>40 53 82 72 2.9 0.3
>50 43 70 80 3.5 0.4
>60 36 61 86 4.3 0.5
>70 28 49 91 5.2 0.6
>80 18 35 96 9.3 0.7
>90 9 18 99 15.6 0.8

Tabelle 5: Diagnostische Genauigkeit des Fatty Liver Index nach Validierung mittels Sonografie

durch Bedogni et al
(Modifiziert nach: [8])

Abkiirzungen: FLI = Fatty Liver Index; % = Anzahl der Patienten mit FLI > Grenzwert; SN = Sensitivi-
tat; SP = Spezifitit; LR+ = positive likelihood ratio; LR- = negative likelihood ratio.

Der Fatty Liver Index erzielte in der Verifizierung mittels Sonografie eine Sensitivitit

von 87% und eine Spezifitit von 86% [8].

1.11 Ziele dieser Arbeit

Da es sich bei der Sonografie um eine untersucherabhéngige und nur bedingt geeignete
Methode zu Diagnostik der NAFLD handelt, hat diese Arbeit folgende Ziele, um die Vor-
hersagekraft des FLI mittels der 'H-MRS zu iiberpriifen:

Um die Aussagekraft des FLI zu ermitteln werden Sensitivitdt und Spezifitét be-
stimmt. Aullerdem wird die receiver operating characteristic curve (ROC) be-
rechnet, um die Niitzlichkeit des Index zu bestimmen, indem anhand der area
under the receiver operating characteristic curve (AROC) bewertet wird, wie gut
der Index gesunde und kranke Individuen voneinander trennt.

Dariiber hinaus wollen wir versuchen, einen einzigen, optimalen Cut-Oft-Wert fiir
den FLI zu ermitteln, statt der von Bedogni et al. vorgeschlagenen ,,Grauzone*.
Zudem werden wir die Korrelation zwischen dem FLI und verschiedenen Para-
metern der Insulinsekretion und —sensitivitét (u.a. QUICKI, OGIS, Matsuda‘s in-
dex) ermitteln, um zu iiberpriifen, ob der FLI zusitzlich zur Abschitzung von In-

sulinsekretion und —sensitivitit dienen kann.
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2 MATERIALIEN, METHODEN UND
STUDIENKOLLEKTIV

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

2.1.1.1 Blutentnahme

Venenverweilkantile (Vasofix® Safety, 22G (blau), Artikelnummer: 4268091S-01, 20G
(pink), Artikelnummer: 4268113S-01, B. Braun Melsungen AG, 34212 Melsungen,
Deutschland)

Venenverweilkaniilenverschluss (Mandrin Vasofix®, 22G, Artikelnummer: 4215095,
20G, Artikelnummer: 4219104, B.Braun Melsungen AG, 34212 Melsungen, Deutsch-
land)

Multiadapter (BD Vacutainer® Multisample Luer-Adapter, Artikelnummer: 367300, Bec-
ton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

Einmalhalter (BD Halter fiir die Blutentnahme mit BD Vacutainer® Roéhrchen, Artikel-
nummer: 364815, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

Einmalspritzen 2/5/10 ml (Injekt® REF 2 ml 2057895, REF 5 ml 2057903, REF 10ml
2057926, B. Braun Melsungen AG, 34212 Melsungen, Deutschland)

Einmalhandschuhe S/M/L (Vasco® Nitril light, REF 9207716/9207724/9207732,
B.Braun Melsungen AG, 34212 Melsungen, Deutschland)

Pflaster fiir Venenverweilkaniile (Cosmopor®IL.V. 8x6 cm, REF 9008054, Paul Hartmann
AG, 89522 Heidenheim, Deutschland)

Pflaster (Leukosik®Pflaster 5x2,5 m, REF 0102200, BSN medical GmbH, 20253 Ham-
burg, Deutschland)

Zellulosetupfer (Zelletten®, REF 13356, Lohmann und Rauscher GmbH & CO. KG,
56567 Neuwied, Deutschland)
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Desinfektionsmittel (Octenisept® 250 ml-Flasche mit Uberkopfspriihpumpe, REF
173711, Schiilke & Mayr GmbH, 22840 Norderstedt, Deutschland)

2.1.1.2 Abnahmerohrchen

Serumrdhrchen 2,5/ 8,5 ml (BD Vacutainer® SST™ II Advance Rohrchen REF 2,5 ml
66882, REF 8,5 ml 367953, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

EDTA-R6hrchen 2/ 3 ml (BD Vacutainer® EDTA-Rohrchen REF 2 ml 368841, REF 3
ml 368856, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

Glukoserdhrchen (Mikro-Probengefall 1,3 ml, Fluorid Heparin/Glukose, gelb, Artikel-
nummer: 41.1505.015, Sarstedt AG & Co, 51588 Niimbrecht, Deutschland)

2.1.1.3 Oraler Glukosetoleranztest

Glukoseldsung ACCU-CHEK® Dextrose O.G-T. (Roche Diagnostics GmbH, 42579 Hei-
ligenhaus, Deutschland)

2.1.1.4 Probenverarbeitung

Pipette (Eppendorf Research® plus 100-1000 pl, Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Deutschland)

Pipettenspitzen (ep T.L.P.S. Reloads 50-1000 pl, Artikelnummer: 0030 073.460, Eppen-
dorf AG, 22339 Hamburg, Deutschland)

Blaue Réhrchen HA/1 x 5 (Probenréhrchen 1,5 ml, farblos, Artikelnummer: 710020, Bi-
ozym Scientific GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)

+ Schraubverschliisse, griin mit Dichtring, Artikelnummer.: 710033, Biozym Scientific
GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)

+ Schraubverschliisse, blau mit Dichtring, Artikelnummer: 710032, Biozym Scientific
GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Cryovials, 2 ml, freistehend, steril, Artikelnummer:710513, Biozym Scientific GmbH,
31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)
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Deckelfarbe (Cap-insert, rot, Artikelnummer: 710531 Biozym Scientific GmbH, 31840
Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Glasrohrchen UNI (Rohre 5 ml, 75 x 13 mm, PS, Artikelnummer: 55.475.001, Sarstedt
AG & Co., 51588 Niimbrecht, Deutschland)

2.1.2 Gerite

Zentrifuge (Hettich Tischzentrifuge ,,Universal 320R*, 78532 Tuttlingen, Deutschland)

Messstation fiir Gewicht und KorpergroBe (SECA 285, SECA AG, 4153 Reinach,

Schweiz)
Blutdruckmessgerdt (OMRON HEM 705IT, 68165 Mannheim, Deutschland)
Statistische Analyse (SAS for Windows Version 9.2 (SAS Institute, Cary, North Carolina,

USA).

2.1.2.1 MRT/MRS
MRT 3T Philips Achieva (Philips GmbH Market DACH, 20001 Hamburg, Deutschland)

'H Spektrum: 16-channel phased-array Empfinger Spule (Philips GmbH Market DACH,
20001 Hamburg, Deutschland)

Spektrenanalyse (NUTS software package Acorn NMR Inc., Livermore, Kalifornien,
USA)

Triglyzeride: Cobas® ¢ Systeme TRIGL (Roche Diagnostics GmbH, 42579 Heiligenhaus,
Deutschland)

Freie Fettsduren: NEFA-HR(2) (Wako Chemicals GmbH, 41468 Neuss, Deutschland)

ALT, AST, GGT und das HDL-Cholesterol: Cobas MODULAR Analyzer (Roche Diag-
nostics GmbH, 42579 Heiligenhaus, Deutschland)

Insulin- und C-Peptidbestimmung: Chemiluminescence Immunoassay auf einem IMMU-
LITE® 2000 (Global Siemens Healthcare Headquarters Siemens AG, 91052 Erlangen,
Deutschland)
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HbAlc: VARIANT™ [l Hidmoglobin-Analysesystem (Bio-Rad Laboratories GmbH,
80901 Miinchen, Deutschland)

Glukose: EPOS Analyzer 5060 (Eppendorf AG, 22339 Hamburg, Deutschland)

2.2 Methoden

2.2.1 Analysen in der Universititsklinik Diisseldorf
Folgende Parameter wurden im Zentrallabor der Universitétsklinik Diisseldorf bestimmt:

Kreatinin, Harnsaure, Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, GOT, GPT, Bi-
lirubin gesamt, GGT, Kleines Blutbild, Ferritin.

Die Proben wurden im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und gesammelt und dann in einem

Transportbehdlter mit Kiihlaggregaten in die Universitétsklinik Diisseldorf gebracht.

2.2.2 Messung der Insulinsensitivitit

2.2.2.1 Qualitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI)
Unter Fastenbedingungen wurde der quantitative insulin sensitivity check index berech-
net (QUICKI), welcher als hinweisend fiir die hepatische Insulinsensitivitdt erachtet wird.

Er wird mithilfe des 2 Stunden OGTT-Werts ermittelt.
Die Formel ergibt sich aus dem reziproken Logarithmus von niichtern Glukosekonzent-
ration (Go) und niichtern Insulinkonzentration (Io) und lautet wie folgt [105]:

1
[10g(1(0)) +log(G(0))]

QUICKI=

2.2.2.2 Oral Glucose Insulin Sensitivity (OGIS)
Der OGIS ist eine Methode, um aus den Ergebnissen des 2 oder 3 Stunden OGTT die
Insulinsensitivitit zu berechnen. Der OGS liefert ein mathematisches Modell, welches es

ermdglicht, die Glukose-Clearance und auch die Ganzkorper-Insulinsensitivitit zu be-

rechnen [106].
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Der OGIS korreliert mit dem M-Wert aus dem hyperinsulindmischen-euglykédmsichen

Clamp-Test, dem Goldstandard zur Ermittlung der Insulinsensitivitét [106].

2.2.2.3 Matsuda Index (ISIcomp)
Der von Matsuda entwickelte Index (composite insulin sensitivity index) ist ein Mal} fiir
die Insulinresistenz. Dieser empirische Index wird mithilfe der durchschnittlichen Glu-

kose (Gm)- und Insulinkonzentration (Im) wéhrend des dynamischen Abschnitt des

OGTT berechnet [107]. Die Formel lautet [ 108]:

10000

A/ GOXIOXGmXIm

ISIeomp=

2.2.2.4 Hepatische Insulinextraktion (Hep-Extr)

Die Fihigkeit der Leber, Insulin abzubauen, wurde im niichternen Zustand anhand des

Molverhéltnisses von Insulin und C-Peptid wie folgt berechnet:

Iy
Hep Extr=——
ep Extr= CP,
Im dynamischen Zustand wurde die hepatische Insulin Extraktion mit Hilfe der folgenden

Formel abgeschitzt:

AUC

Hep Extr=1-( AUC
CP

)

2.2.3 Messung der Insulinsekretion

2.2.3.1 B-Zellfunktion

Die B-Zellfunktion wurde berechnet mit der Formel:

I
-Zell-Funktion=—
B-Zell-Funktion: G

0

wobei [ die niichtern Insulin- und Gy die niichterne Glukosekonzentration beschreibt.
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2.2.3.2 Insulinogenic Index (IGlins, IGlins-tots IGlcp, IGIcp-tot)

Unter postprandialen Bedingungen, also wéhrend des OGTT, erfolgte die Berechnung
des Insulinogenic Index (IGlixs) unter Zuhilfenahme der Glucose- und Insulinkonzentra-
tionen, welche 30 Minuten nach Beginn des OGTT erhoben wurden. Diese werden als

G130 und 39 bezeichnet.

Die Formel lautet [109]:

(Lo B Io)
1G] =——
ins (G30 _ GO)
Nachteilig an diesem Index ist, dass er nur die ersten 30 Minuten des OGTT berticksich-

tigt. Ein Bild iiber die Glucose- und Insulinverhaltensmuster wihrend des gesamten

OGTTs liefert der IGlins-tor, der wie folgt berechnet wird [109]:

 AAUCy,

IGI tot_ AATI
mt - AAUC gy

AAUCins und AAUCgluc sind die suprabasalen areas under the concentration curves

(AUC) fiir Insulin beziehungsweise fiir Glukose.

IGlins und IGlins-tot spiegeln eher das Erscheinungsbild des Insulins im peripheren Kreis-

lauf wider, nicht so sehr die 3-Zellfunktion.

Um die Funktion der pankreatischen und B-Zellen darzustellen, eignen sich vielmehr In-

dices, die das C-Peptid mit einbeziehen. Zu diesen Indices zahlt der IGI¢,.

Dieser Index berechnet sich nach der Formel:

(CP30 - CPo)
IGl =————
* (G30 - Go)

CPo und CP3o sind die C-Peptidkonzentrationen im niichternen Zustand sowie 30 Minu-

ten nach Beginn des OGTT.

Der IGl¢p-tor Index, der auf der Formel

 AAUC,,

IGl =——F
> AAUC g1y

basiert, verwendet die suprabasale AUC des C-Peptids [109].
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2.2.3.3 Disposition-Index (DI) und Adaptation-Index (Al)

Da die Beurteilung der B-Zellfunktion verldsslicher ist, wenn das Ausmal} der Insulinre-

sistenz mit einbezogen wird, wurden zudem der Disposition-Index:

DI=OGIS x IGI

Ins-tot

und der Adaptation-Index:

Al = OGIS x IGI

cp-tot

berechnet. Diese Indices gleichen das Ausmall der Insulinfreisetzung an den Grad der
Insulinsensitivitdt an. Der Diposition-Index (DI) berechnet sich aus dem Produkt von In-
sulinsensitivitit (OGIS) und der Funktion der posthepatischen Insulinfreisetzung (IGlins-
wt). Der Adaptation-Index (AI) stellt das Produkt aus Insulinsensitivitdt (OGIS) und B-
Zellfunktion (IGIcp-tor) dar [110].

2.2.4 Fatty Liver Index (FLI)

Der FLI wurde mittels logarithmischer Transformation (logit(x) = In(x/1)) verdandert und

durch 100 geteilt. Der Logit ist der Logarithmus eines Odds (%p). Diese Transformation

dient dazu, eine lineare Funktion zu erhalten, welche anndhernd normalverteilt ist. Daraus

ergibt sich folgende Formel:
FLI = 0,953*In(TG)+0,139*BMI+0,718*In(GGT)+0,053*Taille-15,745

Der Zahlenwert des FLI kann zwischen 0 und 100 liegen. Nach Bedogni et al. liegt bei
Werten > 60 eine Fettlebererkrankung vor und bei Werten < 30 kann eine Fettleberer-

krankung ausgeschlossen werden [8].

2.2.5 Statistische Analysen

Statistische Auswertungen wurden mit dem Programm SAS Version 9.1 TS Level 1M3
(SAS Inc., Carey, USA) erstellt. Die klinische Datenbank wurde mit Hilfe von Microsoft
Access 2003 (Microsoft, 33415 Verl, Deutschland) verwaltet. Die Darstellung der Daten

erfolgt, soweit nicht gesondert gekennzeichnet, als Mittelwert + erste Standardabwei-



2 Materialien, Methoden und Studienkollektiv 31

chung. Logarithmiert wurden nicht normalverteilte Analyseergebnisse, um einer Normal-
verteilung am ehesten zu entsprechen. Regressionsanalysen wurden durchgefiihrt, damit
Assoziationen losgelost betrachtet werden konnten. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statis-
tisch signifikant anerkannt. Zur Validierung des FLI wurde die receiver operating chara-
cteristic curve (ROC) berechnet. Diese wird benutzt, um die Aussagekraft eines Index zu
berechnen, indem anhand der area under the receiver operating characteristic curve
(AROC) bewertet wird, wie gut der Index gesunde und kranke Individuen voneinander
trennt [111]. Die AROC kann Werte zwischen 0,5 und 1 annehmen. Je groB3er die Fliache,

also je ndher der AROC Wert an | heranreicht, desto zuverldssiger ist der Index.

Werte zwischen 0,9 und 1 definieren einen exzellenten Test. Bei Werten zwischen 0,8
und 0,9 wird der Index als gut, bei Werten zwischen 0,7 und 0,8 als mittelméBig und bei
Werten zwischen 0,6 und 0,7 als mangelhaft bezeichnet. Ein Wert im Umfeld von 0,5

spricht fiir einen Test von niedrigem Wert, da dieser auf dem Zufallsprinzip basiert [112].

Die Clopper Pearson Methode wurde verwendet um die genauen Konfidenzintervalle fiir

Sensitivitét (Se) und Spezifitdt (Sp) an verschiedenen cut-off Grenzen zu berechnen [113].

Der Youden-Index, als Mal3 zur Beurteilung der Giite eines diagnostischen Tests, wurde
als Summe von Sensitivitét (Se) und Spezifitit (Sp) berechnet -1. Der Youden-Index kann
Werte zwischen -1 und +1 annehmen, obwohl ein Test nur als vernunftméBig erachtet
wird bei Werten zwischen 0 und +1. Je ndher der Youden-Index an 1 heran gelangt, desto
zuverléssiger ist der Test [114]. Ein zuverléssiger Test zeichnet sich dadurch aus, dass er

Gesunde und Kranke verldsslich identifiziert.

Variable mit einer verschobenen Verteilung wurden mittels natiirlichem Logarithmus (In)

transformiert, bevor Korrelations- und Regressionsanalysen erfolgten.

Die Charakteristika (ROC, Se, Sp) dieses linearen Index sind identisch mit denen des
originalen Index. Der originale Index wurde ausschlieBlich fiir Regressionsanalysen ver-

wendet, fiir alle anderen Analysen wurde der lineare Index verwendet.

Alle p-Werte aus zweiseitigen Tests, welche kleiner als 5% waren, zeigten statistisch sig-

nifikante Unterschiede an.



2 Materialien, Methoden und Studienkollektiv 32

2.3 Studienkollektiv

2.3.1 Nationale Kohorte

Die Nationale Kohorte ist eine bevolkerungsbezogene, prospektive Langzeitstudie, die
von deutschen Forschungseinrichtungen, unter anderem der Helmholtz-Gemeinschaft,
verschiedenen Universitdten und der Leibnitz-Gemeinschaft, ins Leben gerufen wurde
[115]. Ziel der Nationalen Kohorte ist es, die groBen Volkskrankheiten (Diabetes melli-
tus, Demenz, Krebserkrankungen, Infektionskrankheiten und Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen) und ihre Risikofaktoren zu erforschen, um effektive Praventionsstrategien zu entwi-
ckeln. Im Rahmen dieses Projektes werden 200.000 Probanden zwischen 20 und 69 Jah-
ren aus verschiedenen geografischen Regionen medizinisch untersucht und zu ihrem Le-
bensstil (z.B. korperliche Aktivitit, Rauchen, Erndhrung, Beruf) befragt. Die Probanden
werden in 18 Studienzentren deutschlandweit in 4-5 Jahresabstdnden iiber insgesamt 20

Jahre untersucht [116].

2.3.2 Probandenkollektiv und -rekrutierung

Im Rahmen der ersten Machbarkeitsstudie fiir die Nationale Kohorte wurden am Deut-
schen Diabetes-Zentrum in Diisseldorf zwischen Juli und November 2011 insgesamt 146
Probanden im Alter zwischen 22 und 78 Jahren medizinisch untersucht, zu ihrem Lebens-
stil befragt und bei einem Teil der Probanden wurde ein Ganzkérper-MRT durchgefiihrt.

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten bilden die Grundlage dieser Arbeit.

Die potentiellen Probanden wurden zunéchst iiber eine Zeitungsanzeige und in einer
zweiten Phase durch das Einwohnermeldeamt Diisseldorf rekrutiert. Das Einwohnermel-
deamt Diisseldorf wihlte Bewohner der Stadt Diisseldorf im Alter zwischen 20 und 69
Jahren aus, welche eine Einladung sowie Informationen zu der Machbarkeitsstudie er-
hielten. Probanden, die sich von vorneherein gegen die Teilnahme an der Studie entschie-

den, sind nicht in der Dropout-Rate enthalten.

Alle Probanden gaben ihr schriftliches Einverstindnis fiir die Studienteilnahme. Die Pro-
bandendaten wurden mittels einer Codenummer pseudonymisiert. Jedem Probanden
wurde eine Ziffernkennung fiir die Studienteilnahme und eine weitere interne Ziffernken-
nung fiir die Zuordnung zu den erhobenen Daten (Laborparameter, MRT-Aufnahmen,

Bioprobenprotokolle) zugeordnet.
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Die Studie wurde nach den Bedingungen der Deklaration von Helsinki (Version 2008
bzw. 2013) [117] durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Uni-

versitdt Diisseldorf positiv beflirwortet.

2.4 Ablauf der Studie und Ausschlusskriterien

Die Untersuchungen wurden auf zwei Tage aufgeteilt. Am ersten Tag erfolgten zunéchst
ein standardisiertes Interview und eine anthropometrische Untersuchung, anschlieend

ein OGTT mit/und Blutentnahmen zu festgelegten Zeiten.

Zur Durchfiihrung des OGTT mussten die Patienten niichtern erscheinen. Das bedeutet
es durfte keine Nahrungsaufnahme oder Aufnahme von Getrénken (auBBer Wasser) in den
letzten zehn Stunden vor der geplanten Blutentnahme erfolgt sein. Bei einem Verstof3
wurde der Proband von der Studie ausgeschlossen. Zu den weiteren Ausschlusskriterien
fiir die Studienteilnahme gehorten Faktoren, die bekanntermallen direkten Einfluss auf
den Leberfettgehalt haben. Im Einzelnen waren dies eine nicht-kaukasische Abstam-
mung, das Vorliegen eines T2DM sowie eine Hepatitis B oder C Erkrankung. Eine wei-
tere absolute Kontraindikation war das Leiden des Probanden an einer Himophilie, rela-

tive Kontraindikation war die Einnahme blutverdiinnender Medikamente.

Auch Probanden die Medikamente einnahmen, die eine sekundére Steatose auslosen kon-

nen (s. Tabelle 1, Kapitel 1.3.), wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

Nach Beendigung aller Untersuchungen des ersten Studientages erhielten die Probanden

ein Friihstiick, um eine reaktive Hypoglykdmie zu vermeiden.

Bereits am ersten Studientag wurde den Probanden ein Fragebogen zur Erhebung von
Kontraindikationen fiir eine MRT-Untersuchung ausgehdndigt (z.B. Metallimplantate o-
der -prothesen, Klaustrophobie). Ergaben sich keine Kontraindikationen, erfolgte an ei-
nem weiteren Tag die Untersuchung im Magnetresonanztomograph. Der Termin des

zweiten Studientages wurde individuell mit den Probanden vereinbart.

Jeder Teilbereich der Studie (Anthropometrie, Interview, Blutentnahme, Probenverarbei-
tung, MRT/MRS-Untersuchung) wurde nach einer standardisierten Vorgehensweise

(SOP) durchgefiihrt.



2 Materialien, Methoden und Studienkollektiv 34

2.4.1 Interview

Vor der Durchfiihrung des Interviews wurden die Probanden iiber die Durchfiihrung so-
wie den Inhalt der Studie aufgeklért und ihr Einverstandnis eingeholt. Das anschlieend
durchgefiihrte Interview wurde mithilfe eines Mikrofons und eines Computers aufge-
zeichnet. In diesem standardisierten Interview wurden die Probanden zu Lebensgewohn-
heiten (Erndhrung, Alkoholkonsum, Nikotinkonsum, Bewegung) befragt. Zur genaueren
Beurteilung des tiglichen Alkoholkonsums wurden die Probanden explizit zu ihrem Al-

koholkonsum in den vorangegangenen 7 Tagen befragt.

Zur Berechnung der Alkoholaufnahme wurde von einem Alkoholgehalt bei Bier von 5%,
bei Wein von 12% und bei stirker alkoholhaltigen Getranken (Shots) von 40% ausgegan-

gen.

Des Weiteren erfolgte in dem Interview eine ausfiihrliche medizinische Anamnese, wobei
insbesondere zuvor gestellte Diagnosen von chronischen Krankheiten, der Diagnosezeit-

punkt und die Therapie dokumentiert wurden.

2.4.2 Anthropometrie

In der anthropometrischen Untersuchung wurden Korpergewicht, Grofe und Taillenum-
fang gemessen. GroBe und Gewicht des bis auf die Unterwische entkleideten Probanden
wurden mit der Messstation Seca 285 erfasst. Der BMI wurde mit folgender Formel be-
rechnet:

BMI — Korpergewicht [kg]

Korpergrofie [m]?

Der Taillenumfang wurde genau in der Mitte zwischen Beckenkamm und letzter Rippe
parallel zum Boden gemessen. Der Hiiftumfang wurde an der prominentesten Stelle des

GesiBes, parallel zum Boden gemessen.

Systolische und diastolische Blutdruckwerte wurden insgesamt dreimal erhoben, stets
nach einer zehnminiitigen Ruhepause in sitzender Position mithilfe eines standardisierten
automatischen Gerdts (OMRON HEM 705IT), die Blutdruckmanschette wurde dabei am
Oberarm des Probanden angebracht. Zu Analysezwecken wurden die Mittelwerte der

letzten beiden Messungen verwendet.
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2.4.3 Oraler Glukosetoleranztest und Blutentnahme

Nachdem der Proband die Fragen des Bioprobenprotokolls beantwortet und sich keine
Kontraindikationen fiir die Durchfiihrung der weiteren Tests ergeben hatten, wurde eine
Niichternblutprobe genommen, dazu wurde dem Probanden eine Venenverweilkaniile in
eine Vene der linken Ellenbeuge gelegt. Die Niichternblutprobe wurde 5 min vor dem
Beginn des OGTT entnommen. Im Anschluss an die Blutabnahme tranken die Probanden

moglichst ziigig die Glukoselosung ACCU-CHEK®.

Im weiteren Verlauf erfolgten Blutentnahmen 30, 60 und 120 Minuten nach Beginn des
OGTT [118]. Zwischen den einzelnen Blutentnahmen wurde die Venenverweilkaniile mit
einem Mandrin verschlossen und nach der letzten Blutentnahme umgehend entfernt und

die Punktionsstelle entsprechend versorgt.

Die verwendeten Blutentnahmeréhrchen wurden vor der Blutentnahme mit Autklebern
versehen, welche die pseudonymisierte Codierungsnummer der Probanden, die Entnah-

mezeit und den Verwendungszweck kenntlich machten.

Die Auswertung der Blutproben erfolgte teils im Deutschen Diabetes-Zentrum, teils im

Zentrallabor des Universitatsklinikums Diisseldorf.

Im Einzelnen erfolgte in den Blutentnahmen die Bestimmung der folgenden Parameter:

Basisblutentnahme: kleines Blutbild, Kreatinin, GOT, GPT, GGT, Triglyzeride, Choles-
terin, LDL, HDL, freie Fettsduren, HbA 1., Glukose, C-Peptid, Insulin, Metabolomics,
Zytologie.

30 min Entnahme: Glukose, C-Peptid, Insulin
60 min Entnahme: Glukose, C-Peptid, Insulin

120 min Entnahme: Glukose, C-Peptid, Insulin, Metabolomics, Zytologie

Klinische Chemie: Nach der Blutentnahme in ein Serumréhrchen wurde dieses zweimal
um 180° geschwenkt und anschlieBend fiir 30-45 Minuten in stehender Position bei
Raumtemperatur gelagert. Im Anschluss erfolgte eine 15-miniitige Zentrifugation bei
4 °C mit 1800 g. Das Serum wurde in Serumrdhrchen pipettiert und bei 6 °C gelagert.
Innerhalb von maximal zwei Stunden wurde das Analyserdhrchen in einem Kiihlbehalter

zur weiteren Analyse in das Zentrallabor der Universititsklinik Diisseldorf transportiert.
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Kleines Blutbild: Die Blutentnahme erfolgte in ein EDTA-R6hrchen, welches unmittel-
bar nach der Blutentnahme zweimal um 180° geschwenkt und anschlieBend bei 6 °C ge-
lagert wurde. Gemeinsam mit den Proben fiir die klinische Chemie wurden die EDTA-
Rohrchen in einem Kiihlbehélter in das Zentrallabor der Universitétsklinik Diisseldorf

transportiert.

DNA: Die Blutentnahme erfolgte in ein EDTA-R6hrchen, welches unmittelbar nach der
Blutentnahme zweimal um 180° geschwenkt wurde. Unmittelbar nach der Blutentnahme
wurden aus dem Rohrchen 200 pl in ein KryorShrchen pipettiert, welches im Gefrier-
schrank bei -20 °C gelagert wurde. Die weitere Verarbeitung der Proben erfolgte im Insti-

tut fiir Umweltmedizinische Forschung, Diisseldorf.

Freie Fettsduren: 1 ml Probandenblut wurde zur Bestimmung der freien Fettsduren in ein
Mikroprobengefdll (EDTA mit 40 ul Orlistat-Stammlosung [119]) gefiillt. Zur quantita-
tiven Bestimmung der freien Fettsduren wurde der enzymatische Farbtest NEFA-HR(2)
der Firma Wako (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland) verwendet. Freie, nicht
veresterte Fettsduren wurden dabei durch das Enzym Acyl-CoA Synthetase unter Mitwir-
kung von Coenzym-A und Adenosin-5-Triphosphat-Dinatriumsalz zu Acyl-CoA, AMP
und Phosphorséure aufgespalten. Acyl-CoA wurde durch das Enzym Acyl-CoA-Oxidase
zu 2,3-trans-Enoyl-CoA und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Durch Zufiigen von Peroxi-
dase, 3-Methyl-N-Ethyl-N-Anilin wurde ein blau-violetter Farbkomplex gebildet. An-
hand einer Absorptionsmessung konnte so die Konzentration der freien Fettsduren quan-

tifiziert werden.

HbAlc: Zur Bestimmung des HbAlc wurde ein Serumrdhrchen verwendet, welches bei
Raumtemperatur gelagert wurde. Die anschlieBende Weiterverarbeitung der Probe er-
folgte mittels eines VARIANT™ 11 Himoglobin-Analysesystem (Bio-Rad Laboratories
GmbH, 80901 Miinchen, Deutschland).

Insulin und C-Peptid: Die Blutabnahme erfolgte in ein Serumr6hrchen, welches zur Ge-
rinnungsprophylaxe zweimal um 180° direkt nach der erfolgten Blutabnahme geschwenkt
wurde. Aufrechtstehend erfolgte zunichst eine circa 15-miniitige Lagerung bei Raum-

temperatur. Anschlieend erfolgte eine 30-miniitige Zentrifugierung bei 15 °C mit 2000
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g. Das gewonnene Serum wurde auf drei Kryor6hrchen verteilt, wobei jedes einzelne

mindestens 100 ul enthielt.

Die Proben zur Bestimmung des Insulins wurden entweder bei +4 °C fiir 48 h gelagert
und dann verarbeitet, alternativ erfolgte eine Lagerung der Proben fiir 12 Wochen bei -
20 °C bevor eine weitere Verarbeitung erfolgte. Fiir die Bestimmung des Insulins wurden

100 pl des Probandenserums benétigt.

Zur Bestimmung des C-Peptids wurden noch am Entnahmetag mindestens 25 ul des Pro-
bandenserums weiterverarbeitet. Die Insulin- und C-Peptidbestimmung erfolgte mittels
Chemiluminescence Immunoassay auf einem IMMULITE® 2000 (Global Siemens

Healthcare Headquarters Siemens AG, 91052 Erlangen, Deutschland) [120].

Fiir die Bestimmung des C-Peptids bestand die Festphase des Zweiphasen-Assays aus
einer Kugel mit einer Beschichtung aus monoklonalem Maus-anti-C-Peptid-Antikorper,
wiéhrend die Fliissigphase aus aus Rinderdarm gewonnener alkalischer Phophatase be-
stand, welche in Pufferlosung an einen monoklonalen Maus-anti-C-Peptid-Antikorper ge-
bunden war. Zur Bestimmung des C-Peptids wurden das Probandenserum und die zwei
Phasen fiir 30 Minuten inkubiert, sodass sich ein Antikdrper-Sandwich-Komplex zwi-
schen dem Probandenserum und den Antikdrpern der festen und fliissigen Phase bildete.
AnschlieBend erfolgte eine Waschung, sodass nur die gebildeten Antikorper-Sandwich-
Komplexe zuriickblieben. Eine Chemilumineszenz wurde beigefiigt, welche ein Lichtsig-

nal proportional zum gebundenen Enzym generierte.

Ergebnisse wurden in ng/ml angegeben. Der von der Firma angegebene Median lag bei

2,2 ng/ml.

Ebenso wie zur Bestimmung des C-Peptids [120] wurde zur Bestimmung des Insulins der
Immulite 2000 Analyzer verwendet. Die Inkubationszeit betridgt 60 min. Die feste Phase
(Kugel) war mit einem murinen monoklonalen anti-Insulin-Antikérper beschichtet und
der fliissigen Phase (alkalische Phosphatase aus Rinderdarm) waren zwei Antikorper bei-
gefligt, ein polyklonaler (Schaf) Anti-Insulin-Antikérper und ein monoklonaler (Maus)
Anti-Insulin-Antikdrper.

Die Ergebnisse wurden in plU/ml angegeben. Als Referenzwert wurde von der Firma ein

Median von 9,3 pnlU/ml angegeben.



2 Materialien, Methoden und Studienkollektiv 38

Glukose: Mit einer Einmalspritze wurde den Probanden 1ml entnommen und unmittelbar
in ein Mikro-Probengefall umgefiillt. Das Probengefa3 wurde etwa 10mal um 180° ge-
schwenkt bevor es bei Raumtemperatur in stehender Position gelagert wurde. Die Blut-
glukose Messung erfolgte mittels eines EPOS 5060 Analyzer der Firma Eppendorf. Die
Glukose reagierte dazu mit dem Enzym Glukoseoxidase zu D-Glukonsdure und H20Ox.
Anschliefend kommt es zur Oxidation von Wasserstoffperoxid und es entsteht ein elekt-
risches Signal an einer Platinelektrode, welches sich proportional zu der in der Probe

vorhandenen Glukose verhalt.

Metabolomics: Nach einer Lagerung auf Eis von ca. 30 Minuten wurden die Proben zent-
rifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert und auf zwei Kryoréhrchen ver-
teilt.

RNA: Die Rohrchen zur RNA Bestimmung wurden in einer lichtgeschiitzten Box gela-
gert und anschlieBend bei -20 °C eingefroren. Die weitere Verarbeitung erfolgte zu einem

spéteren Zeitpunkt.

2.4.4 "TH-MRS und MRT

Die etwa 90-miniitige MR-Untersuchung wurde von einem é&rztlichen Mitarbeiter des
DDZ freigegeben, sofern bei dem Probanden keine Kontraindikationen fiir eine MR-Un-

tersuchung vorlagen.

Der HCL wurde mithilfe einer 16-Kanal-phasengesteuerten Empfangerspule (Philips
Healthcare) ermittelt [121]. Nachdem Ubersichtsaufnahmen in drei Ausrichtungen auf-
genommen wurden, wurden transversale T2-gewichtete Aufnahmen mit mehrzeiligen 2D
Spin-Echo-Aufnahmen (Repetitionszeit [TR]/Echozeit [TE] =2081/80 ms; Field of View
[FOV]: 450 x 345 mm?) erstellt, um die genaue Position des Diaphragmas und damit der
Leber zu identifizieren. Die Aufnahmen wurden mithilfe von Atemkommandos aufge-

nommen.

Im Folgenden wurde ein Voxel in der Leber positioniert und der Leberfettgehalt mittels
'H-MRS ermittelt. Dazu wurde in einem Volumen von 3x3x2 cm?® in der Leber eine sti-
mulated echo aquisition mode (STEAM) Sequenz genutzt. Die Wiederholungszeit betrug
4 s, die Echozeit 10 ms. Zur Erhéhung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses wurden 32

Spektren gemittelt. Damit der verfettete Anteil der Leber genau bestimmt werden konnte,
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wurde eine Reihe von nicht-wasserunterdriickenden und wasserunterdriickenden Spek-
tren erstellt. Das Vorgehen erfolgte, da die Fett-Peaks (CHz und CH3) in einer gesunden

Leber von dem H»O iiberlagert werden und so die Ergebnisse verfilscht wiirden [121].

Mittels Ganzkorper-MRT wurde das Lebervolumen bestimmt (HVOL) und es erfolgte
eine Abschétzung des Gehalts an Fettgewebe. Dies wurde unterteilt in Gesamtfettgewebe
(ATo), subkutanes Fettgewebe (SAT) und viszerales Fettgewebe (VAT). Zur Bestim-
mung wurden transversale Mehrschichtschnittbilder in T1-Wichtung mittels Spin-Echo-
Technik mit einem Turbofaktor von 7, einer Echozeit von 38 ms und einer Repetitionszeit

zwischen 400 und 510 ms angefertigt. +
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ausschlusskriterien

Fiir die Teilnahme an der Studie konnten insgesamt 146 Probanden rekrutiert werden.
Nachdem bei zwei Probanden eine Kontraindikation fiir eine Blutentnahme bestand,
konnte bei 144 Probanden eine Blutentnahme sowie das standardisierte Interview durch-
gefiihrt werden. Bei insgesamt 17 Probanden konnte aufgrund eines vorbekannten Dia-
betes mellitus oder einer fehlenden Einverstindniserkldrung kein OGTT durchgefiihrt
werden. Bei 127 Probanden konnte somit sowohl der OGTT als auch das standardisierte
Interview durchgefiihrt werden. Bei 29 Probanden bestand eine Kontraindikation fiir die
Durchfiihrung der MRT. Bei zwei der verbleibenden Probanden konnte die Ganzkdrper-
MRT nicht durchgefiihrt beziehungsweise nicht ausgewertet werden. Bei drei Probandin-
nen ergab sich anamnestisch ein Gestationsdiabetes, aufgrund des erhohten Risikos eines
folgenden T2DM wurden sie aus dem Studienprotokoll ausgeschlossen. Bei einem Pro-
banden wurde im OGTT ein T2DM nachgewiesen, was ebenfalls zu einem Ausschluss

fiihrte, sodass insgesamt die Daten von 92 Probanden in die Auswertung eingingen.
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3.2 Patientencharakteristika

Keine Steatose |Steatose Keine Steatose |Steatose
+LRA +LRA

N (m/f) 75 (29/46) 17 (7/10) 54 (25/29) 11 (6/5)
Alter (Jahre) |57,1+12,2 59,9+8,5 56,8+13,1 59,7+9,0
Alkohol (g/d) |18,1x16,1 26,1+18,8 11,1+9,7 18,1+12,9
BMI (kg/m?) 25,3441 28,242, 8%* 25,2441 27,8+2,38
Taille (cm) 87,1+12.4 94,6+8,5%* 87,0+12,3 94,7+6,6%
SBP (mmHg) |121,6+15,6 128,1+10,3 122,5+14,3 129,5+6,7¢
DBP (mmHg) |[72,54+8,7 79,348,0%* 71,947.6 80,1+8,9%¢
MS (n) 6 4 3 2

Tabelle 6: Basischarakteristika

Normalverteilte Daten dargestellt als Mittelwert+Standardabweichung; Log-Normalverteilte Daten darge-
stellt als Median [25%Quartil;75%Quartil]; * p<0,05; ** p<0,01 fiir Steatose vs. keine Steatose; ¥ p<0,05;
$8 p<0,01, %% p<0,001 fiir Steatose vs. keine Steatose in LRA;

Abkiirzungen: BMI = Body-Mass-Index, DBP = diastolischer Blutdruck, MS= metabolisches Syndrom,
N = Grundgesamtheit, SBP = systolischer Blutdruck.

Von den insgesamt 92 Probanden waren 39% maénnlich und 61% weiblich (Tabelle 6).
Wie der Tabelle ferner zu entnehmen ist, konnte bei der {iberwiegenden Anzahl der Pro-
banden im MRT keine Steatose nachgewiesen werden. Alter und Alkoholkonsum wiesen
zwischen Probanden mit und ohne Steatosis hepatis keinen signifikanten Unterschied auf
(Tabelle 6). Dennoch wurden die 65 Probanden mit einer LRA getrennt betrachtet und

mit der Gesamtkohorte verglichen [19].

Der Taillenumfang, BMI, SBP und DBP waren sowohl in der Gesamtgruppe als auch in
der LRA-Gruppe bei Probanden mit einer Steatose grof3er bzw. hoher als bei Probanden
ohne Steatose. Die Probanden der Gesamtkohorte lagen beziiglich des BMI durchschnitt-

lich bereits im praadipdsen Bereich [108].

Insgesamt lag bei 11% aller Probanden ein metabolisches Syndrom vor.
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3.3 Laborchemische Charakteristika

Keine Steatose |Steatose Keine Steatose |Steatose
+LRA +LRA

N (m/f) 75 (29/46) 17 (7/10) 54 (25/29) 11 (6/5)
TG (mg/dl) 78 [60;117] 109[84;153]* | 79[56;110] 125[87;153]°
HDL (mg/dl) 68,3+17,8 58,1+£12,7* 67,3£18,2 55,7+12.7%
AST (U/L) 24[21;28] 25[22;32] 24[21;28] 23[21;31]
ALT (U/L) 18[14;25] 26[17;46]** 18[13;24] 26[17;29]°
GGT (U/L) 20[14;30] 30[20;35] 21[14;30] 30[20;35]
Go (mg/dl) 75,7+8,3 77,6£10,7 75,5+7,9 77,249,5
G120 (mg/dl) 89,7£21,5 96,7+26,0 89,7+£21,3 92,6+27,7
Io (nU/ml) 6[5:9] 8[6;13]* 6[5:9] 8[6;12]°
I120 (nU/ml) 37[24;57] 64[38;119]*** |33 [23;57] 67[38;102]°
Hep_ Extr (%) |69[62;74] 60[57;66]** 69[62;73] 59[56;66]%

Tabelle 7: Laborchemische Patientencharakteristika

Normalverteilte Daten dargestellt als Mittelwert+Standardabweichung; Log-Normalverteilte Daten darge-
stellt als Median [25%Quartil;75%Quartil]; * p<0,05; ** p<0,01 fiir Steatose vs. keine Steatose; ¥ p<0,05;
%8 p<0,01, %% p<0,001 fiir Steatose vs. keine Steatose in LRA;

Abkiirzungen: ALT = Alanin-Aminotransferase, AST = Aspartat-Aminotransferase, Go = niichtern Glu-
kosespiegel, Gi2 0= Glukosespiegel nach 120 Minuten, GGT = Gamma-Glutamyl-Transferase, HDL =
High Density Lipoprotein, Hep Extr = hepatische Insulinextraktion, Io= niichtern Insulinspiegel, I120 =
Insulinspiegel nach 120 Minuten, LRA= Low risk alcohol consumption, N = Grundgesamtheit, TG =
Triglyzeride

Wie Tabelle 7 zu entnehmen ist, waren die Triglyzeride bei Patienten mit einer Steatose
sowohl in der Gesamtgruppe als auch in der LRA-Gruppe hoher. Das HDL-Cholesterin
war in beiden Gruppen bei Probanden mit Steatose niedriger als bei Probanden ohne

Steatose.

Die AST und GGT =zeigten keine Unterschiede zwischen Probanden mit und ohne
Steatose, wohingegen die ALT sowohl in der Gesamtgruppe als auch in der LRA-Gruppe

Unterschiede zwischen Probanden mit und ohne Steatose aufwies (s. Tabelle 7).

Die niichtern gemessenen Glukosewerte und die Glukosewerte 120 Minuten nach Beginn

des OGTT wiesen bei Probanden mit und ohne Steatose keine Unterschiede auf.

Dahingegen wiesen die Insulinkonzentrationen Unterschiede zwischen Probanden mit

und ohne Steatose auf. Die niichternen Insulinkonzentrationen waren bei vorliegender
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Steatose, sowohl in der Gesamt- als auch in der LRA-Gruppe, signifikant erhoht gegen-
iiber den Werten von Probanden ohne Steatose (Gesamtgruppe: 6 [5; 9] vs. 8 [6, 13]
nU/ml; p<0,05; LRA-Gruppe: 6 [5; 9] vs. 8 [6; 12] pU/ml; p<0,05).

Die Insulinkonzentration 120 Minuten nach Beginn des OGTT ist in der Gesamtgruppe
bei Probanden mit Steatose erhoht (37 [24; 57] vs. 64 [38; 119] pU/ml, p<0,001). In der
LRA-Gruppe ist diese Erh6hung bei Probanden mit Steatose etwas geringer, aber immer

noch vorhanden (33 [23; 57] vs. 67 [38; 102] uU/ml, p<0,05).

3.3.1 Lebervolumen und Fettgewebe

Keine Steatose |Steatose Keine Steatose |Steatose
+LRA +LRA

N (m/f) 75 (29/46) 17 (7/10) 54 (25/29) 11 (6/5)
HCL (%) 1,3[0,4;3.,4] 13,6[8,3;22,3] |1,1[0,4;2,9] 11,8[8,3;20,1]
HVOL (L) 1,6[1,4;1,8] 1,8[1,8;1,97** |1,6[1,4;1,8] 1,8[1,7;1,9]
ATt (L) 22[18;29] 29[27;32]*%**  |22[18;27] 28[24;32]°
VAT (L) 2,9[1,7:4.,4] 4,3[3,3;6,51** |3,1[1,6;4,4] 4,6[3,3:6,5]%
SAT (L) 5,5[4,4;8,1] 7,4[6,6:9,4] 5,4[4,4;7,4] 7,4[5,6:9.,4]

Tabelle 8: Lebervolumen und Fettgewebe

Normalverteilte Daten dargestellt als Mittelwert+Standardabweichung; Log-Normalverteilte Daten darge-
stellt als Median [25%Quartil; 75%Quartil]; * p<0,05; ** p<0,01 fiir Steatose vs. keine Steatose; ¥ p<0,05;
$§ p<0,01, %% p<0,001 fiir Steatose vs. keine Steatose in LRA;

Abkiirzungen: AT = Gesamtkdrperfettmasse, HVOL = Lebervolumen, LRA= Low risk alcohol con-
sumption, N = Grundgesamtheit, SAT = subkutanes Fettgewebe, VAT = viszerales Fettgewebe

Das HVOL war in beiden Untergruppen bei Probanden mit Steatose vergrofert. Wie der
Tabelle zu entnehmen ist, zeigte sich dieser Unterschied in der Gesamtkohorte noch deut-

licher als in der LRA-Gruppe.

Gesamtfettgewebe (ATwi) sowie viszerales (VAT) und subkutanes (SAT) Fettgewebe
waren bei Probanden mit vorliegender Steatose gegeniiber Probanden ohne Steatose stets

vermehrt vorhanden (s. Tabelle 8).
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3.3.2 Hepatozellulirer Lipidgehalt (HCL)
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Abb. 3: Vergleich des hepatozelluléiren Lipidgehalts (HCL in %) bei Probanden mit und ohne
Steatosis hepatis [122]

Hier grafisch dargestellt ist die Verteilung des HCL bei Probanden mit und ohne Steatose.

Insgesamt variierte der HCL bei den untersuchten Probanden zwischen 0,03 und 39,1%.

Der Median lag bei 2,49% (0,62; 4,23). In der LRA-Gruppe variierten die Werte zwischen

0,05 und 30,34% mit einem Median von 1,47 (0,60; 4,02)%. Bei den Probanden mit einer

Steatose liegt der maximale HCL bei 39,1 %. Der Median liegt bei 13,63 (8,31; 22,32)%.

In der Gruppe der Probanden ohne Steatose liegt der Median des HCL bei 1,33 (0,37;
3,37)%.

3.3.3 Berechnung des FLI
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Abb. 4: Vergleich des FLI bei Probanden mit und ohne Steatosis hepatis [122]
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Die Berechnungen des FLI ergaben Werte zwischen 1,61 und 91,44 mit einem Median
von 33,46+26,86. Die Werte flir Gesamt- und LRA-Kollektiv wiesen keine groen Un-
terschiede auf. In der Gruppe der Probanden mit einer Steatose (HCL> 5,56) lag der Me-
dian des FLI bei 49,4 (35,7; 75,0). Bei den Probanden ohne Steatose (HCL<5,56) lag der
Median des FLI bei 19,6 (8,1; 43,6). Der FLI zeigte in der Gesamtgruppe (p<0,01) und
in der LRA Gruppe (p<0,05) eine Erh6hung bei vorlegender Steatose.

3.3.4 Diagnostische Treffsicherheit des FLI

Unter Anwendung der urspriinglich von Bedogni et al. publizierten Grenzwert (FLI < 30
NAFLD ausgeschlossen, FLI > 60 Nachweis einer Fettleber) erzielte der FLI in der Va-
lidierung mittels 'H-MRS in der Gesamtkohorte eine Sensitivitit von 0,76 [0,50; 0,93]
und eine Spezifitit von 0,83 [0,72; 0,90].

Zur differenzierteren Betrachtung wurden die Werte nach ,,Steatose” (HCL > 5,56%) und
nach ,.keine Steatose* (HCL < 5,56%) aufgetrennt.

3.3.5 ROC/AROC

1.04
? -
w 0.84
oz
W]
S= 0.64
= o r
wo
S & 0.4
[ =)
= :
K=
e 0.21 e FL|
O‘O'J—l T Y T T T T | p— | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1- Spezifitat
(Falsch-Positiv-Rate)

Abb. 5: ROC Kurve nach [122]
Der AROC-Wert der Gesamtgruppe fiir den FLI lag bei 0,72 mit einem 95% Konfiden-

zintervall von [0,59; 0,87]. In der LRA-Gruppe liegt der AROC Wert des FLI bei 0,75
[0,63; 0,88].
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Der FLI erzielte einen AROC Wert von 0,72 (Gesamtkollektiv) beziehungsweise 0,75
(LRA-Kohorte).

3.3.6 AROC Werte fiir verschiedene HCL Cut-Off-Werte

Die Ergebnisse unterscheiden sich, wenn die Werte fiir die Steatose verdndert werden.
Hebt man den Grenzwert des HCL, der eine Steatose definiert, iber 5,56% an, verbessert
sich der AROC Wert des FLI zunichst stetig. Ab einem Grenzwert von 7% zeigt sich

keine weitere Verbesserung des AROC wie Abbildung 8 zu entnehmen ist.
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Abb. 6: AROC des FLI fiir unterschiedliche HCL Cut-Off-Werte nach [122]

Abkiirzungen: AROC = area under the receiver operating characteristics curve, FLI = Fatty Liver Index,
HCL = hepatozelluldrer Lipidgehalt

3.3.7 Optimaler Cut-Off-Wert fir den FLI

Der FLI erreichte mit dem urspriinglichen HCL Cut-Off-Wert von 5,56% eine Sensitivitét
von 0,76 [0,50; 0,93] und eine Spezifitdt von 0,83 [0,72; 0,90].

Im Rahmen der Studie wurde versucht die optimalen Grenzwerte fiir den FLI zu ermitteln,
um eine moglichst hohe Aussagekraft bzw. einen moglichst hohen Youden-Index (Sen-

sitivitdt + Spezifitdt -1) zu erreichen.

Mit dem errechneten Youden-Index von 29,2 fiir den FLI konnte im Gesamtkollektiv eine
Sensitivitit von 0,82 sowie eine Spezifitit von 0,61 erreicht werden. In der LRA-Unter-
gruppe wurden mit dem Cut-Off-Wert von 29,2 eine Sensitivitit von 0,91 und eine Spe-

zifitdt von 0,67 erzielt.
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3.4 Korrelation des hepatozelluliren Lipidgehalts und
des FLI mit dem Blutglukosespiegel, der
Insulinsensitivitiat und der B-Zellfunktion

3.4.1 Blutglukosespiegel
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Abb. 7: Plasmaglukosespiegel der Gesamtkohorte wihrend des OGTT nach [122]

Keine FL = Probanden ohne Steatosis hepatis, FL= Probanden mit Steatosis hepatis
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Abb. 8: Plasmaglukosespiegel der LRA-Gruppe wihrend des OGTT nach [122]

Keine FL = Probanden ohne Steatosis hepatis, FL= Probanden mit Steatosis hepatis
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Probanden mit und ohne Steatose wiesen in der Gesamtgruppe und in der LRA-Gruppe,
wie die Abbildungen 7 und 8 verdeutlichen, dhnliche Blutglukosespiegel wéhrend der
OGTT-Untersuchung auf.

3.4.2 Insulin- und C-Peptidkonzentrationen
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Abb. 9: Insulin- und C- Peptidkonzentrationen der Gesamtgruppe wihrend des OGTT nach
[122]

Ins keine FL =Insulinspiegel fiir Probanden ohne Steatosis hepatis, Ins FL = Insulinspiegel fiir Probanden
mit Steatose, CP keine FL = C-Peptidspiegel fiir Probanden ohne Steatosis hepatis, CP FL= C-Peptidspie-
gel fiir Probanden mit Steatose

* p<0,05; ** p<0,01 fiir Insulin; §, p<0,05 fiir C-Peptid
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Abb. 10: Insulin- und C-Peptidkonzentrationen der LRA-Gruppe wihrend des OGTT nach [122]

Ins keine FL = Insulinspiegel fiir Probanden ohne Steatosis hepatis, Ins FL = Insulinspiegel fiir Probanden
mit Steatose, CP keine FL = C-Peptidspiegel fiir Probanden ohne Steatosis hepatis, CP FL = C-Peptid-
spiegel fiir Probanden mit Steatose

* p<0,05; ** p<0,01 fiir Insulin; §, p<0,05 fiir C-Peptid
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Der Insulinspiegel wihrend des OGTT war in der Testung bei Probanden mit einer
Steatose, sowohl in der Gesamt-(Abbildung 19) als auch in der LRA-Gruppe (Abbildung

10), hoher als bei Probanden ohne Steatose.

Wie Abbildung 11 dariiber hinaus zu entnehmen ist, waren die Unterschiede der Insulin-
konzentration nach 120 Minuten (I120) bei Probanden mit einer Steatose im Vergleich zu

Probanden ohne Steatose (p<<0,01) noch stirker ausgeprigt als die I30 und Ieo.

In der LRA-Gruppe war die Erh6hung der Insulinspiegel bei Probanden mit einer Steatose
nach 30 Minuten (I30, p<0,05) und nach 60 Minuten (Iso, p<0,01) hoher als bei Probanden

ohne Steatose.

Auch die C-Peptid-Konzentration war in beiden Gruppen bei Probanden mit Steatose ho-
her als bei Probanden ohne Steatose. In der Gesamtgruppe waren sowohl die Ausgangs-
C-Peptid-Konzentrationen als auch die C-Peptid-Konzentrationen nach 30, 60 und 120
Minuten bei Probanden mit Steatose signifikant hoher als bei Probanden ohne Steatose
(p<0,05). In der LRA-Gruppe wies nur die C-Peptid-Konzentration nach 30 Minuten auf-
fallig hohere Werte bei Probanden mit einer Steatose im Vergleich zu Probanden ohne

Steatose auf (p<0,05).

Insgesamt waren die Konzentrationsunterschiede fiir Insulin und C-Peptid zwischen Pro-
banden mit und ohne Steatose in der LRA-Gruppe etwas geringer ausgeprigt als in der
Gesamtgruppe. Dies ist womdglich auf den geringeren Stichprobenumfang in der LRA-

Gruppe zuriickzufiihren.

3.5 Korrelation des HCL und des FLI mit der
Fettverteilung, der Insulinsensitivitit und der 3-
Zellfunktion

Es erfolgte eine Korrelationsanalyse des HCL und des FLI mit der Fettverteilung sowie

den Indices der Insulinsensitivitit und der B-Zellfunktion.
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3.5.1 Leberfettgehalt, Lebervolumen und Fettverteilung

Variable HCL_In FLI
HCL In Gesamtkohorte 1 0,50%**
LRA 1 0,43%**
HVOL In Gesamtkohorte 0,36%** 0,52%%*
LRA 0,30* 0,48%**
ATt In Gesamtkohorte 0,37%** 0,65%**
LRA 0,26* 0,56%**
SAT In Gesamtkohorte 0,32%* 0,64%**
LRA 0,25* 0,58%**
VAT In Gesamtkohorte 0,52%** 0,78***
LRA 0,47%** 0,76%**

Tabelle 9: Korrelation des HCL und des FLI mit der Koérperfettverteilung

*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001;

Abkiirzungen: ATtot = gesamt Fettgewebe, HCL = hepatozelluldrer Lipidgehalt, HVOL = Lebervolumen,
SAT= subkutanes Fettgewebe, VAT = viszerales Fettgewebe

Die Auswertung der Daten ergab eine starke Korrelation zwischen HCL und dem FLI

sowohl in der Gesamt- als auch in der LRA-Gruppe (p<0,001).

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, bestand in der Gesamtgruppe zwischen HVOL und

HCL sowie zwischen HVOL und dem FLI eine hochsignifikante Korrelation (p<0,001).

Eine gleichsam hochgradige Korrelation bestand zwischen der Menge des Fettgewebes

(ATiot) und dem HCL sowie dem FLI im Gesamtkollektiv (p<0,001).

Zwischen der Menge des Gesamtfettgewebes sowie dem viszeralen Fettgewebe und dem
HCL bestand in der Gesamtgruppe eine hochsignifikante Korrelation (p<0,001), dhnlich
verhiélt es sich zwischen der Menge an subkutanem Fettgewebe und dem HCL (p<0,01)

(s. Tabelle 9).

Die Korrelation zwischen der Menge an Gesamtfettgewebe (ATio), viszeralem (VAT)
sowie subkutanem Fettgewebe (SAT) mit dem FLI ist im Gesamtkollektiv sowie in der

LRA-Gruppe deutlich ausgepriagt (p<0,001) (Tabelle 9).
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3.5.2 Insulinsensitivitéit

Der FLI und der HCL zeigten eine starke umgekehrte Korrelation mit den Indices der

Insulinsensitivitét.

Variable HCL_In FLI

[SLeomp_In Gesamtkohorte -0,46%** -0,62%**
LRA 0,34 -0,59%*x

OGIS Gesamtkohorte -0,46%** -0,62%**
LRA -0,39%* -0,55%**

QUICKI Gesamtkohorte -0,38*** -0,55%**
LRA -0,24* _0,46% %%

Tabelle 10: Korrelation des hepatozelluldren Lipidgehalts (HCL) und des FLI mit der Insulinsensi-
tivitit

*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001;

Abkiirzungen: FLI = Fatty Liver Index, HCL = hepatozelluldrer Lipidgehalt, ISI.omp = composite insulin

sensitivity index (Matsuda Index), LRA = Niedriger Alkoholkonsum nach Klassifikation der WHO, O-

GIS = Oral Glucose Insulin Sensitivity Index, QUICKI = Qualitative Insulin Sensitivity Check Index

Die umgekehrte Korrelation zwischen dem composite insulin sensitivity index (ISIcomp)

[108] und dem Leberfettgehalt (HCL) sowie dem FLI erwies sich, wie Tabelle 10 zu ent-

nehmen ist, in der Gesamtkohorte als sehr stark ausgepriagt (p<<0,001). In der LRA-

Gruppe war die umgekehrte Korrelation zwischen ISIcomp und HCL (p<0,01) und zwi-

schen ISIcomp und FLI (p<0,001) ebenfalls charakteristisch (Tabelle 10).

Die Korrelationsanalyse mit der Oral Glucose Insulin Sensitivity (OGIS) [106], die es
ermdglicht die Insulinsensitivitit des gesamten Korpers zu berechnen, ergab dhnlich ein-
deutige Werte. OGIS zeigt eine umgekehrte eindeutige Korrelation mit HCL und FLI der
Gesamtkohorte sowie mit dem FLI in der LRA-Gruppe (p<0,001) (s. Tabelle 10).

In der Gesamtgruppe besteht, wie der Tabelle 10 zu entnehmen ist, eine umgekehrte hoch-
signifikante Korrelation des HCL und des FLI mit dem Qualitative Insulin Sensitivity
Check Index ((QUICKI) (p<0,001), einem Index zur Abschdtzung der hepatischen In-

sulinsensitivitdt [105].

In der LRA-Gruppe korreliert der QUICKI ebenfalls entgegengesetzt mit dem HCL
(p<0,05), die umgekehrte Korrelation des QUICKI mit dem FLI ist in beiden Gruppen

sogar noch stirker nachweisbar (p<0,001).
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3.5.3 B-Zellfunktion

In beiden Untergruppen korrelierten HCL und FLI mit den Indices der B-Zellfunktion wie
in Tabelle 11 dargestellt ist.

Variable HCL-In FLI

DI In Gesamtkohorte 0,36%** 0,47%**
LRA 0,24 0,47%**

B-cell function In | Gesamtkohorte 0,28** 0,57%**
LRA 0,10 0,54%**

Ins-release In Gesamtkohorte 0,30%** 0,47%**
LRA 0,12 0,4 1%**

Al Gesamtkohorte 0,22* 0,34%**
LRA 0,14 0,29*

IGI Ins_In Gesamtkohorte 0,22* 0,16
LRA 0,15 0,11

IGI Instot_In Gesamtkohorte 0,20 0,11
LRA 0,13 0,08

Hep Extr In Gesamtkohorte -0,34%** -0,39%**
LRA -0,24 -0,39%**

Tabelle 11: Korrelation des HCL und des FLI mit der B-Zellfunktion

*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001;

Abkiirzungen: Al = Adaption Index, DI = Disposition Index, FLI = Fatty Liver Index, HCL = hepatozel-
luldrer Lipidgehalt, Hep Extr = hepatische Insulinextraktion, IGI = Insulinogenic Index, Ins-release = In-
sulinfreisetzung

In der Gesamtkohorte ist die Wechselbeziehung zwischen der B-Zellfunktion im niichter-
nen Zustand (B-cell function-In) und HCL sehr stark ausgeprégt (p<0,01). Der FLI korre-

liert in beiden Untergruppen hochsignifikant mit der B-Zellfunktion (p<0,001).

Sehr dhnlich verhilt es sich mit der niichternen Insulinfreisetzung (Ins-release-In). In bei-
den Gruppen korreliert sie mit dem FLI (p<0,001) und in der Gesamtkohorte besteht zu-

dem eine Wechselbeziehung zwischen Insulinfreisetzung und HCL (p<0,01).

Der Disposition Index (DI), ein MaB fiir die -Zellfunktion, welches die Insulinresistenz
mit einbezieht, korreliert hochsignifikant mit HCL in der Gesamtgruppe und HCL und
FLI in der LRA-Gruppe (p<0,001).

Der Adaptation Index (AI) beschreibt vor allem die pankreatische Funktion. Er weist
sowohl eine Korrelation mit dem FLI der Gesamtkohorte (p<0,001) als auch mit dem FLI
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der LRA-Gruppe (p<0,05) auf. Die Korrelation zwischen HCL der Gesamtgruppe und

dem Al erwies sich ebenfalls als bedeutsam (p<0,05).

Zwischen dem Insulinogenic Index (IGI_Ins-In) und dem FLI konnte im Rahmen der

durchgefiihrten Studie keine nennenswerte Korrelation ermittelt werden.

Die Messungen der hepatischen Insulinextraktion (Hep Extr) zeigte einen Unterschied
zwischen Patienten mit und ohne Steatosis hepatis (p<0,001). Zudem zeigte sich in der
Gesamtkohorte eine auffillige negative Wechselbeziehung zwischen hepatischer Insuli-

nextraktion und dem HCL (p<0,001).

3.6 Assoziation des FLI mit der Insulinsensitivitat und
der B-Zellfunktion nach Angleichung von Alter,
Geschlecht, HCL und LRA

Es wurde eine Adjustierung fiir Alter, Geschlecht, HCL und LRA vorgenommen. Ziel
dieser Adjustierung war es herauszufinden, ob der FLI abhidngig von Einflussfaktoren

wie Alter, Geschlecht, HCL oder Alkoholkonsum ist.

Nach einer Adjustierung flir Alter, Geschlecht und HCL (Modell-1) beziehungsweise ei-
ner Adjustierung fiir Alter, Geschlecht, HCL und LRA (Modell-2) korreliert der FLI wei-
terhin mit den Indices der Insulinsensitivitidt und der B-Zellfunktion, wie Tabelle 12 zu

entnehmen ist.

Die in Modell-1 berechneten Werte fiir Gesamt- und LRA-Gruppe weisen keine Unter-
schiede hinsichtlich der Signifikanz auf.

Sowohl nach der Adjustierung in Modell-1 als auch nach der in Modell-2 besteht zwi-
schen dem FLI und den Parametern der Insulinsensitivitit OGIS, QUICKI und ISIcomp

eine hochsignifikante umgekehrte Korrelation (p<0,001).

Die Indices der B-Zellfunktion DI sowie der niichternen B-Zellfunktion und der niichter-
nen Insulinfreisetzung korrelieren in beiden Modellen mit dem FLI und zeigen einen Un-

terschied zwischen Probanden mit und ohne Steatosis hepatis (p<0,001) (s. Tabelle 12).
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Modell-1 Modell-2
Age,Sex,HCL Age,Sex, HCL,LRA
Abhiingige Schiatzung |Teilkorre- |Schitzung |Teilkorre-
Variable (D) lation (D) lation
GK -20,4%** -0,46 AN bl -0,46
FLI | pa |06 [19.3%0% |.0.42
GK -0,02%** -0,45 -0,02%** -0,46
FLI |1 Ry [QUICKE 0,01%%%  1.0,43
GK -0,19%** -0,51 -0,20%** -0,52
FLI | pa  |1Skomp_In 021%F% |-0,55
FLI GK Disposition 0,13%** 0,41 0,14%** 0,43
" ILRA |Index_In 0,17*#%* 10,51
FLI GK Adaptation 0,03%* 0,32 0,03%* 0,33
' |[LRA |Index 0,03%* 0,34
FLI GK niichtern B-Zell- [0,16*** 0,56 0,16%** 0,56
' |ILRA |Function_In 0,17*%* 10,62
FLI GK niichtern Insulin |0,16%** 0,46 0,17%** 0,47
' ILRA Freisetzung In |0,18%** 0,51

Tabelle 12: Assoziation des FLI mit der Insulinsensitivitiit und g-Zellfunktion nach Angleichung
von Alter, Geschlecht, HCL (Model-1) und zuséitzlich LRA (Model-2)

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
Abkiirzungen: FLI = Fatty Liver Index, GK = Gesamtkohorte; HCL = hepatozelluldrer Lipidgehalt, ISI-
comp = composite insulin sensitivity index (Matsuda Index), LRA = Niedriger Alkoholkonsum nach Klas-
sifikation der WHO, OGIS = Oral Glucose Insulin Sensitivity Index, QUICKI = Qualitative Insulin Sensi-

tivity Check Index
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4 DISKUSSION

4.1 Vergleich mit Bedogni

Im Folgenden werden die erhobenen Daten mit den Ergebnissen von Bedogni et al. in der
urspriinglichen Validierung des FLI verglichen und mogliche Ursachen fiir die unter-

schiedlichen Ergebnisse eruiert.

In der vorliegenden Arbeit erzielte der FLI eine geringere Sensitivitdt und Spezifitét als
in der von Bedogni et al. durchgefiihrten Validierung mittels Sonografie [8] und der er-
zielte AROC-Wert bestdtigt dem FLI eine mittelméBige Aussagekraft iiber das Vorliegen

einer Steatosis hepatis.

Ursache fiir die abweichenden Ergebnisse beziiglich der Aussagekraft des Index konnte
unter anderem die unterschiedlich zusammengesetzten Studienpopulationen sein. Zu-
nichst ist zu erwihnen, dass es hinsichtlich der ethnischen Zusammensetzung des Pro-
bandenkollektivs keine Unterschiede gab. Das Kollektiv der Dionysos Nutrition & Liver
Study, auf Basis welcher der FLI entwickelt wurde, ebenso wie das Kollektiv der in dieser
Arbeit beschriebenen Studie bestand hauptsidchlich aus kaukasischen Probanden [24].
Dies ist relevant, da es aufgrund von abweichendem Korperfettgehalt und Korperfettver-
teilung in den letzten Jahren zunehmende Forderungen nach ethnienspezifischen Grenz-
werten fiir den BMI gibt. Fiir die Bevolkerung des asiatischen und pazifischen Raumes

gibt es bereits Ansédtze der WHO fiir eine Anpassung der Grenzwerte des BMI [123; 124].

Bei der Dionysos Nutrition & Liver Study handelte es sich um eine Fall-Kontroll-Studie,
dies bedeutet, dass jeweils ein gleichwertiger Proband mit und ohne Verdacht auf eine
Lebererkrankung untersucht wurde [24]. Der Verdacht einer Lebererkrankung griindete

sich dabei auf das Vorliegen mindestens einer der folgenden Kriterien:

- ALT>30U/L

- GGT>35U/L

- Positives Hepatitis-B-Virus-Oberflichenantigen (HbsAg)

- Nachweis von Hepatitis C-RNA und anti-HCV-Antikorpern.

Die Punktpridvalenz der Steatosis hepatis in der Dionysos Nutrition & Liver Study war

daher mit 46% [8] etwa doppelt so hoch wie die angenommene weltweite Privalenz der
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NAFLD von 25% [78] und etwa um den Faktor 2,5 hoher als in der vorliegenden Arbeit,

in der die Prévalenz bei 18 % lag.

Die Pravalenz des metabolischen Syndroms und des T2DM diirfte folglich in der Dio-
nysos Nutrition & Liver Study ebenfalls hoher gelegen haben, als in der Allgemeinbevol-

kerung, welche unserer Studie zugrunde lag.

4.2 Sonografie

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen die Aussagekraft der Sonografie als diag-
nostische Methode zur Detektion einer NAFLD in Frage. Die Sonografie eignet sich eher
zur Diagnosestellung einer schwereren Steatosis hepatis mit einem HCL von > 30%
[125]. Hier erzielt die Sonografie eine Sensitivitidt von 91%, wihrend bei einem geringer
ausgeprigten hepatischen Lipidgehalt von <30% die Sensitivitdt der Sonografie lediglich
bei 64% liegt [125]. Es ist davon auszugehen, dass eine Steatosis hepatis in der Sonografie
erst in einem fortgeschrittenen Stadium sicher diagnostiziert wird und der FLI dann eine
hohere Wertigkeit aufweist. Diese These unterstiitzten verschiedene Validierungen des
FLI mittels Sonografie, in denen der FLI deutlich hohere AROC-Werte als in der vorlie-
genden Validierung mittels 'H-MRS erzielte. Die Ergebnisse der verschiedenen Studien

sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Autor Population |Land Anzahl der Proban-|AROC
den

Koehler et al. Kaukasier |Niederlande [2652 0,813
[126]

Meffert et al. Kaukasier |Deutschland (4222 0,817
[127]

Meffert et al. Kaukasier |Deutschland 2177 0,890
[127]

Carvalhana et al. |Kaukasier |Portugal 219 0,930
[128]

Tabelle 13: Validierung des FLI mittels Sonografie in unterschiedlichen Kohorten
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4.3 Vergleich mit Cuthbertson et al. (2014)

Von Cuthbertson et al. wurde 2014 ebenfalls eine Validierung des FLI mittels 'H-MRS
durchgefiihrt. Ahnlich wie in der von Bedogni et al. untersuchten Studienpopulation han-
delte es sich um eine Fall-Kontroll-Studie, dazu wurden 168 Probanden mit einer
NAFLD, sowie eine 168 Probanden umfassende Kontrollgruppe untersucht [28; 129]. Zu
den Ausschlusskriterien zéhlten genau wie in der vorliegenden Arbeit ein diagnostizierter
Diabetes mellitus Typ 1 oder 2, eine Lebererkrankung und Kontraindikationen fiir eine

MRT-Untersuchung.

Uber die ethnische Herkunft der Probanden wird von Cuthbertson et al. keine Aussage
getroffen, da die Probanden in Forschungszentren der Universitdt Liverpool und Surrey
(GroBbritannien) und in Forschungseinrichtungen der Charité Berlin und am Deutschen
Institut fiir Erndhrungsforschung Potsdam-Rehbriicke (Deutschland) rekrutiert wurden
[129], ist jedoch davon auszugehen, dass es sich liberwiegend um kaukasische Probanden

handelte.

Eine Steatosis hepatis wurde von Cuthbertson et al., dhnlich wie in der vorliegenden Ar-

beit, als ein Leberfettgehalt von > 5,5% in der MRS-Untersuchung definiert [129].

In beiden Studien wurden dhnliche Ergebnisse hinsichtlich des durchschnittlichen hepato-

zelluldren Fettgehaltes und des FLI erzielt, wie Tabelle 14 zu entnehmen ist.

Parameter Cuthbertson et al. | Vorliegende Arbeit
HCL (Median) keine Steatose 1,84% 1,33%

Steatose 16,56% 13,63%
FLI (Median) keine Steatose 18,77 19,6

Steatose 56,21 494

Tabelle 14: HCL und FLI in der von Cuthbertson et al. durchgefiihrten Studie und der vorliegen-
den Arbeit im Vergleich [129]

Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit erzielte der FLI im Rahmen der von Cuthbertson

et al. durchgefiihrten Studie mit einem AROC-Wert von 0,79 und unter Anwendung der

von Bedogni et al. festgelegten Cut-off-Werten mit einer Sensitivitét von 0,75 und einer

Spezifitit von 0,91 ein besseres Ergebnis. Bei insgesamt sehr dhnlichen Studienbedin-

gungen, abgesehen von der Zusammenstellung des Probandenkollektivs, ist die bessere

Bewertung des FLI am ehesten durch die hohere Priavalenz der Steatosis hepatis innerhalb
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des Probandenkollektivs bedingt [130]. Ahnlich wie bei Bedogni et al. lag die Privalenz
der NAFLD in der Kohorte von Cuthbertson bei 50%.

4.4 Veranderung des Grenzwertes fiir die Definition
einer Steatosis hepatis in der 'H-MRS

Es wurde versucht auf Basis der in der durchgefiihrten Studie erhobenen Daten die Aus-
sagekraft des FLI, beziechungsweise den AROC-Wert, zu verbessern, indem der Grenz-
wert des hepatozelluldren Lipidgehalts, der eine Steatosis hepatis definiert, angehoben
wurde. Zunéchst verbesserte sich der AROC-Wer des FLI. Ab einem Grenzwert von 7%
zeigte sich keine weitere Verbesserung. Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass die Pa-
rameter, aus welchen der FLI berechnet wird, bereits friihzeitig verdndert sind und sich
bei einer Erhohung des HCL iiber 7% keine weiteren Verdnderungen verzeichnen lassen.
Eindeutige Erkenntnisse tiber die frithzeitigen Verdnderungen von GGT oder TG bei Pa-

tienten mit einer NAFLD gibt es in der aktuellen Literatur nicht.

Ziel dieser Arbeit war es, einen einzigen FLI-Grenzwert fiir die Definition einer Steatosis
hepatis zu bestimmen, ohne Verwendung einer Grauzone, wie von Bedogni et al. vorge-

schlagen.

Zur Bestimmung eines einzigen, optimalen Grenzwertes wird versucht, moglichst einen
Kompromiss aus Treffer- und Fehlerquote zu finden. Zur Optimierung eines Index wird

der Testwert mit dem hochsten Youden-Index bestimmt.

Der ermittelte, optimale Grenzwert fiir den FLI lag bei 29,2. Mit einem Youden-Index
von 29,2 fiir den FLI konnte die Sensitivitit des FLI auf 0,82 gesteigert werden. Die

Spezifitit betrug dann noch 0,67.

4.5 Korrelation des Fatty Liver Index mit
Insulinresistenz und Insulinsekretion

Im Rahmen der Auswertung der Ergebnisse der durchgefiihrten Studie an 92 Probanden
ohne Diabetes fiel ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem FLI und den Indices fiir

Insulinresistenz und Insulinsekretion auf.
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Um zu beweisen, dass der FLI unabhéngig von Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht,
HCL oder Alkoholkonsum Aussagen iiber die Insulinsensitivitdt und die 3-Zellfunktion
treffen kann, erfolgte eine entsprechende Adjustierung der Ergebnisse. Es zeigte sich,
dass auch nach einer Angleichung von Alter, Geschlecht, HCL und Alkoholkonsum wei-

terhin eine Korrelation zwischen dem FLI und den Indices der Insulinsensitivitidt und der

B-Zellfunktion besteht.

Nach der Adjustierung besteht zwischen dem FLI und verschiedenen Parametern der In-
sulinsensitivitdt eine umgekehrte Korrelation. Im Einzelnen zeigte sich eine umgekehrte

Korrelation zwischen OGIS, QUICKI und ISIcomp.

Die Indices der 3-Zellfunktion (DI) sowie der Niichtern-B-Zellfunktion und der Niichtern-

Insulinfreisetzung wiesen ebenfalls eine Korrelation mit dem FLI auf.

Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Nishi et al., welche anhand eines Kollektivs aus
967 japanischen Probanden feststellten, dass der FLI ein sinnvoller Indikator zur Ermitt-
lung eines erhohten T2DM-Risikos im Stadium des Priddiabetes darstellt und somit der

FLI ein moglicherweise wichtiger Screening-Index ist [131].

Nach einer von Balkau et al. an 3811 kaukasischen nicht Diabetikern durchgefiihrten Un-
tersuchung im Rahmen der franzosischen D.E.S.I.R. Studie steigt das Risiko fiir die Ent-
stehung eines DMT2 bei einem FLI > 70 bei Ménnern um das 3,43-fache und bei Frauen

sogar um das 11,05-fache im Vergleich zu Probanden mit einem FLI <20 [132].

Bozkurt et al. konnten anhand von 97 Probandinnen zeigen, dass bei einem Gestationsdi-
abetes und einem FLI > 60 im Vergleich zu Probandinnen mit einem Gestationsdiabetes
und einem FLI < 20 das Risiko fiir die Manifestation eines T2DM innerhalb der ndchsten

10 Jahre um den Faktor 7,85 steigt [133].

Zusammenfassend legen diese Arbeit und einige weitere Studien nahe, dass der FLI als
Parameter zur Abschitzung einer gestorten Insulinsensitivitdt und -sekretion im klini-

schen Alltag dienen kann.

4.6 FLI in weiteren Studien

Seit seiner Entwicklung im Jahre 2006 war der FLI Gegenstand vieler Studien und Kor-

relationsanalysen. Besonders erwidhnenswert ist hier die Cremona Studie, in der in einer
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15-jahrigen Nachuntersuchungsperiode bei 2074 kaukasischen Probanden mittleren Al-
ters eine Korrelation des FLI mit der leberassoziierten Mortalitét (vor allem Leberzirrhose
und HCC) nachgewiesen wurde [134]. Dariiber hinaus konnte auch eine Assoziation des
FLI mit der kardiovaskuldren Mortalitdt und der nicht-leberassoziierten Krebssterblich-
keit festgestellt werden. Die Korrelation zwischen leberassoziierter, kardiovaskuldrer und
Krebsmortalitit erwies sich dabei als unabhiangig vom diabetischen Status, der Niichtern-

glukosekonzentration und dem Vorliegen eines metabolischen Syndroms [134].

Es zeigt sich somit, dass die Aussagekraft des FLI weit {iber das Vorliegen einer NAFLD
hinausgeht.

4.7 HSI und NAFLD-LFS im Vergleich zum FLI

Im Rahmen der im Jahr 2011 durchgefiihrten Machbarkeitsstudie fiir die Nationale Ko-
horte erfolgte neben der in dieser Arbeit beschriebenen Validierung des FLI auch die
Validierung des Hepatic Steatosis Index (HSI) und des NAFLD-Liver Fat Score(NAFLD-
LFS) [122].

Index AROC Sensitivitit Spezifitit
FLI 0,72 0,76 0,83
HSI 0,79 1,00 0,75
NAFLD-LFS 0,70 0,35 0,91

Tabelle 15: Aussagekraft von FLI, HSI und NAFLD-LFS im Vergleich (Angegebene Daten beziehen
sich auf die Gesamtkohorte) [122]

Beim NAFLD-LFS und beim HSI ergaben sich, wie auch beim FLI, keine Unterschiede

zwischen der Gesamtkohorte und der LRA-Gruppe.

Insgesamt zeigt sich, dass auch der HSI und der NAFLD-LFS in der Validierung mittel
'H-MRS eine geringere diagnostische Wertigkeit aufweisen als in der urspriinglichen Va-

lidierung.

Der NAFLD-LFS wurde initial in einer Kohorte mit einer erhdhten Pravalenz fiir meta-
bolische Storungen entwickelt [104]. Ahnlich wie beim FLI kann dies zu einer geringeren
Aussagekraft in der Validierung von Kahl et al. gefiihrt haben, welche basierend auf einer

fiir die Allgemeinbevolkerung repriasentativen Kohorte durchgefiihrt wurde. Auch die
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Kohorte, anhand welcher der HSI entwickelt wurde, unterscheidet sich maB3geblich von
der von Kahl et al. analysierten Kohorte, da sie ausschlieBlich aus Asiaten bestand. Wie
der FLI basiert auch der HSI mitunter auf dem BMI. Wie in Abschnitt 4.1. beschrieben,
wird unter anderem von der WHO angeregt, fiir Asiaten und Kaukasier aufgrund der ab-
weichende Korperfettverteilung unterschiedliche Grenzwerte fiir den BMI zu etablieren
[103; 135]. Somit erscheint ein direkter Vergleich zwischen einer asiatischen und kauka-

sischen Population nicht valide.

Genau wie beim FLI wurden auch beim NAFLD-LFS und beim HSI optimale Cut-Off-
Werte bestimmt. Auf Basis der erhobenen Daten wurde versucht, den Youden-Index zu
maximieren. Dabei ergab sich fiir den NAFLD-LFS ein optimaler Cut-Off-Wert von -
1,02 (Sensitivitit: 0,59; Spezifitit 0,89) und fiir den HSI ein Cut-Off-Wert von 35,0 (Sen-
sitivitdt 0,76; Spezifitit 0,70) [122].

Zudem zeigten auch NAFLD-LFS und HSI eine Korrelation mit den Parametern der In-
sulinsensitivitdt (QUICKI, OGIS, ISIcomp). Diese Korrelation blieb auch nach Anglei-
chung von Alter, Geschlecht, HCL und LRA bestehen. Mit den Indices der B-Zellfunktion
konnte, auch nach Angleichung von Alter, Geschlecht und HCL, eine Korrelation ermit-

telt werden [122].

Alles in allem ist die Aussagekraft der drei Indices in Hinblick auf die AROC-Werte
relativ dhnlich. Der NAFLD-LFS scheint dem FLI und dem HSI jedoch unterlegen zu
sein, da er auch nach Optimierung der Grenzwerte eine sehr geringe Sensitivitdt aufweist,
was zu einer hohen Falsch-negativ-Rate fiihrt und somit erkrankte Individuen moglicher-
weise nicht als solche erkannt werden. Der HSI weist nach Optimierung der Cut-Off-
Werte eine dhnliche Sensitivitdt und Spezifitit wie der FLI auf. Die beiden Indices kon-

nen also als gleichwertig betrachtet werden.

4.8 Einfluss des Alkoholkonsums auf die Entstehung
einer Steatosis hepatis

Unter den untersuchten Probanden wurden Probanden mit einem erhdohten Alkoholkon-

sum nicht von vorneherein ausgeschlossen.
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Fiir die Kohorte von Probanden mit einem niedrigen Alkoholkonsum ergaben sich dhnli-
che Ergebnisse wie fiir die Probanden der Gesamtkohorte. Insgesamt gibt es wenige ak-
tuelle Forschungsergebnisse zur Auswirkung von Alkohol auf die Ausbildung einer

Steatosis hepatis.

Im Rahmen der Dionysos Nutrition & Liver Study stellten Bedogni et al. die These auf,
dass zwischen Alkoholkonsum und Steatose kein Zusammenhang besteht. Diese durch
Bedogni et al. aufgestellte These ist im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da
sich auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen der Kohorte mit niedrigem und

hoherem Alkoholkonsum zeigte.

4.9 Schlussfolgerung

Der FLI erwies sich als maBig guter Index zur Prédiktion einer Steatose. Er kann somit
zum Screening heranzogen werden, eine 'H-MRS-Untersuchung jedoch keinesfalls erset-
zen. Interessanterweise erwies sich der FLI als guter Index zur Abschétzung einer mog-

lichen Insulinresistenz und einer Funktionsstérung der B-Zellen.
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