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Summary

Background: Type Il diabetes (DMIl) and metabolic dysfunction-associated steatotic liver
disease (MASLD) are common in developed countries. The prevalence of MASLD in the
general adult population is approximately 30%. DMII doubles the risk of developing MASLD.
While exogenous risk factors play the central role in the MASLD pathogenesis, genetic variants
are also known to modulate the development or progression of liver steatosis and fibrosis.
Notably, recent studies have identified the MTARC1 p.A165T variant as a protective factor
against the development and progression of MASLD.

Aim: This study aims to analyze the MTARC1 p.A165T polymorphism as a potential genetic
modulator of MASLD in a non-invasively phenotyped cohort of patients with DMII. Additionally,
we examine six MASLD-linked polymorphisms: MBOAT7 p.G17E, PNPLA3 p.1148M,
SERPINA1 p.E342K and TM6SF2 p.E167K, HSD17B13 rs72613567:TA and PSD3 p.L186T,
as well as the serum metabolic status and markers of oxidative stress in our patients.
Methods: Between December 2021 and March 2023, we prospectively enrolled 124 adults
with DMII. Liver steatosis and fibrosis were assessed using controlled attenuation parameter
(CAP) and liver stiffness measurements (LSM), respectively. MASLD-associated genetic
variants were genotyped using TagMan assays. Serum markers of oxidative stress were
measured in a total of 15 carriers of the wild-type, 15 heterozygous and 10 homozygous
carriers of the MTARC1 polymorphism using ELISA (for UCP2, SOD2, TrxR2) and colorimetric
tests (for the total antioxidant capacity — TAA, and the lipidperoxidation).

Results: The median LSM in the entire cohort was 6.6 kPa (range: 2 - 75 kPa), and the median
CAP was 294 dB/m (range: 100 - 400 dB/m). MASLD was found in 65 (52.4%) of our patients,
and liver fibrosis (defined by the LSM above 8 kPa) was identified in 47 (37.9%) patients. LSM
values above 15 kPa, suggestive of liver cirrhosis, were detected in 18 (14.5%) patients. We
found significant correlations between CAP and body mass index (BMI) (p < 0.01), as well as
between CAP and glycosylated hemoglobin (HbA1c) (p = 0.02), triglycerides (p = 0.01), low-
density cholesterol (p = 0.01), and total cholesterol (p = 0.01). Additionally, significant
correlations were identified between LSM and serum bilirubin (p = 0.01), alkaline phosphatase
(AP) (p < 0.01) and glutamate glutamyl transferase (GGT) (p < 0.01). Although the MTARC1
p.A165T variant did not significantly affect either CAP or LSM levels, carriers of the protective
genotype had maximum steatosis and fibrosis lower by 11% and 71%, respectively, compared
to the carriers of the common allele. Notably, we identified a significantly higher concentration
of TrxR2 (p = 0.01), reflecting improved antioxidant capacities in carriers of the MTARC1
p.A165T variant. In further genotype-related analyses, we detected higher levels of bilirubin

and glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) in carriers of the TM6SF2 minor allele (both
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p = 0.03). The MBOAT7 p.G17E and PSD3 p.L186T polymorphisms modulated the GGT (p =
0.02) and glutamate pyruvate transaminase (GPT) (p = 0.01) levels, respectively.

Conclusion: The prevalence of MASLD and liver fibrosis in our patients was similar to the
prevalence found in other cohorts. Although we detected several associations between the
studied genetic variants and serum liver function tests, none of these polymorphisms
significantly modulated liver steatosis or fibrosis. These negative results might be due to the
relatively small number of patients in our prospectively recruited cohort. Differences in the
serum marker of oxidative stress between carriers of the MTARC1 genotypes underscore the

protective role of this polymorphism in chronic liver diseases.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Diabetes mellitus Typ Il (DM II) und die metabolische Dysfunktion-assoziierte
steatotische Lebererkrankung (MASLD), sind haufige, chronische Erkrankungen in den
entwickelten Landern. Die Pravalenz der MASLD in der erwachsenen Allgemeinbevolkerung
liegt bei etwa 30%. DMII verdoppelt das Risiko, an MASLD zu erkranken. Wahrend exogene
Risikofaktoren die zentrale Rolle in der Pathogenese der MASLD spielen, sind auch
genetische Faktoren bekannt, die die Entwicklung und den Verlauf der Lebersteatose und
Leberfibrose modulieren. Rezente Studien haben die MTARC1 p.A165T-Variante als
Schutzfaktor gegen die Entwicklung und das Fortschreiten von MASLD identifiziert.

Ziel: Diese Studie zielt darauf ab, den MTARC1 p.A165T-Polymorphismus als potenziellen
genetischen Modulator von MASLD in einer nicht-invasiv phanotypisierten Kohorte von
Patienten mit DMII zu identifizieren. Zusatzlich untersuchen wir sechs MASLD-assoziierte
Polymorphismen: MBOAT7 p.G17E, PNPLA3 p.1148M, SERPINA1 p.E342K und TM6SF2
p.E167K, HSD17B13 rs72613567:TA und PSD3 p.L186T, sowie serologische
Leberfunktionsuntersuchungen, das metabolische Profil und serologische Marker des
oxidativen Stresses unserer Patientinnen.

Methoden: Zwischen Dezember 2021 und Marz 2023 haben wir 124 Erwachsene mit DMII
prospektivisch aus unseren gastroenterologischen Ambulanzen und Stationen rekrutiert. Der
Leberstatus unserer Patientinnen wurde mittels nicht-invasiver transienter Elastographie
erhoben: Leberverfettung (CAP) und Lebersteifigkeit (LSM). Die laborchemischen
Untersuchungen umfassten die Leberparameter und das metabolische Profil. Die
Polymorphismen der MASLD-assoziierten Gene wurden mittels TagMan-Assays
genotypisiert. Die serologischen Marker des oxidativen Stresses wurden bei insgesamt 15
Wildtyp-, 15 heterozygoten und 10 homozygoten Tragerinnen des MTARC1-Polymorphismus
mittels ELISA (fur UCP2, SOD2, TrxR2) und kolorimetrischen Tests (fur die gesamte
antioxidative Kapazitat — TAA und die Lipidperoxidation) gemessen.

Ergebnisse: Die mediane LSM in der gesamten Kohorte betrug 6,6 kPa (Bereich: 2 - 75 kPa),
und die mediane CAP betrug 294 dB/m (Bereich: 100 - 400 dB/m). Eine MASLD wurde bei 65
(562,4%) unserer Patientinnen und eine Leberfibrose (definiert durch einen LSM Uber 8 kPa)
wurde bei 47 (37,9%) Patientinnen identifiziert. LSM-Werte von tber 15 kPa, und somit der
hochgradige Verdacht auf eine Leberzirrhose, wurden bei 18 (14,5%) Patientinnen festgestellt.
Es wurden signifikante Korrelationen zwischen CAP und Koérpermasseindex (body mass
index, BMI) (p < 0,01) sowie zwischen CAP und glykosyliertem Hamoglobin (HbA1c) (p =
0,02), Triglyzeriden (p = 0,01), Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (p = 0,01) und

Gesamtcholesterin (p = 0,01) nachgewiesen. Zusatzlich wurden signifikante Korrelationen
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zwischen LSM und Serum-Bilirubin (p = 0,01), der alkalischen Phosphatase (AP) (p < 0,01)
und der Glutamat-Glutamyl-Transferase (GGT) (p < 0,01) identifiziert. Die MTARC1 p.A165T-
Variante beeinflusste weder CAP noch LSM signifikant. Homozygote Tragerlnnen der
MTARC1 p.A165T-Variante prasentierten um 11% und 71% niedrigere Maximalwerte von
CAP und LSM im Vergleich zu den Wildtyp-Patientinnen (jedoch p > 0,05).
Bemerkenswerterweise identifizierten wir bei Tragerlnnen der MTARC1 p.A165T-Variante
eine signifikant hdhere Konzentration von TrxR2 (p = 0,01), was auf verbesserte antioxidative
Kapazitaten hinweist. In den weiteren genotypbezogenen Analysen detektierten wir hohere
Bilirubin- und Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)-Werte bei Tragerinnen der TM6SF2
p.E167K-Variante (beide p = 0,03). Die MBOAT7 p.G17E- und PSD3 p.L186T-
Polymorphismen beeinflussten die GGT- (p = 0,02) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase
(GPT)-Werte (p = 0,01).

Schlussfolgerung: Die in unserer Kohorte identifizierte Pravalenz von MASLD und
Leberfibrose entsprach der in weiteren Kohorten beschriebenen Pravalenz. Obwohl wir
mehrere Assoziationen zwischen den untersuchten genetischen Varianten und serologischen
Leberfunktionsuntersuchungen feststellten, modulierte keiner dieser Polymorphismen
signifikant die Lebersteatose oder -fibrose. Diese negativen Ergebnisse kdnnten auf die relativ
geringe Anzahl von Patientinnen in unserer prospektiv rekrutierten Kohorte zurtickzuflihren
sein. Die beschriebenen Unterschiede im Serum-Marker fir oxidativen Stress zwischen
homozygoten Tragerinnen der MTARC1 p.A165T-Variante unterstreichen die Schutzfunktion

dieses Polymorphismus bei chronischen Lebererkrankungen.
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1. Einleitung

1.1. Die Leber

1.1.1.Anatomie

Die Leber ist ein keilfdrmiges, weiches Organ, das sich im rechten Oberbauch unter dem
Zwerchfell befindet. Das Organ wiegt zwischen 1400 und 1800 Gramm (g). Makroskopisch
werden ein rechter und ein linker Leberlappen unterschieden, diese werden in acht weitere
Segmente unterteilt. Die Arteria hepatica versorgt die Leber mit sauerstoffreichem Blut, damit
die Hepatozyten, die Zellen aus denen die Leber zu einem groRRen Teil gebildet wird, versorgt
werden. Die Vena portae liefert nahrstoff- und schadstoffreiches, aus der Verdauung

stammendes, Blut.

Die Leber besteht aus verschiedenen Zellen aus unterschiedlicher embryologischer
Herkunft. Diese Zellen besitzen einzigartige Funktionen, die zusammen dazu beitragen, dass

die Leber ihre multiplen Rollen erflllen kann.
1.1.2.Funktionen der Leber

Die Leber stellt ein Schliisselorgan im systemischen Stoffwechsel dar und erfillt eine Vielzahl
an Aufgaben’. Die Leber ist vor allem fiir den Glukose- und Fetthaushalt zustandig. Das durch
die Vena portae und die Arteria hepatica gelieferte Blut und dessen Nahr- und Giftstoffe
werden je nach Bedarf sofort verwendet, gespeichert, umgewandelt oder abgebaut. Diese
Prozesse konnen durch unterschiedliche Mechanismen gestért werden: (chronische und
akute) Infektionen, autoimmune Erkrankungen, genetische Pradispositionen oder, bei

fehlender Identifikation einer Ursache, idiopathisch.

Im nlchternen Zustand befindet sich die Leber in einem Aufnahmemodus: der
Glukagonspiegel ist hoch und der Insulinspiegel niedrig. Zur Nahrstoffaufnahme sind eine
Erhéhung des Insulinspiegels und fallende Glukagonspiegel notwendig. Glukagon ermdglicht
die Glukogenese, die Neoglukogenese, die Fettoxidation sowie den Metabolismus weiterer

Nahrstoffe in den Hepatozyten'.
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Im nicht-nichternen Zustand hingegen findet das Gegenteil statt. Hierdurch sind
katabolische Prozesse in der Leber gefordert: das Insulin hemmt die Neoglukogenese und

fordert die Glykogen- und Lipidsynthese in den Hepatozyten'.

Dartber hinaus ist die Leber an der Synthese von Gerinnungsfaktoren sowie
verschiedener Enzyme (wie zum Beispiel des Cytochroms P450, das eine wichtige Rolle im

Medikamentenstoffwechsel spielt) beteiligt.

Auflerdem ist die Leber ein wichtiges Entgiftungsorgan: das giftige Ammoniak wird hier
zum ungiftigen Harnstoff umgewandelt. Auch Alkohol wird durch die Leber abgebaut: Alkohol
wird einerseits durch die Alkoholdehydrogenase und die Aldehyddehydrogenase zu
Essigsaure abgebaut und andererseits zu Fett umgewandelt. Als Letztes kann die Bildung von

Gallefliissigkeit genannt werden. Diese ist fiir die Verdauung von Fetten notwendig'.

1.1.3.Die ,Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische
Lebererkrankung® (MASLD)

Die nicht durch Alkohol bedingte Lebersteatose ist die Hauptmanifestation des metabolischen
Syndroms?. Die Verfettung der Leber entsteht bei diesem Krankheitsbild hauptséchlich durch
ein Ungleichgewicht zwischen Bildung (die erhéht ist) und Gebrauch (der sich erniedrigt
gestaltet) von Triglyzeriden und Kohlenhydraten. Die Hypertriglyzeridamie ist ebenfalls ein
wesentlicher Risikofaktor fur die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ Il (DMII) sowie fur die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen (CVD). DMII verdoppelt das Risiko, an MASLD
zu erkranken®®. Triglyzeride sind der gréRte Energiespeicher des Korpers und werden bei
Bedarf von deren Hauptspeicherorgan (dem Fettgewebe) zu Stellen mit hohem

Stoffwechselbedarf, insbesondere Skelettmuskel, Leber und Herz, transportiert.

Im Gegensatz zu durch den Konsum von Alkohol bedingten Lebererkrankungen
standen bisher die ,nicht-alkoholische Fettlebererkrankung“ (NAFLD) und deren Komplikation
die ,nicht-alkoholische Steatohepatitis* (NASH). Im Jahr 2023 wurde bezlglich der NAFLD
eine neue Nomenklatur etabliet und weltweit angenommen: die ,steatotischen
Lebererkrankungen“ (SLD)®. Die Erfillung eines der kardiometabolischen Risikofaktoren
klassifiziert die SLD als MASLD. Als kardiometabolische Risikofaktoren gelten ein
Koérpermasseindex (body mass index, BMI) von grolker oder gleich 30
Kilogramm/Quadratmeter ~ (kg/m?), das metabolische  Syndrom, ein  gestorter
Glukosemetabolismus bis hin zum DMII, die arterielle Hypertonie sowie erhdhte Triglyzeride-
oder erniedrigte HDL-Cholesterin-Spiegel. Bei fehlenden kardiometabolischen Risikofaktoren

und ohne andere Griinde fir eine Steatose (zum Beispiel Alkohol, medikamentds-toxisch oder
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monogenetische Erkrankungen) wird die Lebersteatose als kryptogen bezeichnet?. Ein
daraufhin von Song et al. publizierter Leserbrief schlussfolgerte, dass der Unterschied
zwischen MASLD und NAFLD sehr gering sei und somit, dass die bisherigen Ergebnisse
alterer NAFLD-Studien auch nach der neuen MASLD-Definition giiltig seien’. He et al.
brachten fernerhin in ihrer im Februar 2024 publizierten Studie hervor, dass die Identifikation
der Patientinnen mit einem héheren Risiko fur die Entwicklung eines DMII durch die neue

Nomenklatur vereinfacht werden kénnte®.

Die MASLD gehdrt mittlerweile zu den haufigsten Ursachen fir chronische
Lebererkrankungen in den westlichen Léndern®. Die Inzidenz nimmt stets zu. Die Pravalenz
der MASLD liegt in der Allgemeinbevdlkerung in den entwickelten Landern bei etwa 30%°,
bei Menschen mit DMII liegt diese bei 55,5%'!, oder sogar manchen Studien bei 70%?3.
Voraussichtlich soll diese bis 2030 die haufigste Indikation zur Lebertransplantation
werden'?'3'* Die MASLD wird immer mehr als multisystemische Erkrankung, die sowohl

extrahepatische Organe wie auch regulatorische Pfade betrifft, gesehen'>®.

Die entziindliche Komplikation der MASLD, die sich oft parallel zu DMII entwickelt'"*,
ist die ,Metabolische Dysfunktion-assoziierte Steatohepatitis‘ (MASH)'®"'9?°. Die MASH ist
ebenfalls multifaktoriell bedingt und kann nur durch eine histopathologische Untersuchung
diagnostiziert werden. Vor allem fortbestehende Stressfaktoren, wie zum Beispiel oben
erwahnte Faktoren oder ein erhdhter oxidativer Stress, fiihren zur MASH?'?2, Unbehandelt
schreitet die MASH fort und kann zu einer Leberfibrose und -zirrhose, sowie zu deren

schwersten Komplikation, dem hepatozelluldren Karzinom (HCC), fiinren?"3:24,

1.1.4.Die Pathogenese der Lebersteatose bis hin zur Steatohepatitis

Wie bereits im Kapitel 1.1.3. erwadhnt, entsteht die Verfettung der Leber durch ein
Ungleichgewicht zwischen Bildung und Gebrauch von Triglyzeriden und Kohlenhydraten.
Fernerhin gehért zum Pathomechanismus der Lebersteatose die Akkumulation von freien
Fettsauren. Dieser Mechanismus findet hauptsachlich postprandial statt und erklart sich durch
eine in der Leber stattfindende de novo Lipogenese und durch eine von der Insulinresistenz
beguinstigte Stérung der Lipolyse in den Adipozyten. Die hepatische Insulinresistenz ist durch
eine beeintrachtigte Fahigkeit des Insulins, die Glukoseabgabe der Leber zu regulieren und
somit den Glukosespiegel im Blut zu regulieren und zu verringern, gekennzeichnet. Der

stimulierende Effekt von Insulin auf die Lipogenese bleibt jedoch erhalten?®.

Der Progress der Lebersteatose ist multifaktoriell bedingt. Nach aktuellem

Wissensstand kommt es durch inflammatorische Prozesse zu aufgeblahten Hepatozyten und

17



im langerfristigen Verlauf zu fibrotischen Veranderungen des Lebergewebes. Hierdurch
werden die hepatozellularen Funktionen beeintrachtigt®. Fernerhin wird die Speicherfunktion
der Leber beeintrachtigt. Daraus resultiert, dass eine Mehrheit der Patientinnen mit einer

MASLD eine Insulinresistenz prasentieren?’.

In den entwickelten Landern beobachten wir eine sogenannte ,Uberernahrung®. Mit inr
entwickelt sich die bereits erwadhnte hepatische Insulinresistenz, die wiederum eng mit der
Entwicklung von DMII und einer MASLD verbunden ist. Beide Erkrankungen prasentieren
gemeinsame Pathomechanismen und sind somit eng miteinander verbunden. DMII gilt als

Hauptverursacher von MASLD?.

Auch ein hoher Alkoholkonsum oder autoimmune Erkrankungen sind weitere Ursachen
fur eine chronische, lokale begrenzte und eine systemische Entziindung. Die chronischen
Hepatitiden B und C verursachen Entziindungszustande, die vor allem auf die Leber
beschrankt bleiben. Bei auf Dauer bestehenden entziindlichen Zustanden schreitet die
Lebererkrankung fort und es entwickelt sich die sogenannte Steatohepatitis und im

langerfristigen Verlauf eine Leberzirrhose.

Es besteht eine grolRe interindividuelle Variabilitat des Risikos einer Entwicklung einer
MASLD: bei gleichem kardiometabolischen Risikoprofil ist dieses Risiko bei zwei
verschiedenen Personen nicht identisch?®. Dies konnte einerseits durch exogene Faktoren,
|30,

wie zum Beispiel das metabolische Syndrom, die Sedentaritdt und der DMI und

andererseits durch endogene, genetische Risikofaktoren erklart werden.

1.1.5.Der Einfluss von genetischer Pradisposition auf die Entwicklung

einer Lebererkrankung oder deren Progress

1.1.51. Mit MASLD assoziierte Gene

Ein Gen ist eine kleine Region des Genoms, dessen Transkription durch einen oder mehrere
Promoter und distale regulative Elemente reguliert ist*'. Ein Gen beinhaltet die Information fir
die Synthese von funktionellen Proteinen oder nicht kodierender Ribonukleinsaure.
Genetische Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Fettlebererkrankung sowie deren
Schweregrad sind in der Literatur ausgiebig beschrieben. Als Beispiele kbnnen membrane-
bound O-acyltransferase 7 (MBOAT7) p.G17E*?, patatin-like phospholipase domain-

containing protein 3 (PNPLA3) p.1148M%*334353¢ serine protease inhibitor, clade A member 1
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(SERPINA1 PIZ) p.E342K** und transmembrane 6 superfamily member 2 (TM6SF2)

p.E167K*** genannt werden4041,

Protektive genetische Faktoren vor der Entwicklung einer Lebererkrankung konnten
hingegen, bis auf HSD17B13 rs72613567:TA***4 und PSD3 p.L186T*°, noch nicht mit
Sicherheit identifiziert werden. Rezente Forschungsarbeiten stellten die Hypothese, dass die
mitochondrial amidoxime reducing component 1 (MTARC1) p.A165T-Variante protektiv vor
der Entwicklung einer MASLD wirkt*®#’. Eine bereits im Jahr 2020 publizierte Analyse von
insgesamt 802456 Patientinnen zeigte, dass die Tragerinnen der MTARC1 p.A165T-Variante

einen gewissen Schutz gegen die Entstehung von MASLD und Leberzirrhose aufweisen*®.

1.1.5.2. MTARC1 p.A165T und MASLD

MTARC1, kodiert durch das MTARC1-Gen, ist ein molybdanhaltiges Enzym, das an der
auleren Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Der genaue molekulare Wirkmechanismus der
MTARC1 p.A165T-Variante in der Pathophysiologie der Lebersteatose ist unklar. Eine im
Februar 2023 von Lewis et al. publizierte Studie konnte erste Anséatze bezuglich des MTARC1-
Pathomechanismus liefern*. Lewis et al. zeigten, dass genetische Varianten innerhalb des
MTARC1-Lokus mit Leberenzymen, Leberverfettung, Plasmalipiden und der
Korperzusammensetzung assoziiert sind*’. Diese Assoziationen sind, soweit beurteilbar, auf
dieselbe ursachliche Variante =zurlckzuflhren: rs2642438 (p.A165T), sodass ein
gemeinsamer Mechanismus/Pathomechanismus vermutet wird. In vitro konnte eine Hemmung
von MTARC1 die Lipidakkumulation verringern und die Triglyzeridsekretion erhéhen*®. Anfang
des Jahres 2024 konnten Wu et al. einen weiteren Einblick in den Pathomechanismus von
MTARC1 bringen: bei der Mutation kommt es nicht zu einer Anderung seiner Aktivitat, sondern
zu einer Stabilitatsdnderung des Proteins®®®'. Die Aminos&ure Alanin an Position 165, die im
Falle einer Mutation durch die Aminosaure Threonin ausgetauscht wird, scheint fir die
Stabilitat des Proteins zustdndig zu sein. Ahnliche Erklarungen beziglich des

Pathomechanismus wurden von Dutta et al. im Februar 2024 hervorgebracht®.

In Kombination mit dem Cytochrom B5 ist MTARC1 mit Detoxifikationsreaktionen
verbunden und wirkt somit zudem antioxidativ. Die hepatische Expression von MTARC1
scheint durch die Ernahrungsweise reguliert zu sein. In einem Mausemodell wurde durch die
Abreicherung von MTARC2, einem MTARC1-Paralogon, die Bildung von Glycerolipiden in
Adipozyten verringert. Diese Mause waren vor erndhrungsbedingter Fettleibigkeit und den

damit verbundenen Stoffwechselstérungen geschiitzt*.
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In Zusammenarbeit mit den Kolleglnnen aus der Polish Academy of Science,
(Warschau, Polen) konnte unsere Studiengruppe zeigen, dass die MTARC1 p.A165T-Variante
mit einem verbesserten Redoxstatus in Patientinnen mit autoimmunen Lebererkrankungen

assoziiert ist*e.

1.1.6.Die Leberfibrose und -zirrhose

Die Leberfibrose und -zirrhose sind eine Konsequenz von multiplen, bereits oben erwahnten,
Erkrankungen. Diese entwickelt sich nach einer langen und unzureichend behandelten
Entzindungsperiode. Es kommt zu einem Ersatz des gesunden Leberparenchyms durch
fibrotisches Gewebe, bis hin zu regenerativen Kndétchen. Diese Veranderungen fihren zu einer
portalen Hypertension, die selbst Komplikationen mit sich tragt: die portal-hypertensive

Gastropathie und Osophagusvarizen®?.

Aktuell gibt es keine therapeutischen Malinahmen, die eine Verzdgerung des
fortschreitenden Leidens ermdglichen, bis auf die Identifikation und Therapie der Genese des
Leberschadens. Die Identifikation von protektiven Faktoren kann eine Rolle in der Entwicklung

potenzieller therapeutischer Malnahmen spielen.

1.1.7.Nicht-invasive Diagnostik einer Leberverfettung und -fibrose

Neben der invasiven Diagnostikmdglichkeit einer Leberverfettung, einer Steatohepatitis, einer
Leberfibrose und einer Leberzirrhose mittels Leberbiopsie besteht die Moglichkeit der nicht-
invasiven Methode der vibrationskontrollierten transienten Elastographie. Die 1999 durch die
Firma Echosens patentierte, aus der Lebensmittelindustrie stammende und fir die Analyse
der Kasereife benutzte Technik der transienten Elastographie (FibroScan®) erméglicht durch
einen von einem Ultraschallkopf stammenden Impuls die Bestimmung von Leberverfettung
und Lebersteifigkeit (Abbildung 1)°*%*. Hierdurch kénnen Hochrisikopatientinnen im
klinischen Alltag auf einer schnellen und reproduzierbaren Art und Weise gescreent und
dementsprechend in einer Leberambulanz angebunden werden. Dieses Verfahren wird im
klinischen Alltag regelmaRig benutzt, sowohl zum Erstassessment des Leberstatus wie auch

im Rahmen der Nachsorge.

Die Vorteile des Verfahrens sind, dass es sich um ein nicht-invasives, wenig
zeitaufwendiges Verfahren handelt und dass der/die Patientln keine besondere Vor- oder

Nachbereitung braucht. Fernerhin erfasst der FibroScan® ein gréReres Lebergewebevolumen
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als eine gezielte Leberpunktion. Ein nicht zu verachtender Nachteil ist jedoch, dass dieses
Verfahren im Anfangsstadium der Leberzirrhose eine geringe Sensitivitdt aufweist. Die
Wahrscheinlichkeit der Identifikation der verschiedenen Fibrosegrade betragt bei Fibrose Grad
>1,2 2,23 und 4 jeweils 0,78 — 0,97, 0,77 — 0,99, 0,73 — 1,00 und 0,89 — 0,997°°. Besonders
bei fortgeschritteneren Lebererkrankungen liefert dieses Verfahren ein zuverlassiges
Ergebnis®: bei einer Lebersteifigkeit (liver stiffness measurement, LSM) von (iber 15 kPa kann
man mit einer Sicherheit von fast 100% von einer Leberzirrhose ausgehen®®®’. Fernerhin hat
das Verfahren einen hohen negativen-pradiktiven Wert hat: bei einem Wert von kleiner als 8
kPa kann mit einer Wahrscheinlichkeit von 94% bis 100% eine Fibrose ausgeschlossen

werden®®.

In einer Metaanalyse untersuchten Mozes FE et al. die diagnostische Genauigkeit von
nicht-invasiven Testmethoden zur Detektion einer fortgeschrittenen Fibrose bei Patientinnen
mit MASLD®. Eine Leberzirrhose wurde in verschiedenen Arbeiten durch einen LSM von Uber
12-15 Kilopascal (kPa) definiert®®®*” In den 2021 aktualisierten Leitlinien fur die klinische
Praxis zur nicht-invasiven Testung zur Beurteilung des Schweregrads und der Prognose von
Lebererkrankungen wurde ein héherer Cut-Off-Wert verwendet: bei einem gemessenen LSM-
Wert Uber 15 kPa sollte von einer Leberzirrhose ausgegangen werden. Zwischen 12 und 15
kPa ist eine Leberzirrhose als wahrscheinlich einzustufen und eine weitere Diagnostik und
Abklarung sollten in die Wege geleitet werden®. Ein LSM-Wert unter 8 kPa lasst eine Fibrose
und Zirrhose ausschlieen®®®’. Bei einem LSM-Wert zwischen den zwei oben aufgefiihrten
Werten wird von einer Fibrose gesprochen. Eine weitere Klassifizierung der Fibrose in Grad |,

II'und Il ist nur mittels histologischer Sicherung maéglich.

In den deutschen Leitlinien bezuglich der SLD und MASLD gibt es aktuell keine
festgelegten Leberverfettung (controlled attenuation parameter, CAP)-Grenzwerte. Anfang
des letzten Jahres 2024 wurden von Rinella et al. neue Leitfaden fir die klinische
Diagnosestellung einer Leberverfettung publiziert®®. Die Leberverfettung ist durch einen CAP-
Wert von groRer oder gleich 288 dB/m definiert®. Auch bei Patientinnen mit MASLD besteht

eine diagnostische Sicherheit beziiglich des FibroScan®3646°,
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Abbildung 1. Photographie des FibroScan®.
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1.2. Der Diabetes mellitus Typ |l

1.2.1.Definition und Epidemiologie

Gemal der Weltgesundheitsorganisation ist der DMIlI als eine chronische
Stoffwechselerkrankung, die durch einen chronisch erhéhten Blutzuckerspiegel charakterisiert
ist, definiert. Hierdurch kommt es im langerfristigen Verlauf zu kardiovaskularen,

nephrologischen, neurologischen und ophthalmologischen Komplikationen®®.

Das Pankreas ist ein im Oberbauch und im Retroperitoneum gelegenes Driisenorgan,
das sowohl eine exokrine wie auch eine endokrine Funktion erflllt. Es Iasst sich anatomisch
in Pankreaskopf, -Corpus und -Schwanz unterteilen. Uber den Ductus wirsungianus gelangen
die durch die Bauchspeicheldruse produzierten Verdauungsenzyme und Proenzyme in den
Verdauungstrakt. Hierbei handelt es sich um die exokrine Funktion des Pankreas. Dieser Tell
macht 95 bis 98% des gesamten Gewebevolumens aus. Die endokrine Funktion wird durch
die Langerhans-Inseln erfillt. Die Inselzellen produzieren verschiedene Hormone: die a-Zellen
produzieren Glukagon, die B-Zellen produzieren Insulin, die 0-Zellen
produzieren Somatostatin, die PP-Zellen produzieren pankreatisches Polypeptid und die ¢-
Zellen produzieren Ghrelin.

Die Pravalenz von DMIl hat epidemische Ausmale angenommen und betrifft

t%”. Darliber hinaus wird erwartet, dass

schatzungsweise Uber 500 Millionen Menschen weltwei
die Pravalenz von DMII weiter ansteigt und allein in den Vereinigten Staaten (USA) bis zum
Jahr 2050 fast jeder dritte Mensch betroffen sein wird®®. Aktuell sind es 9% der Erwachsenen
in den USA, die an DMII leiden®. Die rapide Zunahme der Inzidenz und der Pravalenz in den
letzten Jahrzehnten kann unter anderem durch die Zunahme der Adipositas, der Sedentaritat

und der Alterung der Bevélkerung erklart werden’.

In einer 2019 publizierten Ubersichtsarbeit in der 47 verschiedene Studien verglichen
wurden, konnte von Magliano et al. eine seit 2006 in den westlichen Landern fallende Inzidenz
von DMIl beobachtet werden. Dies koénnte durch die Entwicklung verschiedener
Praventionsstrategien erklart werden. In den Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen

kénnten sich jedoch andere Tendenzen zeigen, Daten hierzu sind noch ausstehend’".
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1.2.2.Physiologie und Pathophysiologie

Die ordnungsgemafle Funktion der B-Zellen wird durch verschiedene Mechanismen
kontrolliert und reguliert. Die B-Zellen produzieren das Insulin als Praproinsulin. Proteine des
endoplasmatischen Retikulums erméglichen durch Konformationsanderungen die Bildung von
Proinsulin aus dem Praproinsulin. Das Proinsulin wird dann in den Golgi-Apparat transportiert
und in C-Peptid und Insulin gespalten. Nach diesem Reifungsprozess wird das Insulin bis zu
seiner Freisetzung gespeichert. Bei steigenden Glukosekonzentrationen im Blut wird Glukose
in die B-Zellen Uber den Glukosetransporter 2 (GLUT2) aufgenommen und der Katabolismus
wird aktiviert. Der Glukosekatabolismus erhéht das Adenosintriphosphat/Adenosindiphosphat
(ATP/ADP)-Verhaltnis. Das Freisetzen des intrazellular verfigbaren Insulins erfolgt durch
einen Anstieg der intrazellularen Kalziumionen (Ca®*)-Konzentrationen. Dies ist durch die
Depolarisierung der Zellmembran ermdglicht, die durch sich in der Plasmamembran
befindenden ATP-abhangigen Kaliumkanale schlie3en. Diese Reaktion ist ursachlich fir eine
Depolarisation der Zellmembran und die Offnung der Ca?-Kanale. Somit steigt die
intrazellulare Konzentration von Ca®", die durch Fusion der insulinhaltigen Granula mit der

Plasmamembran zur Insulinfreisetzung fuhrt.

Weitere intrazellulare Signalwege spielen eine Rolle in der Insulinsekretion. Hier kann
zum Beispiel das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP), das den oben beschriebenen
Signalweg durch die Erhdhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentrationen unterstiitzt, genannt
werden. Auch das extrazellulare ATP scheint eine regulatorische Rolle zu spielen. Fernerhin
ermdglichen die purinergen P2Y- und P2X-Rezeptoren der Membrane die Ca?*-Mobilisierung

unabhéangig von der Glukosekonzentration™.

Die Dysfunktion der B-Zellen bei Patientinnen mit DMII wird auf ein komplexes
Geschehen, das verschiedene molekulare Signalwege involviert, zurtickgefiihrt. Adipositas,
oft mit chronischer Hyperglykdmie und Hyperlipidamie einhergehend, erhéht den oxidativen
Stress und fuhrt zu einem chronischen Entziindungszustand der 3-Zellen. Hierdurch kommt
es durch ein metabolisches Ungleichgewicht zu einem Verlust der Integritat der Zellen und zu
ihrem Tod. Fernerhin wird durch die chronisch erhdhten Glukosekonzentrationen die
Produktion von Proinsulin und in fine von Insulin gesteigert, jedoch kommt es hier zu
gehauftem fehlgefaltetem Insulin und zu erhoéhter Produktion von durch oxidative
Proteinfaltung vermittelte reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese Reaktionen verandern die
Ca*"-Mobilisierung, begiinstigen proapoptotische Signale und induzieren die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel dem Interleukin IL-1, das die Entziindung

der Inselzellen fordert®.
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Die westliche Ernahrungsweise flihrt zu erhéhten serologischen Glukosespiegeln
sowie zu erhOhten zirkulierenden Lipoproteinen, die wiederum zu erhdéhten ROS-
Konzentrationen und gesteigertem Entzindungszustand fihren. Hierdurch werden
zunehmende fehlerhafte Proteine, unter anderem auch fehlerhaftes Insulin, gebildet. Dieses
insgesamt pro-oxidative Umfeld fuhrt zu einer mitochondrialen Dysfunktion sowie Aktivierung

und Produktion von oxidativ-wirkenden Enzymen.

Parallel zur gestérten Insulinsekretion sowie zur Erhéhung des oxidativen Stresses der
Zelle kommt die Insulinresistenz ins Spiel. Durch die Insulinresistenz ist die Aufnahme von
Glukose in verschiedene Organe, wie zum Beispiel Leber, Muskel und Fettgewebe,
beeintrachtigt und fuhrt somit ebenfalls zu einem chronisch erhdhten serologischen
Glukosespiegel. Der Insulinrezeptor, der sich an der Zellmembrane befindet, bindet das
freigesetzte Insulin. Diese Bindung ermdglicht das Weiterleiten des Signals an den GLUT2,
der vom Zellinnenraum an die Zelloberflache beférdert wird und den Eintritt von Glukose in die
Zelle ermdglicht. Somit kénnen die zirkulierenden Glukosekonzentrationen reduziert werden.
Beim DMII besteht durch die Insulinresistenz ein gesteigerter Insulinbedarf, der jedoch durch
die B-Zellen der Bauchspeicheldrise nur bedingt oder sogar gar nicht abgedeckt werden

kann’®.

Adipositas gehdrt zum Hauptrisikofaktor der Entwicklung eines DMII"2. Hier fordert das
Fettgewebe selbst durch verschiedene proinflammatorische Mechanismen die
Insulinresistenz, unter anderem durch eine Erhdéhung der freien Fettsduren und eine
Dysregulation der Adipokine’™. Adipokine sind Zytokine, die im Fettgewebe produziert

werden’s.

1.2.3.Risikofaktoren

1.2.3.1. Nicht-veranderbare, endogene Faktoren

Zu den nicht-veranderbaren Risikofaktoren gehoren die Ethnizitat, die familiare Pradisposition
und die genetische Veranlagung. Eine asiatische, afrikanische oder lateinamerikanische
Herkunft ist mit einem erhdhten Risiko einer Entwicklung eines DMII, verglichen mit einer
weilen amerikanischen Bevdlkerung, verbunden’*’®. Eine klare Erklarung diesbeziiglich ist
bisher noch nicht identifiziert. Bezuglich der genetischen Pradisposition haben mehrere
Studien in den letzten Jahren die komplexe und polygene Natur von DMII gezeigt. Uber 400
genetische Varianten sind mit DMII verbunden’®. Diese genetischen Veranderungen fiihren

durch einen modifizierten Effekt auf die Insulinsekretion zu einem erhohten Risiko fiir die
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Entwicklung eines DMII”. Auch die Epigenetik scheint eine wichtige Rolle zu spielen”’. Unter
Epigenetik versteht man Anderungen der Genfunktionen, die nicht durch eine Anderung in der
Sequenz der Desoxyribonukleinsauren (DNA) charakterisiert sind, sondern durch die
Methylierung der DNA, Histon-Modifikationen oder Ribonukleinsdure (RNA)-vermittelte

Prozesse.
1.2.3.2. Veranderbare, exogene Faktoren

Zu den veranderbaren Risikofaktoren gehéren Adipositas, geringe kérperliche Aktivitat und

t’®. Die Adipositas ist durch einen BMI von gréRer als oder gleich wie 30

unausgewogene Dia
kg/m? definiert’®. Die Adipositas scheint das Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines
DMII"2#° sowie einer MASLD®'®? zu sein. Die exakten pathophysiologischen Mechanismen
sind noch nicht geklart. Es wird eine Kombination von Zell-autonomen Mechanismen sowie
Zwischen-Organ-Kommunikation vermutet’®. Bereits 2004 wurde ein Zusammenhang
zwischen einer regelmafigen korperlichen Aktivitdt und der Entwicklung eines DMII
vermutet®. Die Kuopio Ischemic Heart Disease Risk Factor Study zeigte in den 1980er Jahren
eine Reduktion der Entwicklung von DMII von 34% bei Teilnehmerinnen, die zwei bis drei

Stunden in der Woche eine milde kérperliche Aktivitat (wie zum Beispiel Gehen) betrieben®.

1.3. Das metabolische Syndrom

Im Laufe der Jahre wurde die Definition des metabolischen Syndroms mehrfach tberdacht
und aktualisiert. Die 2001 publizierte Definition des National Cholesterol Education Program
Adult Treatment Panel lll ist die weltweit am anerkanntesten Definition. Hiernach missen drei
der funf folgenden Kriterien erflllt sein: Taillenumfang tUber 88 Zentimeter (cm) bei Frauen
oder 102 cm bei Mannern, mittlerer Blutdruck Uber 130/85 Millimeter-Quecksilbersaule
(mmHg), ntichterne Triglyzeride-Spiegel Gber 150 Milligramm/Deciliter (mg/dl), nichterne high
density lipoprotein (HDL) Cholesterin-Spiegel unter 50 mg/dl bei Frauen und 40 mg/dl bei

Mannern und niichterne Blutzucker-Spiegel tiber 100 mg/dI*.

Der Unterschied zwischen der oben genannten Definition sowie der der International
Diabetes Federation von 2005 und den friiheren Definitionen ist, dass die Fettleibigkeit allein
als Kriterium gilt und eine gewisse Insulinresistenz nicht mehr notwendig ist. Das Konzept des
metabolischen Syndroms ermdglicht die Patientinnen im klinischen Alltag zu identifizieren, die
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines DMIl und kardiovaskularer Erkrankungen

prasentieren®.

26



1.4. Der oxidative Stress

1.4.1.Physiologische Wirkung

Der oxidative Stress ist durch ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien
zugunsten der Oxidantien in einer Zelle definiert®®. Dieses Ungleichgewicht ist die Konsequenz
einer erhéhten Konzentration von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS)
und/oder einer Reduktion der antioxidativen Kapazitat. ROS sind chemisch hoch reaktive
Molekdle, die als Oxidation/Reduktion-Zwischenprodukte auf dem Weg von Sauerstoff (O2) zu

Wasser (H20) entstehen. Die Hauptquelle von ROS ist die mitochondriale Respiration®®’.

Als Oxidation bezeichnet man eine Reaktion, in der mindestens ein Elektron von einem
Reaktionspartner abgegeben wird. Die Reduktion hingegen bezeichnet eine Reaktion, in der
der Reaktionspartner ein oder mehrere Elektrone aufnimmt. Dadurch sind die Produkte dieser
Reaktionen (Oxidation oder Reduktion) nicht mehr chemisch neutral. Stattdessen sind diese

chemisch aktiv.

Die Funktion der ROS liegt vor allem in den Signaltransduktionskaskaden, wo sie
verschiedene Transkriptionsfaktoren (wie zum Beispiel den nuclear factor erythroid 2-related
factor, Nrf2, der die Expression von intrazelluldren antioxidativen Proteinen férdert®)
aktivieren. ROS sind ebenfalls in der Immunreaktion beteiligt. Hier kbnnen ROS phagozytierte

Fremdkorper (wie zum Beispiel Viren) zerstéren®®.

1.4.2.Pathophysiologische Wirkung

Pathologisch sind ROS, wenn sie in einer erhéhten Konzentration vorhanden sind. Durch die
Prasenz von ROS oder durch oxidativ verdnderte Molekile entstehen Proteinschaden.
Geschadigte Proteine kdénnen ihre physiologische Funktion verlieren, zu einer veranderten
(erhdhten oder erniedrigten) Proteinexpression oder zu einer Aggregatbildung fiihren. Diese
Prozesse sind ebenfalls in der Leber nachweisbar. Durch eine Erhéhung der ROS-
Konzentrationen kommt es zu funktionellen und strukturellen Veranderungen. Somit besteht

eine Verbindung zwischen einem erhéhten oxidativen Stress und einer MASLD®**",
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1.4.3.Oxidativer Stress und Diabetes mellitus Typ |l

Die Hyperglykadmie, vor allem die chronische Hyperglykdmie, wie sie bei DMII vorhanden ist,
erhdht die serologischen Marker der chronischen Inflammation und tragt zu erhdhten

serologischen Spiegeln von ROS bei®®*,

Ein erhdhter oxidativer Stress und eine Inflammation flhren zu einer Insulinresistenz
und zu einer dysregulierten Insulinsekretion und somit zu einem dysregulierten
Glukosemetabolismus®. Eine adaquate Therapie der Hyperglykdmie und die Inhibition einer
Uberproduktion von ROS sind also entscheidend fiir eine Verzégerung des Auftretens des
DMII. In chronischen hyperglykdmischen Situationen, wie bei DMII, akkumulieren ROS und
fuhren zu unspezifischen Schaden von DNA, Proteinen und weiteren Molekilen in

verschiedenen Endorganen®.

In der Framingham Offspring Study konnte eine positive Assoziation zwischen der
Insulinresistenz, des oxidativen Stresses und des DMII gezeigt werden®. Die Produktion von
ROS ist durch antioxidative Systeme und Enzyme (unter anderem superoxide dismutase 2 —
SOD2, thioredoxin reductase 2 — TrxR2, und mitochondrial uncoupling protein 2 — UCP2)
ausgeglichen®. Fernerhin kann die intrazelluldre gesamte antioxidative Aktivitat (total
antioxidant activity, TAA) gemessen werden. Eine weitere Methode, den oxidativen Stress in
einer Zelle zu bestimmen, ist die Lipidperoxidation: hierbei handelt es sich eine oxidative
Reaktion, bei der die Zellmembrane, Enzyme oder Proteine auf irreversibler Art und Weise

geschadigt werden.

Der oxidative Stress ist somit nicht nur ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und

Abbau von ROS, sondern auch eine Dysfunktion der Enzyme, die ROS produzieren.
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1.5. Zielsetzung

Basierend auf den in der Einleitung aufgefihrten Punkten, werden in unserer Studie folgende

Ziele angestrebt:

Die Analyse der MTARC1 p.A165T-Variante als potenzieller protektiver Faktor vor der
Entwicklung einer MASLD in einer Kohorte von Patientinnen mit DMIl. Rezente Studien
haben gezeigt, dass die MTARC1 p.A165T-Variante eine potenzielle protektive Rolle vor

der Entwicklung einer MASLD spielen kdnnte*®42,

Die Analyse der exogenen Faktoren, wie Adipositas und Sedentaritat, als Risikofaktoren
fur die Entwicklung einer Lebererkrankung wie der MASLD®" und der endogenen
genetischen Faktoren MBOAT7 p.G17E%*, PNPLA3 p.1148M33343%36  SERPINA1 PIZ
p.E342K¥ und TM6SF2 p.E167K*** als Risikofaktoren sowie HSD17B13
rs72613567:TA*>*344 und PSD3 p.L186T* als protektive Faktoren einer Entwicklung einer

384041 in einer Kohorte von Patientinnen mit DMII.

Lebererkrankung
Die Untersuchung des oxidativen Stresses in den Zellen, durch die Messung der Serum-
Spiegel der antioxidativ wirkenden Enzyme SOD2 und TrxR2, des antioxidativ wirkenden
Proteins UCP2, der Lipidperoxidation durch Kontakt unserer Proben mit Malondialdehyd

und der Messung der gesamten antioxidativen Aktivitat.
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2. Patienten und Methodik

2.1. Studiendesign

Nach positivem Ethikvotum der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes
(Kennnummer: 185/21) wurden zwischen Dezember 2021 und Marz 2023 Patientinnen aus
den hepatologischen und diabetologischen Ambulanzen sowie den gastroenterologischen
Stationen des Universitatsklinikums des Saarlandes (UKS) in Homburg prospektiv in unsere
Studie eingeschlossen. Die Studie wurde gemal den ethischen Grundsatzen durchgefiihrt,
die ihren Ursprung in der Deklaration von Helsinki haben®. Alle Teilnehmerinnen der Studie
erhielten die Informationen zur Studie schriftich und stimmten der Teilnahme sowie der
Verwendung ihrer Daten und Probenmaterialen zu Forschungszwecken zu. Die Rekrutierung

der Patientinnen erfolgte ausschlief3lich durch die Autorin dieser Dissertation.

Als Einschlusskriterien galten das Vorhandensein eines DMII sowie eine Volljahrigkeit.
Die Prasenz einer anderen Lebererkrankung als die MASLD, eine aktive Tumorerkrankung,
ein dekompensierter Zustand einer Leberzirrhose, ein Zustand nach Leber- oder anderer
Organtransplantation und eine Schwangerschaft galten jeweils als Ausschlusskriterium. Die

Ethnizitat der Patientinnen galt nicht als Ein- oder Ausschlusskriterium.

Nach mindlicher Aufklarung der Patientinnen Uber das Ziel der Studie erfolgte die
schriftliche Einwilligung Uber die zu erhebenden Daten: klinisch-chemische Laborparameter,
molekulargenetische Untersuchungen (MTARC1 p.A165T, HSD17B13 rs72613567:TA,
MBOAT7 p.G17E, PNPLA3 p.1148M, PSD3 p.L186T, SERPINA1 PIZ p.E342K und TM6SF2
p.E167K), Messung des oxidativen Stresses der Zellen sowie Durchflihrung einer Messung
der Koérperzusammensetzung (Bioimpedanzanalyse, BIA-Messung) und einer transienten

Elastographie (FibroScan®) zur Bestimmung der Leberverfettung und der Lebersteifigkeit.

Aufgrund vorrangiger Studienergebnisse stellen wir die Hypothese, dass die
Identifizierung der genetischen Variante MTARC1 rs2642438 p.A165T potenzielle protektive
Eigenschaften mit sich bringt und somit vor der Entwicklung von chronischen und

fortschreitenden Lebererkrankungen bei Patientinnen mit DMII vorbeugt.
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2.2. Methodik

2.2.1.Klinische Daten

Es wurde von allen Studienteilnehmerinnen eine Anamnese Uber Krankheitsbeginn,

Krankheitsverlauf, weitere Vorerkrankungen und aktuelle Therapie erhoben.

2.2.2. Transiente Elastographie

In der Abteilung der Gastroenterologie des UKS wird mit dem Gerat FibroScan® Expert 630
(Echosens AG; Paris, Frankreich) gearbeitet. Urspriinglich wurde diese Technik von der
Lebensmittelindustrie entwickelt, um auf einer atraumatischen Art und Weise den

Reifungsprozess des Kases zu beurteilen® >3,

Bei dieser Methode wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit eines von einem
Ultraschallkopf stammenden Impulses gemessen. Die Ultraschallsonde wird an der rechten
mittleren Axillarlinie unter dem Rippenbogen oder zwischen den unteren Rippen, wo sich die
Leber lokalisiert, positioniert. Mithilfe dieses Verfahrens kann zwischen normalem
Lebergewebe und krankem Bindegewebe (im Sinne einer fibrotisch und zirrhotisch
veranderten Leber) unterschieden werden, da diese unterschiedliche Dichten aufweisen:
Bindegewebe ist narbig verandert und somit dichter als normales Lebergewebe. Die

Ausbreitungsgeschwindigkeit des Impulses nimmt mit der Vernarbung des Gewebes zu.

Basierend auf den anatomischen Gegebenheiten, welche die Distanz zwischen
Ultraschallsonde und Leberkapsel mafRgeblich beeinflussen (zum Beispiel das metabolische
Syndrom mit einer Erhéhung des Taillenumfangs), wurde entweder die Medium- (M-Sonde)

oder die Extra-Large-Sonde (XL-Sonde) verwendet.

Zum Erhalt eines zuverlassigen Ergebnisses missen mindestens zehn Messungen am
gleichen Punkt durchgefiihrt werden®®. Als weiteres Kriterium eines zuverlassigen Ergebnisses
gilt das Verhaltnis zwischen dem Interquartilbereich und dem Medianwert (interquartile range
und median, IQR/Median, %) der LSM*. Nach MafRgaben des Herstellers unseres Gerétes
sollte dieses Verhaltnis bei < 30 % bleiben, wenn das mediane Endergebnis der Steifigkeit

mehr als 7,1 Kilopascal (kPa) betragt (www.echosens.com).
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2.2.3.Bioelektrische Impedanzanalyse

Die Dbioelektrische Impedanzanalyse (BIA-Messung) dient zur Messung der
Korperzusammensetzung der Patientinnen. Ermittelt werden Fettmasse, Muskelmasse und

Wassergehalt.

Wahrend der Analyse wird ein schwacher Wechselstrom mit hoher Frequenzzahl durch
den Korper geleitet. Aus dem Widerstand, den der Kérper dem Wechselstrom entgegensetzt,
werden Messwerte erhalten, mit denen die Korperzusammensetzung errechnet werden kann.
Der Korper wird in drei verschiedene Kompartimente unterteilt: die Fettmasse, die Zellmasse
und die Masse aullerhalb der Zelle. Im dekompensierten Zustand handelt es sich nicht um
eine sinnvolle Untersuchung, da das Gerat keinen Unterschied zwischen intra- und

extrazellularem Wassergehalt machen kann.

In unserer Studie erfolgte eine einzige Messung am Tag der Rekrutierung der
Patientinnen. Eine Wiederholung der BIA-Messung kann im klinischen Alltag im Rahmen des

Monitorings der Patientinnen sehr hilfreich sein.

2.2 .4 .Blutentnahme

Die Entnahme von peripherem, vendsem Blut erfolgte mittels Einmalbutterfly (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland). Zur Durchflihrung unserer laborchemischen und genetischen
Untersuchungen sammelten wir bei jedem/r unserer Patientin insgesamt 20 Milliliter (ml)
Vollblut.

Zur Durchfihrung der klinisch-chemischen Analysen wurden Monovetten (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland), die jeweils Citrat, Ethylendiamintetraazetat (EDTA) und Lithium-
Heparin als gerinnungshemmende Substanzen enthielten, verwendet. Die Analysen erfolgten

im Zentrallabor des UKS in Homburg.

Die molekulargenetischen Untersuchungen und die Messung des oxidativen Status
erfolgten im Forschungslabor der Klinik fur Innere Medizin Il des UKS in Homburg. Nach der
vendsen Blutentnahme wurden die hierzu benétigten Serum- und EDTA-Monovetten bei

-80°C, beziehungsweise bei -20 °C, gelagert.

In der Tabelle 1 wurden die Parameter der klinisch-chemischen Analysen und deren

Einheiten aufgelistet.

32



Tabelle 1. Klinisch-chemische Parameter mit den jeweiligen Einheiten.

Parameter Einheit
Natrium mmol/l
Kalium mmol/l
Bilirubin mg/dI
AP u/i
GGT u/i
GPT u/i
GOT u/i
Kreatinin mg/dI
Harnstoff mg/dl
HbA1c %
Glukose mg/dl
CRP mg/I
Cholesterin mg/dl
Triglyzeride mg/dl
LDL mg/dl
HDL mg/dI
Lipase u/i
Albumin g/l
LDH u/i
Hamoglobin g/dl
Leukozyten 1/nl
Thrombozyten 1/nl
INR -
Quick %
TSH Um/l

Abkiirzungen: AP, alkalische Phosphatase; CRP, C-reaktives Protein; GGT, Gamma-Glutamyl-Transferase; GOT,

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-Pyruvat-Transaminase; HbA1c, glykosyliertes Hamoglobin;

HDL, High-Density-Lipoprotein;

INR, international normalised ratio; LDH, Laktat-Dehydrogenase; LDL, Low-

Density-Lipoprotein; TSH, thyroidea stimulierendes Hormon.
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2.2.5.Molekulargenetische Untersuchung

Die molekulargenetischen Analysen basierten auf der Detektion von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) in den in der Tabelle 2 aufgelisteten
Genen aus Patientinnen-DNA. Die bisher identifizierten humanen SNPs sind unter anderem

in der Datenbank Ensembl unter www.ensembl.org angegeben.

Die Prufung der Blutproben auf die SNPs erfolgte durch allelische Diskriminierung
mithilfe des TagMan® SNP-Genotypisierungsassays (ThermoFisher Scientific Inc.; Waltham,
Massachusetts, USA). Die bestimmten DNA-Sequenzen wurden mittels Echtzeit-
Polymerasenkettenreaktion (real-time polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert. Die
Echtzeit-PCR, die auch als quantitative PCR oder gPCR bezeichnet wird, ist eine einfache und
elegante Methode zur Bestimmung der Menge einer Zielsequenz oder eines Zielgens, das in

einer Probe vorhanden ist. Die Detektion erfolgte mithilfe einer fluorogenen Sonde.

2.25.1. Listung der SNPs

MBOAT7 p.G17E*2, PNPLA3 p.1148M*334353¢  SERPINA1 PIZ p.E342K% sowie TM6SF2
p.E167K333° gelten in der Literatur als genetische Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
chronischen und fortschreitenden Lebererkrankung®#4°4!'. HSD17B13 rs72613567:TA*?*344
und PSD3 p.L186T* gelten hingegen als protektive genetische Faktoren**#°. In rezenten
Studien wurde MTARC1 p.A165T als mdglicher protektiver genetischer Faktor

identifiziert00:46:48.101

2.25.2. DNA-Extraktion

Aus dem gesammelten Vollblut, dessen Gerinnung mit dem Chelatbildner EDTA gehemmt
wurde, wurde die DNA mit dem QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen GmbH; Hilden, Deutschland)
isoliert. Dies erfolgte nach dem Spin-Protokoll aus dem QIAamp® DNA Mini and Blood Mini
Handbook (https://www.qgiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=62a200d6-faf4-469b-
b50f-2b59c¢f738962&lang=en) im Forschungslabor der Klinik fir Innere Medizin Il des UKS in
Homburg. Alle Arbeitsschritte wurden unter einem Abzug unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Tabelle 2 listet die von Applied Biosystems vorgefertigten TagMan® Assays

auf und stellt die Zuordnung der Farbstoffe zu den eingebauten Basen dar.
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Tabelle 2. Auflistung der Gene, SNPs, Assay IDs und Allelen mit Farbstoff.

Gen SNP Assay ID Allel > Farbstoff Mutation

HSD17B13 rs72613567 Hs00745562_CE  Th.Th. = Wildtyp = VIC™ rs72613567:

Th.Ad. = Variante > FAM™ TA

MBOAT7  rs641738  C__ 8716820 10 C = Wildtyp > VIC™ p.G17E
Th. = Variante > FAM™

MTARC1 rs2642438 C__ 1235772_10 Gu. = Wildtyp > FAM™ p.A165T
Ad. = Variante = VIC™

PNPLA3 rs738409 C 7241_10 C = Wildtyp > VIC™ p.1148M
Gu. = Variante > FAM™

PSD3 rs71519934 Hs00472475 CE  GTh. = Wildtyp > VIC™ p.L186T
Ad.G = Variante > FAM™

SERPINA1 rs28929474 C__ 2985132_20 Ad. = Wildtyp > VIC™ p.E342K

PIZ Gu. = Variante > FAM™

TM6SF2  rs58542926 C_ 89463510 10 C = Wildtyp > VIC™ p.E167K

Th. = Variante > FAM™

Abkiirzungen:

Aminosauren: A, Alanin; E, Glutaminsaure; G, Glycin; I, Isoleucin; K, Lysin; L, Leucin; M, Methionin; T, Threonin.
Gene: HSD17B13: Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 13; MBOAT7: Membrane-bound O-acyltransferase 7;
MTARC1: Mitochondrial Amidoxime Reducing Component 1; PNPLA3: Patatin-like phospholipase domain-
containing protein 3; PSD3: Pleckstrin And Sec7 Domain Containing 3; SERPINA1 PIZ: Serine protease inhibitor,
clade A member 1; SNP, single-nucleotide polymorphism, Einzelnukleotid-Polymorphismus; TM6SF2:
Transmembrane 6 superfamily member 2.

ID: Identifikation.

FAM™ und VIC™: Farbstoffmarkierungen zur Detektion der Allele.

Nukleinbasen: Ad., Adenin; C, Cytosin; Gu., Guanin; Th., Thymin.

2.2.5.3. DNA-Amplifikation

Die DNA-Amplifikation erfolgte, wie bereits unter dem Punkt 2.5. erwahnt, durch eine Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (qPCR). Durch dieses in der Molekularbiologie haufig verwendete
Verfahren wird ein bestimmtes DNA-Fragment in vitro millionenfach vervielfaltigt. Ziel dessen
ist es, das Fragment weiter zu charakterisieren und 2zu untersuchen. Die
Polymerasekettenreaktion unterteilt sich in drei aufeinanderfolgende Schritte. Zuerst kommt
es zur Denaturierung des bestimmten DNA-Doppelstrangs. Dies erfolgt bei 90-95°C. Im
zweiten Schritt koppeln sich Oligonukleotid-Primer bei 55-60°C an die jeweilige

komplementare DNA-Sequenz der zwei Einzelstrange. Das zu amplifizierende DNA-Fragment
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wird somit eingegrenzt. Die Polymerase kann diesen Oligonukleotid-Primer als Startmolekdl
benutzen. Im QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen GmbH; Hilden, Deutschland) wurde die DNA-
Polymerase des Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) verwendet. Im dritten und
letzten Schritt entstanden so wieder zwei doppelstrangige DNA-Fragmente, die fir das

nachste Zyklus nun als Matrize benutzt werden konnten.

2254. Allelische Diskriminierung

Die allelische Diskriminierung erfolgte mithilfe des TagMan® SNP-Genotypisierungsassays
(ThermoFisher Scientific Inc.; Waltham, Massachusetts, USA). Hierbei wird analysiert, ob das
Wildtyp- oder das mutierte Allel vorhanden ist und ob es sich um eine(n) homozygote(n) (zwei

identische Allele) oder heterozygote(n) (zwei verschiedene Allele) Tragerin handelt.

2.255. Auswertung

Die Auswertung erfolgte Uber die 7500 FAST 2.0.4. Software von Applied Biosystems
(ThermoFisher Scientific Inc.; Waltham, Massachusetts, USA) (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Plot der allelischen Diskriminierung am Beispiel der Genotypisierung der Proben
und der Kontrollgruppen des SNPs im MTARC1-Gen.

Allelic Discrimination Plot (SNP Assay. MARC1)
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Legende: Blau zeigt den Wildtyp (FAM™-Farbstoff), Rot die Mutanten (VIC™-Farbstoff) und Grin die

heterozygoten Proben.
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2.2.6.0xidativer Stress

Zur Bestimmung des oxidativen Status einer Zelle kdnnen direkte und indirekte Methoden
verwendet werden. Die direkten Messmethoden sind im klinischen Alltag sowohl zeit- als auch
kostenintensiv, sodass diese fur unsere Studie nicht in Frage kamen. Zur indirekten

Bestimmung des oxidativen Stresses gibt es drei unterschiedliche Ansatze.

Zum Ersten kann die Konzentration der ROS bestimmt werden. Diese entstehen unter
anderem in den Mitochondrien als Nebenprodukt der Zellatmung. Diese chemisch veranderten
Molekule sind hochreaktiv. Eine anhaltende erhéhte ROS-Konzentration kann auf direktem
oder indirektem Weg zu einer vermehrten Oxidation und somit einer Schadigung von
Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und/oder DNA-Basen fiihren. Dieser Mechanismus wird

als Lipidperoxidation bezeichnet.

Der zweite Ansatz der Messung des oxidativen Stresses besteht in der Bestimmung
des Einflusses von antioxidativ wirkenden Substanzen, wie zum Beispiel Vitamin E (Trolox),

durch die Bestimmung der gesamten antioxidativen Aktivitat (total antioxidant activity, TAA).

Der dritte Ansatz besteht in der Bestimmung von antioxidativ wirkenden Enzymen,
unter anderem der superoxide dismutase 2 (SOD2) und der thioredoxin reductase 2 (TrxR2)

sowie von antioxidativ wirkenden Proteinen, dem mitochondrial uncoupling protein 2 (UCP2).

In unserer Arbeit quantifizierten wir zur Bestimmung des oxidativen Stresses der Zellen
unserer Patientinnen die Lipidperoxidation, die TAA, die Spiegel der Enzyme SOD2 und TrxR2
sowie die Spiegel des Proteins UCP2.

2.2.6.1. Lipidperoxidation (LPO)

Zur Durchfihrung dieses Experimentes wurde das Kit Lipid Peroxidation (MDA) Assay kit
(Colorimetric) ab118970 (Abcam; Cambridge, GroRbritannien) benutzt. Hierbei handelt es sich
um ein kolorimetrisches Experiment. Unsere Proben wurden in Kontakt mit Malondialdehyd
(MDA) gebracht. Nach Erhalt des finalen Praparats wurde die Absorption bei einer Optischen
Dichte von 532 Nanometern (nm) gemessen. Die finale Konzentration ist proportionell zur
Absorption, kann aus einer linearen Darstellung abgelesen und aus der unten aufgeflihrten

Formel ausgerechnet werden.

MDA Konzentration = (A/[ml]) * 4 * D = (nmol/ml)

Abkiirzungen: A = Quantitat von MDA in der Probe, von der Standard-Kurve abgelesen (nmol), mL = benutztes
Plasma-Volumen (20ul = 0,020 mL), 4 = Korrektur (200pl der 800pl Reaction Mix), D = Dilutionsfaktor = 4.
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2.2.6.2. Gesamte antioxidative Aktivitat (total antioxidant activity, TAA)

Zur Durchfihrung dieses Experimentes wurde der Total Antioxidant Capacity Assay Kit
,ab65329“ (Abcam; Cambridge, Grof3britannien) benutzt. Bei diesem Experiment handelt es
sich um eine kolorimetrische und quantitative Analyse, bei der die Konzentration von
ionisiertem Kupfer (Cu™), nach Konversion von Cu?*, in einer Losung mittels eines gefarbten
Reagenzstoffes bestimmt wird. Cu* wird mit einer kolorimetrischen Probe chelatisiert. Diese
weist eine Absorptionsspitze bei 570 nm auf, welche in einer proportionalen Relation zur
totalen antioxidativen Kapazitat steht. Mithilfe der empfohlenen Standards konnte eine lineare
Kurve erhalten werden. Somit konnte die gesamte antioxidative Kapazitat unserer Proben aus

dieser linearen Kurve abgelesen werden.

Die Lagerung und  Rekonstitution der Reagenzstoffe  sowie  die
Experimentdurchfiihrung erfolgte wie in der durch die Firma Abcam mitgelieferten Anleitung

beschrieben.

2.2.6.3. Mitochondrial uncoupling protein 2 (UCP2)

Das Experiment zur Bestimmung der Spiegel des antioxidativ wirkenden Proteins UCP2 beruht
auf dem  Sandwich-Enzyme-linked  Immunosorbent Assay  (enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest, Sandwich-ELISA) Verfahren. Hierzu wurde das Kit Human UCP2
(Mitochondrial uncoupling protein 2) MBS764304 (MyBioSource Inc.; San Diego, California,
USA) verwendet. Die im Kit gelieferten Mikrotitrationsplatten sind bereits mit einem
spezifischen Antikdrper beschichtet. Nach Durchfihrung der in den jeweiligen Anleitungen
aufgelisteten Experimentschritte wird zur Detektion des Proteins ein spezifischer Biotin-
konjungierter Antikérper hinzugefiigt. Die Messungen der optischen Dichte kénnen innerhalb
von 5 Minuten bei einer 450 nm-Wellenlange durchgefiihrt werden. Die erhaltene Kurve ergab

sich im Experiment als linear.

2264. Superoxide dismutase 2 (SOD2) und thioredoxin reductase 2 (TrxR2)

Die Messung der antioxidativ wirkenden Enzyme SOD2 und TrxR2 beruht ebenfalls auf dem
Sandwich-ELISA-Verfahren. Hierzu wurden das Kit For Human Superoxide Dismutase [Mn],
Mitochondrial (SOD2) ELISA MBS706038 (MyBioSource Inc.; San Diego, California, USA)
beziehungsweise das Kit For Thioredoxin Reductase 2 MBS2031994 (MyBioSource Inc.; San
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Diego, California, USA) verwendet. Die Vorgehensweise ist analog zu den in Abschnitt 2.2.3.3.

beschriebenen Arbeitsschritten.

Fir die Bestimmung der SOD2-Konzentrationen wurden wahrend dieses
Experimentes ebenfalls Standards benutzt. Hier konnte eine lineare Kurve erhalten werden.
Zur Bestimmung der TrxR2-Konzentration hingegen wurde eine Graphik mit einer nicht-
linearen Anpassungskurve erstellt. In den beiden Experimenten konnte die Konzentration der

jeweiligen Enzyme aus den somit erhaltenen Kurven abgelesen werden.
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2.3. Statistische Auswertung

Die oben genannten Daten wurden zur Auswertung im Programm Microsoft Excel (Version
16.85) eingepflegt und zur statistischen Auswertung in einer GraphPad Prism-Datei
(GraphPad Prism, Version 10.2.3) kodiert: laborchemische Parameter, Ergebnisse des
FibroScan® (Lebersteifigkeit und Leberverfettung), Ergebnisse der Bioimpedanz-Analyse,
Ergebnisse der genetischen Untersuchungen und Ergebnisse der Messungen des oxidativen

Stresses.

Zur Bestimmung des Hardy-Weinberg-Equilibriums wurde die Formel folgender
Internetseite verwendet: https://www.wolframalpha.com/input?i=hardy+weinberg+equilibrium.

Mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests erfolgte eine Normalitatspriifung der analysierten Parameter.

Die Genotypisierung ergab drei verschiedene Mdglichkeiten: Wildtyp (kein Trager einer
Variante), mutiert (Trager von zwei mutierten Allelen eines Gens) oder heterozygot (Trager

von einem mutierten Allel und einem nicht-mutierten Allel eines Gens).

In einer ersten Analyse wurden die drei Gruppen untereinander verglichen. Im Falle
einer normalen Verteilung der Parameter wurde im Vergleich dreier Gruppen der One-Way-
Anova-Test angewandt und bei einer nicht-normalen Verteilung der Kruskal-Wallis-Test

verwendet.

In einem zweiten Schritt wurden zwei Gruppen verglichen: die Wildtyp-Patientinnen
wurden mit den Tragerlnnen eines mutierten oder zwei mutierter Allele kombiniert verglichen.
Im Falle einer normalen Verteilung der Parameter wurde im Vergleich zweier Gruppen der
ungepaarte t-Test angewandt. Bei einer nicht-normalen Verteilung der Parameter wurde im

Vergleich zweier Gruppen der Mann-Whitney-Test verwendet.

Fernerhin wurde die klinische Korrelation zwischen verschiedenen Parametern
untersucht, sowie der Pearson’s Chi>-Test zur Feststellung eines potenziellen

Zusammenhangs zwischen zwei kategorischen Variablen benutzt.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Die statistische Analyse wurde ausschlief3lich von der Autorin dieser Dissertation
durchgeflhrt.
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3. Ergebnisse

Nach positivem Ethikvotum wurden prospektivisch insgesamt 164 Patientlnnen rekrutiert.
Insgesamt wurden 10 Patientinnen mit aktivem Tumorleiden und 2 Patientinnen mit
dekompensierter Leberzirrhose wurden vor Beginn der Analyse ausgeschlossen. Von diesen
152 verbleibenden Patientinnen wurden weitere 28 Patientinnen, die an Diabetes Typ | litten,
ausgeschlossen, sodass eine homogene Gruppe von 124 Patientinnen mit DMII entstehen
konnte (Abbildung 3).

Abbildung 3. Patientinnenrekrutierung.

164 Patientlnnen

10 Patientlnnen mit

aktivem
154 Patientlnnen Tumorleiden

2 Patientlnnen mit

{ dekompensierter

152 Patientlnnen Leberzirrhose

28 Patientlnnen mit
SchlieBlich: Diabetes Typ 1

124 Patientlnnen
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Von den 124 Patientlnnen waren 67 Manner und 57 Frauen. Das mediane Alter betrug 69
Jahre (Bereich: 31 - 93) und der mediane BMI betrug 29,3 kg/m? (Bereich: 15,3 - 55,7). Der
mediane HbA1c-Wert lag bei 7,3% (Bereich: 4,6 - 13,8). Fernerhin wurden die Leberparameter
bestimmt: die medianen Werte von Bilirubin, GGT, GOT und GPT zeigten sich im Normbereich
in der Gesamtkohorte. Der mediane AP-Wert zeigte sich mit 87 U/l (Bereich: 28 - 374)
insgesamt erhoht. Bezlglich des Lipidprofils unserer Kohorte zeigten sich die Medianwerte
des Gesamtcholesterins, der Triglyzeride und des LDLs erhéht: 151 (Bereich: 71 - 522), 123
(Bereich: 62 - 3031) und 78 (Bereich: 25 - 221) jeweils. Der mediane HDL-Spiegel unserer
Patientinnen zeigte sich bei 46 mg/dl (Bereich: 13 - 95).

Die medianen Werte der Nierenretentionsparameter sowie des Blutbilds zeigten sich
im Normbereich: der Kreatinin-Medianwert betrug 1,0 mg/dl (Bereich: 0,5 - 5,1), der Harnstoff-
Medianwert 37 mg/dl (Bereich: 10 - 218), der mediane Hamoglobin-Wert 13,4 g/dl (Bereich:
7,8 - 18,7), der mediane Leukozyten-Wert 8,0 /nl (Bereich: 3,5 - 18,5) und der mediane
Thrombozyten-Wert 245 /nl (Bereich: 53 - 530). Auch die Medianwerte der Elektrolyte Natrium
und Kalium sowie der Lipase und des Albumins zeigten sich im Normbereich: 138 mmol/l
(Bereich: 127 — 144), 4,2 mmol/l (Bereich: 3,3 — 5,3), 36 U/l (Bereich: 5 —280), 41 g/l (Bereich:
22 — 52), jeweils. Als Letztes wurde die Gerinnung bestimmt. Die Medianwerte des INR- und
des Quick-Wertes zeigten sich normwertig: 0,96 (Bereich: 0,82 - 2,72) und 109%
(Bereich: 23 - 126) jeweils, sodass bei keinem unserer Patientinnen eine ausgepragte
Leberfunktionsstérung identifiziert werden konnte. Diese klinischen Charakteristika der

Kohorte sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3. Klinische Charakteristika der Kohorte.

Parameter

N 124

Méanner / Frauen (%) 67 /57 (54 / 46)
Alter (Jahre) 69 (31 -93)
BMI (kg/m?) 29,3 (15,3 - 55,7)
HbA1c (%, NGSP) 7,3 (4,6 -13,8)
Glukose (mg/dl) 162 (67 — 437)
Bilirubin (mg/dI) 0,5(0,2-1,9)
AP (U/1) 87 (28 — 374)
GGT (Un) 32 (9 - 869)
GOT (un) 27 (9 -322)
GPT (U/) 25 (5-154)

Cholesterin (mg/dl)
Triglyzeride (mg/dl)
LDL (mg/dl)

HDL (mg/dl)
Lipase (U/l)
Albumin (g/l)
Natrium (mmol/l)
Kalium (mmol/l)
INR (-)

Quick (%)
Kreatinin (mg/dl)
Harnstoff (mg/dl)
Hamoglobin (g/dl)
Leukozyten (1/nl)
Thrombozyten (1/nl)

151 (71 - 522)
123 (62 — 3031)
78 (25 — 221)
46 (13 — 95)

36 (5 — 280)

41 (22 - 52)
138 (127 — 144)
4,2 (3,3-5,3)
0,96 (0,82 — 2,72)
109 (23 — 126)
1,0 (0,5 —5,1)
37 (10 — 218)
13,4 (7,8 — 18,7)
8,0 (3,5 18,5)
245 (53 — 530)

Die Parameter mit ihrer entsprechenden Einheit sind in Form von Medianwert begleitend vom Bereich (Minimum —

Maximum) angegeben.
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Fernerhin wurden Lebersteifigkeit und Leberparameter unserer Studienteilnehmerinnen

analysiert.

In unserer Kohorte konnte Folgendes beobachtet werden: 123 der 124 (99,1%)
rekrutierten Patientinnen prasentierten ein metabolisches Syndrom. Der mediane Wert der
LSM betrug in unserer Gesamtkohorte 6,6 kPa (Bereich: 2 - 75). Bei 77 (62,1%) Patientinnen
konnte bei einem LSM-Wert von kleiner als 8 kPa eine Leberfibrose ausgeschlossen werden.
Bei 18 (14,5%) unserer Patientinnen zeigte sich bei einem LSM-Wert von Uber 15 kPa der
hochgradige Verdacht auf eine Leberzirrhose. Zwischen diesen zwei Werten, in einer
sogenannten ,Grauen Zone“, befanden sich 29 (23,4 %) unserer Patientinnen. Eine
Leberfibrose (inklusive der fortgeschrittenen Leberfibrose und Leberzirrhose, definiert durch
einen LSM uber 8 kPa) wurde bei 47 (37,9%) Patientinnen identifiziert.

Der mediane Wert der CAP betrug 294 dB/m (Bereich: 100 - 400). Insgesamt lag die
Pravalenz der MASLD bei 52,4% (65 unserer Patientinnen). Diese Ergebnisse wurden in

Tabelle 4 sowie in Abbildung 4 dargestellt.
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Tabelle 4. Lebersteifigkeit (LSM) und -verfettung (CAP) in der Kohorte.

Parameter der transienten Elastographie

LSM (kPa) 10,7 (2= 75)
< 8 kPa®"®": Ausschluss Leberfibrose N=77
8 - 15 kPa®®%; ,Graue Zone*, Fibrose F2-F3 N =29

> 15 kPa®®: hochgradiger Verdacht auf Leberzirrhose N =18

CAP (dB/m) 288 (100 —400)
< 288 dB/m°®?: keine Leberverfettung N =59
> 288 dB/m°®%: Leberverfettung N =65

Die Parameter mit ihrer entsprechenden Einheit sind in Form von Mittelwert begleitend vom Bereich (Minimum —
Maximum) angegeben.

Abbildung 4. Darstellung der Lebersteifigkeit (LSM) und -verfettung (CAP) in unserer
Gesamtkohorte.
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Bis auf den Taillenumfang zeigten sich alle unsere analysierten Parameter nicht normal

verteilt, sodass die statistischen Tests entsprechend angewandt wurden.
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3.1. Korrelation in den klinischen Charakteristika der

Patientinnen

Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen Taillenumfang und BMI (p < 0,01) sowie HDL
(p = 0,01) (Abbildung 5) dargestellt werden: bei steigendem Taillenumfang zeigte sich ein

signifikant hdheres BMI und bei niedrigerem Taillenumfang signifikant héhere HDL-

Cholesterin-Spiegel.

Abbildung 5. Signifikante Korrelation zwischen Taillenumfang und BMI und HDL.
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Trotz fehlender Signifikanz konnten wir beobachten, dass sich die Lebersteifigkeit mit dem

BMI tendenziell steigend zeigte (p = 0,12) (Abbildung 6).

Abbildung 6. Nicht-signifikante Korrelation zwischen LSM und BMI.
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Fernerhin konnte eine signifikante Korrelation zwischen CAP und BMI, Taillenumfang, HbA1c,
Triglyzeriden, Cholesterin, LDL, Bilirubin und AP gezeigt werden: eine Zunahme der
Leberverfettung korrelierte mit steigenden BMI (p < 0,01), Taillenumfang (p < 0,01), HbA1c (p
= 0,02), Triglyzeriden (p = 0,01), Gesamt-Cholesterin (p = 0,01), LDL-Cholesterin (p = 0,01),
Bilirubin (p = 0,01) und AP (p = 0,04) (Abbildung 7A-H).
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Abbildung 7A-H. Signifikante Korrelation zwischen CAP und BMI, Taillenumfang, HbA1c,
Triglyzeriden, Cholesterin, LDL, Bilirubin und AP.
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AuRerdem wurde die klinische Korrelation zwischen der LSM und den Leberparametern sowie
dem metabolischen Profil untersucht und in Abbildung 8A-D dargestellt. Hier konnte eine
signifikante Korrelation zwischen steigender Lebersteifigkeit und steigenden Spiegeln von
Bilirubin (p = 0,01), AP (p < 0,01), GGT (p < 0,01) sowie zunehmendem Taillenumfang (p =
0,01) identifiziert werden (Abbildung 8A-D).

Abbildung 8A-D. Signifikante Korrelation zwischen Lebersteifigkeit und Bilirubin, AP, GGT

sowie Taillenumfang.
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In diesen Graphen der Abbildung 8A-D zeigen sich einige Punkte weit auRerhalb der
Korrelationslinie. Diese Werte lassen annehmen, dass diese Patientinnen ein akutes Problem
hatten. Zum Zeitpunkt der Inklusion in unsere Studie lie® sich jedoch bei fehlenden
anamnestischen oder klinischen VerdachtsaulRerungen keine hydrope Dekompensation oder

Virusreaktivierung annehmen. Die Patientinnen gaben alle Wohlbefinden an.
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Zuletzt konnte eine signifikante Korrelation zwischen HbA1c und Cholesterin (p = 0,01) sowie
Triglyzeriden (p = 0,03) festgestellt werden: ein weniger gut eingestellter Blutzucker zeigte
derangierte Gesamt-Cholesterin- und Triglyzeride-Spiegel (Abbildung 9A-B).

Abbildung 9A-B. Signifikante Korrelation zwischen HbA1c und Cholesterin sowie
Triglyzeriden.
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In beiden Graphen der Abbildung 9A-B zeigt sich jeweils ein Punkt, der sich weit aulRerhalb
der Korrelationslinie befindet. In beiden Fallen handelt es sich um den gleichen Patienten, der
einen schlecht eingestellten DMII prasentiert (HbA1c 10,6%). Seine Leberwerte zeigten sich

jedoch im Normbereich.
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3.2. Aufteilung der Genotypfrequenzen in unserer Kohorte

Bei unseren 124 rekrutierten Patientinnen erfolgte die Genotypisierung von HSD17B13
rs72613567:TA, MBOAT7 p.G17E, MTARC1 p.A165T, PNPLA3 p.1148m, PSD3 p.L186T,
SERPINA1 PIZ p.E342K und TM6SF2 p.E167K.

Der Grof3teil unserer Studienteilnehmerinnen zeigten einen nicht mutierten Status fur
PNPLA3 p.1148m, SERPINA1 PIZ p.E342K und TM6SF2 p.E167K: jeweils 56,5%, 97,6% und
82,3%. Lediglich 3,2% der rekrutierten Patientinnen zeigten einen homozygot-mutierten
Status fir PNPLA3 p.1148m und 0,8% fir TM6SF2 p.E167K. In der Analyse von SERPINA1
PIZ p.E342K zeigte sich kein(e) einzige(r) homozygot-mutierte(r) Patient(in). Bezlglich der
MBOAT7 p.G17E-Analyse zeigten 46,8% der Patientinnen einen heterozygoten Status, 18,5%
der Patientlnnen waren Trager der Wildtyp-Variante in homozygoter Form und 34,7% wiesen
zwei mutierte Allele fir MBOAT7 p.G17E auf.

In der Analyse von MTARC1 p.A165T konnten 46,8% Patientinnen ohne Nachweis
eines mutierten Allels identifiziert werden. Ein mutiertes Allel, und somit ein heterozygoter
Status fir MTARC1 p.A165T, konnte in 45,1% unserer Patientinnen nachgewiesen werden.
Ein homozygot-mutierter Status fur MTARC1 p.A165T zeigte sich bei 8,1% unserer
Patientinnen. Fernerhin zeigten jeweils 53,2% und 50,0% der Studienteilnehmerinnen keine
mutierte Variante fir jeweils HSD17B13 rs72613567:TA und PSD3 p.L186T. Die Prasenz von
zwei mutierten Allelen fir HSD17B13 rs72613567:TA und PSD3 p.L186T wurde in 12,1% und
9,7% der Patientinnen identifiziert. Die restlichen Patientinnen waren Tragerlnnen eines

mutierten und eines Wildtyp-Allels.

Die Ergebnisse der Analyse der Genotypfrequenzen in unserer Kohorte wurden in
Abbildung 10A-D fir die mit erhdhtem Risiko einer Entwicklung einer Lebererkrankung

verbundenen Genen und Abbildung 11A-C fir die davor schutzenden Gene aufgefihrt.
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Abbildung 10A-D. Genotype, deren Variante ein Risikofaktor fur die Entwicklung einer
Lebererkrankung ist: MBOAT7, PNPLA3, SERPINA1 PIZ, TM6SF2.

A

B VBOAT7 p.G17E [TT]
1 MBOAT7 p.G17E [CT]
B mMBOAT7 p.G17E [CC]

PNPLA3 p.1148M [GG]
PNPLA3 p.1148M [CG]
PNPLA3 p.1148M [CC]

SERPINA1 PIZ p.E342K [AG]
SERPINA1 PIZ p.E342K [AA]

B 7M6SF2 p.E167K [TT]
1 7m6SF2 p.E167K [CT]
B 7m6SF2 p.E167K [CC]

Legende: Griin fiir den Wildtyp, Orange fir die Heterozygote, Rot fiir Mutierte.
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Abbildung 11A-C. Genotype, deren Variante ein protektiver Faktor vor der Entwicklung einer
Lebererkrankung ist: HSD17B13, MTARC1, PSD3.

A

B 1SD17813rs72613567:TA [-]
1 HSD17B131s72613567:TA [T]
B HsSD17B131s72613567:TA [TT]

Bl MTARC1 p.A165T [GG]
[ MTARC1 p.A165T [GA]
E MTARC1 p.A165T [AA]

Bl PSD3p.L186T [GTGT]
[ PsSD3p.L186T [GTAG]
E PSD3p.L186T [AGAG]

Legende: Griin fur die Mutierte, Orange fiir die Heterozygote, Rot fir Wildtyp.
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3.3. Hardy-Weinberg-Equilibrium

Zur Uberpriifung der Genotypisierung wurde das Prinzip des Hardy-Weinberg-Equilibriums
appliziert. Das Prinzip des Hardy-Weinberg-Equilibriums beruht auf folgende Aussage: Es gibt
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beobachteten und den erwarteten Genotyp-
Haufigkeiten. Bei einem Ergebnis von groRer oder gleich 0 ist diese Hypothese
zurlickgewiesen. Bei negativen Ergebnissen bestatigt sich diese Hypothese und die Haufigkeit
der Genotypen weicht nicht vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab, sodass die

Genotypisierung als erfolgreich durchgefihrt kategorisiert werden kann.

In unserem Fall wich die Haufigkeit der Genotypen nicht vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab, sodass auf eine erfolgreich durchgeflihrte Genotypisierung schlief3en Iasst.

Unsere Ergebnisse wurden in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tabelle 5. Ergebnisse des Hardy-Weinberg-Equilibriums.

Gen SNP Protein X

HSD17B13 rs72613567 rs72613567 :TA -0,46
MBOAT7 rs641738 p.G17E -3,65
MTARC1 rs2642438 p.A165T -3,36
PNPLA3 rs738409 p.1148M -1,90
PSD3 rs71519934 p.L186T -3,67
SERPINA1 PIZ rs28929474 p.E342K -3,82
TM6SF2 rs58542926 p.E167K -3,84

Abkiirzungen: Siehe Tabelle 2, X: Ergebnis der Bestimmung des Hardy-Weinberg-Equilibriums.
Legende: negative Ergebnisse (X) weisen auf eine fehlende Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und

somit auf eine erfolgreiche Genotypisierung.
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3.4. Ahnliches metabolisches Profil in den drei MTARC1-

Genotypvarianten

Ein optimal eingestellter Blutzucker (definiert durch einen HbA1c von < 5,7%) zeigte sich bei
8 (6,5%) Patientlnnen; 24 (19,4%) der 124 Patientinnen (1 davon in der mutierten Gruppe)
prasentierten einen zufriedenstellenden HbA1c von < 6,5%. Der Taillenumfang betrug mehr
als 102 cm bei 41 (61,2%) der eingeschlossenen Manner und mehr als 88 cm bei 48 (84,2%)
der Frauen, sodass insgesamt 89 (71,2%) Patientinnen einen nach der Definition des
metabolischen Syndroms erhdhten Taillenumfang prasentierten. Bezlglich des Lipid-Profils
konnten bei 7 (5,6%) Patientinnen ein erhéhter Cholesterin-Spiegel, bei 44 (35,5%) erhdhte
Triglyzeride, bei 16 (12,9%) ein erhdhter LDL-Spiegel und bei 31 (25%) ein erniedrigter HDL-
Spiegel identifiziert werden. Bis auf eine(n) einzige(n) Patienten(in) waren alle Patientinnen
metabolisch ungesund, und bei diesem(er) Patienten(in) handelte es sich um einen MTARC1-
Wildtyp-Patienten.

3.5. Kein signifikanter Unterschied der Lebersteifigkeit und

Leberverfettung zwischen den MTARC 1-Genotypvarianten

Die durch die transiente Elastographie erhaltenen Parameter wurden zwischen den
Tragerlnnen von zwei mutierten Allelen fir MTARC1 p.A165T und Tragerinnen von einem
oder keinem mutierten Allel fur MTARC1 p.A165T sowie zwischen Tragerlnnen von

mindestens einem mutierten Allel und Nicht-Tragerlnnen verglichen.

Bei den Tragerlnnen von mindestens einem mutierten Allel fir MTARC1 p.A165T
betrug der mediane LSM-Wert 6,5 kPa (2 — 56,6 kPa). Insgesamt 8 dieser 66 Patientinnen
zeigten einen Wert groRer oder gleich 15 kPa und somit den hochgradigen Verdacht auf eine
Leberzirrhose. Bei den Patientinnen ohne Nachweis eines mutierten Allels fir MTARC1
p.A165T betrug der mediane LSM-Wert 7,4 kPa (3,4 - 75 kPa), 10 der 58 Patientinnen zeigten
einen Wert groRer oder gleich 15 kPa und somit den hochgradigen Verdacht auf eine
Leberzirrhose. Ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen zeigte sich nicht (p
> 0,05).

Wir flhrten die gleiche Analyse fur die Leberverfettung durch und verglichen
Tragerlnnen mindestens eines mutierten Allels fir MTARC1 p.A165T mit Nicht-Tragerinnen.

Bei Tragerlnnen von mindestens einem mutierten Allel fir MTARC1 p.A165T betrug der
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mediane CAP-Wert 280 dB/m (Bereich: 100 - 400 dB/m), 33 der 66 Patientinnen zeigten einen
Wert groRer als 288 kPa und somit eine Leberverfettung. Bei fehlender Prasenz eines
mutierten Allels fur MTARC1 p.A165T betrug der mediane CAP-Wert 299 kPa (Bereich: 100 -
400 dB/m), 31 der 58 Patientinnen zeigten einen Wert grofRer als 288 dB/m und somit eine
Leberverfettung. Auch hier lie3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (p > 0,05). Das
Spektrum der Lebersteifigkeit und der Leberverfettung in der mutierten Gruppe zeigte sich
deutlich kleiner als das Spektrum in der Wildtyp- und heterozygoten Gruppe und die
maximalen CAP- und LSM-Werte zeigten sich um 11% und 71% niedriger (ohne Signifikanz)
(Abbildung 12).

Abbildung 12. Vergleich der Leberverfettung und -steifigkeit zwischen den drei MTARC1-
Genotypgruppen.
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Auch in der Chi*>-Analyse konnte weder eine Verbesserung der Leberverfettung noch eine
geringere Pravalenz der Leberzirrhose bei Patientinnen mit mutiertem Status fur MTARC1
p.A165T im Vergleich zu den Wildtyp- oder heterozygoten Patientinnen identifiziert werden
(Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tabelle 6. MTARC1-Variante p.A165T ist nicht mit Leberverfettung assoziiert.
MTARC1 p.A165T [GG] MTARC1 p.A165T [GA]+HAA] Total
CAP <288 dB/m 26 33 59
CAP > 288 dB/m 32 33 65

Total 58 66 124

Chi2-Test, p-Wert = 0,59
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Tabelle 7. MTARC1-Variante p.A165T ist nicht mit Leberzirrhose assoziiert.
MTARC1 p.A165T [GG] MTARC1 p.A165T [GA]+[AA] Total
LSM < 15 kPa 48 58 106
LSM > 15 kPa 10 8 18

Total 58 66 124

Chi2-Test, p-Wert = 0,45

3.6. Kein signifikanter Unterschied zwischen den MTARC1-
Genotypvarianten bezuglich der Leberparameter, des

metabolischen Profils und der Gesamtentzindung

In unserer Kohorte zeigten sich auffallige Bilirubinwerte bei 5 (4%) Patientinnen, zwei davon
in der Wildtyp-Gruppe und drei davon in der heterozygoten Gruppe. Alle Patientinnen der
mutierten Gruppe zeigten normwertige Bilirubinwerte. Erhéhte AP-Werte zeigten sich bei 36
(29%) unserer Patientinnen und erhdhte GGT-Werte bei 52 (41,9%) Patientinnen. In der
mutierten Gruppe zeigten sich 2 (20%) unserer Patientinnen mit erhéhten AP-Werten, 3 (30%)
mit erhdhten GGT-Werten. Erhéhte GOT- und GPT-Parameter zeigten sich bei jeweils 30
(24,2%) Patientlnnen, nur ein(e) Patient(in) erwies einen erhdhten GPT-Wert in der mutierten
Gruppe. Insgesamt waren die Transaminasen (sowohl GOT- als auch GPT-Parameter) bei 39
(31,5%) der Patientinnen erhoht.

Wir verglichen die Leberparameter (Bilirubin, AP, GGT, GOT, GPT), das metabolische
Profil (HbA1c, LDL, HDL, Triglyzeride, Cholesterin), die Gesamtentziindung (CRP-Wert), die
Lebersteifigkeit und die Leberverfettung zwischen den drei Genotypgruppen. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Genotypgruppen beobachtet werden (alle p >
0,05) (Abbildung 13A-B).

Es konnte jedoch eine gewisse Tendenz beobachtet werden. In der Gruppe der
Patientinnen mit mutiertem Status zeigte sich ein deutlich eingeschrankteres Spektrum und
niedrigere Maximalwerte der Leberparameter und des CRP-Wertes im Vergleich zu jenen, die
der Wildtyp- oder Heterozygot-Gruppe zugeordnet waren (Abbildung 13A), sodass hier die
mutiete MTARC1-Variante eine gewisse protektive Wirkung darstellen konnte.
Interessanterweise konnte auch erkannt werden, dass der hochste GGT-Wert in der Gruppe
der mutierten Patientinnen niedriger war als der niedrigste entsprechende Wert in der Wildtyp-

und heterozygoten Gruppe (Abbildung 13A).
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Abbildung 13A. Vergleich der Leberparameter zwischen den drei MTARC 1-Genotypgruppen.

2.0

-
3]
1

Bilirubin (mg/dl)
P
1

0.5+

p=0,78

.

1 I

0.0

350
300
250 —
= 200

150 L
40 T

30
20
10+

GOT (Ul

T T T
[GG] [GA] [AA]

MTARC1 p.A165T
p=0,88

T

TEE
I L

T T T
[GG] [GA] [AA]
MTARC1 p.A165T

AP (UNI)

—_

GPT (Ul

400

300

200+

100

p=0,60

200+
180 —
160 —
140 —
120 —
100 -

50 T

40
30
20
10

T T T
[GG] [GA] [AA]
MTARC1 p.A165T

p=0,77
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Diese Analysen wurden ebenfalls zwischen Wildtyp- und mutierten Patientinnen sowie
zwischen den Wildtyp-Patientinnen und den heterozygoten und mutierten Patientinnen
kombiniert durchgefiihrt. Beide Analysen ergaben untereinander ahnliche Ergebnisse, die
auch mit den Ergebnissen der Analyse der drei verschiedenen Gruppen vergleichbar sind.
Signifikante Unterschiede wurden nicht identifiziert. Um einen potenziell additiven Effekt der
MTARC1-Variante p.A165T zu identifizieren, untersuchten wir die laborchemischen und
bildgebenden Leberparameter bei Patientinnen, die Trager eines oder zwei Allele von PNPLA3
p.1148M waren, da es sich hierbei um einen ausgiebig untersuchten, genetischen Risikofaktor
fur die Entwicklung einer Lebererkrankung handelt. Hier ergaben sich leider weiterhin keine
signifikanten Unterschiede, die auf einen protektiven Effekt von MTARC1-Variante p.A165T

hinweisen konnten.

3.7. MTARC1 p.A165T-Variante ist mit erhdhtem antioxidativem

Niveau assoziiert

Basierend auf den 2021 von Janik et al. publizierten Ergebnissen bezliglich des Redox-Status
bei einem Patientinnenkollektiv mit Autoimmunhepatitis, erfolgte zum Vergleich die
Bestimmung des oxidativen Stresses in unserem Patientinnenkollektiv. Durch Janik et al.
konnte eine positive Assoziation zwischen antioxidativem Niveau und der MTARC1 p.A165T-

Variante identifiziert werden.

In unserer Kohorte konnte bei der Messung des TrxR2-Niveaus mittels Sandwich-
ELISA-Verfahren eine signifikante Differenz zwischen den drei verschiedenen Gruppen
beobachtet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14. TrxR2-Spiegel bei Wildtyp-, heterozygoten und mutierten Patientinnen.
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Abkiirzungen: TrxR2, thioredoxin reductase 2.

Im Rahmen der Bestimmung der SOD2- und UCP2-Spiegel zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Gruppen. Trotz der fehlenden Signifikanz konnte eine positive
Tendenz festgestellt werden: der mittlere Wert der mutierten Patientinnengruppe zeigte sich
hoéher als der mittlere Wert in der heterozygoten Gruppe. Dieser wiederum ist héher als der
mittlere Wert der Wildtyp-Gruppe (Abbildung 15).

Abbildung 15. SOD2- und UCP2-Spiegel bei mutierten, heterozygoten und Wildtyp-

Patientlnnen.
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Abkiirzungen: SOD2, superoxide dismutase 2; UCP2, mitochondrial uncoupling protein 2.
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3.8. Kein signifikanter Unterschied in der Leberfunktion

bezuglich der weiteren 6 untersuchten Gene

Die oben aufgeflhrten Analysen wurden ebenfalls fur HSD17B13 rs72613567:TA, MBOAT7
p.G17E, PNPLA3 p.1148M, PSD3 p.L186T, SERPINA1 PIZ p.E342K und TM6SF2 p.E167K
durchgeflihrt. Exemplarisch wurden die Graphen der Leberparameter sowie der

Lebersteifigkeit und Leberverfettung aufgefihrt.

3.8.1.Analyse von HSD17B13 rs72613567:TA

Annlich zu den Ergebnissen, die in der Analyse von MTARC1 p.A165T erhalten wurden,
konnte eine visuelle Tendenz identifiziert werden: die maximalen Werte von Bilirubin, AP,
GGT, GOT und GPT zeigten sich in der Gruppe der mutierten Patientinnen stets niedriger als
die entsprechenden Werte in der Gruppe der Wildtyp- und heterozygoten Patientinnen (alle p
> 0,05) (Abbildung 16A). Das Gleiche lasst sich auch bezlglich der Lebersteifigkeit und der
Leberverfettung darstellen (p > 0,05) (Abbildung 16B).
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Abbildung 16A. Vergleich der Leberparameter zwischen den drei Genotypgruppen flr
HSD17B13 rs72613567:TA.
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Abbildung 16B. Vergleich der Lebersteifigkeit und -verfettung zwischen den drei
Genotypgruppen fir HSD17B13 rs72613567:TA.
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Diese Analysen wurden ebenfalls zwischen Wildtyp- und mutierten Patientinnen sowie
zwischen den auf der einen Seite Wildtyp- Patientinnen und den auf der anderen Seite
heterozygoten und mutierten Patientinnen durchgefihrt. In Abbildung 17 sind die
interessanten Ergebnisse aufgefiihrt: die Maximalwerte von GOT, Triglyzeriden und LSM
zeigten sich bei den Wildtyp-Patientinnen deutlich hdher als in der anderen Gruppe.

Signifikante Unterschiede wurden nicht identifiziert (p > 0,05, jeweils).

Abbildung 17. Vergleich von GOT, Triglyzeriden und Lebersteifigkeit zwischen den Wildtyp-
und heterozygoten sowie mutierten Patientinnen fir HSD17B13 rs72613567:TA.
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3.8.2.Analyse von PSD3 p.L186T

Bezuglich der PSD3 p.L186T-Analyse konnten wir keinen Unterschied zwischen den drei
Genotypgruppen identifizieren. Die GGT- (p = 0,24) und GOT-Werte (p = 0,35) zeigten sich in
der mutierten Gruppe flur PSD3 p.L186T nicht niedriger als die entsprechenden Parameter der
Wildtyp- und der heterozygoten Gruppe. Die Bilirubin- (p = 0,79), AP- (p = 0,63) und GPT-
Werte (p = 0,05) zeigten sich in der mutierten Gruppe fir PSD3 p.L186T tendenziell niedriger
als in den zwei anderen Genotypgruppen (Abbildung 18A).

Die Lebersteifigkeit zeigte sich bei homozygoten Tragerinnen der PSD3 p.L186T-
Variante niedriger als bei Wildtyp-Patientinnen (p = 0,51). Die Maximalwerte der
Leberverfettung zeigten sich fir die drei Gruppen identisch (CAP = 400 dB/m), die mittleren
CAP-Werte zeigten sich jedoch bei Tragerlnnen einer oder zwei PSD3 p.L186T-Varianten
niedriger (p = 0,24) (Abbildung 18B). Ein eindeutiger, protektiver Effekt dieses

Polymorphismus konnte in unserer Kohorte nicht identifiziert werden.
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Abbildung 18A. Vergleich der Leberparameter zwischen den drei Genotypgruppen fur PSD3

p.L186T.
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Abbildung 18B. Vergleich der Lebersteifigkeit und

Genotypgruppen fir PSD3 p.L186T.
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Fir die Analyse von PSD3 p.L186T erfolgte ebenfalls der Vergleich zwischen Wildtyp- und
mutierten Patientinnen sowie zwischen den auf der einen Seite Wildtyp- und heterozygoten
Patientinnen und den auf der anderen Seite mutierten Patientinnen. Hier fiel ein signifikanter
Unterschied im Vergleich der GPT auf (p = 0,01), mit einem hoheren Mittelwert bei den
Tragerlnnen der Variante im Vergleich zu den Wildtyp-Patientinnen (Abbildung 19).

Abbildung 19. Vergleich von GPT zwischen den Wildtyp- und heterozygoten sowie mutierten
Patientinnen fur PSD3 p.L186T.
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3.8.3.Analyse von MBOAT7 p.G17E

In der MBOAT7 p.G17E-Analyse lie3 bis auf einen signifikanten Unterschied bei GGT
(p = 0,02) zwischen den drei Genotypgruppen kein signifikanter Unterschied darstellen.
Hierbei zeigten sich, entgegen unseren Erwartungen, insgesamt niedrigere GGT-Werte bei
mutierten Patientlnnen (p = 0,02). Auch bei den GOT- und GPT-Spiegeln zeigte sich entgegen
unseren Erwartungen fallende Werte bei Tragerinnen einer MBOAT7 p.G17E-Variante
(p =0,99 und p = 0,25). Die maximalen Werte der AP zeigte sich deutlich hdher bei Tragern
einer MBOAT7 p.G17E-Variante (p = 0,34) (Abbildung 20A).

Die Lebersteifigkeit zeigte sich in der mutierten Gruppe steigend im Vergleich zu den
heterozygoten und Wildtyp-Patientinnen (p > 0,05). Bezuglich der Leberverfettung zeigten sich
keine sich deutlich verschlechternde Parameter bei Tragerinnen einer MBOAT7 p.G17E-
Variante (Abbildung 20B).
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Abbildung 20A. Vergleich der Leberparameter zwischen den drei Genotypgruppen fur
MBOAT7 p.G17E.
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Abbildung 20B. Vergleich der Lebersteifigkeit und
Genotypgruppen fir MBOAT7 p.G17E.
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In der MBOAT7 p.G17E-Analyse fielen deutlich héhere LSM-Werte bei Tragerinnen einer
Variante als bei den Nicht-Tragerlnnen einer mutierten Variante, jedoch ohne signifikanten
Unterschied (p = 0,79) (Abbildung 21).

Abbildung 21. Darstellung der Lebersteifigkeit bei Nicht-Tragerlnnen und Tragerlnnen eines
oder zwei Allele der MBOAT7 p.G17E-Variante.
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3.8.4.Analyse von PNPLA3 p.1148M

Bei Identifikation von nur vier mutierten Patientinnen in der PNPLA3 p.I1148M-Analyse wurden
die heterozygoten und mutierten Patientinnen zur statistischen Auswertung in eine Gruppe
zusammengefiigt. Somit entstanden nur zwei zu vergleichenden Gruppen. Hier zeigten sich
keine signifikante Unterschiede zwischen den Genotypgruppen. Gemal unseren Erwartungen
und basierend auf der Literatur zeigten sich die Bilirubin- (p = 0,24), GGT- (p = 0,56) und GOT-
Spiegel (p = 0,33) bei Tragerlnnen einer PNPLA3 p.1148M-Variante hoher als bei Wildtyp-
Patientinnen. Diese Tendenz lieR? sich fur AP (p = 0,27) und GPT (p = 0,91) nicht bestatigen
(Abbildung 22A).

Die Leberverfettung zeigte sich in beiden Gruppen sehr ahnlich (maximale und
minimale Werte identisch, p = 0,99). Auch bezlglich der Lebersteifigkeit zeigten sich ahnliche
mittlere Werte. In der Wildtyp-Gruppe zeigte sich jedoch entgegen unseren Erwartungen
héhere LSM-Werte (p = 0,61) (Abbildung 22B).
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Abbildung 22A. Vergleich der Leberparameter zwischen den drei Genotypgruppen fur
PNPLA3 p.1148M.
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Abbildung 22B. Vergleich der Lebersteifigkeit und
Genotypgruppen fir PNPLA3 p.1148M.
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3.8.5.Analyse von TM6SF2 p.E167K

Bei Nachweis eines einzigen mutierten Falles in der TM6SF2 p.E167K-Analyse wurde dieser
in die Gruppe der heterozygoten Patientlnnen integriert. Somit entstanden zur statistischen

Analyse nur zwei Gruppen.

Wir konnten héhere Bilirubin-Spiegel (p = 0,03) und ahnliche AP-Spiegel (p = 0,99) bei
Tragerlnnen der TM6SF2 p.E167K-Variante im Vergleich zu Nicht-Tragerlnnen der TM6SF2
p.E167K-Variante identifizieren. Fernerhin konnten wir nachweisen, dass Tragerinnen der
TM6SF2 p.E167K-Variante eine niedrigere Aktivitat von GGT (p = 0,09), GOT (p = 0,03) und
GPT (p = 0,09) prasentierten. Trotz niedrigeren Werten von GOT-Spiegeln zeigte sich der
mittlere GOT-Wert hoher bei Tragerinnen der TM6SF2 p.E167K-Variante (Abbildung 23A).

Bezuglich der Ergebnisse der transienten Elastographie zeigten sich in beiden
Gruppen ahnliche Erkenntnisse (p = 0,71 fir die Analyse der Lebersteifigkeit und p = 0,76 fur
die Analyse der Leberverfettung) (Abbildung 23B).
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Abbildung 23A. Vergleich

TM6SF2 p.E167K.
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Abbildung 23B. Vergleich der Lebersteifigkeit und

Genotypgruppen fir TM6SF2 p.E167K.
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3.8.6.Analyse von SERPINA1 PIZ p.E342K

Bezuglich SERPINA1 PIZ p.E342K bestand bei nur insgesamt 3 heterozygoten Patientinnen

und 0 mutierten Patientinnen keine sinnvolle Moglichkeit einer statistischen Analyse.
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3.9. Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse

In unserer Studie konnten bei den spezifischen Genotypanalysen ein signifikanter Unterschied
zwischen Bilirubin und GOT bei TM6SF2 p.E167K sowie GGT bei MBOAT7 p.G17E

identifiziert werden. Fernerhin konnten wir nachweisen, dass die TrxR2-Spiegel bei den

Patientinnen mit mutiertem MTARCT-Status hoher als bei heterozygoten und Wildtyp-

Patientinnen waren (Tabelle 8). Im Rahmen der weiteren Analysen konnten multiple

signifikante Korrelationen zwischen den klinischen Charakteristika unserer Patientinnen

identifiziert werden (Tabelle 8).

Tabelle 8. Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse.

Verglichene Parameter p-Wert
MBOAT7 p.G17E und GGT 0,02
MTARC1 p.A165T und TrxR2 0,01
PSD3 p.L186T und GPT 0,01
TM6SF2 p.E167K und Bilirubin 0,03
TM6SF2 p.E167K und GOT 0,03
Korrelation zwischen Taillenumfang und BMI < 0,01
Korrelation zwischen Taillenumfang und HDL 0,01
Korrelation zwischen CAP und BMI < 0,01
Korrelation zwischen CAP und Taillenumfang < 0,01
Korrelation zwischen CAP und HbA1c 0,02
Korrelation zwischen CAP und Triglyzeriden 0,01
Korrelation zwischen CAP und Cholesterin 0,01
Korrelation zwischen CAP und LDL 0,01
Korrelation zwischen CAP und Bilirubin 0,01
Korrelation zwischen CAP und AP 0,04
Korrelation zwischen Lebersteifigkeit und Bilirubin 0,01
Korrelation zwischen Lebersteifigkeit und AP < 0,01
Korrelation zwischen Lebersteifigkeit und GGT < 0,01
Korrelation zwischen Lebersteifigkeit und Taillenumfang 0,01
Korrelation zwischen HbA1c und Cholesterin 0,01
Korrelation zwischen HbA1c und Triglyzeriden 0,03
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4. Diskussion

Eine frihzeitige Diagnose der Leberverfettung und -fibrose ist von grof3er klinischer
Bedeutung. Eine rechtzeitige Diagnose stellt die Maoglichkeit einer optimalen und
engmaschigeren Anbindung der Patientinnen in einer Leberambulanz sowie eine rechtzeitige
Identifizierung von Komplikationen und eine dementsprechende Therapieeinleitung. Im Zuge
unserer Arbeit sollten die MTARC1 p.A165T-Variante und die oben genannten weiteren
Genpolymorphismen bei Patientinnen mit DMII identifiziert und die Leberverfettung oder das
Vorhandensein einer Leberfibrose in Zusammenhang mit den Genpolymorphismen analysiert
werden.

Entsprechend der aktuellen Datenlage und trotz Einschluss von Risikopatientinnen in
unserer Studie, erwarteten wir in unserem Patientinnenkollektiv eine héhere Pravalenz der
Leberverfettung im Vergleich zur Leberfibrose. Dies liel3 sich bestatigen: eine Lebersteatose
wurde bei 52,4% und eine Leberfibrose bei 23,3% unserer Patientinnen festgestellt. Fernerhin
wurde, aufgrund der bereits existierenden Literatur, eine positive Korrelation zwischen der
mutierten MTARC1-Variante und der Leberfunktion erwartet. In unserem Patientinnenkollektiv
und im Rahmen der MTARC1-Analyse konnte jedoch keine eindeutige Rolle dieser Variante
identifizieren. In der TM6SF2 p.E167K-Analyse konnten, gemal unseren Erwartungen, bei
Tragerlnnen eines oder zwei mutierten Allels hdhere Bilirubin-Werte und GOT-Spiegel
identifiziert werden. Im Rahmen der MBOAT7 p.G17E-Analyse zeigten sich, entgegen der
bisherigen Literatur, erniedrigte GGT-Spiegel bei Tragerlnnen mindestens einer Variante.
Auch in der Analyse von PSD3 p.L186T fielen entgegen der bisherigen Literatur erhéhte GPT-

Spiegel bei Tragerlnnen mindestens eines mutierten Allels.

4.1. MASLD, Leberfibrose und DMII

Die Pravalenz der MASLD liegt in der Allgemeinbevdlkerung in den entwickelten Landern bei
etwa 30%'°, bei Menschen mit DMII liegt diese bei 55,5%'". Patientinnen mit DMII haben ein
zweifach erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer MASLD. Auf der anderen Seite haben
Patientinnen mit MASLD ein zweifach erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung eines DMII*®. Die
Pravalenz der Leberfibrose hingegen ist deutlich geringer: diese wird bei etwa 2,8% der
t102

Allgemeinbevdlkerung geschatz

Leberfibrose bei etwa 21%'%.

. Bei Patientinnen mit DMII liegt die Pravalenz der

Im Jahr 2022 publizierten Choi et al. ihre Studie, die die Pravalenz der Steatosis hepatis

sowie der Fibrose in den USA untersuchte'®. Diese Daten wurden, wie fiir unsere Studie,
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mittels transienter Elastographie erhoben. Bei Choi et al. lag bei insgesamt 4.083 rekrutierten
Patientinnen eine Leberverfettung bei 27,3% und eine Leberfibrose bei 7,7% vor'®. Die von
den Kolleglnnen benutzten Cut-Off-Werte wichen leicht von den in unserer Studie benutzten
Cut-Off-Werten: der CAP-Cut-Off lag bei < 302 dB/m flr den Ausschluss einer Lebersteatose
und der LSM-Cut-Off bei < 8,2 kPa fiir den Ausschluss einer Leberfibrose'*. Im Gegensatz zu
diesen Werten lagen unsere Cut-Off-Werte bei jeweils < 288 dB/m°? und < 8 kPa®®'. Die
unterschiedlichen Cut-Off-Wert kdnnten dazu beitragen, die Steatose oder Fibrose in einer
Kohorte zu unter- oder Uberschatzen. Wie bereits erwahnt identifizierten wir eine
Lebersteatose bei 52,4% und eine Leberfibrose bei 23,3% unserer Patientinnen. Diese
deutlich hoheren Prozentsatze erklaren sich durch die unterschiedlichen Kohorten: unsere
Patientinnen gehdren, im Gegensatz zur Kohorte von Choi et al., die ihre Studie innerhalb der
Allgemeinbevdlkerung durchfiihrten, zu einer Risikogruppe flr die Entwicklung einer dieser
Erkrankungen und eine hdhere Pravalenz im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung war

erwartet.

In einer systematischen Uberpriifung und Metaanalyse untersuchten En Li Cho et al. die
Pravalenz der MASLD bei Patientinnen mit DMII*. Durch dieses Einschlusskriterium (DMII) ist
ein Vergleich der Ergebnisse mdglich. Hier wurden 156 Studien und 1.832.125 Patientinnen
zur Analyse rekrutiert. Bei En Li Cho et al. konnte eine Steatose oder Steatohepatitis bei 65,1%
der Patientinnen nachgewiesen werden®. Durch diese Analyse gelang der Nachweis des
ausgepragten Zusammenhangs und der ahnlichen Pathogenese zwischen DMIl und MASLD.

Die Ergebnisse unserer Studie sind ahnlich zu diesen Ergebnissen.

Fernerhin ist der Vergleich unserer Ergebnisse mit der bisherigen Literatur aufgrund von
im Laufe der letzten Jahre haufig geanderten CAP- und LSM-Cut-Off-Werte nur bedingt

maoglich. Einen internationalen Consens bezlglich dieser Parameter besteht noch nicht.

4.2. Die Leberverfettung als Teil des metabolischen Syndroms

Wie bereits im Zuge unserer Arbeit erwahnt, ist das metabolische Syndrom durch das
Vorhandensein von mindestens drei der folgenden Kriterien definiert: ein erhohter
Taillenumfang (> 88 cm bei Frauen und > 102 cm bei Mannern), eine arterielle Hypertonie
(mittlerer Blutdruck > 130/85 mmHg), erhdhte Triglyzeride-Spiegel (> 150 mg/dl), erniedrigte
HDL-Cholesterin-Spiegel (< 50 mg/dl bei Frauen und < 40 mg/dl bei Mannern) und ein

gestorter Glukosemetabolismus (bis hin zum DMII)®,
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Das metabolische Syndrom gehért zu den Hauptrisikofaktoren fiir die Entwicklung einer
CVD**'%, Targher et al. konnten in einer Metaanalyse, die 34.043 Patientinnen mit einer
MASLD aus 16 prospektiven und retrospektiven Studien untersuchte, ein erhdhtes Risiko fir
die Entwicklung einer CVD identifizieren'®. Diese Metaanalyse zeigte ebenfalls, dass das
kardiovaskulare Risiko und das Outcome der Patientinnen mit dem Schweregrad der
Lebererkrankung zusammenhing'®. Choudhary et al. bestatigten im Jahr 2019 diese

Ergebnisse in ihrer Studie'”’.

In unserer Kohorte konnte, beobachtet werden, dass 123 der 124 (99,1%) rekrutierten
Patientinnen ein metabolisches Syndrom prasentierten. Die Integrierung der Leberverfettung
in die Definition des metabolischen Syndroms kdnnte die Klassifizierung der Patientinnen in
die Kategorie der Patientinnen mit hohem kardiovaskularem Risiko und somit das Screening
dieser Patientlnnen fir kardiovaskulare Erkrankungen vereinfachen. Hierzu gibt es aktuell

noch keine Daten in der Literatur.

4.3. Die Rolle der Genetik

In den letzten Jahren wurden genetische Faktoren intensiv erforscht. Bezlglich des Einflusses
der Genetik auf die Entwicklung einer chronischen und fortschreitenden Lebererkrankung
bleiben Fragen teilweise unbeantwortet. Am Beispiel des chronischen Alkoholkonsums kann
erkannt werden, dass nur ein geringer Prozentsatz der Menschen eine Leberzirrhose

entwickeln'%®

, sodass eine gewisse vorliegende genetische Komponente vermutet wird. Die
genetische Komponente wirde sowohl bei einer Alkohol-assoziierten wie auch bei einer nicht-
alkoholisch-bedingten Lebererkrankung eine Rolle spielen. Die meisten bereits identifizierten
Gene sind als Risikofaktoren eingestuft: MBOAT7 p.G17E*, PNPLA3 p.1148M33343536
SERPINA1 PIZ p.E342K* und TM6SF2 p.E167K3339384041 "7, den protektiven Faktoren

gehdren HSD17B13 rs72613567:TA*?4344 MTARC1 p.A165T* und PSD3 p.L186T*.

4.3.1.MTARC1 p.A165T-Variante als protektiver genetischer Faktor?

In rezenten Studien wurde die MTARCT1 p.A165T-Variante mit einer niedrigeren
Leberverfettung sowie einem niedrigeren Risiko einer Entwicklung einer chronischen Alkohol-
geforderten Lebererkrankung assoziiert'’. Emdin et al. konnten die MTARC1 p.A165T-
Variante als protektiver Faktor vor der Entwicklung einer Leberzirrhose jeglicher Genese
identifizieren®. Fernerhin schien diese MTARC1 p.A165T-Variante mit niedrigeren

Cholesterin-Spiegeln und niedrigeren Leberparametern assoziiert zu sein®®. In dieser Studie
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wurden 12.361 Patientlnnen mit Leberzirrhose und 790.095 Kontroll-Patientinnen aus 8
Kohorten analysiert*®. Diese Studie brachte hervor, dass MTARC1 in Zukunft ein potenzieller

therapeutischer Ansatz darstellen kénnte'®.

Der Prozentsatz der Prasenz der homozygot-mutierten MTARC1 p.A165T-Variante
weltweit liegt bei etwa 4,3%, ein heterozygot-mutierter Status liegt bei etwa 66,2% der
Bevolkerung vor''. In Europa liegt die homozygot-mutierte MTARC1 p.A165T-Variante bei
etwa 7,8% der Bevdlkerung vor. In unserer Studie, durchgefihrt in einem deutschen Zentrum
und somit mit einer Mehrheit von europaischen Patientinnen, identifizierten wir leicht hdhere
Zahlen: 8,1% unserer Patientinnen zeigten sich homozygot-mutiert (insgesamt 10

homozygote Tragerinnen des mutierten MTARC 1-Genotyps).

Luukkonen et al. untersuchten in ihrer Studie die Assoziation zwischen Leberhistologie
und der MTARC1 p.A165T-Variante'®. In dieser Studie wurden 369 Patientlnnen
genotypisiert’®. Ein homozygot- oder heterozygot-mutierter Status fir MTARC1 p.A165T-
Variante wurde bei 160 (43,3%) Patientlnnen identifiziert, 209 (56,7%) Patientinnen wiesen
einen Wildtyp auf'®. Tragerlnnen von mindestens einer MTARC1 p.A165T-Variante zeigten
eine signifikant niedrigere inflammatorische Aktivitat (7,2 versus 17,5 %, p = 0,006)'®.
Fernerhin zeigte sich ein deutlich niedrigerer Anteil an fortgeschrittenen (F2- bis F4-) Fibrosen
bei den Tragerinnen eines oder zwei mutierten Allele fiir MTARC1 p.A165T'®. Die Pravalenz
der Steatose zeigte sich jedoch zwischen den MTARC1-Genotypvarianten nicht signifikant
unterschiedlich'®. Die Autoren konnten somit schlussfolgern, dass nicht die Préavalenz einer
Leberverfettung, sondern eher der Schweregrad der MASLD durch die MTARC1 p.A165T-
Variante beeinflusst ist'®. In der Analyse unserer Kohorte konnte, ahnlich zu Luukkonen et al.,
keinen signifikanten Unterschied der Leberfunktion zwischen den drei Genotypvarianten
(Wildtyp, heterozygot und homozygot) identifizieren. Auch im Lipidprofil der Patientinnen
konnte kein signifikanter Unterschied identifiziert werden. Aus unserer Analyse enthdillt sich
jedoch eine gewisse Tendenz: die Leberparameter zeigten sich in der mutierten Gruppe
tendenziell fallend und der maximale Wert der jeweiligen Leberparameter zeigte sich in der
mutierten Gruppe deutlich niedriger als die maximalen Werte in den heterozygoten und
Wildtyp-Gruppen. Diese Erkenntnisse gehen somit mit den Ergebnissen von Luukkonen et al.
einher. Ob ein Unterschied im Schweregrad der Leberfibrose durch die MTARC1 p.A165T-
Variante besteht, konnte in unserer Analyse nicht beurteilt werden, da wir die Leberfibrose nur

durch das nicht-invasive Verfahren der transienten Elastographie bestimmten.
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4.3.2.HSD17B13 rs72613567:TA als protektiver genetischer Faktor?

Vilar-Gomez et al. untersuchten den protektiven Effekt von HSD17B13rs72613567:TA in einer
Studie, in der 1.153 nicht-hispanische Patientinnen mit histologisch gesicherter MASLD
rekrutiert wurden'"". Hier konnte ein positiver Effekt von HSD17B13 rs72613567:TA nur bei
PNPLA3 p.I1148M-Wildtyp-Patientinnen identifiziert werden, sodass man hier schlussfolgern
muss, dass der Effekt von PNPLA3 p.1148M wahrscheinlich schwerwiegender ist als der
protektive Effekt von HSD17B13rs72613567:TA'". In unserer Arbeit konnten wir bei fehlender
Signifikanz eine gewisse Tendenz identifizieren: die maximalen Werte der laborchemischen
Leberparameter, der CAP- und der LSM-Werte zeigten sich niedriger in der Gruppe der
homozygot-mutierten Patientinnen als in den Gruppen der heterozygot-mutierten und Wildtyp-
Patientinnen, sodass ein gewisser protektiver Effekt von HSD17B13 rs72613567:TA vermutet

werden kann.

4.3.3.PSD3 p.L186T als protektiver genetischer Faktor?

Der Effekt von PSD3 p.L186T auf die Entwicklung einer Lebererkrankung wurde durch
Mancina et al. untersucht*. Hierzu wurden 1.951 Patientlnnen mit europaischer Herkunft und
mit hohem Risiko fir eine MASLD unterschiedlicher Genese bei vorliegender Histologie
untersucht. Der mutierte Allel fur PSD3 p.L186T war mit einer niedrigeren Pravalenz von
Leberverfettung, Leberfibrose und Inflammation verbunden. In unserer Arbeit konnten wir
diese Ergebnisse nicht bestatigen. Wir identifizierten sogar eine signifikant héhere GPT-
Aktivitdt bei Tragerlnnen der PSD3 p.L186T-Variante im Vergleich zu den Wildtyp-
Patientinnen. Alle weiteren Analysen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Genotypgruppen. Zum Zeitpunkt unserer Arbeit konnten keine Studien identifiziert werden, die
sowohl die Themen des DMII und der MASLD sowie die Analyse der Polymorphismen der
Genen PSD3 p.L186T und HSD17B13 rs72613567:TA untersuchten.
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4.3.4.Genetische Risikofaktoren: TM6SF2 p.E167K, MBOAT7 p.G17E
und PNPLA3 p.I1148M und deren Effekt auf die Entwicklung einer

Leberverfettung und -fibrose?

In der Literatur wurden genetische Risikofaktoren ausgiebig untersucht. MBOAT7 p.G17E%,
PNPLA3 p.1148M%*343%36 ynd TM6SF2 p.E167K*** gehdren zu den am besten untersuchten

Gene38,40,41

Durch Longo et al. wurde 2022 die TM6SF2 p.E167K-Variante parallel zu MBOAT7
p.G17E und PNPLA3 p.1148M in Patientinnen mit MASLD analysiert''?. Hier konnte ein
additiver Effekt dieser drei Mutationen festgestellt werden: sowohl der Schweregrad der SLD
wie auch die Inzidenz von HCC zeigten sich bei homozygoten Tragerinnen der drei Mutationen

in dieser Kohorte erhoht''2.

Eine dieses Jahr von Coelho Lavrado et al. publizierte Studie analysierte den
kombinierten Effekt von PNPLA3 p.I1148M und TM6SF2 p.E167K bei Patientinnen mit MASLD
und DMII auf die Entwicklung einer Leberzirrhose'". In ihrer Studie wurden 407 Patientinnen
mit MASLD und DMII wahrend 11 Jahren verlaufskontrolliert. Das Vorhandensein eines
einzigen Risikoallels (von maximal vier) erhdhte bereits das Risiko fur die Entwicklung einer
Leberzirrhose'"®. Die Kombination von mindestens zwei Risikoallelen erhéhte dieses Risiko

umso mehr'3

. Auch bezulglich der Komplikationen der Leberzirrhose zeigten sich bei mutierten
Tragerlnnen von PNPLA3 p.1148M und heterozygoten und mutierten Tragerlnnen von
TM6SF2 p.E167K &hnliche Ergebnisse'®. Insgesamt schlussfolgerten die Kolleglnnen, dass
der Schweregrad der MASLD und deren Progress zu MASH oder Leberzirrhose durch
PNPLA3 p.l148M- und TM6SF2 p.E167K-Polymorphismen bei Patientinnen mit DMII
beeinflusst wird""®. Diese Ergebnisse spiegelten die Ergebnisse von Wang et al. in 2016: hier
wurden die PNPLA3 p.1148M- und TM6SF2 p.E167K-Polymorphismen und deren Effekt auf

die Entwicklung einer MASLD in der Han-chinesischen Bevdlkerung untersucht'™.

Wir untersuchten in unserer Studie die Genpolymorphismen einzeln Im Rahmen der
TM6SF2 p.E167K-Analyse konnten in unserer Studie interessanterweise signifikante
Ergebnisse beziglich des Bilirubin-Spiegels und der GOT-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Tragerlnnen mindestens eines mutierten Allels von TM6SF2 p.E167K zeigten signifikant
héhere Werte bezuglich dieser zwei Parameter. TM6SF2 kodiert fur ein Membranprotein des
endoplasmatischen Retikulums, das mit dem Inositol-benétigenden Enzym1a (IRE1a), einem
primaren Stresssensor des endoplasmatischen Retikulums, interagiert'’®. Die TM6SF2

p.E167K-Variante ist mit einem erhéhten Risiko einer SLD sowie eines DMII assoziiert'"®. Die
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Rolle dieser Variante auf den Glukosemetabolismus ist noch nicht ganz geklart''®. Fan et al.

identifizierten den IRE1a-Signalweg als potenzielle Erklarung™®.

4.4. Oxidativer Stress und MTARC1 p.A165T-Variante

Rixen et al. publizierten im September 2023 einen Artikel Uber den positiven Effekt der
MTARC1-Variante rs2642438 (p.A165T) auf die Reduktion der Wasserperoxidspiegels in
eukaryoten Zellen''®. Wasserstoffperoxid, H202, gehért zu den Haupt-ROS''®. Die MTARC1
p.A165T-Variante erwies sich in der Lage, die N-sauerstoffhaltigen Verbindungen zu

reduzieren und damit Entgiftungsreaktionen zu vermittein'"’.

In unserer Studie erfolgten die Messungen der gesamten antioxidativen Kapazitat und
der TrxR2-, SOD2- und UCP2-Spiegel. Es lielen sich signifikant hdhere TrxR2-Spiegel bei
Tragerlnnen der MTARC1 p.A165T-Variante und somit eine erhdhte antioxidative Kapazitat
bei diesen Patientinnen darstellen. Diese Ergebnisse passen zu den Ergebnissen von Janik
et al., die eine verbesserte antioxidative Aktivitat in Verbindung mit der MTARC1 p.A165T-
Variante bei Patientinnen mit Autoimmunhepatitis bringen konnten*®. Zu diesen spezifischen
Messungen bei Patientinnen mit DMII gibt es in der aktuellen Literatur keine Datenlage. Wir
vermuten, dass sich die in unserer Studie aufweisende Tendenz bei einer grofieren Kohorte

als Signifikanz darstellen kénnte.

4.5. Klinischer Ausblick

Leitliniengerecht missen Patientinnen, die an einer Leberzirrhose leiden, ein regelmafiges
Screening beziglich der Komplikationen (unter anderem des HCCs und der
Osophagusvarizen) erhalten''®. Die MASLD und die damit verbundenen steigenden Zahlen
von Leberfibrose und Leberzirrhose aufgrund von unzureichender ldentifikation dieses
Patientinnenkollektivs stellen eine Herausforderung fir die Gesundheitssysteme weltweit dar.

Zur Bestimmung der eventuellen Therapie dieser muss die Ursache identifiziert werden.

Uber die Vermeidung gewisser exogener Risikofaktoren fiir die Progression der
Lebererkrankung sollen die Patientinnen ausflhrlich aufgeklart werden. Ein interessanter und
weiter zu untersuchender Ansatzpunkt fur die Zukunft ware eine potenzielle ziel- und
gengerichtete Therapie. Nach Identifikation von genetischen Faktoren, die eine protektive
Rolle spielen oder mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung einer Lebererkrankung

verbunden sind, kdnnte eine dementsprechende Therapie entwickelt werden. Am Beispiel von
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MTARC1, dessen Pathomechanismus noch nicht ganz geklart ist, jedoch am ehesten mit einer
Enzyminstabilitdt zusammenhangt, kdnnte eine zielgerichtete Therapie den Schweregrad der
MASLD positiv beeinflussen®’.

Fernerhin scheint im klinischen Alltag eine frihzeitige Erkennung der Patientinnen mit
Diabetes und Pradiabetes von Vorteil zu sein. Diese Option scheint im klinischen Alltag gut
umsetzbar zu sein, da zur Diagnosestellung eines gestorten Glukosemetabolismus ein
nichterner Glukosespiegel von > 126 mg/dl oder ein zu jeglichem Zeitpunkt gemessener
Blutzuckerspiegel von > 200 mg/dl notwendig ist'"®. Auch die weiteren modifizierbaren
Risikofaktoren (erhéhter BMI und erhéhte serologische Lipidspiegel) scheinen trotz bisherigen
Ergebnissen der Forschung Uber MASLD-beeinflussende Gene eine wichtige Rolle zu spielen.
Lebensstilverandernde MalRnahmen zur Pravention einer Progression der Leberverfettung
sollten weiterhin im Vordergrund bei der Behandlung dieser Patientlnnen sein. Eine
engmaschige Kontrolle der klinischen und laborchemischen Parameter konnte eine bessere

Compliance der Patientinnen und eine Verzdgerung der Komplikationen mit sich bringen'#,

4.6. Vorteile der Studie

Bei unserer Studie handelte es sich um eine prospektive Arbeit, die in einer Abteilung
durchgefuhrt wurde, die auf die Behandlung von Patientinnen mit sowohl DMII als auch
Fettleber spezialisiert ist. Wir kombinierten genetische Analysen mehrerer SNPs mit einer
nicht-invasiven, schnellen Methode zur Messung von Leberfibrose und -steatose. Die

Zuverlassigkeit des FibroScan® wurde im Zuge dieser Arbeit mehrfach erwahnt>*%63,

Durch die Genotypisierung mehrerer genetischer Varianten konnten wir deren Rolle
bei der Entwicklung von MASLD bei Patientinnen mit DMII im Detail analysieren. Zusatzlich
fugten wir Messungen des oxidativen Stresses bei Patientinnen mit verschiedenen MTARC1-
Genotypen hinzu. Dieser Ansatz erlaubte uns, neue Zusammenhange zwischen dieser

protektiven Variante und verbesserter Leberfunktion zu finden.

4.7. Limitationen der Studie

Obwohl unsere Kohorte insgesamt 124 Teilnehmerlnnen umfasste, konnte diese Zahl zu
gering gewesen sein, um alle Feinheiten der Gen-Phanotyp-Assoziationen im Zusammenhang
mit dem Leberstatus bei Patientinnen mit DMIl zu detektieren. AuRerdem hatten uns

sequenzielle Messungen der Lebersteatose und -fibrose mittels transienter Elastographie,
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zum Beispiel alle 12 oder 24 Monate, die Moglichkeit gegeben, den Zusammenhang zwischen

den untersuchten Varianten und der Dynamik der Leberschadigung zu analysieren.

Fernerhin haben wir die Analyse des oxidativen Stresses nur bei einer geringen Anzahl
von Patientinnen durchgefihrt. Somit ist die Aussagekraft unserer Ergebnisse unter Vorbehalt
zu interpretieren. Zuletzt muss erwahnt werden, dass im Rahmen der Datenerhebung und der

Analyse keine Rucksicht auf die bestehende Therapie des DMII genommen wurde.
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