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1. Zusammenfassung

Hintergrund und Methodik: In der vorliegenden Arbeit wurden zwei aufeinander aufbauende
In-vivo-Magnetresonanz-Elastographie-Studien (MRE) und eine Grundlagen-Studie zur Mikro-
MRE  zusammengefasst. In  der ersten In-vivo-MRE-Studie wurden technische
Weiterentwicklungen, wie die Integration der Anregungseinheit in den Untersuchungstisch und
die hochauflésende Parameter-Rekonstruktion in die abdominelle MRE eingefiihrt. Die
Experimente wurden an Phantomen, zehn Probanden und vier Patienten mit portaler
Hypertension (PHT) durchgefihrt. Die zweite darauf aufbauende In-vivo-MRE-Studie wurde um
das Konzept der Poroelastizitat erweitert. Mittels drucksensitiver MRE wurden intrahepatische
Blutdruckveranderungen bei 13 Patienten mit PHT vor und nach transjuguléarem
intrahepatischem portosystemischem Stent-Shunt (TIPS) untersucht. Trotz des Erfolges der MRE
zur Fibrosegraduierung ist wenig bekannt Uber den Zusammenhang von mechanischen
KenngrélRen und der Lebergewebestruktur. Aus diesem Grund wurde eine dritte Studie an 16
humanen Leberproben verschiedener Fibrosestadien durchgefiihrt. Mittels Mikro-MRE wurden
die frequenzabhé&ngigen Schermodule (Realteil-Modul G' und Imaginarteil-Modul G") sowie der
frequenzunabhéngige Schermodul (n) und der Dispersionskoeffizient (o) nach dem Springpot-
Modell bestimmt. Statische Indentationsexperimente wurden zur Bestimmung des Young'schen
Moduls (E) durchgefiihrt. Diese mechanischen Parameter wurden mit der Histologie, dem

Hydroxyprolingehalt, Blutwerten und einem In-vivo-Funktionstest verglichen.

Ergebnisse: Adipositas und Aszites stellten keine Untersuchungseinschrankungen der MRE dar.
In der Probandengruppe waren die gemittelten Werte des Betrags |G*| und des Phasenwinkels ¢
des komplexen Schermoduls in der Milz gréRer als in der Leber (p = 0,015 bzw. p = 6,58 - 10™).
In der PHT-Kohorte stieg die Volumendeformation |d*| nach TIPS signifikant an (p = 1,38 - 10™),
bei jedoch konstanter Scherdeformation |C*| und konstantem Schermodul |G*|. Die tber die
Frequenz gemittelten Parameter in humanen Gewebeproben korrelierten signifikant mit dem
Fibrosegrad (G:R=0,762; G™ R=0,830; p:R=0,744; p<0,01) und Hydroxyprolin
(G:"R=0,712; G": R =0,720; p: R=0,731; p<0,01). a zeigte eine negative Korrelation fiir den
Fibrosegrad (R =-0,590; p = 0,034). E korrelierte geringer mit dem Fibrosegrad (R = 0,587;
p = 0,022).

Schlussfolgerung: Die Integration der Anregungseinheit in den Untersuchungstisch ermdglicht
eine leichtere klinische Anwendung. Bei einer kurzen Untersuchungszeit von 6 — 8 Minuten

wurden erstmals hochaufgeloste Karten der Verteilung von Elastizitdt und Viskositdt im
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Abdomen erzeugt. Durch die drucksensitive MRE wurde zum ersten Mal die Sensitivitat der
volumetrischen Deformation fiir den Gewebedruck in der Leber vor und nach TIPS-Intervention
nachgewiesen. Die mittels Mikro-MRE gemessenen viskoelastischen Parameter sind sensitiv fiir
histologisch gesicherte Leberfibrose. Zusatzlich zum Gehalt des Bindegewebes beeinflussen
subtile Strukturverdnderungen des viskoelastischen Netzwerkes die mechanischen Eigenschaften
der fibrotischen Leber.

Abstract

Background and Methods: The present thesis summarizes two related in-vivo magnetic
resonance elastography (MRE) studies and one fundamental micro-MRE study. The first study
implemented technical advances such as driver integration into the patient table and high-
resolution reconstruction algorithms and was performed on phantoms, ten healthy volunteers,
and four patients with portal hypertension (PHT). In the corresponding second study, the initial
concept was expanded by incorporating poroelasticity. Pressure-sensitive MRE was used to
measure intrahepatic blood pressure in 13 patients with PHT before and after transjugular
intrahepatic portosystemic shunt (TIPS). Despite the success of MRE in grading hepatic fibrosis
the relationship between viscoelastic constants in the liver and tissue structure remains unclear.
Therefore, in a third study, 16 human liver specimens with different degrees of fibrosis were
examined. Micro-MRE and static indentation experiments provided the shear modulus (storage
modulus G', loss modulus G"), the frequency-independent shear modulus (), powerlaw
exponent (a), and Young's modulus (E). The mechanical parameters were compared with

histology, hydroxyproline, blood markers, and in-vivo function tests.

Results: Image quality was not compromised by ascites or obesity. In the group of healthy
volunteers, averages of magnitude |G*| and phase ¢ of the complex modulus were significantly
higher in spleen than liver (p=0.015 and p=6.58-107, respectively). In the PHT cohort,
volumetric strain |d*| was significantly higher after TIPS (p = 1.38 - 10°), while neither shear
strain |C*| nor shear modulus |G*| were affected. The frequency-averaged parameters of micro-
MRE were significantly correlated with fibrosis (G R=0.762, G": R =0.830; u: R =0.744;
p <0.01) and hydroxyproline (G: R =0.712, G R=0.720; p: R=0.731; p<0.01). a was
inversely correlated with fibrosis (R =-0.590, p = 0.034). E was less correlated with fibrosis
(R =0.587, p =0.022).

Conclusion: The new setup allows integration of abdominal MRE into clinical workflow. The
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proposed method provides for the first time high-resolution abdominal maps of viscoelasticity
within 6 —8 minutes. Also for the first time, the results show that volumetric strain |d*| is
sensitive to high values of tissue pressure. Viscoelastic constants measured by micro-MRE are
highly sensitive to histologically proven fibrosis. In addition to the amount of connective tissue,
subtle structural changes in the viscoelastic matrix determine the sensitivity of mechanical tissue

properties to hepatic fibrosis.

2. Einleitung
2.1 Fragestellung und Motivation

Die manuelle Palpation ist seit Anbeginn der Medizin ein Hauptbestandteil der arztlichen Praxis.
Krankhaft verénderte Organe konnen durch die Hand des Arztes ertastet werden. Die
Magnetresonanz-Elastographie (MRE) ist ein Elastizitatsbildgebungsverfahren, das durch
externe Anregung Scherwellen in biologischem Gewebe erzeugt. Diese Scherwellen kdnnen
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und Bewegungskodiergradienten (Motion Encoding
Gradient, MEG) dargestellt werden. Die mechanischen KenngroBen werden mit
Welleninversionsalgorithmen rekonstruiert [1]. Im Gegensatz zum Tastbefund werden auch
tieferliegende Strukturen erfasst und die Veranderungen quantifiziert. Eine morphologische
Differenzierung mittels Schnittbilddiagnostik oder Ultraschall zwischen gesunder und
fibrotischer Leber ist nicht sicher mdglich [2]. Auch die portale Hypertension (PHT) kann mit
bildgebenden Verfahren nur im fortgeschrittenen Stadium durch sekundéare Veranderungen wie
zum Beispiel einen vergroflerten Durchmesser der Vena portae oder endoskopisch durch den
Nachweis von gastrodsophagealen Varizen diagnostiziert werden. Die mechanischen
KenngrélRen von Leber und Milz werden durch die PHT beeinflusst [3]. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei aufeinander aufbauende In-vivo-MRE-Studien und eine Grundlagenstudie
zur Mikro-MRE zusammengefasst.

In der ersten In-vivo-MRE-Studie werden Modifikationen zu bereits bekannten
Versuchsaufbauten und Parameter-Rekonstruktionen vorgeschlagen. Dabei war das Ziel dieser
Studie die Weiterentwicklung der MRE von Leber und Milz zur einfachen, zeiteffizienten
klinischen Anwendung als hochortsauflosende Modalitdt. Die Experimente wurden an
Phantomen, zehn Probanden und vier Patienten mit portaler Hypertension und Aszites

durchgefinhrt.
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In der zweiten In-vivo-MRE-Studie wurde die neue Technologie genutzt und um das Konzept
der Poroelastizitat erweitert. In dieser Pilotstudie sollte untersucht werden, ob die MRE mit den
vor und nach transjuguldrem intrahepatischem portosystemischem Stent-Shunt (TIPS) invasiv
gemessenen portosystemischen Druckgradienten (Hepatic Venous Pressure Gradient, HVPG) bei

Patienten mit PHT korreliert und damit als nichtinvasive Druckmesssonde einsetzbar ist.

Durch die Literatur ist ausgiebig belegt, dass die MRE die genaueste nichtinvasive
Untersuchungsmethode zur Graduierung der hepatischen Fibrose ist [2]. Trotzdem ist unklar,
welche Gewebestrukturen urséchlich die hohe Sensitivitdit der MRE-Parameter begriinden.
Deshalb wurde in der dritten vorliegenden Mikro-MRE-Studie zum ersten Mal der
Zusammenhang von strukturellen, biochemischen, funktionellen und mechanischen Parametern
bei humanen Leberproben verschiedener Fibrosestadien untersucht. Dabei war von besonderem
Interesse, welche strukturellen Gewebeveranderungen zur Erhdhung der Lebersteifigkeit bei

Leberfibrose fuhren.

In den beiden vorliegenden In-vivo-MRE-Pilotstudien und der Mikro-MRE-Pilotstudie wurden
Verénderungen von Leber und Milz bei Leberfibrose sowie PHT untersucht. Bisher werden diese
Erkrankungen in der klinischen Routine nur durch invasive und den Patienten belastende
Diagnostik mittels Leberbiopsie beziehungsweise Katheterintervention sicher diagnostiziert. Vor
diesem Hintergrund erscheint die Weiterentwicklung einer nichtinvasiven und flr den Patienten

schonenden Untersuchung mittels MRE besonders bedeutsam.

2.2 Leberfibrose

Weltweit sind Uber 100 Millionen Menschen von einer Leberfibrose betroffen. Die
Hauptursachen stellen die chronische Hepatitis B und C, Autoimmunhepatitis sowie
nichtalkoholische  und alkoholische  Fettlebererkrankungen dar.  Alle  chronischen
Leberkrankheiten kdnnen zu Leberfibrose und im Endstadium zur Zirrhose fihren [4]. Die
Leberfibrose wird nach der METAVIR-KIassifikation in funf Stadien von FO bis F4 eingeteilt
[5]. Der Aspartat-Aminotransferase-Thrombozyten-Ratio-Index (APRI) trifft mit biochemischen
Markern, die nicht in direkter Beziehung mit der Leberfibrose stehen, eine statistische
\Vorhersage. Der LiMAXx-Test (Maximum liver function capacity) dient der prdoperativen

Risikoabschatzung einer postoperativen Leberinsuffizienz bei Patienten mit Lebertumoren [6].

Der Goldstandard zur Diagnose der Leberfibrose ist die Biopsie, die allerdings invasiv,
schmerzhaft, risikobehaftet und teuer ist. Die Komplikationsrate fir Infektionen und Blutungen
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liegt bei 3 % und die Mortalitatsrate bei 0,03 % [4]. Die Leberbiopsie erfasst ungeféahr 1/50000
der Leber und ist aufgrund der Heterogenitdt der fibrotischen Leber nur eingeschrankt

reproduzierbar, wie in mehreren Studien gezeigt wurde [5], [7], [8].

2.3 Portale Hypertension

Durch die hohe Pravalenz von Hepatitis C (weltweit 2,6 %, Deutschland 0,5 %) und der
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (USA 30 %) ist die PHT eine Erkrankung von
zunehmender Bedeutung. In der Diagnostik der PHT sind die invasive HVPG-Messung mittels
Katheter und der endoskopische Nachweis von gastrodsophagealen Varizen der Goldstandard.
Die invasive HVPG-Messung kann jedoch nur in spezialisierten Zentren durchfiihrt werden.
Deshalb besteht der Bedarf nach einer nichtinvasiven Methode zur PHT-Diagnostik. Der normale
HVPG betragt 1 bis 5 mmHg. Ab einem Druck von 10 mmHg zeigen sich klinische
Manifestationen wie zum Beispiel Aszites oder gastrodsophageale Varizen. Die medikamentose
Therapie der ersten Wahl sind nicht-selektive Betablocker, die weniger als die Hélfte der
Patienten vor gastrodsophagealen Varizenblutungen schiitzen. Die Hauptindikationen fiir eine
TIPS-Intervention sind die Notfallbehandlung und Prophylaxe von gastrodsophagealen
Varizenblutungen bei Versagen der medikamentdsen und endoskopischen Therapie, ein
therapieresistenter Aszites und das Budd-Chiari-Syndrom. Bei der TIPS-Intervention wird Uber
einen Katheter in der rechten Vena hepatica ein Kurzschluss zwischen dem systemisch-vendsen
und dem portal-ventsen Kreislauf hergestellt, um den HVPG zu senken. Bei der TIPS-
Intervention wird durch invasive Messung von PVP und VCP (Vena Cava Pressure) der HVPG

bestimmt.

3. Mechanische Grundlagen der MRE

3.1 Theorie der klassischen MRE
Zur Abgrenzung von bekannten und weiterentwickelten Welleninversionsalgorithmen wird im
Folgenden zwischen der klassischen MRE und der hochauflésenden MRE (MRE 2.0)

unterschieden.

In der vorliegenden Mikro-MRE-Studie wurde die klassische MRE angewandt. Hier wird der
komplexe Schermodul G* durch den frequenzabhdngigen Realteil G' [kPa] fir Elastizitat und
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dem Imaginéarteil G" [kPa] flr Viskositdt dargestellt: G* =G'+ G". Die Dispersion des
komplexen Moduls G* lber die Frequenz erschwert den direkten Vergleich bei verschiedenen
singularen Frequenzen. Mittels Springpot-Modell wird G* (ber den Frequenzbereich
angeglichen. Dadurch konnen die frequenzunabhéngigen Parameter Schermodul p und
Dispersionsindex o berechnet werden [9]. Das Springpot-Modell in seiner kiirzesten

Schreibweise lautet: G* = « (i®)* mit k = p* n* [10].

3.2 Theorie der MRE 2.0

In den beiden In-vivo-MRE-Studien wurde die MRE 2.0 angewandt, die eine Weiterentwicklung
der klassischen MRE mit Mulitfrequenz-3D-Bildakquisition und Multifrequency-Dual-
Elastovisco (MDEV) Inversion darstellt [11]. Der komplexe Modul G* wird in der MRE 2.0
durch seinen Betrag |G*| [kPa] flr Elastizitdt und seinen Phasenwinkel ¢ [rad] fiir Viskositét
dargestellt: G* = |G*|(cos ¢ + isin ¢) [11]. Im Unterschied zu den klassischen viskoelastischen
Parametern sind Betrag |G*| und Phase ¢ des komplexen Moduls G* frequenzgemittelte und
modellfreie Parameter [11]. Durch die MDEV-Inversion wird eine héhere rdumliche Auflésung
von |G*| und ¢ erreicht [11].

3.3 Poroelastizitat

Poroelastizitét ist die Grundlage der drucksensitiven MRE. Als neuer mechanischer Biomarker
erganzt die Poroelastizitdt die viskoelastischen KenngrdRen in biologischem Gewebe mit
sogenanntem biphasischem System [12]. In der Leber wird das biphasische System durch das
Parenchym als feste Phase und den GefaRen als flussige Phase dargestellt [12]. Eine
Kompression des Gewebes fiihrt zu einer Druckveranderung im GefaRsystem [12]. Der Betrag
der Volumendeformation verhélt sich proportional zum GeféRdruck p und wird beschrieben
durch die Divergenz d: (V1-V2)/V1 ~ —p, wobei V; fur das Gewebevolumen vor und V, fur das
Gewebevolumen nach Kompression stehen [12]. Flr die Rekonstruktion der Poroelastizitat ist
eine 3D-Vektorfelderfassung der Gewebedeformation mittels MRT erforderlich [13]. Damit
ermoglicht die Poroelastographie eine nichtinvasive Messung der Druckverdnderung bei
Kompression von biologischem Gewebe [12].
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4. Methoden, Patienten und Gewebeproben
4.1 In-vivo-MRE (Studie: Methodenentwicklung MRE von Leber und Milz)

4.1.1 Demographische Patientendaten

Zuerst wurde ein Gelatine-Phantom mit drei sphérischen, 2 cm messenden Gelatine-Inklusionen
mit ansteigendem Gelatine-Wasser-Quotient untersucht. AnschlieBend wurden nach Zustimmung
der Ethikkommission der Charité-Universitdtsmedizin Berlin zehn gesunde Probanden (drei
Frauen, Alter von 22 bis 51 Jahren) und vier Patienten (zwei Frauen, Alter von 58 bis 75 Jahre,
HVPG von 32, 18, 12, 27 mmHg) mit portaler Hypertension am Institut fir Radiologie, Campus
Charité Mitte, untersucht. Alle Patienten und Probanden wurden (iber den Sinn und die Risiken
der MRT- und MRE-Untersuchung aufgeklart, deren Einwilligung zu den Untersuchungen
dokumentiert und eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt. Zum Test der
Reproduzierbarkeit wurde Proband Nr. 1 finfmal mit einem Abstand von jeweils einer Stunde

untersucht.

4.1.2 Experimenteller Aufbau und Anregung

Der Patient befand sich in Riickenlage auf dem Untersuchungstisch eines 1,5-Tesla-MRT
(Magnetom Sonata, Siemens, Erlangen), an dessen Ende ein nichtmagnetischer, piezoelektrischer
Wellengenerator (150V, 63 pF, 3,5 kN, Piezosystem, Jena) integriert war. Mit einer
Karbonfaserstange wurden die Vibrationen auf den Patienten bertragen. Die zeitharmonische
Anregung erfolgte mit Einzelfrequenzen von 30, 40, 50 und 60 Hz. Die Bildakquisition erfolgte
mit einer zweidimensionalen EPI-MRE-Sequenz, einer 12-Kanal-Spule und Centricity 3.1.2.
Software. Die Untersuchung wurde in zwolf exspiratorischen Apnoephasen von jeweils 15
Sekunden aufgeteilt und dauerte insgesamt 6 bis 8 Minuten. In jeder Apnoephase wurden zehn
Schichten mit einer Aufldsung von 2,7 x 2,7 x 5 mm?® und acht Zeitschritte, in einer der drei

Raumrichtung gemessen.

Weitere Messparameter: Vorlauf des Trigger-Pulses zur Wellenerzeugung = 100 ms,
Wiederholzeit = 182 ms, Echozeit =54 ms, Sichtfeld = 350 x 284 mm?,~ Matrix 128 x 104,
GRAPPA-Faktor 2, MEG Frequenz 50 Hz und MEG Amplitude 30 mT/m. Aufgrund der héheren
Steifigkeit des Phantoms wurden die Frequenzen auf 110, 120, 130 und 140 Hz sowie die
raumliche Auflosung auf 1,5 x 1,5 x 1,5 mm?® angepasst.

10
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4.2 In-vivo-MRE (Studie: Drucksensitive Leber-MRE bei TIPS)

4.2.1 Demographische Patientendaten

Nach Zustimmung der Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin wurden 13
Patienten vor und nach TIPS-Intervention am Institut fir Radiologie, Campus Charité Mitte,
untersucht. Alle Patienten wurden Uber den Sinn sowie die Risiken der MRT- und MRE-
Untersuchung aufgeklart, deren Einwilligung zu den Untersuchungen dokumentiert und eine
schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt. Das Patientenkollektiv bestand aus vier Frauen
und neun Mannern in einem Altersbereich von 51 bis 71 Jahren. Alle Patienten hatten einen
Aszites bedingt durch Zirrhose oder PHT. Die erste Untersuchung erfolgte einen Tag vor und die
zweite Untersuchung erfolgte einen bis maximal drei Tage nach TIPS-Anlage. Wahrend der
TIPS-Intervention wurde der HVPG vor und nach der Shuntanlage invasiv gemessen.

4.2.2 Experimenteller Aufbau und Anregung
Die Untersuchung erfolgte wie in 4.1.2 beschrieben mit folgenden Unterschieden: 3D-EPI-MRE-
Sequenz, zeitharmonische Anregung mit 25 und 50 Hz in allen 3 Raumrichtungen, sechs

exspiratorische Apnoephasen von jeweils 15 Sekunden und Gesamtdauer 3 bis 4 Minuten.

4.2.3 Voruntersuchung zur Validierung der Methodik

Zur Validierung der Methodik wurde eine frisch entnommene Schafsleber innerhalb von 28
Stunden untersucht. Arteria und Vena hepatica wurden mit Wirogel versiegelt. An die Vena
portae wurde ein Schlauch mit einer geftllten Wasserflasche angeschlossen. Durch das Anheben
der Wasserflasche auf 0, 20, 40, 60 und 77 cm uUber den Untersuchungstisch konnten
verschiedene portale Druckverhaltnisse von 0 bis 7,8 kPa simuliert werden. Die Untersuchungen
mit 25 und 50 Hz verliefen nach dem Protokoll der Patientengruppe mit folgenden
Unterschieden: 30 Schichten mit 2 mm Dicke und 2 x 2 mm? Auflésung in der axialen Ebene.
Aulerdem wurde ein gesunder Proband insgesamt fiinfmal an vier verschiedenen Tagen nach
dem Protokoll der Patientengruppe untersucht, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
uberprifen. Am vierten Tag wurden die Daten zusétzlich in einer einzigen Apnoephase erhoben,

um den Einfluss atmungsbedingter Schichtverschiebung darzustellen.

11
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4.3 Mikro-MRE (Studie: Charakterisierung humaner Gewebeproben)

4.3.1 Demographische Patientendaten

In der Mikro-MRE-Studie wurden Leberproben von 16 pseudonymisierten Patienten untersucht.
14 Patienten waren an Tumoren und zwei Patienten an einer Zirrhose erkrankt. Die Studie wurde
durch die Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Alle Leberproben
wurden von Patienten, die nach Aufklarung ihr schriftliches Einverstdndnis erteilten, in der
Klinik fur Transplantationschirurgie, Charité Campus Virchow-Klinikum, entnommen. Das
Patientenkollektiv bestand aus flinf Frauen und elf Mannern in einem Altersbereich von 28 bis
73 Jahren.

4.3.2 Mikro-MRE

Die Untersuchung erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach Gewebeentnahme an einem 7-Tesla-
Kleintier-MRT (Bruker, Pharmascan, Ettlingen) bei Raumtemperatur im
Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum, Campus Charité Mitte. 16 humane Leberproben
und eine bovine Leberprobe wurden mit einem speziell angefertigten Stanzzylinder passgenau
fir ein 50 ml Eppendorf-Réhrchen auf eine Groe von 3,5 cm @ und circa 2 cm Hohe
geschnitten. Das Eppendorf-Réhrchen wurde mit einem Adapter auf einer Karbonfaserstange
befestigt. An dessen Ende befand sich eine Lorentz-Spule zur mechanischen Anregung. Nach
optischer Kontrolle der Wellenbilder wurde die Wellenamplitude Uber den Audioverstarker
angepasst. Die Bildakquisition mit einer FLASH-Sequenz mit sinusféormigem MEG in
Schichtselektionsrichtung, einer 38 mm @ Rattenkopf-Spule und Paravision 4.0 Software dauerte
pro Leberprobe vier Stunden. Mit der Anregungsfrequenz variierte die Anzahl der MEG von 2
bis 12 Zyklen, um eine konstante Echozeit von 14,252 ms zu gewahrleisten. Die zeitliche
Auflosung erfolgte fir jede Anregungsfrequenz in 16 Zeitschritten mit jeweils zwei
entgegengesetzten MEG-Richtungen [9]. Dem MEG ging ein Trigger-Puls von 20 ms voraus, um
den Gleichgewichtszustand der Wellen sicherzustellen.

Weitere  Messparameter:  Oszillationszyklen =7 - 37;  Periode = 5,000 - 0,833 ms  mit
Phasenzeitschritten = 0,313 — 0,052 ms;  Sichtfeld = 40 mm;  Schichtdicke =2 mm; Matrix
256 x 256; Wiederholzeit = 126,171 ms; MEG-Amplitude 285 mT/m. Eine Bildakquisition mit
T1- und T2-Sequenzen erfolgte zur morphologischen Darstellung. Die Rekonstruktion
mechanischer KenngroRen erfolgte mit Matlab R 7 Release 14 (The Mathworks, Inc., Natick,
MA, USA) mittels Welleninversion nach dem Springpot-Modell. Zur \erbesserung der
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Bildqualitat wurde ein Phasendifferenzbild aus zwei Phasenbildern mit gegensétzlicher MEG-
Polaritat subtrahiert. Bei hoheren Frequenzen konnten zentrale und obere Bereiche der
Leberproben aufgrund einer starkeren Dampfung nicht vollstandig angeregt werden. Nach Klatt
et al. [14] erfolgte eine automatische Segmentierung der zu analysierenden Areale (sog. Regions
of Interest (ROI)), basierend auf der Halfte des Betrages der Wellenamplitude. Rauschen und
Kompressionswellen wurden durch einen Butterworth-Bandpass-Filter nach Riek et al. [9]

reduziert.

4.3.3 Indenter-Test

Am Institut fur Radiologie, Campus Charité Mitte, wurde der Indenter-Test mit einem
Rheometer (MCR 301, Anton Paar, Osterreich) an allen Leberproben durchgefiihrt. Dazu wurde
ein 5 mm messendes Loch in das Eppendorf-Réhrchen gebohrt, um mit einer 3 mm messenden
zylindrischen Indenter-Spitze die Leberprobe mit einer Amplitude von 1 mm fir 20s zu
komprimieren. Die entgegenwirkende Kraft wurde dabei gemessen. Eine Vorlast von 1 g sorgte
fur vollen Kontakt zwischen der Indenterspitze und der Probe. Vier Belastungszyklen dienten der
Prakonditionierung. Am Department of Electrical and Computer Engineering, University of
Western Ontario, Kanada, wurde der Young‘sche Modul E der Leberproben mittels Finite-
Elemente-Methode nach Samani et al. [15] berechnet (Software: ABAQUS, Dassault Systemes
Simulia Corp, Providence, RI, USA). Die fir dieses Modell benoétigte Probengeometrie wurde
aus den MRT-Magnitudenbildern abgeleitet.

4.3.4 LiIMAX-Test

In der Klinik flr Transplantationschirurgie, Charité Campus Virchow-Klinikum, erhielten 10 von
16 Patienten einen préoperativen LIMAX-Test. Bei Patienten mit Lebertumoren und Indikation
zur Leberresektion dient der LiMAXx-Test der Risikoabschatzung einer postoperativen
Leberinsuffizienz. Durch einen Algorithmus wird eine Vorhersage zur postoperativen
Leberfunktion und Mortalitat getroffen [6]. Grundlage des LiMAXx-Tests ist ein Quotient aus
kiinstlichem **CO, und physiologischem *2CO, in der exspiratorischen Atemluft, die tiber eine
Zeit von 60 Minuten untersucht wird [6]. Das *CO, wird nach einer intravendser Injektion
von '*C-Methacetin (Euriso-top, Saint-Aubin Cedex, Frankreich) und einem hepatischem
Metabolismus tber Cytochrom P450 1A2 synthetisiert [6].
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4.3.5 Histologie

Am Institut fur Pathologie, Campus Charité Mitte, wurden alle Leberproben nach einer
Hé&matoxylin-Eosin-Farbung mikroskopisch auf Fibrose, Inflammation und Fettgehalt
untersucht. Die Fibrosegraduierung erfolgte nach der METAVIR-KIassifikation, erweitert um
Zwischenschritte. Die Inflammation wurde wie folgt mit Zwischenschritten eingeteilt: 0 = keine
Inflammation, 1 = geringe Inflammation, 2 = malige Inflammation und
3 = hochgradige Inflammation. Der Fettgehalt wurde in Prozent in Bezug auf die gesamte Probe
angegeben. Der Gehalt an Kollagen I und IlI als Marker der EZM wurde mittels Kollagen-
Antikorper und dem optiView DAB ICH detection kit (Ventana Tucson, Arizona, USA)
bestimmt. Mit  Zwischenschritten  wurde eingeteilt: 0 = keine Proliferation,
1 = geringer Kollagenanstieg, 2 = maliger Kollagenanstieg und 3 = hochgradiger

Kollagenanstieg.

4.3.6 Hydroxyprolin

Als letzte Untersuchung der Leberproben erfolgte in der Klinik fur Padiatrie mit Schwerpunkt
Nephrologie und am Charité Center for Cardiovascular Research die Bestimmung des
Hydroxyprolingehalts als ein etablierter Kollagenmarker. Das Verfahren basiert auf den
Methoden von Boigk et al. [16] und Jamall et al. [17]. Der Hydroxyprolingehalt wurde auf das
Gewicht der Leberprobe hochgerechnet, um den Hydroxyprolingehalt in mg pro g Lebergewebe

zu erhalten.

4.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Hypothesen der beiden In-vivo-MRE-Studien wurden mit einem Student-t-Test
uberpruft. Der Zusammenhang von Ald*| und A|C*| mit invasiv gemessenen Druckparametern
wurde mit dem Pearson-Korrelations-Koeffizienten getestet. Fir die Micro-MRE-Studie wurde
der Pearson-Korrelations-Koeffizient aller Parameter zum paarweisen Vergleich bestimmt. Als
statistisch signifikant galten P-Werte < 0,05. Die Auswertung erfolgte mit Matlab R 7 Release 14
(The Mathworks, Inc., Natick, MA, USA) und IBM SPSS Statistics 18 (IBM Corporation, Route
100, Somers, NY, USA).
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5. Ergebnisse
5.1 In-vivo-MRE (Studie: Methodenentwicklung MRE von Leber und Milz)

Durch die MEDV-Inversion war es mdoglich, alle drei Gelatine-Inklusionen von der Gelatine-
Matrix des Phantoms abzugrenzen. Zusatzlich konnte die Steifigkeit entsprechend der
unterschiedlichen Zusammensetzung bestimmt werden: Inklusion 3 (|G*|=42,8 = 6,7 kPa),
Inklusion 2 (|G*|= 26,6 + 3,5 kPa) und Inklusion 1 (|G*| =11,5+ 2,4 kPa). AulRerdem konnten
groRere anatomische Strukturen wie die Vena cava inferior und die Aorta abdominalis bel
niedrigen Werten in der |G*|-Karte aufgrund der geringen Elastizitdt von fllssigkeitsgefillten
Kompartimenten dargestellt werden. Bei der Leber sind die ¢-Werte der Patienten
(¢ = 0,803 + 0,094) signifikant héher als die der Probanden (¢ = 0,492 + 0,064, p=1,1-107).
Der Betrag des komplexen Moduls |G*| zeigt jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen (Patienten: 1,96 = 0,99 kPa; Probanden: 1,44 + 0,23 kPa; p = 0,129). Auch bei der
Milz gibt es keinen signifikanten Unterschied fur den Betrag des komplexen Moduls |G*|
zwischen den Gruppen (Patienten: 2,85 + 0,67 kPa; Probanden: 2,29 + 0,97 kPa; p = 0,594). Wie
bei der Leber gibt es fiir ¢ einen signifikanten Unterschied (Patienten: 1,012 + 0,100; Probanden:
0,749 £ 0,144; p = 0,0066). In der Probandengruppe sind |G*| und ¢ in der Milz héher als in der
Leber (p = 0,015 bzw. p = 6,58 - 10®°). In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigt sich auch eine
signifikante Korrelation von Milz und Leber fir |G*| (Pearson-Korrelation: R =0,8488,
p =0,002) [18]. Ebenfalls in Ubereinstimmung mit der Literatur ist die Korrelation des
portosystemischen Druckgradienten (HVPG) mit den MRE-Parametern |G*| (R =0,774) und
¢ (R =0,882), ohne jedoch bei geringer Fallzahl statistische Signifikanz zu erreichen [3]. Die
finf wiederholten Untersuchungen des Probanden nach jeweils einer Stunde zeigten bei einer
geringen  Standardabweichung (|G*|=1,58 + 0,11 kPa, ¢ =0,419+0,046) die hohe
Reproduzierbarkeit der Methode.

5.2 In-vivo-MRE (Studie: Drucksensitive Leber-MRE bei TIPS)

5.2.1 Schafsleber und Proband

Nach Anheben der Wasserflasche und einem konsekutivem Druckanstieg von 0 auf 7,8 kPa
zeigte sich eine um den Faktor zwei verminderte Volumendeformation |d*| von 2,87 - 10 * auf
1,40 - 10*. Dabei waren die Scherdeformation |C*| ((3,64 +0,13) - 10°%) und der Betrag des

komplexen Moduls |G*| (2,65 £ 0,19 kPa) nahezu konstant. Die Volumendeformation |d*| ohne

15



Rolf Otto Reiter — Abdominelle Magnetresonanz-Elastographie (MRE)

mechanische Anregung war mit (3,38 + 0,34) - 10~ zwei GroRenordnungen kleiner als |C*| und
wurde deshalb als Rauschen betrachtet. Die finf wiederholten Probandenmessungen an vier
verschiedenen Tagen zeigten die Reproduzierbarkeit wvon |d*| ((2,42 + 0,05) - 10 %),
|C*| ((7,73 £ 2,80) - 10 %) und |G*| (1376 + 42 kPa). Auch die zusatzliche Bildakquisition in
einer  Apnoephase  zeigte die  Methodenstabilitdit  gegenlber  atmungsbedingter
Schichtverschiebung. Bei der Messung am vierten Tag bei sechs versus einer Apnoephase ergab
sich: |[d*|=2,41 - 10 * bzw. 2,44 - 10% |C*| = 9,35 - 10 * bzw. 9,97 - 10 * und |G*| = 1368 bzw.
1332 kPa.

5.2.2 Patientenkohorte

Bei allen Patienten mit pathologisch erhdhtem HVPG (21,4 £ 5,7 mmHg) steigt |d*| nach TIPS-
Intervention an. Bei Patient Nr. 5, der als einziger Patient einen normwertigen HVPG (6 mmHg)
vorwies, kam es zu einem Abfall der Volumendeformation |d*|. Die relative Verdnderung von
|d*| (A]d*|) vor und nach TIPS-Intervention ist fir alle 13 Patienten mit (21 + 13) % signifikant
(p=1,38-10"). Im Gegensatz dazu konnte keine signifikante Veranderung fir |C*| mit einer
relativen Verdnderung von (—2 = 32) % beobachtet werden. Obwohl ein unterschiedliches
Ausmall an Aszites vor und nach der TIPS-Intervention zu Fehlern fuhren kann, war die

Variabilitat von |d*| bei jedem Patienten geringer als die Variabilitat der Patienten untereinander.

5.3 Mikro-MRE-Studie (Studie: Charakterisierung humaner Gewebeproben)

5.3.1 Histologie

Die histologische Untersuchung erfolgte bei allen Proben mit Ausnahme der bovinen Leber. Der
mittlere Fibrosegrad der humanen Proben betrug 2,2 + 1,3. Alle humanen Proben wiesen einen
geringen bis maRigen Grad von Inflammation bei einem Mittelwert von 1,2 + 0,5 auf. Bei einem
Mittelwert von 1,5 + 0,4 variierte Kollagen | nur zwischen geringer und magiger Proliferation.
Kollagen 11l war bei allen Proben nicht signifikant nachweisbar. Der Fettgehalt ergab keine
Steatosis in acht Proben, eine geringe Steatosis in sieben Proben (3,4 + 1,6 %) und eine

hochgradige Steatosis in zwei Proben (10 % und 50 %).
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5.3.2 Mikro-MRE

Drei Leberproben konnten aufgrund eines zu hypointensen Signals bei Hdmochromatose nicht
untersucht werden. G', G" und p stiegen zusammen mit dem Fibrosegrad an. Aufgrund von
Modenkonversion an den Wanden des Eppendorf-Réhrchens wurden horizontale Scherwellen

beobachtet, obwohl die Lorentz-Spule vertikale Vibrationen erzeugte.
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Abb. 1 Darstellung der MRT-Magnitudenbilder und der MRE-Wellenbilder (Realteil G' des
komplexen Moduls) von 200 bis 1200 Hz fir zwei Proben. Die oberen zwei Reihen zeigen eine
gesunde bovine Leberprobe und die unteren zwei Reihen eine zirrhotische humane Leberprobe
(F4). Eine automatische Segmentierung der zu analysierenden Areale erfolgte nach Klatt et al.
[11].

5.3.3 Indenter-Test
Der Young‘sche Modul E konnte bis auf Probe Nr. 15 bei allen Proben berechnet werden. Probe
Nr. 15 war zu klein, um die geometrischen Voraussetzungen fur die Indentations-Experimente zu

erfullen.

5.3.4 Parameter-Korrelation
Die hohe Korrelation von Fibrose und Inflammation (R =0,773; p <0,001) deutet darauf hin,
dass Hepatitis die Hauptursache der Fibrose in unserer Kohorte ist. Keine Korrelation ergab sich

fir Fibrose und Kollagen I, Fettgehalt, APRI und dem LiMAXx-Test. Der Hydroxyprolingehalt
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korrelierte mit dem Fibrosegrad (R = 0,645; p <0,007) und geringer auch mit der Inflammation
(R =0,565; p <0,023). Wie in der Literatur beschrieben, waren alle mechanischen Parameter mit
dem Fibrosegrad korreliert [4]. Dabei ergab sich eine starkere Korrelation der MRE-Parameter
im Vergleich zur statischen Indentation. Der Dispersionskoeffizient o zeigte fiir den Fibrosegrad
eine geringe negative Korrelation (R =—0,590; p <0,034) und bekréaftigt damit die Ergebnisse
von vorangegangenen In-vivo-MRE-Studien [10], [19]. Unter allen Parametern korrelieren G'
und G", gemittelt Uber die Frequenzen (meanG', meanG"), am starksten mit dem Fibrosegrad
(R =0,762 bzw. R = 0,830). Ausgehend von einzelnen Frequenzen steigt die Korrelation mit der
Frequenz von R = 0,47 (200 Hz) auf R = 0,79 (1200 Hz) fir G' und von R = 0,32 (200 Hz) auf
R =0,65 (1200 Hz) fur G". Im Gegensatz zu In-vivo-MRE-Studien wurde keine Korrelation
zwischen Inflammation und den mechanischen Parametern beobachtet. Ein Abschwellen der
Hepatozyten nach Resektion kann als ursachlich diskutiert werden. AulRerdem ergab sich keine
Korrelation von mechanischen Parametern und Kollagen, Fettgehalt, APRI und dem LiMAXx-
Test.

6. Diskussion

Ziel der Arbeit war die Entwicklung neuer Methoden zur systematischen Untersuchung der

mechanischen Eigenschaften der Leber mittels MRE.

6.1 In-Vivo-MRE

In der ersten In-vivo-MRE-Studie konnte ein verbesserter Versuchsaufbau fur die abdominelle
MRE implementiert werden. Die Integration der Anregungseinheit in den Untersuchungstisch
ohne Verzerrung des Magnetfeldes ermdglicht eine leichtere Anwendung in der Klinischen
Routine. Bei einer kurzen Untersuchungszeit konnte die Auflésung mittels MEDV-Inversion
erhdht werden, so dass sogar anatomische Strukturen wie die Vena cava inferior oder die Aorta
abdominalis in den Elastizitatskarten dargestellt wurden. Dabei stellten Adipositas und Aszites
keine Einschrankungen der Untersuchung dar. Die Berechnung der mechanischen Parameter von
Leber und Milz erfolgte aus derselben Untersuchung. Bei der Milz-MRE zeigte sich die
Scherelastizitat sensitiv fiir HVPG und PHT. AuRerdem zeigte sich in Ubereinstimmung mit der
Literatur eine Korrelation der Schermodule von Milz und Leber [3], [18]. Mit den zusétzlichen
diagnostischen Informationen der Milz kann die PHT-Diagnostik der Leber-MRE erweitert
werden. Limitationen der Studie sind die kleine Kohorte und fehlende Informationen zum

Fibrosegrad, da keine Indikation zur Leberbiopsie bestand. In der zweiten In-vivo-MRE-Studie
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wurde zum ersten Mal die Poroelastizitdt der menschlichen Leber zur Detektion portaler
Druckverdnderungen untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Sensitivitat der
\Volumendeformation |d*| fir HVPG und PVP. Der Betrag des komplexen Moduls |G*| zeigte
keine signifikante Anderung in Bezug auf den Abfall des HVPG nach TIPS-Intervention oder
einem anderen invasiv gemessenen Druckparameter. Eine der Hauptlimitationen der In-vivo-
MRE-Studie ist neben der kleinen Kohorte eine fehlende Allgemeingultigkeit der
drucksensitiven Elastographie. Die invasiv gemessenen Parameter wurden direkt nach der TIPS-
Intervention gemessen, wohingegen die MRE-Messung ein bis drei Tage spéter erfolgte.
Wahrend dieser Zeit konnte eine Rickbildung oder Veranderung des hepatischen Blutflusses
erfolgt sein. AuBerdem wurde in der vorliegenden In-vivo-MRE-Studie eine ROI im Lobus
dexter zur Bestimmung von diffusen Veranderungen selektiert. In zukinftigen Studien kénnte die
Anderung der Volumendeformation A|d*| durch eine einzige Untersuchung vor der TIPS-
Intervention mit Hilfe von zwei kleineren ROIs in der N&he der Vena portae und der Vena cava

inferior bestimmt werden.

6.2 Mikro-MRE

In der Mikro-MRE-Studie wurden strukturelle, biochemische, funktionelle und mechanische
Parameter zur Analyse des Zusammenhangs von Geweberemodellierung bei Leberfibrose und
viskoelastischen Eigenschaften bestimmt. Funktionelle Parameter wie der LiIMAX-Test und der
APRI geben Auskunft Uber Stoffwechselprozesse und stehen in unserer limitierten Kohorte nicht
in Zusammenhang mit der Gewebezusammensetzung. Es zeigte sich keine Korrelation von
funktionellen Parametern fir Fibrose oder Inflammation. Der Indenter-Test war fir den
Fibrosegrad weniger sensitiv als die MRE. Als Ursachen sind eine unregelmaRige
Probengeometrie, Oberflacheneffekte und die Vorlast zu diskutieren. Durch den geringen
Fettgehalt in unserer Kohorte kénnen keine Aussagen zum Einfluss der Steatosis auf MRE-
Parameter gemacht werden. G' und G" sind sensitive MRE-Parameter zur Diagnostik der
Leberfibrose. Abgesehen von In-vivo-Effekten wie GefaRdruck und Gewebeschwellung hat der
Fibrosegrad den grofiten Einfluss auf die Lebersteifigkeit. Die Korrelation von Elastizitit und
Fibrosegrad steigt bei hoheren Anregungsfrequenzen. Diese Beobachtung stimmt mit
Schlussfolgerungen aus bereits durchgefiihrten In-vivo-MRE- und Mikro-MRE-Studien Uberein
[9], [19]. Die hohen Korrelationen von , meanG' und meanG" mit Fibrose und Hydroxyprolin

zeigen, dass elastische und viskdse Lebereigenschaften zusammen mit dem Kollagengehalt bei
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der Fibrogenese ansteigen. Einen Einblick in die strukturelle Reorganisation des Lebergewebes
gibt die relative Verschiebung von elastischen und viskésen Eigenschaften, bestimmt durch den
Springpot-Parameter a = 2/rarctan(G"/G"). Ein Abfall von a ist in der vorliegenden Studie mit
einem Anstieg der elastischen Eigenschaften verbunden. Nach vorléufiger Interpretation kommt
es zu einer Reduktion der freien Kettenenden im viskoelastischen Netzwerk und damit zu einer
Abnahme der dispersiven Eigenschaften des Gewebes bei Fibrose [10]. Unter der Annahme, dass
Kollagen den gréRten Beitrag am viskoelastischen Netzwerk hat, ist die Reduktion freier Ketten
bei gleichzeitigem Hydroxyprolinanstieg ein Hinweis fur zusatzlich gebildete Quervernetzungen.
Der Anstieg von p und meanG' mit dem Fibrosegrad weist auf eine hohere Anzahl von
quervernetzten Netzwerkelementen hin. Ein Anstieg von meanG" entspricht einer erhéhten
unspezifischen Netzwerkdichte mit vernetzten und beweglichen Ketten. Diese Interpretation und
die negative Korrelation von o und dem Fibrosegrad erkldren, warum die MRE sensitiver fiir
Fibrose ist als Hydroxyprolin: Die Fibrose verursacht die Proliferation von Kollagen und
zusatzlich die Bildung von Quervernetzungen von bereits bestehenden Bindegewebsketten.

Beide Effekte beeinflussen die Scherwellenpropagation.
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