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1. Abstrakt

Einleitung und Ziele der Studie:

Die nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) wurde bereits im Jahre 1980 von dem
Pathologen Ludwig definiert. Die NASH ist haufig mit Insulinresistenz, zentraler
Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus assoziiert. Die Progression von der reinen
nichtalkoholischen Fettleber (NAFL) zur nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) ist
aber pathogenetisch immer noch ungeklart. In den letzten Jahren wurde das Retinol-
bindende Protein 4 (RBP 4) mit Insulinresistenz in Verbindung gebracht. In dieser
Studie sollte untersucht werden, ob erhohte Spiegel an RBP 4 zur Differenzierung von
NAFL und NASH verwendet werden konnen und mit der Insulinresistenz dieser
Patienten assoziiert sind.

Methodik: Bei121 Patienten mit erhdhten Transaminasen unklarer Genese wurde eine
Abdomensonografie als Screening auf Fettleber durchgefuhrt. Nach Ausschluss der
Differentialdiagnosen wurde sonografisch eine Leberparenchymverfettung bei 67
Patienten festgestellt. Zur weiteren Differenzierung der NAFLD-Gesamtgruppe erfolgte
eine Leberbiopsie, wodurch nach den Brunt-Kriterien 2 Untergruppen (NASH-Gruppe
n= 53, und NAFL-Gruppe: n=14 Patienten) generiert wurden. Als Kontroll-Gruppe
wurden 23 gesunde ubergewichtige Probanden mit unauffalligen Leberwerten
ausgewahlt. Patienten und Kontrollen unterschieden sich nicht in Alter,
Geschlechtsverteilung und BMI. Bei allen Patienten und Kontrollen wurde die
Fettverteilung anthropometrisch und die Korperzusammensetzung mittels
Bioelektrischer Impedanzanalyse (BIA) ermittelt. Der Ruhe-Energieumsatz wurde mit
der indirekten Kalorimetrie ermittelt. Auch die Leberwerte, Blutfette, Nuchterninsulin und
-glucose, HOMA-Index, OGTT und das Serum-Retinol-bindende Protein 4 wurden bei
Patienten und Kontrollen bestimmt.

Ergebnisse: Die HOMA-Werte lagen in unserer Studie bei den NASH-Patienten (5,73
5,79) signifikant héher (p < 0,001) als bei der NAFL- (3,51 £ 2,63) und der Kontroll-
Gruppe (2,23 + 1,67).



Stoérungen des Glukosestoffwechsels (p<0,001), arterieller Hypertonus (p 0,005) sowie
metabolisches Syndrom (Chi2 = 26,1, p < 0,001) traten signifikant haufger in der NASH-
Gruppe als in der NAFL- und der Kontroll-Gruppe auf.

Die RBP4-Werte waren bei den Patienten mit NAFLD (NASH-Gruppe 10,9ug/ml £ 0,60,
NAFL-Gruppe: 9,8 ug/ml £1) nicht nur nicht héher, sondern sogar signifikant niedriger
als in der Kontroll-Gruppe (RBP4 17,4 ug/ml £ 1,8) (Post-Hoc p=0,0001 - 0,001).

Es zeigte sich weiterhin eine signifikante positive Korrelation zwischen dem RBP4-Wert
und dem BMI bei den weiblichen NASH-Patienten (r = 0,39, p= 0,021), nicht jedoch bei
den mannlichen Patienten (p= 0,6).

Die eigenen Daten zeigten allerdings keinerlei Zusammenhang zwischen dem RBP4-
Spiegel und der WHR (r= 0,89, p= 0,44), dem HOMA-Wert (tau-b= - 0,101, p=0,162),
oder dem Auftreten des metabolischen Syndroms (p>0,1).

Schlussfolgerung: Die nichtalkoholische Fettlebererkrankung ist ein Ausdruck einer
Insulinresistenz und eines metabolischen Syndroms. Die Hoffnung, im RBP4 einen
pathogenetisch plausiblen und diagnostisch sensitiven Biomarker fur Insulinresistenz
und NASH zu finden, hat sich jedoch in dieser Studie nicht bestatigt.

Abstract:

Background and aim of the study:The non-alcoholic steatohepatitis (NASH) was
already defined in 1980 by the pathologist Ludwig. The NASH is often associated with
insulin resistance, central obesity and type 2 diabetes.The progression from simple
steatosis (NAFL) to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is still unclear.

In recent years, the retinol-binding protein 4 (RBP 4) has been shown to be associated
with insulin resistance.The aim of this study was to investigate whether increased
levels of RBP4 can be used to differentiate NAFL from NASH and whether they are
associated with the insulin resistance in these patients.

Methods: An abdominal sonography as a screening for fatty liver was performed on
121 patients with elevated transaminases of unknown origin. After exclusion of
differential diagnoses, a non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been detected

in 67 patients. For further differentiation of the whole NAFLD group a liver biopsy



was performed, which generated two subgroups (NASH group: n=53, and NAFL
group: n =14) according to the Brunt criteria. As a control group, 23 healthy obese
subjects were selected with normal liver enzyme levels. Patients and controls did not
differ in age, gender ratio and BMI. In all patients and controls we have done
anthropometric measurements to estimate body fat and distribution, and a bioelectrical
impedance analysis (BIA) for estimating body composition. The resting energy
expenditure was measured in all patients and controls using indirect calorimetry. The
liver function tests, liver enzymes levels, blood lipids, fasting insulin and glucose,
HOMA index, OGTT and serum retinol-binding protein 4 were determined in all
patients and controls.

Results: In our study HOMA values were found significantly higher in the NASH group
(6.73 = 5.79) than in the NAFL group (3.51 £ 2.63) and the control group (2.23 +
1.67) [p <0.001].

Impaired glucose metabolism (p <0.001), hypertension (p=0.005) and metabolic
syndrome (chi2=26.1, p <0.001) were found significantly more often in the NASH
group than in the NAFL group and the control group.

The RBP4 level in NAFLD patients (NASH group:10.9 pg / ml + 0.60, NAFL group:
9.8 ug/ ml £1.0) were not only not higher, but even significantly lower than in the
control group (RBP4 =17.4 ug/ ml £1.8) (post hoc p=0.0001- 0.001).

Furthermore our study found a significant positive correlation between RBP4 level and
BMI in female patients of the NASH group (r = 0.39, p= 0.021) but not in the male
patients (p =0.6).

However, our own data showed no correlation between RBP4 levels and WHR (r =
0.89, p = 0.44), HOMA-value (tau-b=-0.101, p= 0.162), or the occurrence of the
metabolic syndrome (p> 0.1).

Conclusion: The non-alcoholic fatty liver disease is an expression of insulin
resistance and metabolic syndrome. The expectation that the RBP4 could be a

pathogenic and diagnostically sensitive biomarker for insulin resistance and for NASH

has not been confirmed in this study.



2. Einleitung

2.1 Nichtalkoholische Fettlebererkrankungen (NAFLD)

Nichtalkoholische Fettlebererkrankungen (Non-alcoholic fatty liver diseases, NAFLD)
sind die haufigsten Lebererkrankungen in westlichen Landern und die haufigste
Ursache fur Aminotransferasenerhéhungen unklarer Genese. Der Begriff NAFLD
umfasst die reine Fettleber (Steatose), die Fettleber mit Entziindung (nichtalkoholische
Steatohepatitis, NASH), die NASH mit Steatofibrose oder Zirrhose und in manchen
Fallen das hepatozellulare Karzinom [38]. Die NAFLD ist in vielen Fallen eine

hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms.

Pathogenese

Insulinresistenz spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der NAFLD [1].
Insulinresistenz ist mit erhdhten Spiegeln von freien Fettsduren (FFS) im Blut und einer
vermehrten Aufnahme der FFS in die Leber verbunden. Wegen metabolischer
Uberforderung werden die nicht als VLDL (very low density lipoprotein)
abtransportierten freien Fettsauren in den Hepatozyten abgelagert und zu Triglyzeriden
reverestert. Das Resultat dieser Vorgange ist eine Lebersteatose. Dabei handelt es sich
hierbei zunachst um eine prinzipiell reversible Verfettung. In den meisten, aber nicht in
allen Fallen [2, 3] tritt eine Insulinresistenz im Rahmen einer Adipositas und eines
Diabetes mellitus Typ 2 auf [4]. Unter welchen Bedingungen es bei einigen Patienten
bei der benignen Lebersteatose bleibt und bei anderen zum Auftreten einer
nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) mit Progression in eine Leberfibrose und
Zirrhose kommt, ist nicht abschlieRend geklart.

Ein inzwischen weit akzeptiertes Erklarungsmodell basiert auf der so genannten
,second hit“-Hypothese [5]. Hier wird als wichtiger Faktor, der die entzindlichen
Reaktionen bei NASH zumindest mitbedingen kénnte, das Auftreten von oxidativem

Stress diskutiert, der mit der Bildung verschiedener toxischer freier Sauerstoffradikale



einhergeht. Aufgrund einer Reaktion der freien Sauerstoffradikale mit den
Lipidmembranen kommt es zu deren Schadigung (Lipidperoxidation). Auf diese Weise
werden zum einen Zellnekrosen verursacht und andererseits Botenstoffe, wie z. B.
Zytokine, Interleukine und Adhasionsmolekule freigesetzt. Diese rufen dann eine
EntzlGndungsreaktion hervor (Leukozyteninfiltration). Im Rahmen der NASH gibt es
verschiedene Auslodser oxidativen Stresses. Hierzu gehdren die vermehrte
Fettoxidation, die Hyperglykamie und vor allem auch das Zytochrom P4502E1
(CYP2E1), das bei NASH-Patienten ahnlich wie bei chronischem Alkoholkonsum
induziert ist [6]. Letzteres ist verantwortlich flr die mikrosomale 1-und 2-Oxidation der
freien Fettsauren, was zur Bildung zytotoxischer Decarboxylsauren und vor allem auch
zu freien Radikalen fuhrt. Die Regulation der CYP2E1-Expression ist sehr komplex und
teilweise durch das Insulin kontrolliert. Bei NASH-Patienten resultiert diese Induktion
sehr wahrscheinlich aus einer herabgesetzten Empfindlichkeit der Hepatozyten fur
Insulin infolge der Insulinresistenz [7]. Andere Quellen fur freie Radikale sind ein haufig
vorhandener Eisenuberschuss in der Leber sowie die Aktivierung der Kupffer-Zellen.
Auch verminderte antioxidative Abwehrmechanismen tragen zu einer Entwicklung der
NASH bei.

Als zweiter wichtiger Faktor zur Entstehung einer NASH wird die Aktivierung residenter
Makrophagen der Leber und der Kupffer-Zellen durch so genannte Endotoxine
diskutiert, welche die Leber Uber die Pfortader vom bakteriell Uberbesiedelten Darm, ein
Zustand, der bei NASH gehauft gefunden wird [8], erreichen.

Diese Endotoxine werden dabei uber Rezeptoren von den Kupffer-Zellen abgefangen.
Dadurch werden die Kupffer-Zellen aktiviert und produzieren wichtige Zytokine und
Interleukine (TNFa, IL-6). Dies fuhrt ebenfalls zu zytotoxischen Effekten, entzuindlichen
Reaktionen und einer Aktivierung der Lebersternzellen, die fur die Produktion
extrazellularer Matrix inklusive des Kollagens verantwortlich sind. Die Lebersternzellen
konnen auch direkt durch Produkte des oxidativen Stresses angeregt werden. Auf diese
Weise fuhrt die Aktivierung der Lebersternzellen zur Fibrosierung und bei anhaltendem

Stimulus zur Leberzirrhose [1].



2.2 Nichtalkoholische Steatohepatitis bei Erwachsenen (NASH)

2.2.1 Diagnostik

Der Bezeichnung NASH wurde erstmals in Abgrenzung von der alkoholischen
Steatohepatitis im Jahr 1980 durch den Pathologen Ludwig et al. eingeflihrt, der bei
einer Gruppe von nachweislich alkhoholabstinenten Patienten ein histologisches Bild
vorfand, das dem der alkoholischen Steatohepatitis sehr ahnlich war [47].

Entsprechend basiert die Diagnose einer nichtalkoholischen Steatohepatitis nach
Ausschluss anderer Lebererkrankungen primar auf der histologischen Evaluierung einer
Leberbiopsie [9 —12].

Eine nichtalkoholische Hepatitis ist charakterisiert durch Verfettung, Zeichen eines
Leberzellschadens wie Ballonierung und Nekrose, entzindliche Infiltrate, die von
neutrophilen Granulozyten und mononuklearen Zellen dominiert werden und durch den
Nachweis von Fibrose (von minimal perivaskularen Herden bis zu ausgedehnter
Fibrose und fibrosen Septen reichend). Auch kdnnen sich wie bei der alkoholischen
Steatohepatitis Mallory Korperchen finden, die aber haufig kleiner als bei der ASH sind.
NASH beginnt Ublicherweise perivaskular/perivends, breitet sich mit zunehmender
Schwere der Erkrankung Richtung Portalfelder aus und fuhrt letztlich Gber Nekrose und
Bindegewebsbricken zur Zirrhose.

Powell und Mitarbeiter [7] schlagen folgende Kriterien zur Definition einer NASH vor:

1) Histologische Veranderungen, bestehend aus starkerer makrovesikularer fettiger
Degeneration mit Entzindung (lobular oder portal) ohne oder mit Mallory-
Korperchen, Fibrose und/oder Zirrhose.

2) Geringer Alkoholkonsum (< 30 g/d Alkohol bei Manner, <20g/d Alkohol bei
Frauen) basierend auf exakter (Fremd-)anamnese. ldealerweise sollten
wiederholte Negativresultate fur Carbohydrat-defizientes Transferrin vorliegen.

3) Ausschlul einer chronisch-viralen Hepatitis (B, C), beziehungsweise anderer

chronischer Lebererkrankungen.



Fir das Staging und Grading der NASH hat sich die Einteilung nach Brunt [10]

durchgesetzt, die auch in dieser Arbeit Anwendung fand.

2.2.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der NASH in Deutschland ist nicht exakt geklart. Studien an grof3en
Serien von Leberbiopsien zeigen, dass sich die Pravalenz bei ca. 10 % bewegen
konnte [9-15]. Da die meisten dieser Daten aus den USA stammen, lassen sie nur
begrenzt Rickschlisse auf das Vorkommen in Deutschland zu. Die NASH wird am
haufigsten in der 5. und 6. Lebensdekade beobachtet [9, 16]. Die Erkrankung scheint
bei Frauen etwas haufiger vorzukommen. Bekannte Risikofaktoren fur die Entwicklung
einer NASH sind Adipositas und Diabetes mellitus. In den meisten Studien waren 69—
100% der Patienten mit NASH adip6s [9, 14]. Lediglich eine Studie von Bacon und
Mitarbeitern zeigte eine geringere Pravalenz [16]. NASH wurde auch bei Patienten
beobachtet, die sich auf Grund der Adipositas einer chirurgischen Therapie unterzogen
bzw. die eine rasche Gewichtsabnahme verzeichneten[17]. Eine schnelle
Gewichtsabnahme scheint sogar einen betrachtlichen Risikofaktor fir das mogliche
Auftreten eines Leberversagens oder rascher Progredienz Richtung Zirrhose
darzustellen [18]. Diabetes mellitus stellt neben der Adipositas einen zweiten
wesentlichen Risikofaktor fur die Entwicklung eines NASH dar [9, 14]. Diabetes mellitus
oder eine pathologische Glukosetoleranz liegen bei 34—75% aller Patienten mit NASH
vor. Eine etwas niedrigere Inzidenz wurde wiederum zuletzt von Bacon beschrieben
[16]. Insgesamt scheint das Vorliegen einer Insulinresistenz (IR) in praktisch allen
Fallen einer NASH vorhanden zu sein und damit stellt die IR einen entscheidenden
Faktor in der Pathogenese dieser Erkrankung dar. Die Rolle der Hypercholesterinamie
bzw. Hyperlipidamie bei NASH ist weniger klar. Zahlreiche andere Erkrankungen bzw.

auch Medikamente werden mit NASH in Zusammenhang gebracht (siehe Tabelle 1).



Tabelle 1: Risikofaktoren fir eine NASH

Insulinresistenz

Adipositas

Diabetes mellitus,

pathologische Glukosetoleranz

Hyperlipoproteinamie

Rasche Gewichtsabnahme

Total parenterale Ernahrung
Malbsorption bei z.B. Sprue

Kurzdarmsyndrom

Jejunaler Bypass

Extensive Dinndarmresektion

,Gastric Banding*

Amiodaron
Statine
Glukokortikoide

Diltiazem

Tamoxifen

Isoniazid

2.3 Insulinresistenz

2.3.1 Definition und Messung der Insulinresistenz

Insulinresistenz ist ein pathophysiologischer Zustand, in dem eine Insulindosis, die zu

normalen oder hochnormalen Seruminsulinwerten flhrt, eine subnormale Wirkung



erzeugt [19]. Methode der Wahl zur Messung der Insulinwirkung ist der
hyperinsulinamische, euglykamische Glucose-Clamp-Versuch. Wahrend einer
konstanten intravendsen Infusion von Insulin (40 mE/m? Kérperoberflache/min) wird
eine 20%ige Glukoselosung in Raten infundiert,die einen Abfall des Blutzuckers
verhindern und ihn im euglykdmischen Bereich halten soll [20]. Dies setzt eine Messung
des Blutzuckers in 2- bis 5-minutigen Abstanden voraus. Aufgrund dessen ist die
Methode bei einer Gesamtdauer von 2—-3 Stunden sehr aufwendig. Die infundierten
Glukosemengen sind ein Mal} fur die Insulinsensitivitat: Wird viel Glukose bendtigt, ist
der Organismus insulinempfindlich; d. h. die Insulinresistenz ist niedrig. Die
Insulinresistenz ist hoch, wenn wenig Glukose bendtigt wird. Fur eine Insulinresistenz
gibt es bisher noch keinen eindeutigen Schwellenwert. In Studien werden Patienten im
niedrigsten Quintil der Glukoseinfusionsraten von gesunden Probanden als resistent
eingestuft.

Die mit dem Glucose-Clamp gemessene Glukoseaufnahme ist vorwiegend ein Mal3 fur
die Insulinresistenz der Skelettmuskulatur. Der Begriff ,Insulinresistenz” kann sich
naturlich auch auf andere Insulinwirkungen beziehen: die Hemmung der hepatischen
Glukoseproduktion, die Hemmung der Lipolyse des Fettgewebes, die Wirkungen auf
lonentransport, Proteinsynthese und Genexpression sowie die vasodilatierende
Wirkung. Die Insulinresistenz muss an den verschiedenen Organen nicht zwangslaufig
gleich stark ausgepragt sein.

Andere, nicht ganz so aufwendige Methoden wie der Glucose-Clamp-Versuch sind die
intravendse und die orale Glukosebelastung. Bei der intravendsen Glukosebelastung
sind 22 Blutentnahmen uber 3 Stunden mit der Messung von Glukose und Insulin
erforderlich (FSIGT; Frequently Sampled Intravenous Glucose Tolerance Test). Die
Parameter der Insulinresistenz werden mit Hilfe des sogenannten ,Minimal Models*
berechnet [21]. Bei der oralen Glukosebelastung wird ein Insulinsensitivitatsindex aus
den halbstiindlich gemessenen Glukose- und Insulinwerten berechnet [22]. Da auch
diese Methoden recht aufwendig sind, sind sie fur die klinische Praxis und fur
epidemiologische Untersuchungen nicht geeignet.

Ein einfacher und kostengunstiger Ansatz ist die HOMA-Methode (Homeostatic Model
Assessment). Dabei wird ein Resistenzindex (HOMA-IR) aus den Nlchternwerten von

Glukose und Insulin berechnet [23]. Das Ausmal} der Insulinresistenz steigt mit der



Hohe des HOMA-Wertes an. Indirekte Hinweise auf das Ausmal} der Insulinresistenz
geben auch hohe Nuchternwerte von Insulin, C-Peptid und Triglyzeriden sowie niedrige
Nuchternwerte von HDL-Cholesterin.

Die Insulinresistenz ist haufig mit dem metabolischen Syndrom (auch ,Syndrom X*
genannt) assoziiert. Nach Adult Treatment Panel Il (ATP-Ill)-Definition [24] mUssen fur
die Diagnose des metabolischen Syndroms mindestens 3 der folgenden Bedingungen
erfullt sein:

Abdominelle Adipositas (Bauchumfang > 102 cm bei Mannern;> 88 cm bei Frauen)
Hypertriglyzeridamie > 150 mg/dl (1,7 mMol/l)

Erniedrigtes HDL-Cholesterin < 40 mg/dl (1,0 mMol/l) bei Mannern, < 50 mg/dl (1,3
mMol/l) bei Frauen

Erhohter Blutdruck > 130/85 mmHg

Erhdéhter NUchtern-Blutzucker > 110 mg/dl (6,1 mMol/l)

Andere Kriterien fur die Diagnose des metabolischen Syndroms wurden von der WHO
herausgegeben. Nach diesen Kriterien [25] liegt das Syndrom vor, wenn ein Diabetes,
eine gestorte Glukosetoleranz oder eine abnorme Nuchternglukose besteht und
zusatzlich mindestens zwei der folgenden Bedingungen erfullt sind:

1) Erhohter Blutdruck (2140/90 mmHg)

2) Hyperlipidamie: Triglyzeride > 150 mg/dl (1,7 mMol/l) und/oder HDL-Cholesterin
< 35 mg/dl (0,9 mMol/l) bei Mannern und < 40 mg/dl, (1,0 mMol/l) bei Frauen

3) Abdominelle Adipositas: WHR > 0,90 bei Mannern und > 0,85 bei Frauen
und/oder BMI > 30 kg/m?
Wenn die Glukosetoleranz nicht gestort ist, muss zur Diagnose des metabolischen
Syndroms nach WHO-Kriterien zusatzlich zu mindestens zwei der oben genannten
Bedingungen eine Insulinresistenz vorliegen (hdchstes Quartil des HOMA-Index einer
Normalpopulation).
-Interpretation des HOMA-IR-Werts :
<1  =normal
>2 =Hinweis auf Insulinresistenz (IR)
>2,5 =Insulinresistenz wahrscheinlich

>5,0 = Durchschnittswert bei Typ2-Diabetikern
10



2.3.2 Epidemiologie der Insulinresistenz

In einer epidemiologischen Untersuchung an 888 zufallig ausgewahlten Bewohnern der
norditalienischen Stadt Bruneck wurde die Pravalenz der Insulinresistenz ermittelt [26].
Dabei wurde die HOMA-Methode zur Quantifizierung der Insulinresistenz angewendet.
Eine Insulinresistenz trat bei Patienten mit IGT (Impaired glucose tolerance) zu 65,9 %,
mit Typ-2-Diabetes zu 83,9 %, mit Hypercholesterinamie zu 53,5 %, mit
Hypertriglyzeridamie zu 84,2 %, mit erniedrigtem HDL-Cholesterin zu 88,1 %, mit
Hyperurikamie zu 62,8 % und mit Hochdruck zu 58,0 % auf. Bei Patienten mit einer
Kombination von Glukosetoleranzstorung, Dyslipidamie, Hyperurikamie und Hochdruck
zeigte sich bei 95,2 % eine Insulinresistenz. Auffallend war, dass bei 9,6 % der
Probanden eine Insulinresistenz bestand, obwohl sie weder Hypertonie, Dyslipidamie,
Glukosetoleranzstérung oder Hyperurikédmie hatten; 42,1 % dieser Probanden waren
jedoch ubergewichtig.

2003 wurde die Pravalenz des metabolischen Syndroms im nordamerikanischen
NHANES-III-Survey gemessen [27]. Definiert nach ATP-IlI-Kriterien betrug sie 23,9 %,
nach WHO-Kriterien 25,1 % (altersadjustierte Pravalenz) der untersuchten Population.
Insulinresistenz steht auch mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse in
Zusammenhang, wie in zahlreichen epidemiologischen Studien gezeigt werden konnte
[28-30].

2.4 Retinol-bindendes Protein 4

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Faktoren beschrieben bzw. diskutiert, die einen
Zusammenhang zur Insulinresistenz aufweisen und daher auch an der Entstehung der
NASH beteiligt sein konnten, u.a. auch das Retinol-bindende Protein 4.

Vitamin A bzw. Retinol gehort zur Gruppe der fettldslichen Vitamine. Es ist wesentlich
an Prozessen der Zelldifferenzierung beteiligt und kann daher bestimmte

Entwicklungsprozesse wie die Bildung des Fettgewebes beeinflussen. Retinol muss
11



extrazellular (im Blut) sowie intrazellular an Transport-Molekdle, die Retinol-bindenden
Proteine (RBPs), gebunden werden, da es fettléslich ist. Die zwei bekanntesten
Vertreter der RBPs sind das Retinol-bindende Protein 4 (RBP4) und das intrazellulare
Retinol-bindende Protein Typ | (CRBP-I). RBP4 ist fur den Transport von Vitamin A im
Blut von der Leber zur Zielzelle und zum Abbauorgan fur Vitamin A (der Niere)
verantwortlich. CRBP-I ist in der Leber flr die Speicherung von Vitamin A zustandig. In
einigen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen
erhohten RBP4-Werten im Blut und Typ-2-Diabetes besteht. [ 39 , 40]

RBP4 wird hauptsachlich in der Leber produziert [65]. Fettgewebe hat die
zweithdchste Expressionrate und die Niere etwa 10% der Expressionrate der Leber [64,
66]

Die RBP4-Expression in der Leber wird durch die Verflugbarkeit von Vitamin-A und dem

Ernahrungszustand reguliert [79].

Holo-RBP4

Apo-RBP4

Abbildung 1: Die molekulare Struktur des retinol-bindenden Proteins 4 (RBP4). ( Nach
S. Frey : 2009 )[41].

In Abbildung 1 ist die molekulare Struktur von RBP4 dargestellt. RBP4 bindet Rentinol

(ROH) und wird daraufhin holo-RBP4 genannt. Nach der Abgabe von ROH in die

Zielzellen verbleibt das so genannte apo-RBP4. Das C-Terminal des Proteins ist durch
12



die Aminosaure Asparagin (ASN) und durch zwei Leucinmolekule (LEU) charakterisiert.

RBP4-L und RBP4-LL sind um ein bzw. zwei Leucinmolekule gekurzt.

Das RBP4 scheint ein beeinflussender Faktor auf die Insulinresistenz der Leber und der
Skelettmuskeln von Nagetieren zu sein, wobei aber der genaue Wirkmechanismus noch
unklar ist [64]. Beim Menschen wird der Zusammenhang zwischen erhéhten RBP4-
Werten und Ubergewicht uneinheitlich berichtet:

Janke et al. [67] konnten zeigen, dass RBP4 auch in reifen humanen Adipozyten hoch
exprimiert und durch differenzierende menschliche Adipozyten sezerniert wird, daher
wird es auch als Adipokin aufgefasst. In der Studie von Graham et al. [63] wurde
nachgewiesen, dass adipose Patienten mit oder ohne Typ 2 Diabetes Mellitus eine
hohere Serum-RBP4-Konzentration haben als schlanke Kontrollpersonen. Cho et al.
[68] fanden einen signifikanten Unterschied in den RBP4-Plasmakonzentrationen von

Personen mit normaler Glukosetoleranz und Personen mit Typ 2 Diabetes Mellitus.

Im Gegensatz dazu konnten Janke et al. [67] jedoch keine signifikanten Unterschiede in
den Serum-RBP4-Werten zwischen normalgewichtigen, Ubergewichtigen und adipdsen

Frauen feststellen.

Auch in der Studie mit normalgewichtigen, Ubergewichtigen und adipésen Mannern
durch Shea et al. [70] wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

In der Studie von Stefan et al. [69] wurde eine positive Korrelation zwischen dem
Serum-RBP4 und dem Leberfett erkannt; hingegen aber nicht zwischen dem Serum-
RBP4 und dem Ganzkorperfett, dem Viszeral- und dem subkutanen Fett.

In einer weiteren Studie von Tajtakova et al. [71] wurde zwar gezeigt, dass die Serum
RBP4-Werte bei adipdésen Menschen tendenziell hdher als bei Normalgewichtigen sind,
allerdings erreichten die Unterschiede auch hier keine statistische Signifikanz.

2007 zeigte die Studie von Yao-Borengasser et al. [72], dass die RBP4-mRNA-
Expression in Fettgeweben mit Inflammation, aber nicht mit Insulinresistenz, korreliert.
Al Daghri und seine Kollegen stellten fest, dass die Serum-RBP4-Werte mit den TNF-
alpha-Werten korrelieren, jedoch nicht mit der Insulinresistenz bei Patienten mit Typ 2

DM und Koronarherzerkrankung [73]. Hingegen zeigten Reinehr et al. [89]
13



Bei Ubergewichtigen Kindern einen signifikanten Zusammenhang zwischen RBP4-

Spiegeln und dem Gewichtsstatus sowie der Insulinresistenz.

Insgesamt gibt es bei uneinheitlicher Datenlage einige Hinweise, dass RBP4 eine Rolle
in der Pathogenese der Insulinresistenz spielen kdnnte (Kotnik P et al [95]). Daher war
ein wesentliches Ziel dieser Studie zu untersuchen, ob Serum-RBP4-Spiegel bei
Patienten mit bioptisch nachgewiesener NAFLD erhoht sind und in Beziehung zu
metabolischen Komponenten der Erkrankung stehen.

3. Fragestellung und Ziel der Studie

Diese Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und
nichtalkoholischen Fettlebererkankungen (NAFL- und NASH-Patienten) mit der
spezifischen Hypothese, dass erhohte RBP4-Spiegel als mdoglicher Trigger einer
Insulinresistenz in der Transition von der reinen Fettleber zur NASH eine Rolle spielen
konnten.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen untersucht werden:

A) Wie unterscheiden sich NASH-Patienten von NAFL-Patienten und gesunder
Kontroll-Gruppe bezogen auf Grundcharakteristika des Substratmetabolismus:

e die Korperzusammensetzung (Fettmasse und fettfreie Masse,
Korperfettverteilung)

e den Ruheenergieumsatz und respiratorischen Quotienten

e und die Insulinresistenz (Homa-Index)?

B) Haben Patienten mit NASH héhere RBP-4 Spiegel als Patienten mit NAFL oder
gesunde Kontrollen und koénnte RBP-4 zur serologischen Differenzierung
zwischen NASH und NAFL dienen?

C) Welche Beziehung gibt es zwischen RBP4 mit Insulinresistenz und
e der Korperzusammensetzung
e dem Ruheenergieumsatz
e der HOhe des HOMA-Index

e dem Vorhandensein eines metabolischen Syndroms ?

14



4. Methoden

4.1 Untersuchungsdesign

Die Untersuchung wurde als Fall-Kontroll-Studie an der Medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie des Charité Campus
Mitte in Berlin durchgefihrt.

Das Studienprotokoll vom 11.07.2001 wurde durch die Ethikkommission der Charité

genehmigt und nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefihrt.

Es wurden die Daten der Patienten verwendet, die von Januar 2002 bis August 2008
auf den Stationen 141 und 142 stationar waren und bei denen laborchemisch erhdhte
Transaminasen nachgewiesen wurden und bei denen kein Anhalt fir einen
Alkholabusus oder andere toxische Lebererkrankungen vorlag (siehe Ein- und
Ausschlusskriterien),.

Aus dieser Gesamtgruppe wurden wiederum Patienten ausgewahlt, die sonographisch
Zeichen einer nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) aufwiesen

(Untersuchung Teil B).

Zur Differenzierung der NAFLD-Patienten aus Teil B erfolgte eine histologische

Diagnostik nach einer Leberbiopsie. Dadurch ergaben sich 2 Untergruppen (Teil C):

» Eine Gruppe von Patienten mit Steatohepatitis ohne Alkoholabusus (NASH-
Gruppe) von 53 Patienten sowie
» Eine Gruppe von Patienten, die histologisch eine Leberverfettung ohne Zeichen

einer Hepatitis hatten (NAFL-Gruppe, 14 Patienten).

Fir eine Kontroll-Gruppe wurden 23 Erwachsene ausgesucht, die normale
Transamninasen und einen normalen sonographischen Leberbefund aufwiesen. (Teil D)
Eine schematische Darstellung des Untersuchungsablaufes ist in Abbildung 2

dargestellt.
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Teil A

Gesamtpatienten mit erhdhten TA = 121

Stationare Patienten im Zeitraum vom Januar 2002 bis
August 2008 mit erhohten Transamninasen nach
anamnestischem Ausschluf} eines Alkoholabusus und der

Einnahme lebertoxischer Medikamente.

Teil B

Sonographische Zeichen einer Leberverfettung nach
Ausschlul’ der Differentialdiagnosen der NAFLD. n=67

Teil C

Leberbiopsie: Histologische Differenzierung

l l

NASH-Gruppe NAFL-Gruppe

n=14

Teil D

Kontroll-Gruppe
Erwachsene mit normalen Transaminasen und
abdomensonographisch keinen Zeichen einer

Leberverfettung

n=23

Abbildung 2: Flussdiagramm zum Untersuchungsdesign.
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4.2 Rekrutierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

4.2.1 Rekrutierung der Patienten

121 Patienten mit erhdhten Transaminasen wurden zwischen Januar 2002 und August
2008 auf den Stationen 141 und 142 der Medizinischen Klinik mit dem Schwerpunkt
Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie des Charite Campus Mitte in Berlin
rekrutiert und einem Screening unterzogen, das folgende Ein- und Ausschlusskriterien

bricksichtigte:

Einschlusskriterien:
Alter >18 Jahre

Vorliegendes Einverstandnis des Patienten

Transaminasenerhdhung >1,5 Fach des Normwerts
Alkoholkonsum < 20 g/d
Sonographie: Nachweis einer Leberparenchymverfettung (NAFLD)

Histologie: Nachweis einer Steatohepatitis oder Steatosis hepatis ohne Hepatitis

Ausschlusskriterien:
Alter <18 Jahre

Fehlendes Einverstandnis

Vorliegen einer anderen Leberekrankung: chronische virale, autoimmune, genetische,
toxische medikamentdse Lebererkrankung, alkoholische Lebererkrankung.
Sonographie: Keine Zeichen einer Leberverfettung

Histologie: Ausschluss einer nicht alkoholischen Leberverfettung und/oder NASH.

Entsprechend diesen Ein- und Ausschlusskriterine wurden 54 Patienten von der
weiteren Untersuchung ausgeschlossen und 67 Patienten mit NAFLD identifiziert.
Diese wurde dann auf der Basis einer Leberbiopsie in 2 weitere Gruppen aufgeteilt: In
die erste Gruppe kamen Patienten, die histologisch Zeichen einer nichtalkoholischen
Steatohepatitis (NASH-Gruppe) aufwiesen (53 Patienten). In die 2. Gruppe kamen
Patienten, die histologisch Zeichen einer Leberverfettung zeigten, bei denen aber keine

Hinweise auf eine Hepatitis vorlagen (NAFL-Gruppe, 14 Patienten).
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4.2.2 Rekrutierung der Kontrollen

Als Kontrollen wurden uber einen Aushang auf dem Gelande der Charité im Campus
Mitte 23 gesunde Ubergewichtige Probanden mit einen Body-Mass-Index (BMI) von 25
— 40 kg/m? und mit unauffalligen Leberwerten rekrutiert. Zusatzlich wurde
sonographisch eine Leberparenchymverfettung ausgeschlossen. Aus ethischen
Grunden wurde auf eine Leberbiopsie bei den Probanden verzichtet. Alle nichtinvasiven
Verfahren (HOMA-Index, Analyse der Kérperzusammensetzung, Indirekte Kalorimetrie)

erfolgten aber in gleicher Weise wie bei den Patienten.

4.3 Untersuchungsablauf

Bei allen Patienten mit erhdhten Transaminasen und sonographischem Nachweis einer
Leberparenchymverfettung wurde nach Ausschlufd der Differentialdiagnosen eine
Leberbiopsie durchgefuhrt.

Weiterhin wurden der Grundumsatzes mittel indirekter Kaloriemetrie, die
Kdérperzusammensetzung mittels Bioimpedanzanalyse (BIA), der Bauchumfang,
Huftumfang und das Retinol-bindende Protein 4 (RBP4) bestimmt. Bei allen Patienten
wurde der HOMA-Index und bei den Nicht-Diabetikern ein oraler Glukosetoleranztest
(OGTT) durchgefuhrt.

4.3.1 Anamnese und klinische Untersuchung

Bei allen Patienten wurde im Rahmen der stationaren Aufnahme eine ausfuhrliche
Eigen- und Familienanamnese durchgefuhrt. Diese wurde durch detaillierte Fragen zu
gastroenterologischen Beschwerden und zur Lebererkrankung bei Patienten selbst und
in der Familie erganzt. AuRerdem wurde ein moglicher Medikamenten- und
Alkoholkonsum erfragt. Als Grenzwert fur einen erhohten Alkoholkonsum wurden 20g/d
angenommen. Zusatzlich wurden Laborkriterien eines chronischen Alkoholabusus
berlcksichtigt (DeRitis-Quotient, MCV, CDT).

Bei allen Patienten wurde eine allgemeine internistische Statuserhebung durchgefinhrt.
Das Korpergewicht wurde auf 100 g Genauigkeit mit einer elektrischen Waage (Firma

Seca, Hamburg) ermittelt, die KérpergroRe auf 0.5 cm Genauigkeit mittels eines
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Stadiometers (Seca, Hamburg). Der Blutdruck wurde manuell am rechten Ellenbogen
des sitzenden Patienten bestimmt.

Eine arterielle Hypertonie wurde mit Blutdruckwerten >139/89 mmHg definiert [31].

Bei der korperlichen Untersuchung wurde besonders auf klinische Zeichen eines
chronischen Leberparenchymschadens (Spider naevi, Palmarerythem, lkterus, Aszites,

Hepatosplenomegalie) geachtet.

4.3.2 Abdomensonographie

Bei allen Patienten wurde eine sonographische Untersuchung des Oberbauchs von
einem erfahrenen Untersucher durchgefihrt. Zur Beurteilung der
Leberparenchymverfettung wurde im Wesentlichen die Einteilung in Schweregrade von
Saverymuttu [32] verwendet, die auf dem Vergleich zum Nierenparenchym, dem
Ausmal} der Steatosis-bedingten Schallabschwachung und dem Erhalt/Verlust der

Wandechogenitat der Pfortaderaste basiert.

4.3.3 AusschluB der Differentialdiagnosen

Bei allen Patienten, bei denen sonographisch eine Leberparenchymverfettung
nachgewiesen wurde, wurden die in Tabelle 2 aufgefihrten Differentialdiagnosen
ausgeschlossen:

Tabelle 2: Auflistung der durchgefihrten differentialdiagnostischen MalRnahmen.

Abetalipoproteinamie LDL Zonenelektrophorese mit
VLDL Auswertung am Hydrasys
Alkoholkonsum CDT Partikelverstarkter

kompetetiver Immunoassay

Alpha1-Antitrypsin-Mangel  Alpha1-Antitrypsin Immunturbidimetrie

Autoimmunlebererkrankung ANA, AMA, SMA, SLA, Indirekte Immunfluoreszenz
en LKM, pANCA. (IF)
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(autoimmune Hepatitis,
primare biliare
Leberzirrhose, primar-

sklerosierende Cholangitis)

Heriditare Hdmochromatose

HFE-Genmutation
(C282Y, H63D)

Polymerase chain reaction
(PCR). Restriction
fragment length

polymorphism (RFLP)

Eisen Photometrie (Ferrozin)
Ferritin Partikelverstarkte
Immunturbidimetrie
Tranferrin Immunturbidimetrie
Hypothyreose TSH, fT3, fT4 Elektrochemilumineszenzim

munoassay (ECLIA)

Morbus Wilson

Coeruloplasmin

Immunturbidimetrie

Porphyrie

Bei anamnestisch
angegebenen
rezidivierenden
Bauchschmerzenkrisen.
Delta-Aminolavulinsaure,

Porphyrin im Urin

Spektralphotometrie

Toxische Schaden

Anemnestischer
Ausschluf3 Einnahme
von:

e Amiodaron

¢ Methotrexat

e Prednisolon

e L-Asparaginase
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e Vitamin A

e Valproat

e Tamoxifen

e Zidovudin

e HAART-
Medikamente

e Ecstasy

Virushepatitiden/Infektionen CMV-AK Enzymimmunoassay
EBV-AK
HSV-AK

Hepatitis A-AK Enzymimmunoassay
Hepatitis C-AK

Heparitis B (HBS-Ag, anti
HBC)

4.3.4 Leberbiopsie

Bei allen Patienten mit sonographisch festgestellter Leberparenchymverfettung wurde
eine Menghini-Leberpunktion durchgefuhrt.

Die Menghini-Leberpunktion wurde bei niichternen Patienten unter Ultraschallkontrolle
und nach Hautdesinfektion und Lokalanasthesie durchgefuhrt. Nach Stichinzision der
Haut mit einem Skalpell wurde mit einem Einmalbesteck Hepafix® der Firma B. Braun
Melsungen AG eine Leberbiopsie entnommen und der Gewebszylinder in einen
formalingeflllten Behalter geflllt. AnschlieRend wurde die Einstichstelle steril
verbunden, und alle Patienten wurden 3-4 Stunden nach der Leberpunktion auf einen
Sandsack rechtsseitig gelegt und flir mindestens 24 Stunden stationar Uberwacht.
Zum Ausschluss von Blutungskomplikationen erfolgten eine Hamoglobinkontrolle nach

sechs Stunden sowie eine Oberbauchsonografie nach 24 Stunden.
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Die Leberbiopsien wurden im Institut fir Pathologie der Charité Universitatsmedizin

Berlin vom selben Untersucher beurteilt und hier nach dem in Tabelle 3 gestellten

NASH-Scoring System nach Brunt [10] eingeteilt.

Tabelle 3: Stadien der NASH nach den Brunt-Kriterien 1999

1

perivenulare, perisinusoidale und perizellulare Fibrose

(fokal oder ausgedehnt) in der Lappchenzone 3

2 wie Stadium 1 plus fokale oder ausgedehnte periportale
Fibrose

3 Bruckenbildende Fibrose, fokal oder ausgedehnt

4 Zirrhose

Bei 53 Patienten wurde eine NASH und bei 14 Patienten eine Leberverfettung ohne

Entziindungszeichen (NAFL) diagnostiziert.

4.3.5 Diagnostik des metabolischen Syndroms

Bei allen Patienten und Probanden wurden die Kriterien des metabolischen Syndroms
nach der WHO-Definition [27] erfasst (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Tabellarische Darstellung der WHO-Definition des metabolischen Syndroms.

vorliegen:

Folgende Bedingungen mussen

Gestorter Glucosestoffwechsel:

e Diabetes Mellitus Typ Il

e Gestorte Glucosetoleranz

o Gestorter NUchtern-Blutzucker
oder
Insulin-Resistenz (Berechnung durch
HOMA-IR-Index)

sowie 2 der folgenden Kriterien:
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Abdominelle Adipositas Waist-to.Hip-ratio
e >0,90 bei Mannern
e >0,85 bei Frauen
oder
e BMI > 30 kg/m?

Dyslipidamie TG > 150 mg/dl ,
HDL <35 mg/dl bei Mannern,
<40 mg/dl bei Frauen

Arterielle Hypertension > 139/89 mmHg, oder
Durchfuhrung einer antihypertensiven

Therapie

4.3.5.1 Diagnostik von Storungen des Glucosestoffwechsels

Bei der Diagnostik von Storungen des Glucosestoffwechsels handelt es sich in dieser
Untersuchung um ein standardisiertes Testverfahren zu Erkennung und Differenzierung
des gestorten Glukosetoleranz und des Diabetes Mellitus. Die Durchfuhrung des OGT-
Tests entsprach den WHO-Kriterien [33].

Vor dem Test wurden die Patienten dazu angehalten, Uber 3 Tage eine
kohlenhydratreiche Nahrung (Uber 150 g KH/d) einzunehmen.

Am Untersuchungstag und nach einer Fastzeit von 12 Stunden stellten sich die
Patienten nichtern zur Blutenthahme vor.

Es erfolgte initial eine vendse Nuchternblutentnahme zur Bestimmung des Nuchtern-
Blutzuckers und -Insulins.

Nach oraler Gabe von 75 g Glukose folgten 2 weitere vendse Blutentnahmen zu den
Zeitpunkten 60, 120 Minuten zur Bestimmung des Blutzuckers.

Wahrend des Tests wurden die Patienten zu korperlicher Ruhe angehalten.

Da die im Plasma gemessenen Blutzucker-Werte 15% hoher als die im Vollblut
gemessenen Blutzucker-Werte sind, veranderten sich dadurch die Grenzwerte

entsprechend der folgenden Tabelle 5.
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Tabelle 5: Interpretation des Befunds eines oralen Glukosetoleranztestes (OGTT).

OGTT

Normal Nuchtern <110 <100
Nach 120 Minuten- <140 <120
OGTT

Gestorte Glucosetoleranz Nuichtern <126 <110
Nach 120 Minuten- 140-199 120-179
OGTT

Gestorte Nuchtern- Nuchtern 110-125 100-109

Glucose

Typ2-Diabetes Mellitus  Nuchtern > 126 = 110
Nach 120 Minuten- > 200 > 180

* Zur Umrechnung in mmol/l Multiplikation mit 0.0551.

Das Labor der Universitatsmedizin Berlin hat die Bestimmung des Insulins mittels

Radioimmunassay (RIA) durchgefuhrt.

4.3.5.2 Diagnostik und Berechnung der Insulin-Resistenz

Verschiedene Indizes, die auf Nuchtern-Glucose- und Nuchtern-Insulinwerte basieren,

eignen sich fur die Abschatzung der Insulin-Resistenz.

Das Homodostase-Modell-Assessment der Insulin-Resistenz (HOMA-IR) ermdglicht es,

mit Hilfe sowohl des Glucose- als auch des Nichtern-Insulin-Wertes das Ausmalf} der

Insulin-Resistenz abzuschatzen [23].

HOMA-IR = Nichtern-Insulin (uu/ml) x Nichtern-BZ (mg/dl) /405

[34] [36][37]
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4.3.5.3 Diagnostik von Dyslipidamien

Um das Vorliegen einer Dyslipidamie diagnostizieren zu konnen, werden Triglyzeride,
Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin nach Standardmethoden bestimmt.
In der vorliegenden Arbeit wird von einer Dyslipidamie ausgegangen, wenn folgende

Nuchternwerte vorlagen:

der Triglyzeridwert >150 mg/dI

der Gesamt-Cholesterinwert >200 mg/dl,

der LDL-Cholesterinwert >150 mg/dl oder

der HDL-Cholesterinwert <35 mg/dl bei Mannern und <40 mg/dl bei Frauen.

4.3.5.4 Diagnostik des Adipositas-AusmaRes

Ein Kriterium zur Diagnose des metabolischen Syndroms ist eine abdominelle bzw.
zentrale Fettverteilung. Daflir wurde ein Body-Mass-Index (BMI) durch Bildung des
Quotienten aus Korpergewicht (kg) zur Korpergrofde (cm) zum Quadrat (kg/m?)
berechnet.Zudem wurde der Bauchumfang (Taillenumfang) und Huftumfang in cm
gemessen. Aus diesen beiden Werten wurde dann die Waist-to-Hip-ratio (WHR)

gebildet.

4.3.6 Messung des Energieumsatzes

Zur Ermittlung des Energieumsatzes wurde die CO2-Abgabe und O2-Aufnahme
gemessen. Dies erfolgte unter standardisierten Bedingungen mittels indirekter
Kaloriemetrie. Die Patienten wurden unter Angabe einer genauen
Ernahrungsempfehlung angewiesen, sich 3 Tage vor der Untersuchung
kohlenhydratreich zu ernahren (>150 g KH/d) und eine Nuchternphase von 12 Stunden
einzuhalten.

Die Messung erfolgte fur 30 Minuten in einem abgedunkelten Raum unter
Ruhebedingungen. Uber eine transparente Plastikhaube, die den Kopf des Patienten

luftdicht abdeckt, wurde ein konstanter werkseitig vorgegebener Luftflow erzeugt.
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Aus diesem konstanten Luftflow und dessen Gaskonzentrationen nach der Ausatmung
konnten der O2-Verbrauch, die CO2-Abgabe und daraus der respiratorische Quotient
(RQ=VCO2/VO2) berechnet werden.

4.3.7 Messung der Korperzusammensetzung

Aus klinischer Sicht ist die Bestimmung der Kérperzusammensetzung sinnvoll, weil
nicht nur das Kérpergewicht allein, sondern auch das Verhaltnis von Fett- und Fettfreier
Masse am Gesamtgewicht bzw. die Fettverteilung bedeutsam fur die Beurteilung des

Komorbiditats-Risiko sind.

4.3.7.1 Messung des Waist- to- Hip-ratio(WHR):

Die Unterteilung in abdominell-zentrale und periphere Adipositas lasst sich am
einfachsten durch Messung der Waist- to-Hip-ratio (WHR) ermitteln.
Der Huftumfang wird auf Hohe der Trochanteren und der Taillenumfang in der Mitte

zwischen den untersten Rippenbogen und den Darmbeinkdmmen gemessen.

4.3.7.2 Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA):

Mit der Bioelektrischen Impedanzanalyse (BIA) lasst sich schnell und verlasslich die
Korperzusammensetzung ermitteln. Dabei ist diese nicht-invasive Methode auch relativ
preiswert und gesundheitlich unbedenklich, insofern die betroffenen Patienten keinen
Herzschrittmacher tragen [76].

Dabei wird ein homogenes elektrisches Feld im Korper des Patienten aufgebaut, mit
dessen Hilfe der elektrische Widerstand gemessen wird. Hierzu werden an Hand und
Full der dominanten Korperhalfte zwei Elektrodenpaare angelegt, die einen
hochfrequenten Wechselstrom von 800 pA und 50 kHz erzeugen.

Mittels phasensensitiver Elektronik wird in modernen BIA-Geraten die Resistanz R
(Ohmscher Widerstand des Gesamtkorperwassers) und die Reaktanz Xc (kapazitiver
Widerstand durch die Kondensatoreigenschaften der Zellmembranen) differenziert. Aus
ihnen setzt sich die Impedanz Z (Ohmscher Gesamtwiderstand in einem elektrischen
Wechselstromfeld mit konstanter Stromstarke) zusammen. Die Resistanz und die
Reaktanz werden mittels Messung des Phasenwinkels a ermittelt, der die

Zeitverschiebung zwischen Strommaximum und Spannungsmaximum beschreibt. Der
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Phasenwinkel ist abhangig von der Zellgrélke, Zellmembranpermeabilitat und der
Korperflissigkeitsverteilung. Resistanz und Reaktanz stehen in folgendem
mathematischen Verhaltnis zueinander:

Z2=R2+ Xc?

Mit Hilfe der Resistanz, der Reaktanz und zusatzlicher personenspezifischer Daten
konnen das Gesamtkorperwasser (TBW), die fettfreie Masse (FFM), die Fettmasse
(TBF), die Korperzellmasse (BCM), die extrazellulare Masse (ECM) und der
prozentuale Zellanteil errechnet werden.
Zur Ermittlung der einzelnen Kdrperkompartimente kam in der vorliegenden Arbeit das
Multifrequenzgerat BIA 2000-M der Firma Data Input aus Darmstadt zum Einsatz. Dabei
herrschten standardisierte Bedingungen, um reproduzierbare Daten zu erhalten und
Fehlerquellen bestmoglich auszuschliel3en [74].
Vor Beginn der Impedanzanalyse legte sich der Patient 10 bis 15 Minuten flach und
ausgestreckt auf den Rucken. Starke korperliche Belastung, Nahrungszufuhr und
Rauchen waren 2 bis 4 Stunden vor der Analyse verboten. Die Arme und Beine wurden
leicht abgespreizt. Eventuell wurde dem Patienten auch isolierendes Material
(Handtuch) zwischen die Beine gelegt, um elektrischen Kurzschllissen vorzubeugen.
AnschlieRend wurden die Haut an definierten Stellen von Hand und Ful} gereinigt und
entfettet, um dort jeweils zwei Spezialelektroden (Bianostic®) anzulegen.
Folgende Formeln wurden in der vorliegenden Arbeit angewendet:
o TBW: Das Gesamtkdrperwasser liel3 sich aus der gemessenen Resistanz (R) mittels
der Formel von Kushner et al. errechnen [75]:

TBW: Manner: 0,396 * (H*/R) + 1,143 x KG + 8,399

Frauen: 0,382 * (H*/ R) + 0,105 x KG + 8,315

((H = KérpergréRe in cm, KG Kérpergewicht in kg)
oFFM: Die Magermasse konnte - bei vorausgesetzter Hydratisierung von 73,2 % - aus
dem Korperwasser abgeleitet werden: FFM = TBW / 0,732
oFM: Die Fettmasse errechnete sich indirekt als Differenzbetrag aus Kérpergewicht und
Magermasse: FM = Korpergewicht — FFM
eBCM: Die Korperzellmasse lield sich aus der Magermasse nach Shizgal [59]

errechnen: BCM = FFM x Phasenwinkel a x 0,29
27



4.3.8 Messung des Retinol-bindenden Protein 4 (RBP4) :

Die bei -80°C gefrorenen Serumproben wurden auf trockenem Eis als Eil-Paket an das

Labor des University Medical Center in Groningen (Niederlande) gesendet.

Das Retinol-bindende Protein RBP4 wurde mittels ELISA (Immundiagnostik, Bensheim,

Deutschland) mit Intra- und Interassay-Variationskoeffizienten von 5 % und 9,8 %
gemessen [87]

In diesem ELISA wird RBP4 aus den Proben an polyklonale, auf Mikrotiterplatten
fixierte Antikorper (Kaninchen Anti-RBP/RBP4) gebunden. Gebundenes RBP/RBP4

wird dann mit Hilfe von Peroxidase-markierten Anti-RBP/RBP4-Antikorpern detektiert.

Die Menge der gebundenen Peroxidase-markierten Anti-RBP/RBP4-Antikorper ist dabei

direkt proportional zum RBP/RBP4-Gehalt.

Als Peroxidase-Substrat wird Tetramethylbenzidin (TMB) eingesetzt. Die entstandene

chromogene Verbindung wird photometrisch bei 450 nm gemessen.
Die Intensitat der Farbe ist direkt proportional zum RBP/RBP4-Gehalt. Anhand eines
mitgeflhrten Kalibrators und dessen Bezug zu einer chargenabhangigen

Mustereichkurve lasst sich die Konzentration der Probe ermitteln.

4.4 Methoden der Datenanalyse

Die Daten wurden mit SPSS Version 15,0 ausgewertet.

Fir die deskriptive Statistik wurden Haufigkeiten, Mittelwerte, Standardabweichung,
Minima und Maxima ermittelt.

Inferenzstatistisch wurde bei Erfullung der Vorraussetzung (Normalverteilung,
Varianzhomogenitat) ANOVA berechnet. Die Normalverteilung wurde mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift, die Varianzhomogenitat mit Levene’s-Statistik.
Waren diese Vorraussetzungen nicht gegeben, wurde auf die nonparametrische
Variante, den Kruskal-Wallis-Test, zurtckgegriffen. Bei signifikanten Ergebnissen
wurden fur Einzelvergleiche post-hoc Hochberg's GT2 berechnet, da die Gruppen
unterschiedlich grol waren. Als statistisch signifikant galten Ergebnisse, die einen

zweiseitigen p-Wert von kleiner 0,05 aufwiesen.
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5. Ergebnisse

Dieses Kapitel gliedert sich thematisch in die Ergebnisdarstellung der verschiedenen
Patientengruppen. Im Teil A sind die Ergebnisse der Patienten mit erhéhten
Transaminasen, und im Teil B die Ergebnisse der Patienten mit sonografisch
nachgewiesener NAFLD dargestellt. Im Teil C und D folgten die Darstellung der beiden
Patientenuntergruppen (NASH-, und NAFL-Gruppe) und eine Gegenuberstellung zur
Kontroll-Gruppe. Im Anschluss sind die wichtigsten Ergebnisse des gesamten Kapitels

tabellarisch zusammengefasst.

5.1 Ergebnisse der Patienten mit erhohten Transaminasen (Teil A)

Es stellte sich heraus, dass bei 67 der insgesamt 121 untersuchten Patienten mit
erhdhten Transaminasen eine nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) vorlag,
was einem Anteil von 55,3 % der untersuchten Patienten entspricht. Bei den Ubrigen 54
Patienten lieRen sich andere Ursachen fur Leberwerterhohung wie erhohter
Alkoholkonsum, Autoimminhepatitis, Medikamententoxizitat und Virushepatitis

identifizieren.

5.2 Ergebnisse der Gesamtgruppe mit NAFLD (Teil B)

5.2.1 Allgemeine Charakterisierung

Von den 67 NAFLD-Patienten waren 45 weiblich, was einem Anteil von 67,2 %
entspricht. Der mannliche Anteil lag mit 22 Patienten bei 32,8 %.

Im Mittel waren die Patienten 49,2 Jahre alt (SD £13,1). Davon waren der jungste
Patient 18 Jahre und der alteste Patient 73 Jahre alt.

5.2.2 Vorkommen des metabolischen Syndroms

Nachfolgend wird das Vorkommen der Kriterien fur das metabolische Syndrom nach
WHO aufgefuhrt:

Es zeigte sich, dass 29 Patienten (43,1 %) an einem Diabetes Mellitus Typ Il litten und
19 Patienten (28,3 %) eine gestorte Glucosetoleranz und/oder gestorte
Nuchternblutzuckerwerte aufwiesen (siehe Tabelle 5).

Insgesamt hatten also 48 Patienten (71,5 %) einen gestorten Glucosestoffwechsel.
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Der HOMA-Index als Mal} fur eine Insulinresistenz lag zwischen 0,5 und 39,5. Dabei lag
der Median bei 5,3 (SD * 5,4). Bei 54 Patienten (80,6 %) lag der HOMA-Index Uber 2.0.

Der BMI lag bei 25 Patienten (37,3 %) oberhalb 30,0 kg/m?, wobei der Median 28,99
kg/m? (SD % 4,) betrug.

Bei 32 Patienten (47,7 %) lagen die Triglyzeride uber 150 mg/dl. Der Median lag bei
167,4 mg/dl (SD * 88,8). Der Gesamt-Cholesterin -Wert lag zwischen 46 mg/dl und 338
mg/dl. Bei 36 Patienten (54,5 %) lag das Gesamt-Cholesterin oberhalb 200 mg/dl.

Das HDL-Cholesterin lag im Median bei 56,9 mg/dl (SD 26,0). Der kleinste Wert betrug
34 mg/dl und der grof3te Wert 122 mg/dl. Bei insgesamt 5 Patienten (10 %) lag das
HDL-Cholesterin unter 40 mg/dl (bei Frauen) bzw. unter 35 mg/dl (bei Mannern).

Das LDL-Cholesterin wurde lag im Median bei 125,3 mg/dl (SD * 40,97), wobei der
kleinste Wert 52 mg/dl und der grof3te Wert 208 mg/dl betrugen. Bei 13 Patienten (32,5
%) lag das LDL-Cholesterin tber 150 mg/dl.

Es litten insgesamt 49 Patienten (73,1%) an einer bekannten oder neu festgestellten
Dyslipidamie.

Von der NAFLD-Patientengruppe wiesen 31 Patienten (46,3%) einen arteriellen
Hypertonus auf.

Entsprechend den Kriterien der WHO wurde ein metabolisches Syndrom bei 46

Patienten (68,7 %) der NAFLD-Patientengruppe (Gesamtgruppe) festgestellt.

5.3 Vergleich der Untergruppen NASH und NAFL mit der Kontroll-Gruppe (Teil C
und D)

Bei der histologischen Untersuchung der Leberbiopsien der sonografisch ermittelten
NAFLD-Patientengruppe wurden zwischen der NASH-Gruppe und der NAFL-Gruppe
unterschieden.

Nach Brunt [10] wurde histologisch ein NASH-Stadium | bei 36 Patienten (68%) und ein
Stadium |l bei 17 Patienten (32%) der NASH-Gruppe diagnostiziert. Ein Stadium |l

wurde nicht beobachtet.
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In der NAFL-Gruppe wurde eine Steatosis Grad | (Verfettung von 5-33% der
Hepatozyten) bei 9 Patienten (64,3%) und eine Steatosis Grad Il (Verfettung von 34 bis
66% der Hepatozyten) bei 5 Patienten (35,8%) festgestellt.

Beide Gruppen wurden mit einer Kontroll-Gruppe verglichen.

Die Kontroll-Gruppe bestand aus 23 gesunden Probanden, die sowohl alter als 18
Jahre waren als auch unauffallige Transaminasen und eine sonografisch nicht verfettete

Leber hatten.

5.3.1 Allgemeine Charakterisierung

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Unterteilung der Patientengruppen nach Alter, Geschlecht, ALT und AST

Gruppe

Parameter
Geschlecht | weiblich | n=35 n=10 n=16

mannlich | n=18 n=4 n=7
Alter: Mittelwert in 53,1 48,3 48,5
Jahren, (SD) (12,1) (15,9) (8,2)
ALT : Mittelwert in U/l | 78,3 80,8 27,3
(SD) (50,7) (51,9) (11,0)
AST : Mittelwert in U/l | 50,21 45,29 31,74
(SD) (31,1) (34,3) (5,6)

5.3.1.1 Geschlechtsverteilung

Der NASH-Patiengruppe bestand aus 35 weiblichen Patienten (66,0 %) und 18
mannlichen Patienten (34,0 %).
Die NAFL-Gruppe setzte sich aus 10 weiblichen (71,4 %) und 4 mannlichen Patienten

(28,6 %) zusammen.
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In der Kontroll-Gruppe befanden sich 16 weibliche (69,6 %) und 7 mannliche Patienten
(30,4 %). Es bestand kein signifikanter Unterschied dieser Gruppen in der
Geschlechtsverteilung (Chi2= 3,7, p = 0,98).

5.3.1.2 Altersverteilung

Auch in der Altersverteilung gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (Chi2= 3,7, p = 0,156).

In der NASH-Gruppe lag der Altersdurchschnitt bei 53,1 Jahren (SD £ 12,1).

Der jungste Patient war 25 Jahre und der alteste Patient 73 Jahre alt.

Die NAFL-Guppe war im Mittel 48,3 Jahre (SD £ 15,99) alt. Der jungste Patient war 18
Jahre und der alteste Patient 73 Jahre alt.

Das Alter der Kontroll-Gruppe lag zwischen 38 und 67 Jahren (Mean 48,5, SD  8,2).

5.3.2 Vorkommen des metabolischen Syndroms und seiner Einzelkriterien

5.3.2.1 Gestorter Glucosestoffwechsel

Ein gestorter Glucosestoffwechsel wurde bei 41 Patienten (77 %) der NASH-Gruppe,
bei 7 Patienten (50 %) der NAFL-Gruppe und bei 2 Patienten (8,6 %) der Kontroll-
Gruppe (8,6 %) festgestellt.

Es fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p< 0.001)

5.3.2.2 Body Mass Index (BMI)

Es zeigte sich keine signifikante Differenz zwischen den Gruppen bezuglich des BMI
(ANOVA-F (2,87)= 0,03, p=0,053).

Der BMI der NASH-Gruppe lag zwischen 22,04 und 38,87 kg/m?, der Median bei 29,4
kg/m? (SD % 4,15). Einen BMI-Wert > 30 kg/m? hatten 20 Patienten (38%) der NASH-
Gruppe.

Etwas niedriger lag der BMI der NAFL-Gruppe. Hier wurden Werte zwischen 18,36 und
38,27 kg/m? gemessen, wobei der Median 27,6 kg/m? (SD + 5,25) betrug. Bei 5
Patienten der NAFL-Gruppe (36%) lag der BMI-Wert >30 kg/m?2.
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Die Kontroll-Gruppe wies einen durchschnittlichen BMI von 31,3 kg/m? (SDz 5,0) auf. 12
Probanden der Kontroll-Gruppe (52%) hatten einen BMI-Wert >30 kg/m?.
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Abbildung 3: BMI in kg/m? im Gruppenvergleich

5.3.2.3 HOMA-Index

In der NASH-Gruppe lag der HOMA-Index im Median bei 5,73 (SD45,79) und in der
NAFL-Gruppe lag dieser bei 3,51 (SD+2,63). Die Kontroll-Gruppe wies einen Wert von
2,23 (SD%1,67) auf.

An dieser Stelle zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Chi2-
Test=23,61, p < 0,001).
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Abbildung 4: HOMA- Wert im Gruppenvergleich

5.3.2.4 Arterieller Hypertonus

Im Gruppenvergleich fand sich ein arterieller Hypertonus bei 47,1 % der NASH-Gruppe.
In der NAFL-Gruppe zeigten 42 % der Patienten diese Erkrankung, jedoch lag der Wert
in der Kontroll-Gruppe bei nur 8,6 %.
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Abbildung 5: Existenz eines arteriellen Hypertonus im Gruppenvergleich

Bezuglich des Vorhandensein eines artiellen Hypertonus bestand ein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen (Chi2-Test: p = 0,005).

5.3.2.5 Waist-to Hip-ratio (WHR)

Die Werte der Waist-to-Hip-ratio der untersuchten Patienten sowie der
Vergleichsprobanden sind in Abbildung 6 grafisch dargestellt.

In der NASH-Gruppe lagen die Werte der Waist-to-Hip-ratio zwischen 0,81 und 1,72
und im Median bei 0,97 (SD 0,14).

In der NAFL-Gruppe lagen diese Werte unter denen der NASH-Gruppe zwischen 0,77
und 0,96 und im Median bei 0,88 (SD +0,06).

Die Werte der Probanden der Kontroll-Gruppe lagen minimal bei 0,80 und maximal bei
1,06. Der Median ergab einen Wert von 0,93 (SD % 0,07).

Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren aber nicht signifikant (ANOVA-F[2,72]=
2,39, p =0,07).
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Abbildung 6: Waist- to-Hip-ratio (WHR) im Gruppenvergleich

5.3.2.6 Taillenumfang

In Abbildung 7 werden die Zusammenhange zwischen Patienten und Probanden sowie
deren Taillenumfang grafisch verdeutlicht.

Daraus ist folgendes abzulesen. Die Patienten der NASH-Gruppe hatten einen
Taillenumfang zwischen 77 und 132 cm. Diese ergaben im Median einen Wert von
101,3 cm (SD + 10,4). Die Patienten der NAFL-Gruppe besal3en einen Taillenumfang
zwischen 66 und 111,5 cm. Der Medianwert lag bei 94,1 (SD £ 13,5). Die Probanden
der Kontroll-Gruppe wiesen Werte zwischen 79 und 137 cm auf, so dass sich im
Median 102,7 cm (SD % 13,9) ergab.

Werden alle Ergebnisse miteinander verglichen, ist festzustellen, dass sich statistisch
kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Taillenumfang der Patienten und
Gruppenzugehorigkeit (ANOVA -(F(2, 72) = 1,72, p = 0,187) ergab.
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Abbildung 7: Taillenumfang (cm) im Gruppenvergleich

5.3.2.7 Vorhandensein einer Dyslipidamie

Die Haufigkeit einer Dyslipidamie bei den untersuchten Patienten sowie Probanden wird
in Abbildung 8 dargestellt.

Bei der Untersuchung der Patienten der NASH-Gruppe ergab sich ein Befund der
Dyslipidamie bei 71,7 % der Untersuchten (dies entspricht 38 Patienten). In der NAFL-
Gruppe waren 78,6 % (dies entspricht 11 Patienten) der Patienten davon betroffen,
wahrend in der Kontroll-Gruppe lediglich 60,9 % der Probanden (dies entspricht 14
Probanden) von einer Dyslipidamie betroffen waren.
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Abbildung 8: Vorhandensein einer Dyslipidamie im Gruppenvergleich

Werden die Werte aller Gruppen verglichen, wird deutlich, dass sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Gruppenzugehorigkeit und dem Vorhandensein einer
Dyslipidamie (Chi2-Test, p = 0,478) ergibt.

Abbildung 9 zeigt, dass ein metabolisches Syndrom bei 75,4 % der Patienten in der
NASH-Gruppe (dies entspricht 40 Patienten), bei 42 % der Untersuchten in der NAFL-

Gruppe (dies entspricht 6 Patienten) sowie bei 13,04 % der gesunden Probanden (dies
entspricht 3 Probanden) zu beobachten war.
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Abbildung 9: Vorhandensein eines metabolischen Syndroms im Gruppenvergleich

Diese Gruppenunterschiede waren statistisch signifikant (Chi2 = 26,1, p < 0,001).
Es zeigt sich aber, dass die statistischen Unterschiede hauptsachlich auf abweichenden
Haufigkeiten zwischen der NASH und KG beruhen.

5.3 3 Vergleich der Korperzusammensetzung

Die statistische Bewertung, der in der Bioimpedanzanalyse (BIA) ermittelten Werte fur

die Korperzusammensetzung zeigte Folgendes:

5.3.3.1 Fettmasse in Prozent vom Kérpergewicht

Die prozentuale Fettmasse aller Gruppen lag zwischen 16,1 und 52,2 %. Dabei lag der
Median der NASH-Gruppe bei 36,2 % (SD % 10,2), der Median der NAFL-Gruppe bei
35,3 % (SD + 10,44) und der Median der Kontroll-Gruppe bei 33,26 % (SD % 9,76).

Es war kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Gruppenzugehdrigkeit und
prozentuallen Fettmasse erkennbar ( ANOVA-Test -F[2,74] = 0,63; p= 0,53). Auch die
Mittelwerte der absoluten Fettmasse in kg lagen nahe beieinander, was in der

folgenden Tabelle dargestellt ist (One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test, p=0,84):
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Tabelle 7: Absolute Fetttmasse im Gruppenvergleich

FM
Gruppe
NASH 29,8 9,76 12,5 54,1
NAFL 28,9 12,97 12,8 52,3
Kontroll-Gruppe 29,4 10,45 12,9 48,4

5.3.3.2 Fettfreie Masse in kg (FFM)

Bei der NASH-Gruppe lag die FFM zwischen 33,3 und 79,9 kg, im Mittel bei 52,5 kg

(SD + 11,38). In der NAFL-Gruppe schwankte die FFM zwischen 35,7 und 60,8 kg. Der

Median lag bei 50,5 kg (SD * 8,65). In der Kontroll-Gruppe wurden FFM-Werte
zwischen 40,2 und 77,9 kg gemessen, wobei der Median bei 58,8 kg lag (SD £12,63).
Auch zwischen der Gruppenzugehdérigkeit und der FFM zeigte sich kein signifikanter

Zusammenhang ( ANOVA-Test F=2,88, p= 0,062).
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Abbildung 10: Fettfreie Masse in kg im Gruppenvergleich
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5.3.4 Ergebnisse der Indirekten Kalorimetrie

5.3.4.1 Vergleich der Kohlenstoffdioxid-Produktion (VCO2) und

Sauerstoffverbrauch (VO2)

Die folgende Tabelle zeigt die Median-Werte der VO2 und VCO2 in allen Gruppen.

Tabelle 8: VO2 und VCOZ2 im Gruppenvergleich

VO2- Verbrauch

in ml/min.

VCO2-Produktion
in ml/min.

Gruppe . Median (+ SD) |Median (+ SD)
NASH 204,5 (31,63) 205,5 (40,53).
NAFL 195,3 (30,94) |200,9 (41,75)

Kontroll-Gruppe

213,8 (32,74)

180,7 (20,49)

Die statistische Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss der
Gruppenzugehdrigkeit auf VCO2 (ANOVA-Test F[2,77] = 3,38, p= 0,039). Post-Hoc-
Tests zeigten, dass dieser Effekt auf einem Unterschied zwischen der NASH- und der
Kontroll-Gruppe bezuglich VCO2 beruht .

Es zeigte sich aber kein signifikanter Zusammenhang zwischen Gruppenzugehdrigkeit
und VO2 (Chi2= 2,21, p= 0,33).

5.3.4.2 Vergleich des respiratorischen Quotienten (RQ)

In der NASH-Gruppe wurde als RQ ein Median - Wert von 0,82 (SD + 0,04) ermittelt.
Nahezu identisch war der gemessene Median der NAFL-Gruppe mit 0,82 (SD + 0,05).
In der Kontroll-Gruppe (KG) betrug der Median 0,85 (SDz 0,07).

Es wurde kein signifikanter Einfluss der Gruppenzugehdrigkeit auf den RQ
nachgewiesen, entsprechend ist von vergleichbaren Substratoxidationsraten
auszugehen (ANOVA-Test F[2,77]= 1,99, p= 0,142).
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Abbildung 11: Respiratorischer Quotient (RQ) im Gruppenvergleich

5.3.4.3 Vergleich des Grundumsatzes (GU)

Der Grundumsatz der NASH-Gruppe betrug zwischen 1073,6 und 2014,8 kcal/24h, bei
einem Median von 1482,9 kcal/24h (SD £ 206,51). In der NAFL-Gruppe lag der GU
zwischen 1050,1 und 1805,16 kcal/24h, bei einem Median von 1415,3 kcal/24h (SD +
217,96). In der Kontroll-Gruppe wurden GU zwischen 1111,8 und 2113,3 kcal/24h
gemessen, bei einem Median von 1523,6 kcal/24h (SD + 282,15).

Es ergab sich keine statistische Signifikanz der Gruppenzugehdrigkeit beztiglich des
Grundumsatzes ( ANOVA-Test, F= 0,67, p=0,512).
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Abbildung 12: Grundumsatz (GU) in kcal/24h im Gruppenvergleich

5.3.5 Retinol-bindendes Protein 4 (RBP4)

5.3.5.1 RBP4 im Gruppenvergleich

Die fur das RBP4 gemessenen Werte sind in der folgenden Tabelle niedergeschrieben.

Tabelle 9 : RBP4-Werte im Gruppenvergleich

RBP4 ug/mi
Standard Error of Standard
Valid N Mean Mean Deviation Minimum Maximum
Gru NASH 53 10,9 0,6 4,4 5,0 27,5
ppe NAFL 14 9,8 1,0 3,7 44 17,6
KG 23 17,5 1,9 8,9 7,5 41,9
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Abbildung 13 : RBP4 im Gruppenvergleich

Statistisch hat die Kontrollgruppe einen signifikant groReren RBP4-Wert als die NASH-

Gruppe (Post-Hoc p =0,0001) und die Gruppe NAFL (Post-Hoc p= 0,001).

5.3.5.2 Beziehung zwischen RBP4 und BMI

Es zeigte sich allgemein keine signifikante Korrelation zwischen RBP4 und BMI (r =
0,08, p=0,41).

5.3.5.2.1 Zusammenhang zwischen RBP4 und BMI pro Gruppe

Der Kolmogorov-Smirnov-Test der Variablen BMI und RBP4 verdeutlichte, dass beim
RBP4 in der NASH-Gruppe keine Normalverteilung angenommen werden kann (Z =
1,43; p = 0,033). Daher wurde fur alle Korrelationen die Rangkorrelation nach

Spearman (rho) errechnet.

Die Tabelle 10 zeigte folgende Ergebnisse:
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Tabelle10: Korrelationen zwischen RBP4 und BMI iro Gruiie

NASH Korrelationskoeffizient 0,27
(n=53) 95% nach Spearmann

(rho)

Signifikanz 0,04
NAFL Korrelationskoeffizient 0,25
(n=14) 95% (rho)

Signifikanz 0,39
KG Korrelationskoeffizient -0,4
(n=23) 95% (rho)

Signifikanz 0,06

Far die NASH-Gruppe wurde ein signifikanter positiver Zusammenhang festgestellt (r =

0,274; p = 0,047). Bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine Tendenz. In diesem Fall ist

der Zusammenhang interessanterweise negativ, denn der RBP4-Wert sinkt mit

zunehmendem BMI (r = -0,399; p = 0,059).
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Abbildung 15 die Korrelation zwischen RBP4 (ug/ml) und BMI (kg/m?) in der Kontroll-
Gruppe

5.3.5.2.2 Zusammenhang zwischen RBP4 und BMI pro Gruppe und Geschlecht

Die Tabelle 11 zeigte die Korrelation zwischen RBP4 und BMI pro Gruppe und
Geschlecht

Tabelle11: Korrelation zwischen RBP4 und BMI iro Gruiie und Geschlecht

NASH weiblich Korrelationskoeffizient 0,39
95%, rho
Signifikanz 0,02
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n 35

mannlic Korrelationskoeffizient 0,12
h 95%, (rho)
Signifikanz 0,64
n 18
NAFL weiblich Korrelationskoeffizient 0,16

95%, (rho)

Signifikanz 0,66
n 10
mannlic Korrelationskoeffizient 0,4
h (rho)
Signifikanz 0,6
n 4
KG weiblich Korrelationskoeffizient -0,26

95%, (rho)

Signifikanz 0,34

n 16
mannlic Korrelationskoeffizient -0,43
h (rho)

Signifikanz 0,34

n 7

Der Zusammenhang zwischen BMI und RBP4 verdeutlicht, dass nur der
Korrelationskoeffizient bei den Frauen der NASH-Gruppe signifikant wird (rho = 0,39, p
=0,021).
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Abbildung 16: Korrelation zwischen RBP4 und BMI bei Frauen der NASH-Gruppe (r=0,39,
p=0,021)

5.3.5.3 Beziehung zwischen RBP4 und WHR
Das RBP4 und WHR korrelieren nicht signifikant miteinander (r= 0,89, p= 0,44).

5.3.5.3.1 Korrelation zwischen RBP4 und WHR pro Gruppe

In allen drei Gruppen zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen RBP4 und
WHR wie Folgendes.
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Tabelle 12: Korrelation zwischen RBP4 und Waist-to-Hip-ratio im Gruppenvergleich

NASH Korrelationskoeffizient 0,16
(n=53) 95% nach Spearmann

(rho)

Signifikanz 0,3
NAFL Korrelationskoeffizient -0,18
(n=14) 95% (rho)

Signifikanz 0,65
KG Korrelationskoeffizient 0,07
(n=23) 95% (rho)

Signifikanz 0,75

5.3.5.3.2 Korrelation zwischen RBP4 und WHR pro Gruppe und Geschlecht

Die statistische Untersuchung zeigte keine signifikante Korrelation zwischen RBP4 und
Waist-to-Hip-ratio (WHR) beztglich der Geschlechtsverteilung der Gruppen.

Tabelle 13: Korrelation zwischen RBP4 und Waist-to-Hip-ratio pro Gruppe und
Geschlecht

NASH weiblich | Korrelationskoeffizient (rho) 0,3
Signifikanz 0,12

n 35

mannlich Korrelationskoeffizient (rho) -0,15

Signifikanz 0,58
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n 18

NAFL weiblich Korrelationskoeffizient (rho) -0,14
Signifikanz 0,79

n 10

mannlich Korrelationskoeffizient (rho) -0,5

Signifikanz 0,67

n 4

KG weiblich | Korrelationskoeffizient (rho) 0,27
Signifikanz 0,31

n 16

mannlich Korrelationskoeffizient (rho) -0,43

Signifikanz 0,34

n 7

5.3.5.4 Beziehung zwischen RBP4 und Taillenumfang
Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen RBP4 und dem
Taillenumfang ((r = 0,003; p= 0,977).

5.3.5.5 Beziehung zwischen RBP4 und HOMA
Es ergab sich allgemein kein signifikanter Zusammenhang zwischen RBP4 und HOMA
(Tau-b=-0,101, p = 0,162).
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen RBP4 und HOMA allgemein

5.3.5.5.1 Korrelation zwischen RBP4 und HOMA pro Gruppe

Anhand von Korrelationsberechnungen wurde der Zusammenhang zwischen HOMA

und RBP4 analysiert. Die gruppenweise Auswertung zeigte aber keinerlei signifikante

Zusammenhange.

Tabelle14: Korrelation zwischen RBP4 und HOMA pro Gruppe

Gruppe HOMA * RPB4
NASH Spearman's | Korrelationskoeffizient 0,063
rho
Signifikanz 0,656
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n 53

NAFL Spearman's  Korrelationskoeffizient 0,269
rho rho

Signifikanz 0,353

n 14

KG Spearman's  Korrelationskoeffizient -0,258
rho rho

Signifikanz 0,235

n 23

5.3.5.5.2 Korrelation zwischen RBP4 und HOMA pro Gruppe und
Geschlecht

Es zeigten sich keine statistischen Signifikanzen bezlglich der Korrelation zwischen
RBP4 und HOMA pro Gruppe und Geschlecht

Tabelle 15: Korrelation zwischen RBP4 und HOMA pro Gruppe und Geschlecht

NASH weiblich Korrelationskoeffizient (rho) 0,06
Signifikanz 0,73

n 35

mannlich Korrelationskoeffizient (rho) 0,09

Signifikanz 0,72

n 18

NAFL weiblich Korrelationskoeffizient (rho) 0,43
Signifikanz 0,21

n 10




mannlich | Korrelationskoeffizient (rho) 0,4

Signifikanz 0,6

n 4

KG weiblich | Korrelationskoeffizient (rho) -0,24
Signifikanz 0,37

n 16

mannlich Korrelationskoeffizient (rho) -0,47

Signifikanz 0,29

n 7

5.3.5.6 Beziehung zwischen RBP4 und dem Vorhandensein eines metabolischen

Syndroms

Die statistische Untersuchung ergab leicht erhohte RBP4-Werte bei den NAFLD-
Patienten und gesunden Probanden, die nicht vom metabolischen Syndrom betroffenen
waren.

Die vom metabolischen Syndrom betroffenen Personen zeigten einen RBP4-Median-
Wert von 11,6 mg/l (SD + 4,4) auf, wahrend die nicht vom metabolischen Syndrom
betroffenen Personen einen RBP4-Median-Wert von 13,4 mg/l (SD % 8,2) aufzeigten.
Dieser Unterschied ist aber nicht signifikant (t= - 1,12, p= 0,23).

Im Gruppenvergleich zeigte sich Folgendes:

Tabelle 16: RBP4 mit Vorhandensein eines metabolischen Syndroms im Gruppenvergleich

Metabol
Syndro
Gruppe m N Mean Std. Deviation P
NASH RBP4 pg/ml ja 40 11,4 4,5
nein 13 9,3 3,7 0,13
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Metabol
Syndro
Gruppe m N Mean Std. Deviation P
NAFL RBP4 pg/ml ja 6 11,7 3,8
nein 8 8,5 3,3 0,11
KG RBP4 pg/ml ja 3 14,5 4,8 0,54
nein 20 17,9 9,3

In dieser tabellarischen Darstellung sind keine signifikanten Unterschiede erkennbar.

5.3.5.7 Beziehung zwischen RBP4 und Fettmasse (FM)

Es wurde kein Zusammenhang zwischen FM und RBP4 nachgewiesen.
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen RBP4 und FM allgemein.

Eine statistischen Bewertung des Zusammenhangs zwischen den FM- und RBP4-

Werten ergab ausschlief3lich in der Kontroll-Gruppe einen signifikanten negativen
Zusammenhang ( r=-0.36 , p= 0,015). Hier sank der RBP4-Wert bei steigendem
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FM(kg)-Wert. Bei der NASH- und der NAFL-Gruppe konnte dieser Zusammenhang
nicht nachgewiesen werden (NASH-Gruppe: r= 0,123, p= 0,24; NAFL-Gruppe: r= -
0.093, p= 0,69).

5.3.5.8 Beziehung zwischen RBP4 und Fettfreier Masse (FFM)

Im Gruppenvergleich zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem
FFM- und RBP4-Werten (NASH-Gruppe: r= 0,148,p = 0,164; NAFL-Gruppe: r= 0,315, p
= 0,183; Kontroll-Gruppe:r= 0,075, p= 0,616).

5.3.5.9 Beziehung zwischen RBP4 und Grundumsatz (GU)

Im Gruppenvergleich zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem
Grundumsatz (GU) und RBP4-Werten (NASH-Gruppe: r= 0,063 ,p = 0,52; NAFL-
Gruppe: r= 0,109, p = 0,70; Kontroll-Gruppe:r= 0,206, p= 0,16).
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen RBP4 und Grundumsatz
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Tabelle 17: Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Alter (Jahre): Mean £|53,1 + 12,10 48,3 + 15,99 48,5 + 8,23 n.s.
SD

Geschlecht : n.s.
-weiblich n=35 (66,0 %) n=10 (71,4 %) |n=16 (69,6 %)
-mannlich n=18 (34,0 %) n=4 (28,6 %) n=7 (32,2 %)

ALT U/l (Mean = SD) | 78,3 £ 50,7 80,8 £ 51,9 27,3+ 11,0 n.s.
AST U/l (Mean = SD)|50,2 + 31,05 45,3 + 34,27 31,7 £ 5,59 n.s.
Exsistenz einer Art. 47,2 % 428 % 8,7 % 0,005
Hypertension

BMI kg/m? (Mean £ |29,3 + 4,15 27,6 £ 5,52 31,3+£5,00 n.s.
SD)

Taillenumfang cm 101,3+ 10,64 94,1 + 13,46 102,7 £ 13,88 |n.s.
(Mean % SD)

Waist-to-Hip-ratio 0,97 £0,14 0,88 + 0,06 0,93 £ 0,07 n.s.
(Mean £ SD)

Triglyzeride mg/dl 177,4 £ 92,78 127,2 £ 56,39 140,7 £ 66,55 [n.s.
(Mean £ SD)

Cholesterin 201,5 £ 48,98 2249 1+ 50,24 2129+ 30,18 |n.s.

mg/di(Mean £ SD)
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Existenz eines 77,4 % 50,0 % 8,7 % <0,001
gestdrten

Glucosestoffwechsels

Existenz eines 75,5 % 42,9 % 13,0 % <0,001
metabolischen

Syndroms

HOMA (Mean £ SD) (5,73 + 5,79 3,51+2,63 2,23 +1,67 <0,001
FM in kg (Mean % 29,83 +£9,76 28,90 + 12,97 29,42 £+ 10,45 |n.s.
SD)

FFMin kg (Mean+ |52 50 + 11,38 50,52 + 8,65 58,791+ 2,63 |n.s.
SD)

RBP4 mg/l (Mean £ [10,91 + 4,37 9,84 + 3,74 17,48 + 8,86 < 0,001
SD)

GU kcal (Mean % 1482,85 kcal * 1415,27 kcal + [1523,61 kcal £+ |[n.s.
SD) 206,51 217,96 282,15

VO2 ml/min. (Mean (204,48 + 31,63 195,26 + 30,94 [213,77 + 32,74 |n.s.

1+ SD)

VCO2 ml/min. (Mean (205,52 + 40,53 200,90 +41,75 |180,67 +£20,49 (0,03
+ SD)

RQ (Mean * SD) 0,82 +0,04 0,82 + 0,05 0,85+ 0,07 n.s.

n.s = nicht signifikant
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6. Diskussion

Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeit ist die Beobachtung eines signifikanten
Zusammenhanges zwischen dem metabolischen Syndrom und dem Auftreten einer
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NASH und NAFL).

Die Hypothese, dass Patienten mit einer NASH oder NAFL im Vergleich zu gesunden
Kontrollen hohere RBP4-Werte aufweisen, konnte in dieser Studie jedoch nicht bestatigt
werden. Auch wurde die in der Literatur postulierte Assoziation zwischen erhdhten
RBP4-Werten und dem Auftreten einer Insulinresistenz in dieser Kohorte nicht

beobachtet.

Hingegen ergab die Studie Uberraschenderweise, dass die RBP4-Werte der

Kontrollgruppe sogar hoher als bei den NASH- und NAFL-Patienten waren.

Es zeigte sich lediglich in der Untergruppe der weiblichen NASH-Patienten ein

signifikanter Zusammenhang zwischen RBP4 und Body Mass Index.

Im folgenden Kapitel werden diese Ergebnisse und die angewandten Methoden

ausfuhrlich diskutiert.

6.1 Auswahl des Patientenkollektives

Alle 121 untersuchten Patienten hatten eine Transaminasenerhohung unklarer Genese
und wurden aus der hepatologischen Ambulanz der Klinik flr Gastroenterologie,
Hepatologie und Ernahrungsmedizin an der Charite Campus Mitte unter dem Verdacht

auf eine NASH zur weiteren Abklarung eingewiesen.

Nach einem anamnestischen, laborchemischen und genetischen Ausschluss einer
moglichen anderen Ursache einer Transaminasenerhohung wurde bei 67 Patienten
(55,3 %) sonografisch eine Fettleber (NAFLD) festgestellt, wobei die Mehrzahl der

Patienten weiblich war (67 %).

Um der klinischen Praxis so nah wie moglich zu kommen, wurde als Screening auf
Fettleber ausschliel3lich die Sonographie verwendet und eine geringere Sensitivitat < 30

%) fur leichtgradige Leberparenchymverfettungen in Kauf genommen [ 32, 42, 43].
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Alternative Methoden, die eine feinere Quantifizierung des Leberfettgehaltes
ermdglichen (CT und MRT) sind aufwandig, teuer bzw. strahlenbelastend. Zudem ist
der klinische Zusatznutzen fraglich bzw. die Relevanz einer leichtgradigen
Leberparenchymverfettung gering.

Im zweiten Schritt der Diagnostik erhielten alle 67 Patienten mit sonografisch
nachgewiesener Leberparenchymverfettung eine Leberbiopsie. Die Leberbiopsie ist die
einzige Diagnostik-Methode , die zwischen einer einfachen NAFL ohne
Entzindungsanzeichen und einer NASH unterscheiden kann [43]. Um eine moglichst
hohe Standardisierung der pathologischen Beurteilung der NASH zu erlangen,
existieren mehrere Klassifizierungssysteme, von denen das bekannteste der NASH-
Score von Brunt ist [10, 35], der auch in dieser Arbeit verwendet wurde. Um eine
madgliche Variabilitat zwischen verschiedenen Untersuchern (interobserver variance)
auszuschlief3en, wurden alle Praparate durch den gleichen erfahrenen Pathologen
beurteilt.

Auf diese Weise wurde bei 44% der ursprunglich 121 Patienten mit unklarer
Transaminsasenerhdhung eine NASH diagnostiziert, wahrend bei 12 % eine Fettleber
ohne Zeichen der Entzindung oder Fibrose vorlag. Unklar bleibt, ob méglicherweise
auch unter den 54 Patienten, bei denen sonografisch keine Parenchymverfettung
diagnostiziert wurde, einzelne Falle waren, bei denen histologisch eine geringgradige
Verfettung und ggf. sogar eine NASH vorlag. Diese Frage bleibt ungeklart, weil das

Protokoll bei diesen Patienten keine Leberbiopsie vorsah.

Vergleicht man diese Zahlen mit den Angaben in der Literatur, so wird deutlich, dass es
sich um ein hochselektioniertes Patientenkollektiv handelt. Die Haufigkeit der reinen
Fettleber in der allgemeinen Bevolkerung in westlichen Industrienationen betragt ca. 20-
30 %, von denen ungefahr 10 % eine NASH entwickeln [91].

Leberbiopsien werden Ublicherweise nur bei langer anhaltender
Transaminsasenerh6hung, Komorbiditaten oder schwereren Verlaufen durchgefuhrt,
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meist nachdem die Patienten in einer hepatologischen Facharztpraxis oder — ambulanz

vorgestellt wurden [80,81]

Die Absicht dieser Arbeit war es nicht, verlassliche Daten zur Pravalenz der NASH oder
NAFL in der allgemeinen Bevolkerung oder auch bei Patienten mit unklarer
Transaminasenerhdhung zu gewinnen, sondern die mdgliche Bedeutung des RBP4 in
der Pathogenese zu untersuchen. Unter diesem Gesichtspunkt ware es wiinschenswert
gewesen, eine groRere Untergruppe mit einer reinen NAFL zum Vergleich

heranzuziehen.

Dazu hatten z.B. auch Patienten ohne Leberbiopisie, bei denen keine
Transaminasenerhdhung, jedoch sonografisch eine Fettleber vorlag, eingeschlossen
werden konnen. Dies hatte aber zu einer weiteren Unscharfe gefuhrt, weil nicht
ausgeschlossen ist, dass auch bei normalen Transaminasen bereits zonal eine NASH

vorliegt [85].

Eine Leberbiopsie ist jedoch bei normalen Transaminasen im Allgemeinen ethisch nicht
zu rechtfertigen. Umgekehrt muss allerdings auch festgehalten werden, dass es
derzeitig keinen einzelnen Biomarker gibt, der zwischen Fettleber(NAFL), NASH und

Zirrhose verlasslich differenzieren kann.

6.2 Bedeutung des Ernahrungszustandes, der Kérperzusammensetzung und des
Energiestoffwechsels fiir die NASH

Nichtalkoholische Fettlebererkrankungen zeigen eine zunehmende Pravalenz vor allem
in der westlichen Welt und sind mit Uberernahrung assoziiert. Daher kommt der

Erfassung des Ernahrungszustandes eine besondere Bedeutung zu.

Der einfachste Parameter zur Erfassung einer Uberernahrung ist die Bestimmung des
Body Mass Index (BMI), der auch von der WHO fiir die Klassifikation von Ubergewicht
bei Erwachsenen verwendet wird. Die prognostische Wertigkeit eines deutlich erhéhten
BMI (BMI > 30 kg/m?) fiir die Entstehung einer Insulinresistenz, eines Diabetes mellitus,

fur kardiovaskulare Erkrankungen und auch fur Tumorerkrankungen wurde in
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zahlreichen grof3en epidemiologischen Studien belegt, allerdings scheint ein leicht
erhohter BMI von 25-29.9 kg/m?, entsprechend Ubergewicht Grad | nach der
Klassifikation der WHO [44], nicht mit einer generell erhdhten Sterblichkeit verbunden
Zu sein [86].

Bezogen auf die NASH zeigten mehrere internationale Studien, dass betroffene
Patienten héhere BMI-Werte aufweisen bzw. die Progression von der NAFL zur NASH
mit erhdhten BMI-Werten verbunden ist [48, 54, 55, 56, 57, 58].

Ein Nachteil des BMI ist jedoch, dass sich auf diese Weise nur ein erhohtes
Korpergewicht in Bezug auf die KorpergroRe feststellen lasst, jedoch keine Aussage

Uber die Zusammensetzung der vermehrten Kérpermasse maglich ist.

Das erhohte Korpergewicht kann sowohl auf einen Exzess an Fettmasse, als auch auf
Muskelmasse oder Korperwasser zuruckgefuhrt werden.

Ein weiterer Nachteil des BMI ist, dass er auch nichts Uber die Fettverteilung aussagt,
deren metabolische Bedeutung in den letzten Jahren intensiv beforscht wurde. Daher
wurden erganzend zum BMI auch die Fettverteilung anhand der Waist-to-Hip-ratio bzw.
des Taillenumfangs und auch das Verhaltnis von Fettfreier zur Fettmasse anhand der

Bioelektrischen Impedanzanalyse bestimmt.

Der Taillenumfang bzw. die WHR ist ein indirektes Mass des viszeralen Fettgewebes.
Ein hoher Taillenumfang ist mit einem hohen Risiko fur die Entwicklung einer
Insulinresistenz und eines Metabolischen Syndroms verbunden. Entsprechend ist auch
die Beobachtung von Rocha R et al. [83] plausibel, die an 81 ambulanten Patienten mit
histologisch gesicherter NAFLD einen signifikanten Zusammenhang zwischen hohem
BMI und hohem Taillenumfang einerseits und Insulinresistenz, Metabolischem Syndrom
und histologischen Merkmalen der NASH andererseits beschrieben.

In der eigenen Studie wurde zwar diese Beobachtung auch im Grundsatz bestatigt:
Patienten mit NASH hatten im Durchschnitt einen erhéhten BMI, einen erhdhten
Taillenumfang und eine erhdhte WHR, jedoch zeigte der Gruppenvergleich mit den
NAFL-Patienten und den gesunden Kontrollen in diesen Parametern keine signifikanten
Unterschiede.
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Auch der prozentuale Anteil der Adipdsen war in der NASH-Gruppe mit 38 % nicht

signifikant unterschiedlich von der Kontrollgruppe (58 %).

Die genauere Betrachtung der Kboperzusammensetzung mittels BIA zeigte zwar eine
etwas hohere fettfreie Masse in der Kontrollgruppe — was Ausdruck einer etwas
héheren Muskelmasse sein konnte, die wiederum mit erhéhter Insulinempfindlichkeit
einhergehen kann - jedoch waren die Unterschiede zur NASH- und NAFL-Gruppe
letztlich statistisch nicht signifikant.

Diese Daten decken sich nicht exakt mit einer Arbeit von Capristo et al. [90], die bei 20
mannlichen NASH-Patienten im Vergleich zu 14 Patienten mit Hepatitis C bzw. 20
gesunden Kontrollen eine niedrigere fettfreie Masse (gemessen mittels DEXA), eine
hoheren Taillenumfang bzw. einen niedrigeren Grundumsatz (gemessen mittels
Anthropometrie) beobachteten. In der Studie von Capristo et al. waren die NASH-
Patienten allerdings schlanker (BMI 26.2 + 2.1 kg/m?) als in der eigenen Kohorte und
auch schlanker als die beiden Vergleichsgruppen, was eine direkte Vergleichbarkeit
einschrankt.

Der niedrigere Grundumsatz als moglicher Trigger fur eine NAFLD erscheint allerdings
vordergrindig plausibel, weshalb wir in der eigenen Studie auch entsprechende
Messungen mittels indirekter Kalorimetrie vornahmen. Wir fanden jedoch keine
Unterschiede im Energiestoffwechsel zwischen den Gruppen.

Da unsere Patienten mit NASH, NAFL und die gesunden Kontrollen einen ahnlichen
BMI und eine ahnliche Korperzusammensetzung aufwiesen, ist ein von der
Korperkonstitution unabhangiger Einfluss des Energiestoffwechsels auf die Entwicklung
einer NASH unwahrscheinlich. Da auch der respiratorisch Quotient als direktes Mal3 der
Substratoxidation in der eigenen Arbeit keine Unterschiede zwischen den Gruppen
aufwies, scheint die Indirekte Kalorimetrie Parameter zu sein, der zur Differenzierung
zwischen NASH-Patienten und Gesunden beitragt.

Somit liel3 sich die Annahme, dass Ernahrungszustand, Kérperzusammensetzung und

Energiestoffwechsel Pradiktoren einer NASH sein kdnnten, in dieser Arbeit nicht

bestatigen.

Offensichtlich sind maRige Ubererndhrung und erhéhte Fettmasse allein keine

spezifischen Risikofaktoren fir eine NASH.
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6.3 Bedeutung des Glukosestoffwechsels, der Insulinresistenz und des
Metabolischen Syndroms fur die NASH

Patienten mit NAFLD haben haufig eine Stérung des Glukosestoffwechsels. Nach
Angaben der Literatur zeigen zwischen 18 und 33 % aller Patienten mit NAFLD einen

Typ 2 Diabtes mellitus oder eine pathologische Nuchternglukose [85].

Umgekehrt beschrieben Wanless et al in einer gro3en Autopsiestudie [15] bei 12.2 %
aller Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus eine NASH, wahrend diese nur bei 4,7 % der
Patienten ohne Typ 2 DM auftrat. Hier muss aber einschrankend festgestellt werden,
dass in den retrospektiven Autopsiestudien eine Storung des Glukosestoffwechsels bei
den NASH-Patienten ohne Typ 2 Diabetes wahrscheinlich haufig unerkannt blieb, weil

nicht gezielt danach gesucht worden war bzw. werden konnte.

In der eigenen Arbeit wurden zwar auch anamnestische Daten zum Diabetes mellitus
und anderen Faktoren des Metabolischen Syndroms erhoben, im Mittelpunkt stand
jedoch eine genaue Erfassung der Glukosestoffwechsellage und der Insulinresistenz.

Goldstandard der Insulinresistenz-Bestimmung ist der euglykamische-
hyperinsulinamische Clamp-Test. Dabei handelt es sich um eine invasive, teure und
zeitintensive Methode [20], deren Aufwand in der Regel die Zweckmaligkeit fur

klinische Fragestellungen uUbersteigt.

In dieser Arbeit wurde zur Berechnung der Insulin-Resistenz das Homoostase-Modell-
Assesment (IR-HOMA) verwendet, da dieses weitaus einfacher und kostengunstig ist
[23]. Fur die Berechnung des IR-HOMA-Index werden lediglich Nuchtern-Blutzucker-

und Insulinwerte verwendet.

Die Werte, die mittels dem IR-HOMA-Index berechnet werden, korrelieren deutlich mit
den Ergebnissen von Clamp-Studien [45] und stellen Werte zur Verfligung, die sich gut

zur Anwendung in epidemiologischen bzw. klinischen Studien eignen [46].
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In der eigenen Kohorte lag der HOMA-Wert bei 80.6 % aller NAFLD-Patienten > 2, was
als Indikator einer Insulinresistenz gilt. Die differenzierte Betrachtung der Subgruppen
zeigte, dass die HOMA-Werte bei den NASH-Patienten (5,73 + 5,79) signifikant (p <
0,001) hoher als bei der NAFL- (3,51 + 2,63) und Kontroll-Gruppe (2,23 + 1,67) lagen.
Diese klaren Ergebnisse bestatigen eine frihere Studie von Sargin et al., die bei
NAFLD-Patienten ebenfalls hdhere HOMA-Werte (3.3 + 1,5) als in einer Kontroll-
Gruppe (2,1 £ 1,1) beobachteten [52].

Die von uns beobachteten Unterschiede zwischen NASH und NAFL wurden jedoch in
einer groReren Kohorte von NAFLD-Patienten (mit behandelter Hypothyreose) nicht
gefunden. Hier hatten beide Subgruppen vergleichbar hohe HOMA-Indizes mit einer
Tendenz zu sogar hoheren Werten bei den NAFL-Patienten (NAFL vs. NASH-
Patienten: 6,5 £ 10,0 vs. 6,1 £ 5,9, p=0.089) [54].

In einer erst kurzlich publizierten Studie mit 144 NAFLD-Patienten, die eine
Leberbiopsie erhalten hatten, beschrieben Petta et al [53], dass ein erhéhter HOMA-
Index > 3,4 mit einer signifikanten Progression zur Leberfibrose einherging. In dieser
Studie wurde als weiterer signifikanter Risikofaktor fur eine fibrosierende
Fettlebererkrankung ein hoher ,Visceral adiposity index” identifiziert (der Taillenumfang,
BMI, Triglyzeride und HDL-Cholesterin berucksichtigt), welcher wiederum signifikant mit
dem HOMA-Index korrelliert war.

Insgesamt stutzen die eigenen Daten und bereits publizierte Beobachtungen die
Annahme, dass eine Insulinresistenz in der Pathogenese der Fettleber, aber auch in der

Progression der Erkrankung zur Steatohepatitis und Fibrose eine zentrale Rolle spielt.

Erganzend zum HOMA-Index wurde bei allen Patienten, bei denen kein Typ 2 DM
bekannt war, ein oraler Gluosetoleranztest nach den Richtlinien der WHO durchgeflhrt
[33]. Hier bestatigte sich der Befund, der aus dem HOMA-Index resultierte: Die
Mehrzahl der Patienten mit NASH wies eine gestorte Glukosetoleranz / einen Typ 2 DM
auf (77 %), wahrend nur 50 % der NAFL Patienten und 8,6 % der gesunden Kontrollen
betroffen waren (p< 0,001). Diese Beobachtung deckt sich mit der Literatur:

Zwei internationale Studien zeigen eine Pravalenz eines gestorten
Glukosestoffwechsels bei 34 % bzw. 75 % der NASH-Patienten [9, 14]. Viele Studien
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stellten zudem fest, dass die Pravalenz von Glukosestoffwechselstérungen bei NASH-
Patienten hoher ist als bei NAFL-Patienten [55, 56, 57, 58].

Hinsichtlich der weiteren Einzelkriterien des metabolischen Syndroms ergab sich in der
eigenen Kohorte ein uneinheitliches Bild. Auffallig war, dass sowohl NASH- als auch
NAFL-Patienten mit 47 bzw. 42 % signifikant haufiger eine arterielle Hypertonie
aufwiesen als die gesunden Kontrollen (8,6 %, p=0.005), was sich weder aus der

Korperkonstitution, noch aus dem Alter oder anderen biologischen Faktoren erklart.

Zur Haufigkeit einer arteriellen Hypertonie bei NASH liegen vergleichsweise wenige
Daten vor. Eine Studie aus Osterreich zeigte eine etwas niedrigere Prévalenz einer
arteriellen Hypertension bei NASH-Patienten von 31,8 %, bei NAFL-Patienten von 21,2
% und bei der Kontroll-Gruppe von 9,1 % [62], letztlich aber ein vergleichbares Bild wie
in der eigenen Studie.

Die gemeinsame Ursache fir die Insulinresistenz und den arteriellen Hypertonus ist am
ehesten in einer Aktivierung des viszeralen Fettgewebes unter Beteiligung des Renin-
Aldosteron-Angiotensin-Systems zu vermuten, wie dies auch fur den Typ 2-Diabetes
beschrieben wurde [88].

Im Gegensatz dazu zeigten sich bezlglich der Blutfette keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Definition eines normalen Serumspiegels der
Blutfette ist allerdings relativ schwierig, da die durchschnittlichen Werte in
verschiedenen Populationen weltweit schwanken. Zudem kdnnen auch Blutfettwerte,
die allgemein als ,normale Blutfettwerte“ verstanden werden, bei bestimmten

Populationen krankheitsfoérdernd sein [49].

Far die Beurteilung eines Lipid-Status steht eine Reihe vor Referenzsystemen zur
Verfugung, die jedoch nur teilweise alters- und geschlechtsabhangig dargestellt werden
[50, 51].

Entsprechend der WHO-Definition des metabolischen Syndroms, wurde in der
vorliegenden Studie ab TG-Werten > 150 mg/dl, LDL-Cholesterinwerten > 150 mg/dI
und HDL-Cholesterinwerten < 35 mg/dl bei Mannern bzw. <40mg/dl bei Frauen von
einer Dyslipidamie ausgegangen.
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Nach diesen Kriterien hatte die Mehrzahl der Patienten (NASH: 72 %, NAFL: 78 %),
ebenso wie die Mehrzahl der gesunden Kontrollen (61 %) eine Dysplipidamie. Auch in
der Literatur wird eine Dyslipidamie bei Patienten mit NASH haufig ( 38 bis 85 %)-
beschrieben [48, 77].

Bei gemeinsamer Betrachtung aller Einzelkriterien des metabolischen Syndroms zeigt
sich, dass ein signifikanter Zusammenhang zu Fettlebererkrankungen besteht:
Mindestens drei der geforderten Kriterien zur Diagnostik eines metabolischen Syndroms
wiesen 75 % der NASH-Patienten und 42 % der NAFL-Gruppe auf, wahrend nur 13 %
bei der Kontroll-Gruppe die Kriterien erflllten. Dieses Ergebnis war statistisch signifikant
(P <0,001). Marchesini et al. [78] beschrieben 1999, dass 88 % der NASH-Patienten
das metabolische Syndrom aufwiesen, wahrend das nur bei 53 % der Patienten mit
reiner Fettleber zutraf. Bei diesen Daten liegt die Schlussfolgerung nahe, dass
nichtalkoholische Fettlebererkrankungen in der Mehrzahl der Falle als hepatische

Manifestation des metabolischen Syndroms aufgefasst werden kénnen.

Far die klinische Praxis bedeutet dies, dass die Abklarung unklarer
Transaminasenerhdhungen bei Patienten mit sonographisch nachweisbarer
Leberparenchymverfettung immer auch die Diagnostik des Metabolischen Syndroms

umfassen sollte.

6.4 Bedeutung des Retinol-bindenden-Proteins (RBP4) fiir die NAFL und NASH

Seit der wegweisenden Nature-Arbeit von Yang Q et al. [64], in der sowohl im
Tiermodell (Glut4-Knockout-Mause) als auch am Menschen gezeigt wurde, dass bei
Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus erhohte Serumspiegel an RBP4 auftreten
konnen, wird dieses Adipokin als Biomarker der Insulinresistenz diskutiert.

Der Zusammenhang mit Insulinresistenz wurde auch durch Daten gesttzt, die eine
Normalisierung von RBP4 durch Glitazone zeigten [64], bzw durch Befunde, die eine
klare Korrelation zwischen der Hohe der RBP4-Spiegel und der Auspragung einer
Insulinresistenz auch bei Nicht-Diabetikern belegten [63]. In letzterer Studie wurde

zudem gezeigt, dass bei Patienten mit Insulinresistenz, die sich einem korperlichen
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Training unterzogen, die Verbesserung der Insulinempfindlichkeit mit einer Reduktion

des Serum-RBP4 einherging.

Es war daher naheliegend, auch bei Patienten mit NASH von erhohten RBP4-Spiegeln
auszugehen, zudem bestand die Hoffnung, dass RBP4 eventuell ein Biomarker sein
kénnte, der den Ubergang von der NAFL zur NASH anzeigt. In der eigenen Arbeit
konnte jedoch diese Hypothese nicht bestatigt werden. Wir beobachteten, dass die
RBP4-Werte bei den Patienten mit NAFLD nicht nur nicht héher, sondern sogar
signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe waren (Post-Hoc P = 0,0001).

Im Gegensatz zu den eigenen Daten fanden Seo JA et al. [93] bei 73 Patienten mit
sonographisch nachgewiesener Leberverfettung im Vergleich zu Kontrollen ohne
Leberverfettung signifikant hoherere RBP4 Spiegel, auch wurde eine signifikante
Korrelation zwischen RBP4 und Leberenzymen beobachtet. In dieser Studie waren
allerdings Patienten mit Diabetes mellitus explizit ausgeschlossen, auch hatten die
gesunden Kontrollen einen signifikant niedrigeren (und im Mittel normalen) Body Mass
Index. Zudem gab es keine histologischen Daten, so dass letztlich keine Differenzierung
zwischen NAFL und NASH erfolgte und insgesamt die Vergleichbarkeit zur eigenen

Studie nur sehr eingeschrankt maoglich ist.

Interessanterweise zeigten Petta et al. [94] an Patienten mit chronischer Hepatitis C und
histologisch nachgewiesener Steatose einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der Hohe der RBP4-Spiegel und der Schwere der Leberparenchymverfettung. konnten
aber bei Patienten mit NAFLD keinen vergleichbar klaren Zusammenhang nachweisen.
Sie fanden bei NAFLD-Patienten nicht signifikant niedrigere RBP4-Spiegel als bei
Patienten mit Hepatitis C. Das Ausmal} der Parenchymverfettung bei NAFLD war in der
logistischen Regressionsanalyse zudem nur mit dem Tailenumfang assoziiert. Diese
Beobachtungen sprechen daflur, dass RBP4 offenbar nicht bei allen Krankheiten, die mit

einer Leberverfettung einhergehen kénnen, eine pathogenetische Rolle spielt.

Aus diesen teilweise widerspruchlichen Daten lasst sich die Frage ableiten, ob RBP4

moglicherweise weniger mit den morphologischen oder inflammatorischen

68



Veranderungen im Leberparenchym als vielmehr mit dem Erndhrungszustand, der

Korperfettverteilung oder der Kérperzusammensetzung zusammenhangt.

In der vorliegenden Studie fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
RBP4-Wert und dem BMI in der Gesamtheit der NAFLD- und der Kontrollgruppe. Auch
andere Studien [67,92, 60, 82] zeigten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem RBP4-Wert und dem BMI.

Bei geschlechtsspezifischer Betrachtung von Untergruppen zeigte sich jedoch eine
schwache, jedoch signifikante positive Korrelation zwischen den RBP4-Werten und dem
BMI bei unseren weiblichen NASH-Patienten (r = 0,39, P = 0,021). Diese Korrelation
wurde bei mannlichen NASH-Patienten nicht festgestellt. Interessant ist, dass auch Seo
et al. bei allerdings nur sonografisch diagnostizierter NAFLD zu einem vergleichbaren
Befund kamen: Sie fanden ebenfalls nur bei weiblichen Patienten eine signifikante
Korrelation zwischen RBP4 und BMI, wahrend dies bei den mannlichen Patienten nicht
der Fall war. Somit ist ein geschlechtsspezifischer Einfluss des BMI auf den RBP4-
Serumspiegel nicht ausgeschlossen. Hier kann nur spekulativ angenommen werden,
dass die veranderte Korperzusammensetzung mit einer vor allem durch Testosteron
bedingten hdheren Muskel- und niedrigeren Fettmasse bei Mannern die entscheidende
Einflussgréfe sein kdnnte.

Die eigenen Daten zeigten allerdings keinerlei Zusammenhang zwischen der mittels
Bioelektrischer Impedanzanalyse bestimmten absoluten Fettmasse bzw. fettfreien
Masse und dem RBP4-Spiegel in den entsprechenden Untergruppen, was sich mit
Befunden von Stefan et al. [69] und Shea et al. [70] deckt. Moglicherweise ist aber hier
die Methode der Analyse der Korperzusammensetzung nicht ausreichend, weil die
fettfreie Masse nur zum Teil durch die Muskelmasse bestimmt wird. Die Muskelmasse

selbst wurde in der eigenen Arbeit nicht direkt bestimmit.

Da RBP4 in den initialen Studien als Adipokin aufgefasst wurde [63, 64] war auch die
Korperfettverteilung von Interesse. Seo et al. [93] und Yang et al. [61] beschrieben eine
signifkante Korrelation zwischen RBP4 und der Waist-Hip-Ratio, die wir mit den eigenen
Daten auch in geschlechtsspezifischen Untergruppen jedoch nicht reproduzieren

konnten. Auch die isolierte Betrachtung des Taillenumfanges zeigten keinen
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statistischen Zusammenhang mit RBP4. Auch El Said et al. [82] konnten keine
signifikante Korrelation zwischen dem RBP4 und der WHR bei Typ 2 Diabetikern
feststellen. Somit ist die Datenlage nicht eindeutig und ein klarer pathogenetischer
Zusammenhang zwischen Korperzusammensetzung oder zentraler Adipositas und
RBP4 bei Patienten mit NASH nicht zu konstatieren.

Auch die KenngrofRen des mittels indirekter Kalorimetrie bestimmten
Energiestoffwechsels (Grundumsatz, respiratorischer Quotient) waren weder bei den
gesunden Kontrollen noch bei den NASH- und NAFL-Patienten mit den RBP4-Spiegeln

korreliert. Vergleichbare Daten aus der Literatur sind uns nicht bekannt.

6.5 Zusammenhang zwischen RBP4 und Insulinresistenz und Metabolischem
Syndrom

Die durch Yang [64] und Graham [63] bereits 2005 bzw. 2006 postulierte und auch bei
NAFLD-Patienten von Seo et al. [93] beobachtete signifikante Korrelation zwischen dem
RBP4 und dem HOMA-IR wurde in der vorliegenden Studie weder in der Gesamtheit
der Patienten und gesunden Probanden noch in den Untergruppen bestatigt.

Der Blick in die Literatur der letzten Jahre zeigt allerdings, dass der Zusammenhang
zwischen RBP4 und Insulinresistenz offenbar nicht so klar ist, wie anfanglich
angenommen. Auch in anderen Studien wurde keine signifikante Korrelation zwischen
RBP4 und Insulinresistenz beschrieben [70, 72, 73, 92, 60].

Auch bezuglich des Zusammenhangs zwischen erhohten RBP4-Werten und dem
Auftreten eines metabolischen Syndroms ist die Literatur widerspruchlich. So zeigten
Lui et al. [84], Graham et al. [63] und El Said [82] in ihren Studien eine Assoziation
zwischen dem erhdhtem RBP4-Wert und dem Vorhandensein eines metabolischen
Syndroms. Alkhouri et al. [92] fanden hingegen, dass der RBP4-Wert von NAFLD-
Patienten nicht mit dem metabolischen Syndrom korreliert. In ahnlicher Weise zeigen
die eigenen Daten, dass die vom metabolischen Syndrom betroffenen Personen einen
leicht niedrigeren RBP4-Wert als die nicht vom metabolischen Syndrom betroffenen

Patienten aufwiesen. Jedoch war dieser Zusammenhang statistisch nicht signifikant.
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Fasst man die eigenen und die in der Literatur erhobenen Daten zusammen, so ist bei
vielen Patienten die nichtalkoholische Fettlebererkrankung Ausdruck einer
Insulinresistenz und eines metabolischen Syndroms, meistens hervorgerufen durch
Ubererndhrung und Bewegungsmangel. Die Hoffnung, im RBP4 einen pathogenetisch
plausiblen und diagnostisch sensitiven Biomarker fur Insulinresistenz und NASH zu

finden, hat sich jedoch nicht bestatigt.
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