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1. Einleitung

1.1 Leberfibrose

Die Leberfibrose ist eine Folge von chronischen Lebererkrankungen mit der Umwandlung von
gesundem Leberparenchym in steifes Narbengewebe. Eine friihzeitige Erkennung und
Behandlung der Leberfibrose kann eine Zirrhose, klinische Dekompensation und das
hepatozelluldre Karzinom verhindern [1]. Zu den héufigsten Ursachen fiir chronische
Lebererkrankungen gehoren die chronische Hepatitis B und C sowie stoffwechsel- und
alkoholbedingte Fettlebererkrankungen [1]. Schétzungen ergaben, dass weltweit ca. 844
Millionen Menschen an chronischen Lebererkrankungen leiden mit einer Sterblichkeitsrate von
2 Millionen Todesfdllen pro Jahr [2]. Die Zirrhose steht an 14. Stelle der haufigsten
Todesursachen weltweit, an 4. Stelle in Mitteleuropa [3] und fiihrt zu ca. 170000 Todesféllen
pro Jahr in Europa [4]. In Industrieldndern ist die Leberfibrose ist eine zunehmende Ursache
fiir Morbiditit und Mortalitit.

Im Vergleich zu den meisten anderen chronischen Erkrankungen konnen viele chronische
Lebererkrankungen jedoch behandelt werden, was mit einem Riickgang der Leberfibrose
einhergeht, zumindest in den frithen Stadien [5]. Als invasiver Referenzstandard wird die
Leberbiospie zur Graduierung der Leberfibrose verwendet. Dabei erfolgt die
histopathologische Graduierung der Fibrose nach semiquantitativen Scoring-Systemen, z.B.
nach Desmet et al. [6] von FO bis F4: F0, keine Fibrose; F1, milde Fibrose (periportale fibrose
Expansion); F2, moderate Fibrose (portoportal Septen); F3, schwere Fibrose (portozentrale
Septen); F4, Zirrhose. Aufgrund von Schmerzen und eines erhdhten Komplikationsrisikos ist
die Leberbiopsie jedoch nur eingeschrankt fiir das Screening oder Nachuntersuchungen
asymptomatischer Patient:innen geeignet. Eine Biopsie erfasst nur ca. 1/50000 der Leber und
ist aufgrund der rdumlich heterogenen Verteilung von Fibrosearealen —insbesondere bei
hoheren Fibrosestadien— anfillig fiir Stichprobenfehler und dadurch begrenzt in der

Reproduzierbarkeit, wie in mehreren Studien nachgewiesen wurde [7—10]. Zudem wurde eine
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hohe Interobserver-Variabilitdit in der Befunderstellung von histopathologischen
Leberbiopsieprédparaten beschrieben [11,12]. Das Risiko von Biopsiekomplikationen, wie z.B.
Blutungen, Pneumothorax oder Infektionen, wird auf 3 % geschitzt und die Sterblichkeitsrate
liegt bei 0,03 % [13]. Daher bestehen Bestrebungen die Leberbiopsie durch nichtinvasive und

schonendere Verfahren zu ersetzen.

1.2 MR Elastographie und Tomoelastographie

Die MR Elastographie (MRE) ist ein nichtinvasives bildgebendes Verfahren, dass durch die
Charakterisierung von viskoelastischen Gewebeeigenschaften die Leberfibrose detektieren und
graduieren kann [14—18]. Die Methode beruht auf einer erhohten Steifigkeit von fibrotischem
Gewebe, das durch pathologische Verdnderungen der extrazelluliren Matrix, wie z.B. die
Proliferation von Kollagen und die Vernetzung freier Kollageniste, entsteht [19]. Viele derzeit
verfligbare MRE-Techniken sind limitiert durch eine begrenzte anatomische Auflsung
aufgrund  unzureichender  Scherwellendurchdringung und  Rauschen [20]. Die
Tomoelastographie mittels Multifrequenz-MRE mit einem Frequenzspektrum von 30 bis 60 Hz
ist eine vor Kurzem von unserer Arbeitsgruppe eingefiihrte Technik zur Erzeugung von
Elastogrammen (ortsaufgeldste Karten der Steifigkeit) mit pixel-basierter Detailauflosung auf
tomographische Weise [21]. Es konnte gezeigt werden, dass die Tomoelastographie
vorangegangene Methoden zur Erstellung von Elastogrammen in Bezug auf Detailauflosung,
Rauschrobustheit und Intra-Gewebehomogenitit tibertraf [21]. Neben diffusen Erkrankungen
wie der Leberfibrose, konnte die Tomoelastographie auch erfolgreich zur Charakterisierung
von fokalen Tumorerkrankungen von Leber [22-25], Prostata [26—33], Pankreas [34—36], Darm

[37] und Gehirn [38—41] angewandt werden.



1.3 Gewebebank und Tabletop-MRT

In Gewebebanken werden grole Mengen an Proben aufbewahrt, die potenziell mit Tabletop-
MRE untersucht werden konnten. Im Vergleich zur in vivo MRT ist die kompakte Tabletop-
MRT eine kostengiinstige Methode, die Multifrequenzexperimente automatisiert ermdglicht
und nur wenig Platz bendtigt (siche Abb. 1 von Originalarbeit 5). Dies konnte die Erforschung
biomechanischer Eigenschaften eines breiten Spektrums chronischer Lebererkrankungen aus
bereits bestehenden Gewebebanken ermdglichen, fiir die histopathologische und biochemische
Referenzdaten zur Verfiigung stehen. Solche Studien wiirden wertvolle Informationen {iber das
diagnostische Potenzial elastographischer Methoden liefern.

Herkdmmliche mittels Formalin fixierte Proben sind aufgrund der heterogenen Zunahme der
Gewebesteifigkeit in einer Groflenordnung von bis zu 400 und der Verdnderungen der intra-
und extrazelluldren Matrix einschlieBlich des Abbaus von Proteinen und Nukleinsduren nicht
fir MRE geeignet, die empfindlich auf strukturelle Verdnderungen von Gewebe reagiert
[42,43].

Wiéhrenddessen finden Tiefkiihl-Gewebebanken zunehmend Verwendung in der klinischen
Versorgung und in den Gesundheitswissenschaften, da sie eine hochwertige Konservierung von
biologischem Gewebe gewihrleisten [43]. Eine frithere Studie, in der Rattenlebern mit Hilfe
von Tabletop-MRE untersucht und mit der Histologie korreliert wurden, zeigte Auswirkungen
des Gefrier-Tau-Zyklus, wie z.B. architektonische Verzerrungen des Leberstromas,
Unterbrechung der Hepatozytenmembranen und Unterbrechung des sinusoidalen Kollagens

[44].



1.4 Technische Entwicklungen der MR Elastographie

Die MRE kombiniert mechanische Wellen mit bewegungssensitiver medizinischer Bildgebung
zur Kartierung von viskoelastischen Gewebeeigenschaften fiir klinische Diagnosen. Alle
elastographischen Methoden basieren auf folgenden drei Schritten: i) Mechanische Anregung
von Gewebe durch Scherwellen, ii) Kodierung von Scherwellenausbreitug und -démpfung im
Gewebe und i) Rekonstruktion der mechanischen Parameter aus
Scherwellenausbreitungsgeschwindigkeit und —ddmpfung. Unterschiede der verwendeten
Methoden in der vorliegenden Arbeit basieren auf den speziell fiir in vivo (Patient:innen in
Originalarbeit 1-4) und ex vivo (Gewebeproben in Originalarbeit 5) angepassten
Versuchsaufbauten mit entsprechenden Inversionsalgorithmen.

Die beiden Hauptparameter der in vivo Untersuchungen (Originalarbeit 1-4) sind die
Scherwellengeschwindigkeit (SWS in m/s, entspricht der Materialeigenschaft der Steifigkeit)
und der Dispersionswinkel (¢ in rad, entspricht viskdsen Gewebeeigenschaften bzw. Fluiditit),
wie nachfolgend erldutert. Die Gewebeeigenschaft der Steifigkeit beschreibt die Fahigkeit eines
Materials Dehnungsenergie zu speichern. An der Korperoberfliche ldsst sich diese
Gewebeeigenschaft auch von der drztlichen Hand tasten. Die Gewebeeigenschaft der Fluiditét
beschreibt die Fahigkeit von Materialpartikeln ihre Position zu verdndern. Die Fluiditét basiert
auf einem scheinbaren Flieverhalten eines Materials, dass mit ¢ zunimmt, jedoch nicht
zwingendermaflen mit dem Wassergehalt zusammenhingt. Diese Eigenschaft ldsst sich an
folgendem Beispiel erkldren: Trockener Sand kann durch die Verengung einer Sanduhr flie3en,
wird aber klebrig und stockt, wenn er angefeuchtet wird. In diesem Sinne kann trockener Sand
oder Biomaterial, wie z.B. Tofu [38], scheinbar fliissigere Materialeigenschaften als ein
Biomaterial mit einem hoheren Wassergehalt aufweisen. Des Weiteren beschreibt die
Penetrationsrate (a in m/s) die frequenzabhingige Eindringtiefe und die Viskositét (in Pa-s) die
Abschwéchung von Dehnungsenergie. Diese viskoelastischen Parameter wurden mittels

(k-)Multifrequency-dual-elasto-visco ((k-)MDEV) Inversion (wellenzahlbasierte
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Mehrfrequenzinversion) wie folgt berechnet. Mit dem k&-MDEV Inversionsalgorithmus [45]
wurden die Parameterpaare SWS und « Dberechnet, sowie mit dem MDEV
Inversionsalgorithmus [46] die Parameterpaare Betrag des komplexen Schermoduls |G*| und ¢,
die jeweils elastische und fluide bzw. elastische und viskdse Eigenschaften reprisentieren. In
der Tomoelastographie werden die Vorteile beider Inversionsalgorithmen zusammengefiihrt —
die Rauschrobustheit von ~-MDEYV fiir SWS und die Féhigkeit von MDEV zur Rekonstruktion
von ¢. Die Dispersion beschreibt den Schermodul in Abhéngigkeit von der Frequenz,
typischerweise mit einer Zunahme der Scherwellengeschwindigkeit bei zunehmender
Anregungsfrequenz. Die verwendeten Algorithmen zur Berechnung viskoelastischer
KenngroBen sind 6ffentlich verfligbar (https://bioqgic-apps.charite.de).

Die ex vivo Untersuchungen (Originalarbeit 5) wurden an einem 0,5-Tesla-Tabletop-MRT
durchgefiihrt. Die Proben wurden in einem Glaszylinder (Durchmesser 1 cm) ohne raumliche
Auflésung untersucht. Eine geometrische Fokussierungsmethode zur Anpassung an
experimentelle Daten ermoglichte die Bestimmung des komplexen Schermoduls mit seinem
Realteil (G in kPa fiir Elastizitdt) und Imaginirteil (G‘* in kPa fiir Viskositét) fiir jede
individuelle Anregungsfrequenz [47]. Unter Verwendung der Frequenzdispersion der
experimentellen Daten konnten frequenzunabhéngige viskoelastische Parameter mit Hilfe
etablierter 2-Parameter- (Springpot) und 3-Parameter-Modelle (Zener) berechnet werden. Die
freien Parameter des Springpot-Modells umfassen ein Federelement u, (in Pa) und den
dimensionslosen viskoelastischen Powerlaw-Exponenten a, der ein MaB fiir das Festkorper-
Fliissigkeit-Verhalten ist und einen Interpolationsparameter zwischen einem rein elastischen
Material (¢ = 0) und einer viskosen Fliissigkeit (o = 1) darstellt. Das 3-Parameter-Zener-Modell
(n, w1, u2) umfasst eine Scherviskositit # (Pa-s) und zwei Schermodule u; (kPa, statische

Deformation) und u> (kPa, Deformation bei sehr hohen Frequenzen (w—)).



1.5 Fragestellung

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Lebersteifigkeit zusammen mit
der Fibrose zunimmt und somit als potentieller Biomarker zur nichtinvasiven Graduierung der
Fibrose verwendet werden konnte [16,48-51]. Darauf aufbauend wurden folgende
Fragestellungen mittels in vivo MRE untersucht: Wie ist die diagnostische Genauigkeit der
multifrequenten Tomoelastographie zur Graduierung der Leberfibrose? Haben viskdse
Gewebeeigenschaften einen Einfluss auf die Leberfibrose? Kann die multifrequente
Tomoelastographie auch bei Patient:innen mit spezifischen chronischen Lebererkrankungen,
wie z.B. Alpha-1-Antitrypsinmangel (AATD) und primér sklerosierende Cholangitis (PSC)
angewandt werden?

Des Weiteren wurden ex vivo Leberproben aus einer Tiefkiihl-Gewebebank mittels Tabletop-
MRE und folgender Fragestellung untersucht: Welchen Einfluss hat der Gefrier-Tau-Zyklus

auf die mechanischen Gewebeeigenschaften von Leberproben?



2. Eigene Arbeiten
2.1 Tomoelastographie von Leber und Milz zur Graduierung der Leberfibrose

(Originalarbeit 1)

Reiter R, Tzschitzsch H, Schwahofer F, Haas M, Bayerl C, Muche M, Klatt D, Majumdar S,
Uyanik M, Mar W, Hamm B, Braun J, Sack I, Asbach P.

Diagnostic performance of tomoelastography of the liver and spleen for staging hepatic
fibrosis.

European Radiology. 2020 Mar;30(3):1719-1729. doi: 10.1007/s00330-019-06471-7.

Impact factor 5,315

In dieser prospektiven Studie wurde die diagnostische Genauigkeit der MRE zur Graduierung
der Leberfibrose bestimmt. Dazu wurden konsekutiv 45 Patient:innen (Durchschnittsalter 49
Jahre, 18 Frauen) mit chronischen Lebererkrankungen und 16 freiwillige Proband:innen
(Durchschnittsalter 52 Jahre, 8 Frauen) ohne bekannte Lebererkrankung untersucht. Dabei
wurden SWS (Biomarker fiir Steifigkeit) und a (Biomarker fiir Viskositit/Dampfung) als
Indexparameter bestimmt. Als Referenzstandard bei den Patient:innen diente die Leberbiospie
bzw. bildmorphologische Zeichen der Leberzirrhose. Die Teilnehmer:innen wurden an einem
1,5 Tesla MRT (Magnetom Aera, Siemens Healthineers) mittels Multifrequenz-MRE bei 35
Hz, 40 Hz, 45 Hz, 50 Hz, 55 Hz und 60 Hz untersucht. Mittels Area-under-the-curve (AUC)
Analyse wurden die diagnostische Genauigkeit und die diagnostischen Referenzwerte fiir die
verschiedenen Fibrosestadien bestimmt. Zusdtzlich wurde mittels bindrer logistischer
Regression nach der Methode von DeLong et al. [52] eine kombinierte AUC-Analyse von Leber
und Milz durchgefiihrt.

Die SWS-Referenzwerte zur Fibrosegraduierung zeigten exzellente AUC-Werte (95%-

Konfidenzintervall) wie folgt fiir die Tomoelastographie: F1, 1,52 m/s und 0,89 (0,81-0,95);
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F2, 1,55 m/s und 0,94 (0,89-0,99); F3, 1,67 m/s und 0,98 (0,96-1,00); und F4, 1,72 m/s und
0,98 (0,96-1,00). Fiir die kombinierte SWS-Analyse von Leber und Milz zeigte sich eine
statistisch signifikante Steigerung der diagnostischen Genauigkeit fiir F4-Patienten bei einer
singuldren Anregungsfrequenz von 60 Hz (AUC von 0,97 vs. 0,95; p = 0,03). Im Gegensatz
dazu war die diagnostische Genauigkeit der Grenzwerte fiir a deutlich geringer mit folgenden
AUC-Werten (95%-Konfidenzintervall): F1, 0,71 (0,60-0,83); F2, 0,53 (0,40-0,66); F3, 0,54
(0,42-0,66); and F4, 0,56 (0,42-0,68).

In dieser Studie wurden Referenzwerte mit exzellenter diagnostischer Genauigkeit fiir die
Steifigkeit zur nichtinvasiven Graduierung der Leberfibrose bestimmt. In Zukunft konnte dies

zu einer Reduktion invasiver Leberbiopsien fiihren.

https://doi.org/10.1007/s00330-019-06471-7
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2.2 Dispersion der Tomoelastographie bei Leberfibrose (Originalarbeit 2)

Reiter R, Shahryari M, Tzschétzsch H, Haas M, Bayerl C, Siegmund B, Hamm B, Asbach P,

Braun J, Sack I.

Influence of fibrosis progression on the viscous properties of in vivo liver tissue elucidated by
shear wave dispersion in multifrequency MR elastography.

Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials. 2021 Sep;121:104645. doi:
10.1016/j.jmbbm.2021.104645.

Impact factor 4,042

Diese Studie zur Analyse der Dispersionseigenschaften der Leber basiert auf einer erweiterten
Analyse der prospektiv erhobenen Daten aus der Originalarbeit 1. Mehrere Studien —darunter
auch Originalarbeit 1- konnten zeigen, dass die Lebersteifigkeit zusammen mit dem
Fibrosegrad ansteigt und somit als nichtinvasiver Biomarker der Fibrose verwendet werden
kann. Im Gegensatz zur Steifigkeit wurden die viskosititsbezogenen Gewebeeigenschaften der
Leber, wie z.B. die Scherwellendispersion, kaum untersucht. Der zuvor verwendete k--MDEV -
Bildrekonstruktionsalgorithmus aus der Originalarbeit 1 zeigte Limitationen bei der
Quantifizierung viskosititsbezogener Gewebeeigenschaften durch die Verwendung der
Penetrationsrate a. Deshalb wurde eine ergéinzende Analyse mittels MDEV Inversion zur
Bestimmung der Fluiditdt ¢ durchgefiihrt [39,46]. Zusétzlich wurde auch der Child-Pugh-Score
fiir F4-Patient:innen erhoben zur Charakterisierung der Schwere der Zirrhose, dabei wurden
Child-Pugh class A, B und C unterschieden [53].

Waéhrend SWS mit dem Fibrosegrad zunahm (FO: 1,53 = 0,11 m/s; F1-F3: 1,71 = 0,17 m/s; F4:
2,50 = 0,39 m/s; p < 0,001), blieb ¢ bei leichter bis schwerer Fibrose unverdndert (FO: 0,63 +
0,05 rad; F1-F3: 0,60 = 0,05 rad; p = 0.21), stieg aber bei Zirrhose an (F4: 0,81 + 0,16 rad; p <

0,001). Entsprechend wurde auch eine Progredienz der Steigung der SWS-Dispersion von
23



nicht-signifikant (FO-F3: 0,010 + 0,007 m/s/Hz) auf signifikant (F4: 0,038 + 0,025 m/s/Hz; p =
0,005) beobachtet. Eine signifikante Korrelation mit dem Child-Pugh-Score wurde fiir ¢ (r =
0,60; p = 0,01), aber nicht fiir SWS gefunden.

Obwohl die Zirrhose mit einer Erhdhung der Lebersteifigkeit und intuitiv mit einem Ubergang
zu steiferen Materialeigenschaften einhergeht, deuten die beobachteten Zunahmen von ¢ und
die Steigung der SWS-Dispersion auf eine hohe mechanische Reibung in zirrhotischen Lebern
hin. Diese biophysikalische Gewebeeigenschaft konnte einen prognostischen Biomarker fiir die
Erkennung von pathologischen Prozessen im Zusammenhang mit Fibrose bzw. Zirrhose

unabhéngig von der Steifigkeit darstellen.

https://doi.org/10.1016/1.jmbbm.2021.104645
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2.3 Tomoelastographie der Leber bei Alpha-1-Antitrypsinmangel (Originalarbeit 3)

Reiter R, Wetzel M, Hamesch K, Strnad P, Asbach P, Haas M, Siegmund B, Trautwein C,
Hamm B, Klatt D, Braun J, Sack I, Tzschétzsch H.

Comparison of non-invasive assessment of liver fibrosis in patients with alphal- antitrypsin
deficiency using magnetic resonance elastography (MRE), acoustic radiation force impulse
(ARFI) Quantification, and 2D-shear wave elastography (2D-SWE).

PLOS ONE. 2018 Apr 26;13(4):e0196486. doi: 10.1371/journal.pone.0196486.

Impact factor 2,776

Wihrend in den Originalarbeiten 1 und 2 der Fibrosegrad basierend auf verschiedenen
Grunderkrankungen der Leber bestimmt wurde, ist die vorliegende Studie auf eine spezifische,
seltene Form der chronischen Lebererkrankung fokussiert — den Alpha-1-Antitrypsinmangel
(AATD). Die Methoden dieser Studie entsprechen den Originalarbeiten 1, 2 und 4 in Bezug auf
die MRE. Zusitzlich wurden in dieser Studie noch zwei weitere Ultraschall-Elastographie
Methoden ergénzt (Acoustic radiation force impulse, ARFI und 2D-shear wave elastography,
2D-SWE).

Der AATD ist eine seltene, vererbte Erkrankung des Stoffwechsels mit der Ausbildung von
Lungenemphysem und chronischen Lebererkrankungen [54-58]. Eine Mutation in der
Tertidrstruktur fithrt zu erhohten Ablagerungen von unléslichem Alpha-1-Antitrypsin im
endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten [59-61]. Diese Ablagerungen fithren zu
Apoptose und hepatischer Inflammation, die wiederum zu Fibrose, Zirrhose und letztendlich
einem hepatozelluldren Karzinom fithren konnen. Obwohl seit Jahrzehnten bekannt ist, dass
AATD-Patient:innen ein erhohtes Risiko fiir Zirrhose und hepatozelluldre Karzinome haben,
gibt es nur wenige Daten iiber nichtinvasive bildgebende Verfahren zur Beurteilung der

Leberfibrose bei dieser spezifischen Lebererkrankung. Ziel dieser Studie war es daher, die
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Anwendbarkeit verschiedener Elastographie-Methoden fiir die Beurteilung der AATD-
bedingten Leberfibrose zu vergleichen.

In dieser prospektiven Studie wurden 15 klinisch asymptomatische AATD-Patient:innen (11
homozygoter Genotyp: PiZZ, 4 heterozygoter Phenotyp: PIMZ, Durchschnittsalter 56 Jahre, 7
Frauen) und 16 freiwillige Proband:innen (Durchschnittsalter 52 Jahre, 8 Frauen) mittels MRE
und ARFI untersucht. Die Patient:innen wurden zusétzlich mittels 2D-SWE untersucht.

Fiir die verschiedenen elastographischen Methoden konnte eine hohe Pearson-Korrelation
gezeigt werden: 2D-SWE/MRE mit » = 0,86; ARFI/2D-SWE mit » = 0,74; ARFI/MRE mit » =
0,69; jeweils p < 0.009. Insgesamt gab es vier AATD-Patient:innen, die jeweils eine
pathologisch erhohte SWS aufwiesen und durchweg mit allen drei elastographischen Methoden
identifiziert wurden.

Die hohe Korrelation und die konsistente Identifizierung von Patient:innen mit pathologisch
erhohter SWS mittels MRE, ARFI-Quantifizierung und 2D-SWE lassen vermuten, dass die
Elastographie das Potenzial hat, ein geeignetes bildgebendes Instrument zur Beurteilung der
AATD-bedingten Leberfibrose zu werden. Diese Ergebnisse motivieren zu weiteren
Untersuchungen zur nichtinvasiven Bewertung der AATD-bedingten Leberfibrose mittels

Elastographie.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196486
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2.4 Tomoelastographie der Leber bei primér sklerosierender Cholangitis und

Virushepatitis (Originalarbeit 4)

Reiter R, Shahryari M, Tzschédtzsch H, Klatt D, Siegmund B, Hamm B, Braun J, Sack I,
Asbach P.

Spatial heterogeneity of hepatic fibrosis in primary sclerosing cholangitis vs. viral hepatitis
assessed by MR elastography.

Scientific Reports. 2021 May 10;11(1):9820. doi: 10.1038/s41598-021-89372-4.

Impact factor 4,996

Die vorliegende prospektive Studie basiert auf der in den Originalarbeiten 1 bis 3 entwickelten
MRE-Methodik zur Bestimmung von SWS und ¢. Wie bereits in Originalarbeit 3 ist die
vorliegende Studie auf ein spezifisches Spektrum von chronischen Lebererkrankungen
fokussiert — PSC und Virushepatitis.

Das Ziel der Studie ist die explorative Untersuchung der rdumlichen Heterogenitit von
viskoelastischen Gewebeeigenschaften der Leber als potenzieller neuer Biomarker. Dieser
Studie liegt die Hypothese zu Grunde, dass bei der PSC eine eher heterogene und bei
Virushepatitis eine eher homogene Verteilung der Fibrose vorliegt. Diese Hypothese basiert auf
Beobachtungen von erfahrenen Radiolog:innen und Patholog:innen [62-64], jedoch konnte
diese Beobachtung bisher nicht quantitativ bestdtigt werden. Ein potenzieller diagnostischer
Nutzen wiirde insbesondere bei Patient:innen mit PSC bestehen, da es bisher keinen
nichtinvasiven Goldstandard zur Graduierung oder Verlaufsbeurteilung dieser Erkrankung gibt.
Es wurden konsekutiv 20 Patient:innen (Durchschnittsalter 41 Jahre, 5 Frauen) mit PSC und 26
Patient:innen (Durchschnittsalter 50 Jahre, 8 Frauen) mit Virushepatitis untersucht. Neben der
SWS wurde der Variationskoeffizient von SWS (CV in %) bestimmt, der sich aus dem

Quotienten von Standardabweichung und Mittelwert berechnet. Der CV diente als MaB fiir die
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Fibrose-Heterogenitét. Zusétzlich wurde der Aspartate-Aminotransferase-To-Platelet-Ratio-
Index als biochemischer Marker der Leberfibrose bestimmt [65—67].

Die Mittelwerte von SWS und CV betrugen 1,70 m/s und 21 % fiir PSC und 1,84 m/s und 18 %
fiir Virushepatitis. Die Fibrose-Heterogenitit mittels CV war bei PSC signifikant erhoht (p =
0,04), wihrend fiir SWS kein Unterschied festgestellt wurde (p = 0,17). Zudem ergab sich in
der PSC-Gruppe eine signifikante Korrelation zwischen dem Aspartate-Aminotransferase-To-
Platelet-Ratio-Index und SWS (» = 0,60, p = 0,005), die sich zwischen dem Aspartate-
Aminotransferase-To-Platelet-Ratio-Index und CV von SWS (» = 0,85, p = 0,02) noch
verstirkte. Dieser Trend wurde bei der Virushepatitis nicht beobachtet.

Obwohl die globale Lebersteifigkeit in beiden Gruppen &hnlich war, konnte die
Heterogenititsbestimmung raumliche Muster von Steifigkeitsverdnderungen aufzeigen, die zu

einer verbesserten biophysikalischen Diagnose mittels MRT fiihren kdnnten.

https://doi.org/10.1038/s41598-021-89372-4
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2.5 Tabletop-MR Elastographie zur Untersuchung des Gefrier-Tau-Zyklus von ex vivo

Leberproben (Originalarbeit 5)

Reiter R, Zampini MA, Guidetti M, Majumdar S, Royston TJ, Klatt D.

Tabletop MR elastography for investigating effects of the freeze-thaw cycle on the mechanical
properties of biological tissues

Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials. 2022 Sep;135:105458. doi:
10.1016/5.jmbbm.2022.105458.

Impact factor 4,042

Wihrend die Originalarbeiten 1-4 nichtinvasive, in vivo Studien von Patient:innen und
Proband:innen darstellen, wurden in dieser Studie ex vivo Schweineleberproben untersucht.
Unser Ziel war es, die Auswirkungen des Gefrier-Tau-Zyklus auf Leberproben mittels MRE
und rheologischer Modellierung zu charakterisieren. Wéhrend Tiefkiihl-Gewebebanken
potenziell den Zugang zu grofen Mengen gut erhaltener Bioproben ermoglichen, sind die
Auswirkungen des Gefrier-Tau-Zyklus auf ihre viskoelastischen Eigenschaften unklar. Neben
frischen ex vivo Leberproben (n = 6) wurden auch Muskel-, Nieren- und Gehirnproben vom
Schwein als Vergleichsgewebe untersucht. Im Vergleich zu den Originalarbeiten 1-4 wurden
hier aufgrund der kleineren ProbengroBe und eines ex vivo Versuchsaufbaus hohere
Frequenzen von 500 Hz, 1000 Hz, 1500 Hz und 2000 Hz verwendet. Aufgrund der groflen
Frequenzbandbreite konnten verschiedene rheologische Modelle zur Berechnung der
frequenzunabhéngigen viskoelastischen Parameter getestet werden: Maxwell, Springpot,
Voigt, Zener, Jeffrey, fractional Voigt, fractional Zener [68—75].

Von diesen rheologischen Modellen zeigte das 3-Parameter-Zener-Modell die beste
Ubereinstimmung zwischen Experiment und Modell fiir alle Gewebe vor und nach dem Gefrier-

Tau-Zyklus. Von den 2-Parameter-Modellen zeigte das Springpot-Modell die beste
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Ubereinstimmung. Das globale rheologische Verhalten nach dem Gefrier-Tau-Zyklus war bei
allen untersuchten Geweben weicher (siche Abb. 3 und 4 aus Originalarbeit 5). Die
Unterschiede in den mechanischen Parametern zwischen den Geweben blieben nach dem
Gefrier-Tau-Zyklus erhalten und zeigten &hnliche Trends wie zuvor (sieche Abb. 5 aus
Originalarbeit 5). Dariiber hinaus verbesserte sich die Genauigkeit der rheologischen Modelle
nach dem Gefrier-Tau-Zyklus, exemplarisch fiir das Springpot-Modell bei Leberproben mit
einer Square-Root-Of-The-Residual-Sum-Of-Squares von 5.84 vor dem Gefrier-Tau-Zyklus
auf 2.96 nach dem Gefrier-Tau-Zyklus (siche Tabelle 2 aus Originalarbeit 5). Daher vermuten
wir, dass die Tabletop-MRE von Proben aus Tiefkiihl-Gewebebanken wertvolle Informationen
tiber das diagnostische Potenzial elastographischer Methoden liefern kann. Die hier
vorgestellten Ergebnisse ermutigen zur weiteren biomechanischen Charakterisierung von

Tiefkithl-Gewebebanken.

https://doi.org/10.1016/].jmbbm.2022.105458
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3. Diskussion

In dieser Habilitationsschrift zur MRE der Leber wurden in vivo und ex vivo Untersuchungen
in einem groflen Frequenzbereich durchgefiihrt. Dabei wurden die verschiedenen Studien der
Originalarbeiten 1 bis 5 mit einem Top-Down Ansatz durchgefiihrt. D.h. in Originalarbeit 1
und 2 wurden zunéichst allgemeine Erkenntnisse zur diagnostischen Genauigkeit der in vivo
Leber-MRE an Patient:innen mit verschiedenen chronischen Lebererkrankungen und
Proband:innen gewonnen. AnschlieBend wurden diese allgemeinen Erkenntnisse in

Originalarbeit 3 und 4 auf Patient:innen mit spezifischen chronischen Lebererkrankungen
angewandt — AATD und PSC. Dariiber hinaus konnten die Auswirkungen des Gefrier-Tau-

Zyklus auf die mechanischen Eigenschaften von ex vivo Leberproben mittels 0,5-Tesla-
Tabletop-MRE charakterisiert werden (Originalarbeit 5). Dies ermoglicht die Erforschung der
biomechanischen Eigenschaften eines breiten Spektrums von pathologischem Lebergewebe aus
bereits bestehenden Gewebebanken, fiir die histopathologische und biochemische
Referenzdaten zur Verfiigung stehen. Dadurch konnen wertvolle Informationen iiber das
diagnostische Potenzial elastographischer Methoden mit geringem Aufwand gewonnen

werden.

3.1 Diagnostische Genauigkeit der Leber-MRE

Ein Hauptergebnis der vorliegenden Schrift ist die Etablierung von diagnostischen
Referenzwerten der multifrequenten Tomoelastographie zur Graduierung der Leberfibrose in
einem Kollektiv von verschiedenen Grunderkrankungen (Originalarbeiten 1 und 2). Die SWS-
Referenzwerte aus Originalarbeit 1 kommen seit dem Jahr 2019 in der klinischen Routine der
Radiologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin und in allen weltweiten Zentren, die iiber
die  Technik der  Tomoelastographie  verfiigen, zum  FEinsatz.  Fir die

Scherwellengeschwindigkeit in der Leber bei 35-60 Hz zeigen die Referenzwerte zur
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Graduierung der Leberfibrose eine exzellente diagnostische Genauigkeit mit AUC-Werten von
0,89 fur F1 bis hin zu 0,98 fur F4.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse eine bessere diagnostische Genauigkeit bei hdoheren
Anregungsfrequenzen von 45, 50, 55 und 60 Hz (gleichwertig zur Multifrequenz-MRE) sowie
bei der Graduierung von schwerer Fibrose (F3) und Zirrhose (F4), was mit der Literatur
iibereinstimmt [14,48]. In einer Metaanalyse von Singh et al. wurden die folgende Referenz-
und AUC-Werte ermittelt (die Referenzwerte wurden zur besseren Vergleichbarkeit von kPa in
m/s umgewandelt): F1, 1,86 m/s und 0,84; F2, 1,91 m/s und 0,88; F3, 2,03 m/s und 0,93; und
F4, 2,17 m/s und 0,92. Die insgesamt hoheren Referenzwerte und niedrigeren AUC-Werte der
Autor:innen konnten auf die Kombination von MRE-Techniken (Hardware-Komponenten und
Bildprozessierung) aus verschiedenen Forschungsgruppen und auf die Untersuchung einer
breiter gefdcherten Population zuriickzufiihren sein [14]. Eine weitere Metaanalyse von Singh
et al., die den Nachweis von Leberfibrose bei Patient:innen mit nichtalkoholischer
Fettlebererkrankung untersuchte, ergab eine dhnliche diagnostische Genauigkeit mit folgenden
AUC-Werten von F1 bis F4: 0,86; 0,87; 0,90 und 0,91 [49]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die
diagnostische Genauigkeit von Multifrequenz- und Einzelfrequenz-MRE gleichwertig und
nicht schlechter ist, wie von Asbach et al. beschreiben [48]. Demnach kdnnten zukiinftige
Studien von einer hdéheren Genauigkeit und kiirzeren Scanzeiten profitieren, wenn die
Tomoelastographie nur mit hoheren Frequenzen durchgefiihrt wird. Die Tatsache, dass die
Tomoelastographie Karten der gesamten Leber in einem einzigen Scan liefert, wird bei vielen
Anwendungen von klinischer Bedeutung sein und macht die MRE der ultraschallbasierten
Elastographie iiberlegen.

Im Gegensatz zur exzellenten diagnostischen Genauigkeit der Scherwellengeschwindigkeit
zeigen unsere Ergebnisse eine deutlich niedrige Genauigkeit fiir die viskosititsbezogene
Penetrationsrate a. Diese geringe Sensitivitit von a als Biomarker der Ddmpfung wurde auch

in frilheren Studien nachgewiesen [21,48]. Insgesamt sind die viskosititsbezogenen
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Gewebeeigenschaften der Leber jedoch kaum untersucht. Deshalb wurde in Originalarbeit 2
eine ergdnzende Analyse mittels MDEV Inversion zur Bestimmung der Fluiditdt ¢ durchgefiihrt
[39,46]. Wahrend die Scherwellengeschwindigkeit SWS mit dem Fibrosegrad zunahm, blieb
die Fluiditét ¢ bei leichter bis schwerer Fibrose unverindert, stieg aber bei Zirrthose deutlich
an. Ein signifikanter Zusammenhang mit dem Child-Pugh-Score wurde fiir ¢, nicht aber fiir
SWS festgestellt. Wihrend die Anreicherung von Proteinen der extrazelluldren Matrix bereits
in frilhen Stadien der Fibrose zu einer erhohten Lebersteifigkeit fithrt [76], deuten unsere
Ergebnisse darauf hin, dass die Leberzirrthose im hoheren Stadium mit ausgeprégter Steifigkeit
und innerer mechanischer Reibung assoziiert ist, was zu steifen und gleichzeitig viskosen
Gewebeeigenschaften fiihrt (hohe Fluiditit ¢). Vorangegangene Studien deuten darauf hin, dass
Proteine, wie z.B. Glykosaminoglykane, bei der Erzeugung von mechanischer Reibung in
biologischem Gewebe eine Rolle spielen [38], aber auch andere Mechanismen wie verstirkte
Bindung von Wassermolekiilen aufgrund von Entziindungen, Gewebekompression aufgrund
von portaler Hypertension, die Entwicklung von Regeneratknoten und nekrotischem Gewebe
bei Zirrhose sind denkbar [16,77-80]. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen stellten
Huwart et al. fest, dass die mittlere Scherviskositét bei Patient:innen mit Zirrhose (5,19 Pa-s)
signifikant hoher war als bei Patient:innen ohne Zirrhose (FO-F1: 2,39 Pa‘s und F2-F3: 2,27
Pa-s) [50]. In einer anderen Studie wiesen Huwart et al. nach, dass die Messungen der Viskositét
(AUC-Werte: F2: 0,863; F3: 0,962; F4: 0,986) weniger genau waren als die der Elastizitdt
(AUC-Werte: F2: 0,999; F3: 0,997; F4: 1,000), aber bei schwerer Fibrose zunahmen [66]. In
dhnlicher Weise fanden Ronot et al. in einem Ex-vivo-Experiment fiir den Verlustmodul keinen
signifikanten Anstieg von FO bis F3, aber einen signifikanten Anstieg fiir F4, wéhrend der
Betrag des komplexen Schermoduls und der Speichermodul mit dem Fortschreiten der Fibrose
bei 600 und 700 Hz kontinuierlich zunahmen [81]. Deffieux et al. beobachteten unter
Verwendung von ultraschallgestiitztem Supersonic-Shear-Imaging &hnliche mittlere

Viskositatswerte fiir FO-F3 (FO: 2,0 Pa-s, F1: 2,3 Pa-s, F2: 2,6 Pa's, F3: 2,7 Pa‘s), wihrend F4
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auf 3,7 Pa-s anstieg [82]. Sinkus et al. zeigten, dass Steifigkeit und Viskositdt mit der
Entziindung zunahmen, wéhrend die Dispersionsneigung nicht von der Fibrose oder
Entziindung abhing [83].

Die Fluiditit bzw. Scherwellendispersion aus Originalarbeit 2 zeigte zwar keine Verbesserung
der diagnostischen Genauigkeit zur Graduierung der Fibrose im Vergleich zur
Scherwellengeschwindigkeit in Originalarbeit 1, aber unsere Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Beriicksichtigung der gesamten viskoelastischen Informationen ein detaillierteres Bild
der Veridnderungen der extrazelluldren Matrix bei fortgeschrittener Leberfibrose liefert. Diese
biophysikalischen Gewebeeigenschaften konnten zu einem fundierteren Verstindnis der
pathologisch veridnderten extrazelluldren Matrix beitragen und einen prognostischen Biomarker
fiir die Erkennung von pathologischen Prozessen im Zusammenhang mit Fibrose bzw. Zirrhose
unabhéngig von der Steifigkeit darstellen. So konnte gezeigt werden, dass der Biomarker SWS
aus Originalarbeit 1 die Leberfibrose mit einer exzellenten diagnostischen Genauigkeit
graduieren kann und damit die Anzahl von invasiven Leberbiopsien reduzieren kann. Zudem
hat der Biomarker ¢ aus Originalarbeit 2 das Potential die Schwere der Leberzirrhose zu

charakterisieren.

3.2 Spezifische chronische Lebererkrankungen

Zusétzlich zu den oben genannten Originalarbeiten 1 und 2 wurden auch spezifische
chronische Lebererkrankungen (Originalarbeiten 3 und 4) untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die MRE auch bei AATD-basierter Fibrose sensitiv ist (Originalarbeit 3) und,
dass insbesondere die Fibrose-Heterogenitit bei PSC im Vergleich zur Virushepatitis erhoht ist
(Originalarbeit 4). Im Gegensatz zu den Originalarbeiten 1 und 2 bestand bei den Kohorten
der Originalarbeiten 3 und 4 zum Zeitpunkt der Studiendurchfithrung keine klinische

Indikation zur Leberbiospie. Dies hatte folgende Griinde: Bei Originalarbeit 3 waren alle
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AATD-Patient:innen asymptomatisch und bei Originalarbeit 4 wird aufgrund der bekannten
ausgepréagten Heterogenitdt der PSC-basierten Fibrose generell keine Leberbiospie empfohlen.
Dieser fiir den ATTD typische asymptomatische Verlauf der Lebererkrankung fiihrt jedoch
hiufig zu einem klinisch stummen Fortschreiten von Fibrose zu Zirrhose und hepatozelluldrem
Karzinom und verzogert die Diagnosestellung und Therapieeinleitung erheblich [84—87].
Angesichts dieser Situation besteht ein Bedarf an einer nichtinvasiven und prézisen
Diagnosemethode zum Nachweis und zur Charakterisierung der AATD-basierten Leberfibrose.
Als pragmatischer Ansatz wurde die MRE hier mit zwei verschiedenen ultraschall-basierten
Elastographiemethoden verglichen — Acoustic-Radiation-Force-Impulse (ARFI) Quantification
und 2D-Shear-Wave-Elastography (2D-SWE). Die Tomoelastographie war der bestmogliche
nichtinvasive Vergleich zur Ultraschallelastographie, der zum Zeitpunkt der Studie verfiigbar
war. Unter Betrachtung der Ergebnisse von Proband:innen und Patient:innen ergeben sich
folgende zwei Gruppen. Gruppe 1: Die Proband:innen und meisten Patient:innen hatten eine
dhnlich niedrige SWS, die durch MRE und Ultraschall-Elastographie bestimmt wurden. Diese
Gruppe wird als normal eingestuft. Gruppe 2: Vier AATD-Patient:innen weisen mit allen drei
diagnostischen Methoden (MRE, ARFI Quantification und 2D-SWE) durchweg hhere SWS-
Werte auf. Daher wird diese Gruppe als pathologisch eingestuft. Mostafavi et al. untersuchten
47 AATD-Patient:innen mit ARFI Quantification und stellen fest, dass die mediane
Lebersteifigkeit bei Ménner vom PiZZ- und PiSZ-Genotyp im Vergleich zum PiMM-Genotyp
signifikant erhoht war [88]. In Ubereinstimmung mit unserer Studie wurde kein
Zusammenhang zwischen dem Leberfettgehalt und der ARFI Quantification festgestellt. Im
Gegensatz dazu zeigten Mostafavi et al. jedoch eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen Body-Mass-Index und ARFI Quantifikation. Diese Diskrepanz zu unseren
Ergebnissen konnte auf die Untersuchung unterschiedlicher Studienpopulationen
zuriickzufiihren sein. Der mediane Body-Mass-Index war in unserer Kohorte niedriger als in

der von Mostafavi et al. untersuchten Gruppe (Median: 23,9 kg/m?, Bereich: 18,1-31,9 kg/m?
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vs. Median: 24,0-26,5 kg/m?, Bereich: 19,0-43,0 kg/m?). Kim et al. untersuchten 9 Patient:innen
vom PiZZ-Genotyp mittels MRE und histopathologischer Analyse von Leberbiopsien [89].
Vier Patient:innen zeigten eine histopathologisch nachgewiesene Fibrose (F1: n = 2, F2 oder
hoher: n = 2). Basierend auf dieser geringen Fallserie wurde ein Referenzwert von 3 kPa
(entspricht ca. 1,73 m/s) fiir den Nachweis einer Fibrose F > 1 bestimmt. Die Autor:innen
verwendeten jedoch einen anderen technischen Aufbau und andere Inversionsalgorithmen, so
dass dieser Referenzwert nicht auf unsere Studie anwendbar ist. Die hohe Korrelation der
Ultraschallelastographie-Methoden in unserer Studie stimmt mit einer Studie von Gerber et al.
tiberein, die 132 Patient:innen mit verschiedenen chronischen Lebererkrankungen einschloss
[90]. Es wurde gezeigt, dass ARFI Quantification und 2D-SWE gleich gute Ergebnisse bei der
nichtinvasiven Beurteilung der Leberfibrose liefern. Der Schwerpunkt unserer Studie lag
jedoch auf der Untersuchung und dem Vergleich von MRE und Ultraschallelastographie bei
Patient:innen mit einer anderen, bisher noch wenig verstandenen Lebererkrankung. Wenig
verstanden ist auch der Krankheitsverlauf der PSC (Originalarbeit 4). Die MR-
Cholangiopankreatographie ermdglicht zwar den nichtinvasiven Nachweis einer PSC, doch die
Bestimmung des Schweregrads der Erkrankung bleibt eine Herausforderung [62-64,91,92].
Deshalb haben wir eine Studie zur Bewertung der raumlichen Heterogenitit der Leberfibrose
als potenziellen neuen Biomarker durchgefiihrt. Unsere Ergebnisse bestitigen quantitativ die
bekannten visuellen Eindriicke erfahrener Radiolog:innen und Patholog:innen, indem eine
erhohte steifigkeits-basierte Heterogenitdt der PSC im Vergleich zur Virushepatitis gefunden
wurde. Der Variationskoeffizient der MRE-basierten Steifigkeit hat das Potential, die
Heterogenitdt der PSC-bedingten Leberfibrose als neuen Biomarker neben der globalen
Steifigkeit zu quantifizieren. Es ist ein vielversprechendes Ergebnis unserer Studie, dass im
Vergleich zu SWS eine noch stirkere Korrelation zwischen dem Aspartate-Aminotransferase-
To-Platelet-Ratio-Index und dem Korrelationskoeffizienten von SWS in der PSC-Gruppe, nicht

aber in der Virushepatitis-Gruppe festgestellt wurde. Dieses Ergebnis konnte auf einen Einfluss
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der Heterogenitdt auf die steifigkeitsbasierte Graduierung der PSC-bedingten Fibrose
hinweisen. Es sind jedoch weitere Studien nétig, um dieses vorlaufige Ergebnis zu validieren
und den potenziellen diagnostischen Nutzen fiir die Beurteilung der Krankheitsaktivitdt oder
der Prognose zu bestimmen. Habibabadi et al. berichten iiber erste Erfahrungen mit den
Nachweis der Heterogenitét der Leberfibrose in einer Kohorte von 128 Patient:innen mit einem
breiten Spektrum chronischer Lebererkrankungen [93]. Dabei wurde die Heterogenitdt der
Fibrose als vorhanden definiert, wenn das erst- und zweithiufigste Fibroseareal mehr als ein
Stadium auseinander lagen. Beim Vergleich von Region-of-Interest-basierten und
volumetrischen Messungen stellten die Autor:innen fest, dass die globale Lebersteifigkeit nicht
das gesamte Spektrum der Leberfibrose repriasentiert. Jhaveri et al. untersuchten eine Gruppe
von 67 PSC-Patient:innen mittels MRE und transienter Ultraschallelastographie als
Referenzstandard [94]. Bei der Unterscheidung von frither bis moderater Fibrose und Zirrhose
stellten die Autor:innen eine gute diagnostische Genauigkeit fest mit einer Sensitivitét,
Spezifitit und Accuracy von 87,5 %, 96,1 % bzw. 94,0 %. Bookwalter et al. zeigten in einer
Gruppe von 55 PSC-Patient:innen eine niedrige signifikante Korrelation zwischen der
Steifigkeit von Lebersegmenten und entsprechenden segmentalen Gallengangstrikturen (r =
0,18, p <0,001) [95]. Die Autor:innen fanden jedoch keine signifikante Korrelation zwischen
Steifigkeit und Befunden der konventionellen MR-Cholangiopankreatographie, wie z.B.
segmentale Gallengangerweiterungen, Wandverdickungen oder Signalsteigerungen nach
intravendser Kontrastmittelgabe. Von potenziellem Interesse fiir die Weiterentwicklung der
Heterogenitit als vielversprechender neuer Biomarker kdnnte die so genannte 1-Norm-Technik
sein, die auf einer mathematischen Charakterisierung der Geometrie der Scherwellenfront
beruht [96]. Diese Methode liefert ein quantitatives Mal fiir das Ausmal} der Wellenstreuung,

das potenziell als Heterogenitétsindex von biologischem Gewebe genutzt werden kénnte.
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3.3 Tabletop-MR Elastographie

Im Gegensatz zu den Originalarbeiten 1-4 mit in vivo Untersuchungen von Proband:innen
und Patient:innen, wurden in der Originalarbeit 5 ex vivo Leberproben untersucht. In dieser
explorativen Studie zielten wir darauf ab, die Auswirkungen des Gefrier-Tau-Zyklus auf die
viskoelastischen Gewebeeigenschaften von ex vivo Schweineleber im Vergleich zu Muskel,
Niere und Gehirn mittels Tabletop-MRE und rheologischer Modellierung zu untersuchen. Das
globale rheologische Verhalten nach dem Gefrier-Tau-Zyklus war bei allen untersuchten
Geweben weicher. Unterschiede in den mechanischen Parametern zwischen den Geweben
waren auch nach dem Gefrier-Tau-Zyklus noch erkennbar, und die Trends waren dhnlich wie
vor dem Gefrier-Tau-Zyklus. Dariiber hinaus verbesserte sich die Qualitdt der rheologischen
Modellierung nach dem Gefrier-Tau-Zyklus — ein Ergebnis, das bei der Untersuchung von
biologischen Proben aus Tiefkiihl-Gewebebanken von Vorteil sein wird. Eine bessere
Ubereinstimmung zwischen Experiment und Modell kann mit rheologischen Modellen hoherer
Ordnung erzielt werden. In der Tat wurde die Ubereinstimmung in unseren Experimenten mit
einem zusidtzlichen rheologischen Element vom 2-Parameter-Springpotmodell zum 3-
Parameter-Zener-Modell verbessert, aber es wurde keine weitere Verbesserung durch die
Erweiterung zum 4-Parameter-Fractional-Zener-Modell erreicht. In dieser auf vier Frequenzen
beschriankten Studie zeigte das Fractional-Zener-Modell gleiche Werte im Vergleich zum
Zener-Modell, was u.a. durch den Fractional-Coefficient a = 1 fiir alle Gewebe angezeigt
wurde. Dieses Ergebnis stimmt mit fritheren Studien tiberein, in denen Gelatinephantome mit
unterschiedlichen Konzentrationen, aber bei denselben vier Frequenzen [68] und in vivo
humane Leber und Gehirn untersucht wurden [97]. Daher scheint ein zusétzliches fraktionales
Element in rheologischen Modellen hdherer Ordnung die Ubereinstimmung von Experiment
und Modell fiir diesen Satz von Frequenzen nicht zu erhéhen. In der Originalarbeit 5 zeigte

das Zener-Modell die beste Ubereinstimmung zur Reproduktion der beobachteten
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Dispersionskurven im experimentellen Untersuchungsbereich, der allerdings keine statische
Messung umfasste.

Verglichen mit einer Studie von Klatt et al. zeigten unsere Ergebnisse (in Klammern)
verminderte Werte fiir die Scherviskositét [Leber, # = 5,5 (0,57) Pa-s; Gehirn # = 6,7 (0,65)
Pa-s] und erhohte Werte fiir die beiden Schermodule [Leber, u; = 1,36 (3,92) kPa, x> = 1,86
(5,56) kPa; Gehirn, u; = 0,84 (4,36) kPa, u> = 2,03 (4,34) kPa] [97]. Diese Unterschiede sind
moglicherweise auf unterschiedliche Versuchsaufbauten zuriickzufiihren, wie z.B. in vivo vs.
ex vivo Untersuchungen und niedrige (25-60 Hz) vs. hohe (500-2000 Hz) experimentelle
Frequenzbereiche. De Schellenberger et al. stellen bei ex vivo Untersuchungen von
Rattenlebergewebe mittels Tabletop-MRE in Kombination mit Histopathologie fest, dass die
Steifigkeit und Apparent-Diffusion-Coefficient nach dem Gefrier-Tau-Zyklus aufgrund von
Zellmembrandegradation  und  Zellablésung  deutlich ~ abnahmen,  wohingegen
viskosititsbezogene Gewebeeigenschaften offenbar empfindlicher auf eine gestorte stromale
und mikrovaskuldre Architektur reagierten [44]. Nach einem Gefrier-Tau-Zyklus bei -20°C
stellten die Autor:innen eine etwa 8-fache Abnahme des Schermoduls (9,92 kPa-1,23 kPa, p <
0,001), eine 2-fache Abnahme des Springpot-Powerlaw-Coefficient (0,40-0,22, p < 0,001) und
eine 1,2-fache Abnahme des Apparent-Diffusion-Coefficient (0,77 um?/s auf 0,65 um?/s, p <
0,001) fest. Moglicherweise ist das hohere Ausmall der Abnahme darauf zuriickzufiihren, dass
die Proben innerhalb von 30 Minuten nach der Entnahme der Leber untersucht wurden,
wihrend die Schweineproben in unserer Studie von einer lokalen Metzgerei stammten, bei der
ein langerer Zeitraum zwischen Entnahme und Untersuchung lag. Dabei konnten erste
Gewebedegenerationen bereits stattgefunden haben. Everwien et al. fanden heraus, dass die
Steifigkeit von ex vivo Rattenlebergewebe weitgehend durch zelluldre Komponenten bestimmt
wurde, die nach der Dezellularisierung durch fliissigkeitsgefiillte Rdume ersetzt wurden [98].
Nach der Dezellularisierung fanden die Autor:innen eine etwa 9-fache Abnahme von G' (4,9

kPa-0,5 kPa, p < 0,0001) und eine 7-fache Abnahme von G" (3,6 kPa-0,5 kPa, p <0,0001). Im
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Vergleich zu unserer Studie waren die Werte des nativen ex vivo Lebergewebes fiir die
Steifigkeit vergleichbar, wihrend die Abnahme der viskdsen Eigenschaften nach der
Dezellularisierung im Vergleich zur Behandlung mit einem Gefrier-Tau-Zyklus stirker
ausgeprigt war. Diese starke Abnahme konnte auf eine vollstindige Entfernung der zelluldren
Komponenten mit einer verbleibenden fliissigkeitsgefiillten extrazelluliren Matrix im
dezellularisierten Lebergewebe zuriickzufithren sein, wéhrend der Gefrier-Tau-Zyklus die

zelluldren Komponenten nur beschédigt, ohne sie vollstdndig zu entfernen.

3.4 Limitationen

Obwohl die vorgestellten Ergebnisse vielversprechend sind, bestehen Limitationen. In den
Originalarbeiten 1 und 2 wurde ein geringer Anteil von F2-Patient:innen untersucht, da in
diesem Stadium hdufig auf Biopsien zugunsten von nichtinvasiven Tests verzichtet wird.
Auflerdem hatten wir einen groBeren Anteil von Patient:innen mit FO und F4, was zu einer
Uberschiitzung der diagnostischen Genauigkeit gefiihrt haben konnte.

Es handelt sich bei allen Studien um monozentrische Studien, bei der Daten hauptséchlich aus
derselben Population gewonnen wurden, was ebenfalls eine Uberschiitzung der diagnostischen
Genauigkeit begiinstigt. Die Studien dieser Habilitationsschrift bieten jedoch eine ausfiihrliche
Basis zur biometrischen Planung von internationalen, multizentrischen Studien zur Validierung
der Tomoelastographie fiir die Graduierung der Leberfibrose.

Das Zeitintervall zwischen Leberbiopsie und MRE betrug bis zu einem Jahr, was zu Fehlern in
der Zuordnung der histopathologischen Klassifikation gefiihrt haben kénnte. Eine vor Kurzem
durchgefiihrte Metaanalyse deutet jedoch auf ein geringes Risiko einer Verzerrung des
Krankheitsverlaufs hin, wenn das Zeitintervall nicht ldnger als ein Jahr betrigt [14].

Der Anteil an Korper- und Leberfett war gering in unseren Kohorten (Originalarbeiten 1-4).
Daher konnten keine weiteren Schlussfolgerungen iiber den Einfluss von Body-Mass-Index und

Leberfettgehalt auf die Scherwellenausbreitung gezogen werden. In den vorliegenden Studien
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ist es jedoch von Vorteil, dass die hepatische Steatose als Einflussgrofle nicht gesondert
beriicksichtigt werden musste.

In den Kohorten der Originalarbeiten 1 und 2 bestanden verschiedene Atiologien von
chronischen Lebererkrankungen. Trotz dieser Heterogenitét deutet die Korrelation von SWS
und ¢ mit dem Fibrosegrad auf einen universellen Mechanismus hin, der unabhéngig von der
zugrundeliegenden Atiologie mit der Fibrose von Lebergewebe zusammenhingt. Letztendlich
war diese Heterogenitit in den Kohorten ausschlaggebend zur Durchfiihrung der
Originalarbeiten 3 und 4 mit Fokus auf spezifische chronische Lebererkrankungen.

Obwohl bei vielen Patient:innen klinisch indizierte Leberbiopsien entnommen wurden, war
keine detaillierte Quantifizierung von histopathologischen und biochemischen Proteinen der
extrazellular Matrix sowie den Grad der Inflammation verfiigbar (Originalarbeiten 1 und 2).
Bei den Originalarbeiten 3 und 4 waren Leberbiopsien klinisch nicht indiziert.

Messungen des Variationskoeffizient der Scherwellengeschwindigkeit in Originalarbeit 4
bedeuten nicht unbedingt, dass ausschlieBlich die Heterogenitét der Fibrose gemessen wurde,
da die Scherwellengeschwindigkeit durch weitere Faktoren wie portale Hypertension [99] und
Entziindung [100] beeinflusst wird. Dennoch ist die Originalarbeit 4 ein erster Schritt, um die
bekannte Fibrose-Heterogenitit quantitativ mit der PSC in Verbindung zu bringen.

In Originalarbeit 5 wurden Gewebeproben fiir einen festen Zeitraum von 24 Stunden
eingefroren, wahrend humane Proben aus Tietkiihl-Gewebebanken wahrscheinlich fiir langere
Zeitraume eingelagert werden, was zusétzliche Auswirkungen auf die viskoelastischen
Eigenschaften haben konnte. Da die Schweinegewebeproben aus einer ortlichen Metzgerei
stammten, konnten Faktoren wie der genaue Zeitpunkt der Entnahme, anatomische Regionen,
Tierart, Geschlecht und Alter nicht erfasst werden. Aus ethischen Griinden scheint diese

Einschrankung im Rahmen einer explorativen Studie akzeptabel zu sein.
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4. Zusammenfassung

In dieser Habilitationsschrift zur MR Elastographie (MRE) der Leber wurden in vivo und ex
vivo Untersuchungen mit einem Top-Down Ansatz durchgefiihrt. Zunichst wurden allgemeine
Erkenntnisse zur diagnostischen Genauigkeit der in vivo Leber-MRE bei verschiedenen
chronischen Lebererkrankungen gewonnen. AnschlieBend wurden diese Erkenntnisse bei
spezifischen chronischen Lebererkrankungen angewandt — Alpha-1-Antitrypsinmangel
(AATD) und primér sklerosierende Cholangitis (PSC). Ein Hauptergebnis der vorliegenden
Schrift ist die Etablierung diagnostischer Referenzwerte zur nichtinvasiven Graduierung der
Leberfibrose. In  Originalarbeit 1 wurden 45 Patient:innen mit chronischen
Lebererkrankungen und 16 freiwillige Proband:innen prospektiv untersucht. Die Referenzwerte
der Steifigkeit zur Fibrosegraduierung zeigten exzellente AUC-Werte (95%-
Konfidenzintervall) wie folgt fiir die Tomoelastographie: F1, 1,52 m/s und 0,89 (0,81-0,95);
F2, 1,55 m/s und 0,94 (0,89-0,99); F3, 1,67 m/s und 0,98 (0,96-1,00); und F4, 1,72 m/s und
0,98 (0,96-1,00). Diese Referenzwerte kommen seit dem Jahr 2019 in der klinischen Routine
der Charité — Universitdtsmedizin Berlin und in allen weltweiten Zentren, die iber die Technik
der Tomoelastographie verfiigen, zum Finsatz. Dadurch kann die Anzahl invasiver
Leberbiopsien gesenkt werden.

Darauf aufbauend wurde in Originalarbeit 2 mit der Fluiditit ein weiterer potenzieller
Biomarker fiir die Erkennung von pathologischen Prozessen im Zusammenhang mit Fibrose
und Zirrhose unabhdngig von der Steifigkeit evaluiert. Die Fluiditdt basiert auf einem
scheinbaren FlieBverhalten eines Materials, dass mit ¢ zunimmt, jedoch nicht
zwingendermaflen mit dem Wassergehalt zusammenhéngt. Wéahrend die Steifigkeit mit dem
Fibrosegrad zunahm (F0: 1,53 = 0,11 m/s; F1-F3: 1,71 £ 0,17 m/s; F4: 2,50 £+ 0,39 m/s; p <
0,001), blieb die Fluiditat bei leichter bis schwerer Fibrose unverdndert (FO: 0,63 &+ 0,05 rad;
F1-F3: 0,60 £+ 0,05 rad; p = 0.21), stieg aber bei Zirrhose an (F4: 0,81 + 0,16 rad; p < 0,001).

Eine signifikante Korrelation mit dem Child-Pugh-Score zur klinischen Graduierung der
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Zirrhose wurde fir die Fluiditit (» = 0,60; p = 0,01), aber nicht fiir die Steifigkeit gefunden.
Diese biophysikalischen Gewebeeigenschaften konnten einen prognostischen Biomarker fiir
die Erkennung von pathologischen Prozessen im Zusammenhang mit Fibrose bzw. Zirrhose
unabhéngig von der Steifigkeit darstellen.

In Originalarbeit 3 wurden 15 klinisch asymptomatische AATD-Patient:innen und 16
freiwilligen Proband:innen mittels MRE, Acoustic radiation force impulse (ARFI) und 2D-
shear wave elastography (2D-SWE) prospektiv untersucht. Fiir die verschiedenen
elastographischen Methoden konnte eine hohe Pearson-Korrelation gezeigt werden: 2D-
SWE/MRE mit » = 0,86; ARFI/2D-SWE mit » = 0,74; ARFI/MRE mit » = 0,69; jeweils p <
0.009. Die hohe Korrelation und eine konsistente Identifizierung von Patient:innen mit
pathologisch erhohter ~ Lebersteifigkeit mittels MRE  und  verschiedenen
Ultraschallelastographiemethoden lassen vermuten, dass die MRE ein geeignetes bildgebendes
Instrument zur Beurteilung der AATD-bedingten Leberfibrose ist.

In Originalarbeit 4 wurden 20 Patient:innen mit PSC und 26 Patient:innen mit Virushepatitis
prospektiv untersucht. Die Mittelwerte von Steifigkeit und Variationskoeffizient betrugen 1,70
m/s und 21 % fiir PSC und 1,84 m/s und 18 % fiir Virushepatitis. Dabei war die mittels
Variationskoeffizient bestimmte Fibrose-Heterogenitét bei PSC signifikant erhoht (p = 0,04),
wihrend fiir die Steifigkeit kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde (p = 0,17). Obwohl
die globale Lebersteifigkeit in beiden Gruppen &dhnlich war, konnte die
Heterogenitétsbestimmung raumliche Muster von Steifigkeitsverdnderungen aufzeigen, die zu
einer verbesserten biophysikalischen Diagnose mittels MRT fiihren kdnnten.

Dariiber hinaus konnten in Originalarbeit 5 die mechanischen Auswirkungen des Gefrier-Tau-
Zyklus auf ex vivo Leberproben mittels Tabletop-MRE charakterisiert werden. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass das 3-Parameter-Zener-Rheologiemodell die beste Ubereinstimmung
zwischen Experiment und Modell vor und nach dem Gefrier-Tau-Zyklus erreichte. Dies

ermOglicht die Erforschung eines breiten Spektrums von pathologischem Lebergewebe aus
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Tiefkiihl-Gewebebanken, fiir die histopathologische und biochemische Referenzdaten zur
Verfligung stehen. In Zukunft konnen dadurch mit geringem Aufwand wertvolle Informationen
tiber das diagnostische Potenzial elastographischer Methoden gewonnen werden.

Die Erkenntnisse dieser Habilitationsschrift sind ein Beitrag zur Reduktion invasiver
Leberbiopsien und zum Fortschritt der quantitativen Bildgebung zur biophysikalischen
Diagnostik von chronischen Lebererkrankungen mit Umsetzung in der klinischen Routine der

Charité — Universitiatsmedizin Berlin und weltweit.
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5. Eigene Originalarbeiten, die Bestandteil dieser Schrift sind

1.

Reiter R, Tzschitzsch H, Schwahofer F, Haas M, Bayerl C, Muche M, Klatt D, Majumdar
S, Uyanik M, Hamm B, Braun J, Sack I, Asbach P. Diagnostic performance of
tomoelastography of the liver and spleen for staging hepatic fibrosis. European Radiology.

2020 Mar;30(3):1719-1729. doi: 10.1007/s00330-019-06471-7.

Reiter R, Shahryari M, Tzschéitzsch H, Haas M, Bayerl C, Siegmund B, Hamm B, Asbach
P, Braun J, Sack 1. Influence of fibrosis progression on the viscous properties of in vivo liver
tissue elucidated by shear wave dispersion in multifrequency MR elastography. Journal of
the Mechanical Behavior of Biomedical Materials. 2021 Sep;121:104645. doi:

10.1016/j.jmbbm.2021.104645.

Reiter R, Wetzel M, Hamesch K, Strnad P, Asbach P, Haas M, Siegmund B, Trautwein C,
Hamm B, Klatt D, Braun J, Sack 1, Tzschitzsch H. Comparison of non-invasive assessment
of liver fibrosis in patients with alphal-antitrypsin deficiency using magnetic resonance
elastography (MRE), acoustic radiation force impulse (ARFI) Quantification, and 2D-shear
wave elastography (2D-SWE). PLOS ONE. 2018 Apr 26;13(4):e0196486. doi:

10.1371/journal.pone.0196486.

Reiter R, Shahryari M, Tzschitzsch H, Klatt D, Siegmund B, Hamm B, Braun J, Sack I,
Asbach P. Spatial heterogeneity of hepatic fibrosis in primary sclerosing cholangitis vs.
viral hepatitis assessed by MR elastography. Scientific Reports. 2021 May 10;11(1):9820.

doi: 10.1038/s41598-021-89372-4.
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