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4 Zusammenfassung

Die metabolische dysfunktions-assoziierte steatotische Lebererkrankung (MASLD), friither
NAFLD, ist die hdufigste chronische Lebererkrankung mit einer multifaktoriellen Genese.
Hauptursache stellt vor allem das metabolische Syndrom dar. Dieses setzt sich unter anderem
aus abdomineller Fettleibigkeit, arterieller Hypertonie, einer Fettstoffwechselstorung mit
Hypertriglyceriddmie und Diabetes mellitus zusammen. In selteneren Féllen kann eine MASLD
auch durch bestimmte Medikamente, wie z.B. Amiodaron und Glucocorticoiden oder durch
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, ausgeldst werden. Da die Pravalenz der MASLD
besonders in den Industrienationen mit ca. 30% sehr hoch ist und die genauen
Pathomechanismen noch nicht vollstindig geklért sind, ist es essenziell wichtig, weitere
Einflussfaktoren zur Entstehung einer MASLD zu untersuchen. Patienten mit steatotischer
Lebererkrankung haben oft eine eingeschrinktere Lebensqualitit oder leiden sogar an
Depressionen und Angsten. Frithere Studien wiesen auf einen Zusammenhang zwischen dem

Darmmikrobiom und der Lebensqualitét dieser Patientengruppe hin.

Daher befasst sich die vorliegende Dissertation mit der Lebensqualitidt bei Patienten mit
MASLD und setzt diese in Zusammenhang mit Metaboliten von Darmbakterien (SCFAs). Dies
konnte zudem durch eine genetische Pradisposition (PNPLA3 p.1148M, MBOAT7 p.G17E und
TM6SF?2 p.E167K) moduliert werden.

Insgesamt wurden 78 Patienten (30 Ménner, Alter zwischen 23 und 78 Jahren, 62,8 % mit
MASLD) in diese Studie aufgenommen. Alle Patienten unterzogen sich einer nicht-invasiven
transienten Elastographie (TE), wodurch der Grad der Steatose (mittels CAP, controlled
attenuation parameter) und Fibrose (mittels LSM, liver stiffness measurement) ermittelt wurde.
Um die Lebensqualitdt der Patienten zu messen, nutzten wir vier verschiedene Fragebogen:
PHQ-9 fiir Depression, GAD-7 fiir Angst, FIS-D fiir Miidigkeit und SF-12 (bestehend aus einer
physischen und mentalen Komponente) fiir die allgemeine Lebensqualitdt. Insgesamt erhielten
wir von 45 Patienten eine Stuhlprobe (30 von Patienten mit MASLD und 15 von
Kontrollpersonen), in der wir mittels Gaschromatographen kurzkettige Fettsduren (short-chain
fatty acids) gemessen haben. Zudem wurden alle Patienten fiir PNPLA3 p.1148M, MBOAT7
p-G17E und TM6SF2 p.E167K genotypisiert.

Wir konnten sehen, dass Patienten mit MASLD mehr als dreimal so hiufig an schweren

Depressionen und Angsten litten im Vergleich zu Patienten ohne MASLD. Zudem hatten
1



diejenigen Patienten mit einer stirker ausgeprigten Steatose eine schlechtere mentale
Lebensqualitét (P = 0.011). Die Konzentrationen an SCFAs im Stuhl waren, mit Ausnahme der
Isovaleriansidure und Valerianséure, bei Patienten mit steatotischer Lebererkrankung hoher.
Insbesondere Essigsdure (P = 0.024) und Propansdure (P = 0.028) waren in einer signifikant
hoheren Konzentration vorhanden. Dariiber hinaus war die Propansdure auch signifikant mit
Depressionen (P = 0.021) und Angst (P = 0.009) assoziiert. Diese Beobachtungen scheinen
durch eine genetische Pradisposition moduliert zu werden, denn die genetische Variante
PNPLA3 p.J148M ist signifikant mit hoherer Buttersdure (P = 0.042) und niedriger

Isovaleriansdure (P = 0.027) im Stuhl in Verbindung zu setzen.

Unsere vorldufigen Ergebnisse deuten auf einen bemerkenswerten Zusammenhang zwischen
SCFAs im Stuhl und der Lebensqualitit bei Patienten mit MASLD hin. Dieser Zusammenhang
scheint durch das Vorhandensein einer genetischen Préddisposition moduliert zu werden.
Weitere Studien in groeren Patientenkohorten sind erforderlich, um diese Beobachtungen zu

bewerten.



S Summary

Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD), formerly NAFLD, is the
most common chronic liver disease with a multifactorial etiology. The main cause is metabolic
syndrome which consists of abdominal obesity, arterial hypertension, a lipid metabolism
disorder with hypertriglyceridemia and diabetes mellitus. In rarer cases, MASLD can also be
triggered by certain medications such as amiodarone and glucocorticoids or by chronic
inflammatory bowel disease. As the prevalence of MASLD is very high, particularly in
industrialized nations, at around 30%, and the exact pathomechanisms are not yet fully
understood, it is essential to investigate other factors that influence the development of
MASLD. Patients with steatotic liver disease often have a reduced quality of life or even suffer
from depression and anxiety. Previous studies have indicated a link between the gut

microbiome and quality of life in this patient group.

Therefore, this dissertation focuses on the quality of life in patients with MASLD and relates it
to metabolites of gut bacteria (SCFAs) and to the genetic predisposition to develop MASLD
(i.e. the PNPLA3 p.1148M, MBOAT7 p.G17E and TM6SF2 p.E167K polymorphisms).

A total of 78 patients (30 men, age range 23-78 years, 62.8% with MASLD) were prospectively
enrolled in this study. All patients underwent non-invasive transient elastography (TE),
whereby the degree of steatosis (using CAP, controlled attenuation parameter) and fibrosis
(using LSM, liver stiffness measurement) was determined. To measure the patients' quality of
life, we used four different questionnaires: PHQ-9 for depression, GAD-7 for anxiety, FIS-D
for fatigue and SF-12 (consisting of a physical and mental component) for overall quality of
life. In total, we obtained stool samples from 45 individuals (30 with MASLD and 15 from
controls) in which we measured short-chain fatty acids using gas chromatography. In addition,

all patients were genotyped for PNPLA3 p.1148M, MBOAT7 p.G17E and TM6SF2 p.E167K.

We could see that patients with MASLD were three times more likely to suffer from major
depression and anxiety compared to patients without MASLD. In addition, those patients with
more severe steatosis had poorer mental quality of life (P = 0.011). The concentrations of
SCFAs in the stool were higher in patients with metabolic dysfunction-associated steatotic liver
disease, with the exception of isovaleric acid and valeric acid. In particular, the concentrations
of acetic acid (P = 0.024) and propanoic acid (P = 0.028) were significantly higher in patients

with fatty liver. Furthermore, propanoic acid was also significantly associated with depression



(P =0.021) and anxiety (P = 0.009). These associations seem to be modulated by a genetic
predisposition: the PNPLA3 p.1148M variant was linked to higher butyric acid (P = 0.042) and

low isovaleric acid (P = 0.027) in stool.

Our preliminary results suggest an association between fecal SCFAs and quality of life in
patients with MASLD. This association seems to be modulated by the presence of a genetic
predisposition. Further studies in larger patient cohorts are needed to evaluate these

observations.



6 Vorwort

Im Juni 2023 wurde von der AASLD und ihren Mitgliedern eine neue Nomenklatur fiir
Lebererkrankungen bekanntgegeben. Steatotic liver disease (SLD) dient von nun an als ein
Uberbegriff fiir Fettlebererkrankungen. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) wurde
durch metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) ersetzt. Ebenso wurde
die non-alcoholic steatohepatitis (NASH) durch die metabolic dysfunction-associated
steatohepatitis (MASH) abgelost. ALD (Alcohol-Associated/Alcohol-related Liver Disease)
reprasentiert ab jetzt den Aspekt des Alkoholkonsums. Eine MASLD mit erh6htem
Alkoholkonsum wird nun als MetALD bezeichnet.

Die vorliegende Arbeit entstand bereits vor Bekanntgabe der neuen Nomenklatur und da diese
Nomenklatur neu ist, beziehen sich die in dieser Arbeit verwendeten Quellen noch auf die alten
Begrifflichkeiten (NAFLD, NASH). Um dennoch die neuen Begrifflichkeiten zu integrieren,
werden im Rahmen dieser Dissertation die neuen Begriffe MASLD und MASH anstelle von
NAFLD und NASH verwendet.



7 Metabolische dysfunktions-assoziierte steatotische Lebererkrankung
(MASLD)

7.1 Definition und Epidemiologie

Die steatotische Lebererkrankung (SLD), frither nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
(NAFLD), ist ein Sammelbegriff fiir alle Fettlebererkrankungen und bezieht keine Ursachen in
die Begriffsdefinition mit ein. Der Begriff ,,nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)*
wurde erst kiirzlich durch den Begriff ,,Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease
(MASLD)* abgelost, da die alte Nomenklatur eine potenziell stigmatisierende Wirkung hatte
[126].

Weltweit gilt die metabolische dysfunktions-assoziierte steatotische Lebererkrankung als die
héufigste chronische Lebererkrankung mit einer weltweiten Prévalenz von ca. 30%
[16,125,130]. Sie ist definiert als eine liberméfBige Steatose in den Hepatozyten [33]. Eine
MASLD liegt per Definition vor, wenn zusdtzlich zur Lebersteatose mindestens eines der
folgenden fiinf kardiometabolischen Kriterien erfiillt wird: Bluthochdruck, Ubergewicht oder
Adipositas, ein gestorter Glukosestoffwechsel zum Beispiel im Rahmen eines (Pré-)Diabetes,
erniedrigtes HDL-Cholesterin und erhohte Triglyzeride [126]. Mandala et al., haben gezeigt,
dass zunehmend auch Kinder und Jugendliche von einer MASLD betroffen sind. So betrigt die
Gesamt-Privalenz unter den Kindern und Jugendlichen schitzungsweise 10%, und unter den

fettleibigen Jugendlichen ist diese mit ca. 40% nochmal deutlich hoher [77,89,160].

Die klinischen Manifestationen der steatotischen Lebererkrankung kénnen auch iiber die Leber
hinaus gehen. Die MASLD ist als eine multifaktorielle Erkrankung anzusehen, durch deren
Progression auch vermehrt extrahepatische Gewebe, wie beispielsweise das Herz-Kreislauf-
System oder die Niere, geschidigt werden konnen (siche Kapitel 7.5) [16]. Progressivere
Formen der Fettlebererkrankung zeigen vor allem eine erhohte Entziindungsaktivitét, wie es
bei der Metabolic dysfunction-associated Steatohepatitis (MASH), frither nicht-alkoholische
Steatohepatitis (NASH), der Fall ist. Unbehandelt oder durch eine starke Progression kann eine
MASLD demnach in eine MASH, Fibrose oder sogar in eine Zirrhose libergehen [101]. All
diese Krankheitsbilder, beziehungsweise das Krankheitsspektrum rund um die steatotische
Lebererkrankung, stellen wichtige Risikofaktoren fiir das Auftreten von Leberkrebs,
insbesondere dem HCC, dar [60,121].



7.2 Atiologie und Pathophysiologie

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen sind derzeit noch nicht vollstindig geklart.
Es handelt sich bei der MASLD jedoch, wie bereits erwidhnt, um eine Erkrankung, die durch
viele Faktoren und Einfliisse begiinstigt wird und bei der neben dem metabolischen Syndrom
auch Infektionen, genetische Faktoren sowie Essgewohnheiten und Umweltfaktoren zur
Krankheitsentstehung beitragen konnen [15]. Eine mogliche Pathophysiologie der MASLD ist
eng mit dem metabolischen Syndrom verbunden [120]. Das metabolische Syndrom ldsst sich
zum einen durch eine Insulinresistenz [61] und zum anderen durch die folgenden Kriterien
klassifizieren: erhohter Taillenumfang, erhdhte Triglyceride, erniedrigtes HDL-Cholesterin,
arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus [3]. Es stellt damit den Hauptrisikofaktor fiir das
Auftreten einer metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen Lebererkrankung dar.
Adipositas fiihrt unter anderem dazu, dass vermehrt freie Fettsduren vorhanden sind [41],
welche dann schlieBlich in den Hepatozyten gespeichert werden. Dies ldsst sich auch als eine
mitochondriale Dysfunktion beschreiben, welche wiederrum zur Ausschiittung von toxischen
Metaboliten fiihren kann, sowie von Entziindungsmediatoren wie Zytokinen und dariiber
hinaus auch zur Ausschiittung von einer libermifBigen Anzahl an ROS [8,122]. Eine
mitochondriale Dysfunktion fiithrt zu oxidativem Stress, welcher ebenfalls eine schidigende
Wirkung auf die Hepatozyten hat und so die Entstehung von Entziindungen im Rahmen einer
MASH oder einer Leberfibrose begiinstigen kann [8,34].

Als zentrales Stoffwechselorgan ist die Leber unter anderem an der B-Oxidation, der
Fettsduresynthese sowie an der Speicherung von Fettsduren in Form von Lipoproteinen
beteiligt. Kommt es zu Stérungen in einer dieser Stoffwechselwege, kann dies eine MASLD
begiinstigen, da es durch das Ungleichgewicht von Lipogenese und Lipidabbau zu einer
Akkumulation von Lipiden in den Hepatozyten kommt, wobei der zugrundeliegende
pathophysiologische Mechanismus nur unzureichend geklért ist [64].

Neben dem metabolischen Syndrom gibt es noch eine Reihe von weiteren Risikofaktoren wie
genetischen Markern, Infektionen (z.B. HCV, HIV), Medikamenten (z.B. Methotrexat,
Glucocorticoide) und der Erndhrung, die das Risiko zur Ausbildung einer MASLD erhéhen
konnen [38,120]. Dabei sind wichtige genetische Varianten insbesondere die Risikogene
PNPLA3, MBOAT7 und TMS6F2 [38,71,128]. Auch die Essgewohnheiten sowie die
Bewegungsaktivitit spielen eine Rolle bei der Entstehung von Fettlebererkrankungen.
Besonders eine hyperkalorische Erndhrung fiihrt zur Ablagerung von Triglyceriden und damit
zu den oben genannten pathophysiologischen Mechanismen [26]. Zudem wird in mehreren

Studien ein Zusammenhang mit dem Zuckerkonsum und Stoffwechselerkrankungen diskutiert



[65,139]. Fruktose und andere Zucker sind dafiir bekannt, dass sie die Ausbildung einer
Fettlebererkrankung begiinstigen konnen. Nicht zuletzt kann der regelméfige Verzehr von
Fruktose auch zu einer Hypertonie, einer Hypertriglyceriddmie und einer Insulinresistenz
fiihren [65]. Dariiber hinaus gelangt seit geraumer Zeit das Darmmikrobiom immer 6fter in den
Fokus von Forschungsarbeiten, die sich unter anderem auch mit der metabolischen

dysfunktions-assoziierten steatotischen Lebererkrankung beschiftigen [29,131,132].
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Abbildung 1 - Pathophysiologie und Risikofaktoren von MASLD.

Dargestellt ist hier der Zusammenhang von viszeralem Fettgewebe, Adipositas, Diabetes
mellitus Typ II sowie der Erndhrung und genetischen Faktoren in Bezug auf die Entstehung
einer MASLD. Durch das metabolische Syndrom kommt es unter anderem zu einer
Hyperinsulinimie, welche die Lipidakkumulation in den Hepatozyten fordert. Uber
Aktivierung der Stellat- und Kupfferzellen kann es zu Entziindungsprozessen in der Leber
kommen, die wiederrum zu einer Fibrose, Zirrhose und einem HCC fiihren kénnen. Ungesunde
Erndhrung und genetische Faktoren konnen zu einer Darmdysbiose flihren, welche ebenfalls an
Entziindungsprozessen in der Leber beteiligt ist [16].

7.3  Genetische Faktoren

7.3.1 PNPLA3

Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 ist auch unter dem Namen Adiponutrin,
Acylglycerin-O-Acyltransferase oder Calcium-unabhéngige Phospholipase A2-epsilon
bekannt. Es ist durch eine Substitution der Aminoséure Isoleucin zu Methionin an Position 148
gekennzeichnet und befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 22 [38]. Die Linge
von PNPLA3 betragt 481 Aminosduren [5]. PNPLA3 ist Gegenstand von zahlreichen Studien
und gilt als eines der am weitverbreitetsten und hdufigsten untersuchten Gene fiir

Fettlebererkrankungen, wobei es darliber hinaus auch ein Risikofaktor fiir weitere
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Lebererkrankungen wie eine MASH, eine Leberzirrhose oder ein HCC ist [14]. Die PNPLA3
p.1148M Variante ist zudem diejenige genetische Variante, die am héufigsten mit dem Progress
von einer Fettlebererkrankung zu einem HCC in Verbindung gebracht wird [81]. Unalp-Arida
et al. zeigten in einer Studie mit 13.298 Hepatitis-negativen Erwachsenen, die im Median iiber
20 Jahre nachbeobachtet wurden, dass die PNPLA3-Varianten 1148M und 148M mit einer
erhohten Sterblichkeitsrate bei Lebererkrankungen assoziiert sind [147].

Exprimiert wird dieses Protein vor allem in der Leber und in der Retina. Hepatozyten,
Stellatzellen und Sinusoidalzellen sind diejenigen Zellen der Leber, welche PNPLA3
exprimieren [4,66,135]. Innerhalb der Hepatozyten befindet sich PNPLA3 in den
Lipidtropfchen und dient durch seine Triacylglycerol-Hydrolase Aktivitit dem Abbau von
ungesittigten Fettsduren [161]. Durch die p.[1148M Variante wird diese Funktion stark
reduziert, was in einem verminderten Abbau von ungesittigten Fettsduren resultiert und das
Auftreten einer Lebersteatose bei Tragern dieser Variante fordert, nicht aber bei den Wildtypen
[6]. Letztendlich sind jedoch die genauen Funktionen sowie die Regulierung dieses Gens noch
nicht vollstindig erforscht. Laut neuesten Studienergebnissen wird PNPLA3 vermutlich durch
den Transkriptionsfaktor NF-kB zumindest teilweise reguliert, welcher vor allem an der
Entstehung von Entziindungen, welche schlielich auch in der Pathogenese der MASLD eine

Rolle spielen, beteiligt ist [162].

7.3.2 MBOAT7

Membrane bound O-acyltransferase domain containing 7 wird auch Lysophospholipid
acyltransferase 1 (LPIAT1) genannt und ist ein Transmembranprotein mit sechs Doménen. Es
besitzt eine Lange von 472 Aminosduren und befindet sich an Endomembranen, wie z.B. in den
Lipidtropfen [18]. Dieses Protein wird vor allem in Immunzellen exprimiert [2]. MBOAT7
kodiert fiir ein Acyltransferaseenzym, welches am Lands-Zyklus mafBigeblich beteiligt ist,
indem es durch einen enzymatischen Schritt eine Vorstufe von Phosphatidylinositol herstellt
[145].

Nach Erkenntnissen der neuesten Studien wird vermutet, dass MBOAT7 neben den oben
genannten Risikofaktoren auch an der Pathogenese von einer MASLD [144], einer Leberfibrose
und an der Entstehung von einem HCC beteiligt ist bzw. dass das Vorhandensein dieses
Polymorphismus das Risiko fiir diese Erkrankungen erhoht [63]. Mancina et al. zeigten in einer
Arbeit, dass MBOAT7 mit der Triglyceridkonzentration korreliert [88]. So hatten Tréger des
Minor-T-Allels hohere Konzentrationen an Triglyceriden im Serum im Vergleich zu den

anderen Gruppen. Ebenso war bei den Trigern des Minor-T-Allels das Risiko fiir die



Ausbildung einer Fettleber erhoht. Andere Studien belegen ebenfalls die Assoziation zwischen
einer solchen genetischen Préadisposition und dem Risiko fiir eine MASLD. Eine Meta-Analyse
mit liber einer Millionen Patienten aus insgesamt 42 Studien veranschaulichte die
Zusammenhinge zwischen MBOAT?7 und dessen Einfluss auf die Leber [144]. So zeigten sich
positive Zusammenhénge zwischen der genetischen Variante und einem erhdhten
Leberfettanteil sowie einer Erhohung der ALT und eine begrenzte Verbindung zur Fibrose.

MBOATT7 schien weitergehend jedoch nicht mit einer MASH assoziiert zu sein.

7.3.3 TM6SF2

TM6SF? ist ein Gen aus der Familie der Transmembran 6-Superfamilie 2 und codiert ebenfalls
fiir dieses Protein. Es ist durch eine Linge von 350 bzw. 377 Aminosduren charakterisiert, da
es zwei Isoformen gibt, und befindet sich auf dem Chromosom 19 im Bereich 19p13.3-p.12
[84]. Genauso wie bei den oben beschriebenen Genen scheint es auch bei TM6SF2 einen
Zusammenhang mit der metabolischen  dysfunktions-assoziierten  steatotischen
Lebererkrankung zu geben [33,38]. Es ist zu vermuten, dass dies auf eine gestorte Produktion
von VLDL zuriickzufiihren ist, wodurch sich der intrahepatische Fettgehalt erhoht und die
Ausbildung einer Lebersteatose gefordert wird [70,81,104]. Zudem wurden auch weitere
Parameter im Zusammenhang mit 7M6SF2 untersucht und so ergaben sich signifikante
Korrelationen zu erhohten Transaminasen [71,84]. Ebenfalls von Bedeutung ist, dass die
aktuelle Studienlage nicht nur einen Zusammenhang zu Fettlebererkrankungen beschreibt,
sondern dass diese genetische Variante auch mit einem erhohten Risiko fiir eine Leberfibrose

oder einem HCC verbunden ist [63,104].

7.4 Klassifikation

Seit der Anderung der Nomenklatur fiir Fettlebererkrankungen im Jahre 2023 gibt es bei der
Klassifikation dieser Erkrankungen einige Verdnderungen. Als Oberbegriff dieser
Erkrankungsgruppe wird der Begriff Steatotic Liver Disease (SLD) verwendet. Dieser ldsst sich
folgendermallen klassifizieren: Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease
(MASLD), MetALD (MASLD mit erhohten Alkoholkonsum, d.h. 140g Alkohol pro Woche
bei Frauen und 210g Alkohol pro Woche bei Ménnern) [126], Alcohol-Associated (Alcohol-
related) Liver Disease (ALD), SLD mit spezifischer Ursache wie z.B. durch Drogenkonsum
(Drug-Induced Liver Injury, DILI) und kryptogener SLD.
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Es existieren unterschiedliche Moglichkeiten zur Klassifizierung bzw. Einteilung einer
steatotischen Lebererkrankung. Eine dieser Moglichkeiten unterschiedet dabei grundlegend
drei histologische Schweregrade der metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen
Lebererkrankung [13,33]:

e Grad 1 = milde MASLD mit Fetteinlagerung in unter 1/3 der Hepatozyten

e Grad 2 = médBige MASLD mit Fetteinlagerung in unter 2/3 der Hepatozyten

e Grad 3 = schwere MASLD mit Fetteinlagerung in iiber 2/3 der Hepatozyten

Dariiber hinaus gibt es einige Scores, wie zum Beispiel den Fettleberindex (FLI) oder den
hepatischen Steatose-Index (HSI) [93]. Diese Scores werden aus klinischen oder
laborchemischen Parametern bestimmt. Zur Berechnung des Fettleberindex wird der BMI, der
Taillenumfang, eine Bestimmung der g-GT sowie der Triglyceridkonzentration im Serum
benoétigt. Der FLI kann Werte zwischen 0 und 100 annehmen. Bei Werten unter 30 wird noch
keine MASLD Kklassifiziert, Werte zwischen 30-60 beschreiben eine Zwischenstufe zwischen
keiner MASLD und dem Vorhandensein einer MASLD. Ab einem Wert iiber 60 wird
schlieBlich eine metabolische dysfunktions-assoziierte steatotische Lebererkrankung
klassifiziert [23,59]. Dieser Score dient neben einer klinischen Einschitzung, ob eine MASLD
vorliegt oder nicht, auch zur Risikostratifizierung derselben. Die diagnostische Wertigkeit des
Fettleberindex ist jedoch gerade fiir die Diagnosestellung oder den Ausschluss einer MASLD
nicht ausreichend. Bei der Risikostratifizierung hingegen erzielte dieser Test bessere
Ergebnisse und ist demnach fiir Fragestellungen in Bezug auf eine Risikostratifizierung besser

geeignet [23].
Wie bereits in Kapitel 7.1 erwdhnt wurde, sind mdgliche Komplikationen einer MASLD eine

MASH und eine MASH-Zirrhose. Die histologischen Merkmale der verschiedenen Stadien
sind in Abbildung 2 dargestellt und erlédutert.
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Abbildung 2 - Histologische Merkmale von chronischen Lebererkrankungen.

Die vier Abbildungen zeigen jeweils die histologischen Merkmale der verschiedenen Stadien
von chronischen Lebererkrankungen. Von links nach rechts sind hier der Normalbefund, die
Fettleber, die Fettleber mit Entziindungszeichen und zum Schluss die Leberzirrhose zu sehen.
Die histologischen Aufzeichnungen sind aus einer Studie von Chaim et al. entnommen [25].
Die Histologie einer MASLD zeigt im zunehmenden Stadium die vermehrte Einlagerung von
Fett, insbesondere in Form von Tr1glycer1den die dann als Fettvakuolen gespeichert werden.
Beim Ubergang einer MASLD in eine MASH wird durch die Zunahme der Einlagerung von
Triglyceriden vermehrt oxidativer Stress auf die Leber ausgeiibt, was eine Entziindungsreaktion
und schlieBlich eine Fibrogenese zur Folge haben kann. Daraus resultierend kann sich eine
Leberzirrhose mit zunehmenden bindegewebige Umbau entwickeln [76,113,141].

7.5 Klinik und Diagnostik

Patienten mit steatotischer Lebererkrankung sind meistens asymptomatisch, bis ihre
Leberfunktion stirker beeintrachtigt ist [53,120]. Es gibt jedoch einige unspezifische
Symptome, die nicht direkt auf diese Erkrankung zuriickzufiihren sind, aber durchaus im
Rahmen dieser auftreten konnen. Dazu zdhlen unter anderem rechtsseitige
Oberbauchschmerzen, Abgeschlagenheit bzw. vermehrte Erschopfung oder auch eine
Hepatomegalie [120]. Das klinische Erscheinungsbild der MASLD ist weitreichend und kann
sich auch extrahepatisch manifestieren. Diabetes mellitus, chronische Nierenerkrankungen,
extrahepatische Tumorerkrankungen, kardiovaskuldre Ereignisse und auch kognitive
Verdnderungen wie Depressionen sind nur einige Beispiele fiir Erkrankungen, fiir die Patienten

mit MASLD ein erhohtes Risiko haben [24,43,47,73,136,159].

Newton J et al. [105] zeigten in ihrer Studie, dass es einen signifikanten Zusammenhang
zwischen des Schweregrades von Miidigkeit und der MASLD gibt. So waren Patienten mit
MASLD deutlich stirker von Miidigkeit betroffen als die Kontrollpersonen [105]. Aulerdem
gab es einige Studien, die die Beziehung zwischen Depressionen und Angststérungen und der
steatotischen Lebererkrankung untersuchten. So konnte auch hier ein Zusammenhang
hergestellt werden, wodurch die Depressionen und Angststdrungen als eine mogliche

extrahepatische Manifestation der MASLD angesehen werden kénnen [31,35,136].
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Die Diagnose der MASLD lésst sich klinisch vor allem durch das Anamnesegespréach und nicht-
invasive Methoden, wie einer Ultraschalluntersuchung und einer transienter Elastographie
(TE), stellen [1,53,111]. Im Anamnesegespriach ist vor allem die Frage beziiglich des
Alkoholkonsums relevant, um somit einen potenziell schddlichen Alkoholkonsum zu
identifizieren (siche Kapitel 7.4). Bei der TE ist insbesondere der CAP von Bedeutung, da
dieser Riickschliisse auf das Ausmaf3 der Leberverfettung geben kann. Je hoher der CAP-Wert
ist, desto stirker ausgeprigt ist die Steatose [96]. Im Ultraschall (Abbildung 3) kann sich die
Leber homogen verdichtet mit einem abgerundeten Leberunterrand und mit einer

GefdBunschirfe prasentieren [53].

Abbildung 3 — Ultraschalldiagnostik einer Fettlebererkrankung.

Hier dargestellt sind Ultraschallaufnahmen zur Diagnostik einer Fettlebererkrankung. (A)
Schematische Darstellung einer Fettleber mit den typischen Ultraschallbefunden: erhohte
Echogenitit, GefaBunschirfe und einer Abschwichung des hinteren Strahls. (B) Normaler
Leberbefund. (C) Leichte Fettleber. (D) Mittel schwere Fettleber. (E) Schwere Fettleber. Die
Abbildung ist entnommen aus einer Arbeit von Pirmoazen et al [118].

Invasive Methoden wie eine Leberbiopsie stellen dennoch den Goldstandard in der Diagnostik
dar, wenn die Progression einer Fettlebererkrankung abgeschitzt werden soll. Die Leberbiopsie
dient vor allem zur histologischen Unterscheidung zwischen einer MASH, einer Leberfibrose
und einer Leberzirrhose (Abbildung 2). Jedoch ist dies keine Routineuntersuchung im
klinischen Alltag, da eine Biopsie ein sehr aufwéndiges und teures Verfahren ist was, wie jeder
medizinisch invasive Eingriff, mit zahlreichen Komplikationen, wie zum Beispiel Blutungen
und Infektionen, einhergehen kann, sodass eine sorgfiltige Nutzen-Risiko-Abwégung erfolgen

sollte [1,117]. Zudem gibt es auch einige Biomarker [93], die nachgewiesen werden bzw.
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Scores, die errechnet werden konnen. Dazu zdhlen vor allem die Transaminasen und
Lebersyntheseparameter, die fiir die Berechnung vieler Scores benotigt werden. Bei manchen
Patienten finden sich im Labor erhdhte Transaminasen, vor allem eine Erhohung der ALT. Dies
ist aber kein zuverldssiges Diagnosekriterium, da viele Patienten normwertige Leberwerte
aufweisen [106]. Ebenso relevant sind auch genetische Biomarker wie beispielsweise PNPLA3

[117]. Auf die Rolle von genetischen Faktoren wird in Kapitel 7.3 detaillierter eingegangen.

7.6 Therapie und Prognose

Bis vor kurzem gab es keine spezifische medikamentdse Therapie zur Behandlung von
steatotischen Lebererkrankungen. In erster Linie sollten Grunderkrankungen wie Diabetes
mellitus oder eine arterielle Hypertonie optimal eingestellt sein, Ubergewicht reduziert und eine
allgemeine Lebensstilveranderung vollzogen werden [91,130]. Als mogliches Medikament zur
Behandlung des Diabetes mellitus Typ II kommt vor allem Metformin in Frage. Es senkt den
Blutzuckerwert, was sich wiederrum positiv auf die Steatose auswirkt. In einer Studie von
Marchesini et al. konnte bei Patienten mit MASH ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Metformin Einnahme und der Reduktion von Transaminasen erkannt werden [92]. Die
Wirkung von Metformin wurde dahingehend weiter erforscht und die jlingsten Studien zeigten
Hinweise auf eine potenziell triglyceridsenkende Wirkung in den Hepatozyten. Zudem gab es
Anzeichen auf einen tumorprotektiven Mechanismus [165]. Das Antidiabetikum hat auch eine
kardioprotektive Wirkung und aufgrund eines erh6hten kardiovaskuldren Risikos bei Patienten
mit MASLD ist dieser Effekt zusétzlich von Nutzen [95]. AuBerdem ist es wichtig
Risikofaktoren wie Adipositas zu minimieren. So zeigte eine Studie, dass bereits ein
Gewichtsverlust von iiber 10% des urspriinglichen Korpergewichts einen positiven Effekt auf
den Schweregrad einer MASH oder einer Leberfibrose haben kann. Zudem wirkt sich ein
erhohtes Aktivitdtslevel und der damit potenziell einhergehende Gewichtsverlust auch positiv
auf den intrahepatischen Fettgehalt aus [129]. Insbesondere solche Grunderkrankungen, die das
Herz-Kreislauf-System betreffen, aber auch Nierenfunktionsstérungen oder Diabetes mellitus
gelten als wichtige Risikofaktoren fiir das Ausbilden einer Fibrose oder sogar Zirrhose [82].
Dies kann zu irreversiblen Schéden in den Hepatozyten fiihren und die Entwicklung eines
Hepatozelluldren Karzinoms (HCC) foérdern [60,63].

Seit Anfang 2024 gerdt das Medikament Resmetirom immer mehr in den Fokus als erstes
mogliches Medikament gegen Fettlebererkrankungen. Resmetirom ist ein Leber-selektiver

Thyroid-Hormon-Rezeptor--Agonist (THR-B-Agonist). Bei Patienten mit NASH ist die THR-

B-Funktion herabreguliert, wodurch es zu einer Einschrinkung der mitochondrialen Funktion
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sowie der B-Oxidation kommt, was das Auftreten einer Leberfibrose begiinstigt. In einer Phase-
3-Studie mit 966 Patienten mit bioptisch gesicherter NASH wurden die Patienten zufillig in
drei Gruppen eingeteilt: eine Gruppe erhielt eine Gabe von 80 mg Resmetirom, eine weitere
Gruppe eine Gabe von 100 mg Resmetirom sowie eine Placebo-Gruppe [51]. Es zeigte sich,
dass das Medikament signifikant zur Auflosung einer NASH sowie zur Verbesserung der

Fibrose beitragen konnte.

Falls in seltenen Féllen Medikamente wie z.B. Amiodaron oder Methotrexat als Ausloser flir
eine Fettlebererkrankung identifiziert werden, sollten diese selbstverstidndlich sofort abgesetzt
werden [110].

Die Prognose der MASLD ist bei jedem Patienten individuell. Diejenigen Patienten mit einer
leichten Steatose weisen ein sehr geringes Risiko fiir eine Dekompensation der
zugrundeliegenden Fettlebererkrankung auf. In bis zu 30% der Fille kann es jedoch zu einer

metabolischen dysfunktions-assoziierten Steatohepatitis kommen [44].
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8 Short-chain fatty acids (SCFAs)

8.1 Definition und Klassifikation

Short-chain fatty acids (SCFAs) sind kurzkettige Fettsduren und besitzen weniger als sechs
Kohlenstoffatome. Medium-chain fatty acids (MCFAs) haben sechs bis zwdolf
Kohlenstoffatome und Fettsduren mit tiber zwolf Kohlenstoffatome werden als Long-chain
fatty acids (LCFAs) bezeichnet [114]. SCFAs entstehen bei der Fermentation von
unverdaulichen Nahrungsmitteln, wie z.B. Ballaststoffen oder resistenter Stirke durch
Darmbakterien [99]. Durch die Fermentation entstehen saure Produkte, die den pH-Wert im
proximalen Kolon reduzieren. Diese pH-Wert Reduktion fordert wiederrum die Bildung von
Butyrat [19]. Die Konzentrationsverhéltnisse von SCFAs sind im Magen-Darm-Trakt nicht
konstant, sondern nehmen von proximal nach distal ab [57]. Die hochsten Konzentrationen von
diesen kurzkettigen Fettsdauren befinden sich demnach im proximalen Kolon, wo sie schlielich
den Enterozyten zur Verfiigung stehen oder in den Blutkreislauf abgegeben werden [142]. Die
am hiufigsten vorkommenden SCFAs sind Acetat, Propionat und Butyrat mit einem
Konzentrationsverhdltnis im proximalen Kolon von 60% Acetat, 25% Propionat und 15%
Butyrat [19]. Der genaue Wirkmechanismus ist bis heute noch nicht vollstindig geklért. Es
zeigte sich aber, dass die SCFAs iiber zwei Signalwege Einfluss auf den Organismus haben.
Dies geschieht zum einen iiber die Hemmung von Histon-Deacetylasen (HDACsSs), welche
wiederrum an der Genexpression beteiligt sind und zum anderen iiber die Aktivierung von G-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Die GPCRs sind an der Modulation von verschiedenen
Stoffwechselprozessen, Entziindungsvorgangen und an der Pathophysiologie von Krankheiten
beteiligt [55,86,98,140,142]. Hier spielen insbesondere autoimmun-vermittelte Prozesse eine
Rolle, bei denen Antikdrper gegen GPCRs (z.B. GPCR-AABs) beispielsweise mit einer
Kardiomyopathie einhergehen kdnnen [7].

In einigen Studien wurde dariiber berichtet, dass die Erndhrung Einfluss auf den Gehalt der
SCFAs hat und sich dieser je nach Erndhrungsweise verandern kann [56]. Dabei ist vor allem
die Ballaststoffaufnahme relevant, da sich eine unzureichende Zufuhr von Ballaststoffen
negativ auf den Gehalt an SCFAs auswirken kann [143].

Der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von short-chain fatty acids im Stuhl und
chronischen Lebererkrankungen wurde bereits von Rau et al. beschrieben [124]. In dieser
Arbeit wurden SCFAs bei insgesamt 59 Patienten (14 mit MASLD, 18 mit MASH und 27
Kontrollpersonen) mittels Gaschromatographie im Stuhl gemessen. Patienten mit MASLD
wiesen hohere Konzentrationen an Acetat, Propionat und Butyrat im Stuhl auf im Vergleich zu

den Kontrollpersonen. Diese Ergebnisse lieBen sich auch auf die MASH-Patienten, mit
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Ausnahme von Butyrat, {ibertragen. Dariiber hinaus konnten auch wesentliche Unterschiede in
den Spezies von Bakterien bei Patienten mit MASLD im Vergleich zu Patienten mit MASH
festgestellt werden.

In dieser Dissertation wird der noch unzureichende Wissensstand iiber den Zusammenhang
zwischen dem Darmmikrobiom und chronischen Lebererkrankungen, speziell der steatotischen

Lebererkrankung, weiter untersucht.

8.2 Funktion

Short-chain  fatty acids haben Einfluss auf verschiedene Stoffwechsel- und
Entziindungsprozesse im Organismus und wirken dariiber hinaus auch modulierend auf das
Immunsystem [142]. Darunter fallen bei den Stoffwechselprozessen insbesondere der Glucose-
und Lipidmetabolismus. Hierbei sind vor allem die Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat
von Bedeutung. Die Lipolyse wird iiber hohere Konzentrationen an Butyrat und Propionat zum
einen iiber den G-Protein gekoppelten Rezeptor GPCR43 gehemmt, welcher vor allem auf
Monozyten und neutrophilen Granulozyten exprimiert wird [58], und zum anderen iiber die
Expression von Genen, die an der Lipolyse beteiligt sind, wie zum Beispiel Atgl und Hsl [150].
Atgl ist das Schrittmacherenzym der Lipolyse und katalysiert die Hydrolyse von
Triacylglycerol zu Diacylglycerol und Fettsdauren [134]. Hsl ist ebenfalls an der Hydrolyse von
Lipiden beteiligt, wobei die Fahigkeit der Lipolyse flir Diacylglycerole stirker ist als fiir
Triacylglycerole [74]. Insgesamt fiihrte dies zu einer Senkung der Triglyceride in den
Enterozyten und zu einer Foérderung der Lipolyse iiber die Aktivierung von p-AMPK und LSD1
[150]. AMPK wird bei sinkenden ATP-Konzentrationen in der Zelle aktiviert und hat iiber eine
Phosphorylierung Einfluss auf den Lipidstoffwechsel [151]. Dieser Effekt wird von Propionat
induziert [150].

Weitergehend zeigte sich, dass Propionat einen hemmenden Effekt auf Acetat hat, indem es
dessen Aufnahme hemmt. Acetat wiederrum wird fiir die De-novo-Lipogenese benétigt
[39,164]. Diese Ergebnisse stiitzen sich jedoch auf Studien mit Tieren und sind daher nicht
zwangsldufig eins zu eins auf den Menschen iibertragbar. AuBBerdem hat Propionat einen
positiven Effekt auf das Korpergewicht. So modulierte es die Gewichtsreduktion und fiihrte zu
einer Verringerung sowohl der viszeralen-, als auch der intrahepatischen Fettverteilung.
Dariiber hinaus verringerte Propionat die Energieaufnahme. Diese Erkenntnisse sind
wahrscheinlich auf eine Stimulation der Freisetzung von PY'Y und GLP-1 aus den Kolonzellen

durch Propionat zuriickzufiihren [27]. PYY ist ein Peptidhormon aus 36 Aminosduren und wird
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in den neuroendokrinen Zellen im Ileum sowie im Kolon produziert. Die Sekretion wird durch
die Nahrungsaufnahme, insbesondere durch eine sehr fettreiche Nahrung, stimuliert und hat
dadurch eine appetitsenkende Wirkung [115]. GLP-1 ist ebenfalls ein Peptidhormon und wird
von den gleichen Zellen synthetisiert wie PYY. Es besitzt eine wichtige Rolle im
Glucosestoffwechsel und besitzt unter anderem den Effekt einer verzogerten Magenentleerung.
AuBerdem ist es fiir den Inkretin-Effekt verantwortlich, der, im Vergleich zur parenteralen
Zufuhr von Glucose, bei der enteralen Zufuhr eine erhéhte Insulinausschiittung herbeifiihrt
[67].

In einem Experiment von Li et al. [79] wurde Miausen orales Butyrat (0,15 ml) nach 13 Stunden
Fasten verabreicht und anschlieBend wurde die Nahrungsaufnahme in den darauffolgenden 24
Stunden gemessen. Die orale Gabe von Butyrat hatte einen signifikanten Effekt auf die
Nahrungsaufnahme. So sank die Nahrungsaufnahme nachweislich und hatte bei chronischer
Verabreichung von Butyrat auch Auswirkungen auf den Insulin- und Triglyceridspiegel. Beides
konnte auch hier gesenkt werden, was wahrscheinlich durch die verringerte Nahrungsaufnahme
zustande kam. Zudem verringerte es eine Adipositas und eine intrahepatische Steatose. Somit
scheint Butyrat einen regulatorischen Einfluss auf das Appetitverhalten zu haben. Dies kdnnte
im Zusammenhang mit der Aminosdure Neuropeptid Y stehen, da auch diese durch die orale
Gabe von Butyrat sank [79]. Neuropeptid Y besitzt eine zentrale Rolle bei der Regulierung von
Hunger. Es wird von dem Ncl. arcuatus aus dem Hypothalamus ausgeschiittet und hat einen
stimulierenden Effekt auf das Hungerzentrum [137]. Durch die verringerten Konzentrationen
von Neuropeptid Y gab es auch weniger Stimuli auf das Hungerzentrum und fiihrte dadurch zu
einer reduzierten Nahrungsaufnahme. In einigen Tiermodellen wurde demnach der
Zusammenhang zwischen den SCFAs und der Appetitregulation untersucht. Humane Studien
gibt es derzeit nur unzureichend und sind daher weniger aussagekriftig. Es zeigte sich jedoch
in den Tiermodellen, dass SCFAs einen positiven Effekt auf die Appetitregulation haben
[17,28]. So wird derzeit vermutet, dass erhohte SCFA-Spiegel als eine mdgliche
Priventionsmafinahme fiir Adipositas, Diabetes mellitus und weitere
Stoffwechselerkrankungen angesehen werden konnten [11,20].

Ohira et al. veranschaulichten in ihrer Studie, dass Butyrat die PGE2-Produktion erhéht [109].
PGE2 ist ein Hormon und wird aus der Arachidonsiure durch Cyclooxygenasen katalysiert.
Die Wirkung entfaltet Prostaglandin E2 {iberwiegend iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren.
Zu dessen Wirkungen gehdren zum einen die Vasodilatation, eine verringerte Lipolyse und zum
anderen erhoht es die Korpertemperatur sowie die Schmerzsensibilitit und

Entziindungsreaktionen [112]. Die Butyrat-induzierte Erhohung der Prostaglandin-E2-
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Expression hatte zur Konsequenz, dass die Freisetzung von freien Fettsduren und Glycin
gehemmt wurde. Dies wurde {iber eine Reduktion der Gesamtlipaseaktivitit reguliert und hatte
letztendlich einen hemmenden Effekt auf die Lipolyse. Dabei hemmt Butyrat die Lipolyse nicht
nur iiber einen PGE2-vermittelten Weg, sondern auch {iber einen PGE2-unabhingigen Weg,
wobei letzteres mit 60% den groBeren Anteil an der Gesamtinhibition ausmacht [109].

Neben Stoffwechselprozessen werden auch Entziindungsreaktionen durch short-chain fatty
acids moduliert. Entzlindungsreaktionen werden durch verschiedene Stoffe, vor allem durch
Zytokine und Chemokine, ausgelost [85]. Zu den entziindungsauslosenden Mediatoren gehoren
auch Lipopolysaccharide (LPS). Sie bilden den Hauptbestandteil der &ulleren Zellmembran von
gram-negativen Bakterien und kdnnen iiber die Stimulation des Immunsystems oder beteiligten
Zellen eine Entziindungsreaktion auslosen [163]. Dieser Prozess kann von den SCFAs durch
die Regulation von bestimmten Enzymen, wie Histon-Deacetylasen und G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, nachweislich gehemmt werden [55]. He J et al. beschrieben in ihrer Studie, dass
die Hemmung der HDACs abhingig von der Konzentration der short-chain fatty acids ist. So
ist die Inhibition stérker, je hoher die Konzentration von SCFAs ist (mit Ausnahme von Acetat)
[55]. Dabei wies sich Butyrat als stirkster Inhibitor von allen SCFAs heraus. Die G-Protein
gekoppelten Rezeptoren wirken {iber Liganden. Die wichtigsten Rezeptoren fiir SCFAs stellen
dabei GPR41 (=FFAR3) und GPR43 (=FFAR2) dar [75]. Beide sind mittlerweile von
relevanter Bedeutung, wenn es um neue Therapieansitze bei Stoffwechselkrankheiten geht.
Insbesondere bei Propionat und Butyrat ist bekannt, dass sie eine anti-inflammatorische
Wirkung haben, die unter anderem darauf beruht, dass sie die NO-Produktion, welche durch
LPS-stimulierte neutrophile Granulozyten ausgeldst wird, hemmen [149]. Beide konnen
dariiber hinaus auch die Aktivitdt von TNF-a herabregulieren [149]. Speziell Butyrat weist
jedoch noch eine Reihe von weiteren modulatorischen Effekten auf. So zeigten Liihrs et al.,
dass die Gabe von Butyrat zu einer Verringerung der Makrophagen, neutrophilen Granulozyten
und Lymphozyten fiihrte [83]. Eine weitere Studie zeigte, dass die Behandlung mit Butyrat
einen positiven Effekt auf die Leber hatte. Dies zeigte sich in fallenden Transaminasewerten
sowie in einer Verbesserung der Histologie [123]. Viele Studien zeigten in der Vergangenheit
demnach, dass Butyrat eine anti-inflammatorische Wirkung hat, die darauf zuriickzufiihren ist,
dass es den Transkriptionsfaktor NF-kB [83,123], Zytokine wie IL-6 [103,123] und TNF-a
[123] sowie proinflammatorische Chemokine wie CCL3 und CCL4 [103] positiv beeinflusst.
AuBerdem fiihren die short-chain fatty acids Propionat und Butyrat zu einer Verringerung der

Produktion von Zytokinen und NO durch LPS-stimulierte neutrophile Granulozyten [149].
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Diese Funktion wird auch der Fettsdure Acetat zugeschrieben, die TNF-o liber FFAR-
Rezeptoren moduliert [148].

Uber Butyrat ist zusitzlich bekannt, dass es Einfluss auf die Darmintegritit hat und daher
wichtig fir das Dickdarmepithel ist, indem es an verschiedenen Prozessen wie der
Darmmotilitdt, Abwehrfunktionen, transepithelialer Fliissigkeitstransport und an der Reduktion
von oxidativem Stress sowie an der Steigerung der Regeneration nach Schleimhautschiden
beteiligt ist [19]. Zudem stellt es den Hauptenergielieferanten fiir die Kolonzellen dar [148].
Der Einfluss der short-chain fatty acids im Organismus ist daher weitreichend. Insbesondere

Propionat und Butyrat sind Modulatoren an zahlreichen Prozessen im Korper.

8.3 SCFAs und affektive Storungen

Der Zusammenhang zwischen dem intestinalen Mikrobiom und affektiven Stérungen ist bisher
nur unzureichend erforscht. Es gibt jedoch eine Auswahl an Studien, die sich mit diesem Thema
beschéftigt haben. In einer Arbeit von Miiller et al. wurden Stuhlproben von 164 Personen
gesammelt, wovon 125 Proben von Patienten mit einer psychiatrischen Erkrankung waren und
39 Proben von Kontrollpersonen. In den Stuhlproben wurden Acetat, Butyrat und Propionat
gemessen. Dort konnte ein Zusammenhang zwischen der Acetat- und Butyratkonzentration und
der Einnahme von psychiatrischen Medikamenten beobachtet werden und auch eine
Korrelation zwischen Depressionen und allen drei gemessenen SCFAs [102]. In einer weiteren
Studie konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen dem Darmmikrobiom und der
Depression dargestellt werden. Es zeigte sich, dass weibliche Patienten ohne Depression hohere
Konzentrationen an allen SCFAs, mit Ausnahme der Capronsdure, hatten im Vergleich zu
denjenigen mit Depression [138]. Diese Beobachtung konnte auch in Tiermodellen mit
depressiven Méusen bestitigt werden. Depressive Méuse hatten verminderte Konzentrationen
an z.B. Essigsédure oder Propansédure im Vergleich zu den nicht-depressiven Méusen [156]. So
konnten sowohl in Tierstudien als auch in humanen Studien gezeigt werden, dass sich das
intestinale Mikrobiom bei depressiven Individuen von denjenigen ohne Depression in Hinblick
auf das Konzentrationsverhiltnis von SCFAs aber auch von den Bakterientaxa wesentlich

unterscheidet [72,97,102,138,156].

Wie bereits in Kapitel 8.1 erwidhnt, spielt eine ballaststoffreiche Ernéhrung eine essenzielle
Rolle, um im Darm SCFAs produzieren zu konnen. In einer bevdlkerungsbezogenen
Querschnittsstudie mit 988 weiblichen Patienten aus dem Iran im Alter zwischen 12 und 18

Jahren zeigte sich, dass Patienten mit keiner bis minimaler depressiver Symptomatik eine
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deutlich hohere Zufuhr an Ballaststoffen aufwiesen als die Patienten mit einer schwereren
depressiven Symptomatik [68]. Eine hohere Ballaststoffaufnahme wirkte sich demnach positiv
auf die emotionale Stabilitit der Patienten aus. Diese Beobachtung wurde auch in weiteren
Studien bestitigt. Liu et al. beschiftigen sich in einer Arbeit mit dem Zusammenhang zwischen
Depressionen und Angst und der Ballaststoffzufuhr bei Patienten mit essenzieller Hypertonie.
Die Patientengruppe mit einer Ballaststoffzufuhr von unter 15,4 g/d zeigte eine 2.641-fach
hohere Priavalenz an Depressionen [80]. Diese Erkenntnis war auch auf die Pridvalenz von Angst

zu iibertragen.
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9 Zielsetzung

Die Privalenz fiir steatotische Lebererkrankungen liegt aktuell in Europa bei ca. 30%. Damit
ist sie die hdufigste chronische Lebererkrankung. Durch die steigenden Zahlen von Adipositas,
Diabetes mellitus und anderen pradisponierenden Faktoren der Fettlebererkrankung, ist dessen
Pravalenz tendenziell weiter steigend und rechtfertigt dadurch die weitere Untersuchung von
Ursachen, Progressionsfaktoren sowie moglichen Therapieansitzen oder Moglichkeiten, die
Lebensqualitét dieser Patienten zu verbessern.

Einige Arbeiten haben sich bereits mit der Lebensqualitit von Patienten mit steatotischer
Lebererkrankung beschiftigt und konnten zeigen, dass Patienten mit MASLD, frither nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung, eine schlechtere Lebensqualitit haben, héufiger an
Depressionen und Angsten erkranken und 6fter unter verstirkter Miidigkeit leiden als Patienten
ohne Fettlebererkrankung.

Zudem haben verschiedene Studien einen Zusammenhang zwischen chronischen
Lebererkrankungen und Metaboliten von Darmbakterien dargestellt und gezeigt, dass diese
Metabolite (SCFAs) auch Auswirkungen auf die kognitive Gesundheit haben kdnnen.

Da der Zusammenhang zwischen dem intestinalen Mikrobiom und Fettlebererkrankungen aber
bisher nur unzureichend erforscht ist, wurde als zentrales Studienthema die weitere
Untersuchung von moglichen Zusammenhidngen zwischen dem Darmmikrobiom und
steatotischen Lebererkrankungen festgelegt. Dariiber hinaus war auch der Einfluss von
speziellen Risikogenen wie PNPLA3 p.1148M, MBOAT7 p.G17E und TM6SF2 p.E167K
interessant, um eine mogliche Pridisposition zu erkennen.

Zusammengefasst war das Ziel dieser Studie einen moglichen Zusammenhang zwischen dem
Darmmikrobiom, der Lebensqualitit bei Patienten mit metabolischer dysfunktions-assoziierter

steatotischer Lebererkrankung und genetischen Varianten zu untersuchen.
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10 Material und Methoden

10.1 Patientenkollektiv und Studienablauf

Im Rahmen dieser Querschnittsstudie wurden 78 Patienten (zwischen 23 und 78 Jahren, 30
Minner und 48 Frauen) prospektiv zwischen Oktober 2021 und April 2022 in der
endokrinologischen, diabetologischen und hepatologischen Ambulanz (Innere Medizin II) des
Universititsklinikum des Saarlandes rekrutiert. Die Patienten wurden am Tag ihres Termins in
einer der oben genannten Ambulanzen auf diese Studie aufmerksam gemacht und beziiglich
einer Teilnahme an derselben befragt. Wichtige Voraussetzungen fiir die Teilnahme an dieser
Studie waren die Vollendung des 18. Lebensjahres sowie eine Einwilligungserkldrung nach
Aufklirung des Patienten iiber den gesamten Studienverlauf und die zugehdrigen
Datenschutzverordnungen. Zudem waren Schwangere und Patienten mit aktiven
Virushepatitiden von einer Teilnahme ausgeschlossen. Nach Einwilligung des Patienten fiir die
Studie wurde eine Blutentnahme mit kleinem Blutbild, Nieren- und Leberwerten, Elektrolyten,
Blutfette, Gerinnungsparametern, TSH, Glucose und HbA 1c¢ durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde
EDTA-BIut fiir die spitere Genotypisierung spezieller Risikogene fiir Lebererkrankungen
abgenommen. Weiter erfolgte eine transiente Elastographie sowie die Bestimmung des Body-
Mass-Index. Um einen Uberblick iiber die erhobenen klinischen Parameter zu bekommen,
wurde Tabelle 1 aufgestellt. Den Patienten wurden die Fragebdgen zur Beurteilung der
Lebensqualitét sowie ein Stuhlprobenentnahme-Set mit nach Hause gegeben. Es wurde darum
gebeten, die Stuhlprobe bei dem néchsten Besuch in einer der Ambulanzen im
Universititsklinikum des Saarlandes wieder mitzubringen und abzugeben. Das
Stuhlprobenentnahme-Set enthielt eine kleine Kiihltasche mit zwei Kiihlakkus, sowie einen
Stuhlauffinger, damit die Stuhlproben nicht durch das Toilettenwasser kontaminiert wurden.
Die Stuhlprobe wurde in ein zugehdriges Stuhlprobenréhrchen gepackt und direkt in der
Kiihltasche gelagert. Alle Patienten wurden tiber die Durchfiihrung der Probenentnahme sowie
dessen Aufbewahrung aufgeklirt. Dabei war es insbesondere wichtig, die Stuhlprobe nicht
langer als 24 Stunden zuhause zu lagern. Sobald die Patienten die Stuhlprobe bei ihrem
nichsten Termin wieder abgegeben hatten, wurden diese an das hiesige gastroenterologische
Labor geschickt und dort bei -20°C gelagert. Nach kollektivem Sammeln der Stuhlproben
wurden diese mit Expressversand auf Trockeneis nach Polen an die Pomeranian Medical

University in Stettin (Polen) geschickt und dort mittels Gaschromatographie analysiert.

Ein positives Ethikvotum wurde von der Ethikkomission der Arztekammer des Saarlandes

eingeholt (Kenn-Nr.: 256/19).
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Tabelle 1 - Charakteristika der Patientenkohorte.

Parameter Gesamte Patienten mit Patienten ohne
Kohorte MASLD MASLD

Stammdaten

N (w/m) 78 (48/30) 49 (30/19) 29 (18/11)

Alter (in Jahren) 60 (23-78) 61 (28-77) 58 (23-78)

BMI (kg/m?) 31 (17-56) 33 (20-56) 26 (17-43)

Transiente

Elastographie

CAP (dB/m) 323 (161-400) 348 (289-400) 231 (161-287)

LSM (kPa) 6.2 (3-75) 7 (3-75) 5.3 (3.3-75)

Klinische Chemie

Harnstoff (mg/dl) 34 (14-102) 34 (16-61) 34 (14-102)

Glucose (mg/dl) 144 (80-395) 140 (89-333) 149 (80-395)

Albumin (g/1) 44 (26-51) 44 (35-51) 43 (26-50)

Cholesterin (mg/dl) 178 (85-321) 182 (85-321) 171 (109-313)

Triglyceride (mg/dl) 128 (35-540) 133 (35-540) 92 (39-282)

AST (U/) 27 (11-81) 27 (11-81) 27 (17-50)

ALT (U/) 26 (12-59) 28 (12-59) 24 (13-58)

g-GT (U/) 30 (8-1095) 30 (10-869) 30 (8-1095)

Bilirubin ges. (mg/dl) 0.5 (0.2-2.2) 0.5 (0.2-2.2) 0.5 (0.2-1.8)

Kleines Blutbild

Leukozyten (10\S\9/1) 7.2 (3.6-13.8) 7.5 (3.6-13.8) 7.1 (3.6-11.8)

Thrombozyten (10\S\9/1) 249 (60-426) 254 (60-402) 231 (76-426)

Gerinnung

Quick (%) 109 (20-126) 111 (46-126) 107 (20-126)

INR 0.98 (0.87-2.95) 0.97 (0.88-1.51) 0.99 (0.87-2.95)

Hormone

TSH (uIU/ml) 1.47 (0.3-5.95) 1.22 (0.3-4.57) 1.91 (0.69-5.95)

Spezialparameter

HbAlc (%) 7.2 (5-12.4) 7.2 (5-12.2) 7.4 (5.2-12.4)

Sofern nicht anders angegeben, werden die Variablen als Median mit dem jeweiligen Minimum

und Maximum angegeben.
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Abkiirzungen: ALT, Alanin Aminotransferase; AST, Aspartat Aminotransferase; BMI, Body-
Mass-Index; CAP, controlled attenuation parameter; g-GT, gamma-Glutamyl Transferase;
HbAlc, Hamoglobin Alc; INR, international normalized ratio; LSM, liver stiffness
measurement; MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; TSH,

Thyreoidea-stimulierendes Hormon.

10.2 Bestimmung der Patientenstammadaten sowie des Body-Mass-Index

Die Patientenstammdaten wurden dem SAP-Software Programm entnommen. Korpergrof3e
und Korpergewicht wurden gemessen und daraus schlieBlich der BMI berechnet.

Der BMI gibt Auskunft iiber das Korpergewicht in Relation zur Korpergrofle und wurde
erstmals 1832 von Adolphe Quetelet definiert [42].

Berechnet wird der Body-Mass-Index wie folgt:

Korpergewicht in k
BMI = perg g

Korpergrofde in cm?

Er dient jedoch lediglich als Orientierungs- und Richtwert, da er sonstige Parameter wie das
Geschlecht, die Korperstatur oder die Fett- und Muskelmasse nicht berticksichtigt.

Der BMI wird in die Kategorien Untergewicht, Normalgewicht, Prdadipositas und Adipositas
Grad I-1II eingeteilt. Die jeweiligen Grenzwerte fiir die einzelnen Kategorien sind der Tabelle
2 zu entnehmen [155].

Tabelle 2 — BMI-Klassifikation geméf der WHO.

Body-Mass-Index Kategorie
(BMI)
<16.5 Starkes Untergewicht
<185 Untergewicht
18.5-24.9 Normalgewicht
25.0-29.9 Priadipositas
30.0-34.9 Adipositas Grad I
35.0-39.9 Adipositas Grad II
>40.0 Adipositas Grad III
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10.3 Transiente Elastographie (FibroScan)

Die transiente Elastographie ist ein nicht-invasives Verfahren zur Diagnostik von
Lebererkrankungen. Sie wurde 1995 am Langevin Institut entwickelt und diente dort vorrangig
zur Uberpriifung der Lebensmittelqualitit. Erst 2001 wurde es zur medizinischen Diagnostik
eingesetzt [96]. Das Gerdt besitzt eine Ultraschallsonde mit einem Vibrator, wodurch
Schwingungen mit niedriger Amplitude sowie Frequenzen auf das Gewebe ilibertragen werden
[46,48]. Hierbei gilt: Je steifer das Gewebe ist, desto schneller wird die ausgeloste Scherwelle
iibertragen. Die Scherwelle breitet sich dabei transversal aus. Bevor die Untersuchung gestartet
werden kann, muss zunéchst Ultraschallgel auf die Ultraschallsonde aufgetragen werden. Es
gibt zwei verschiedene Ultraschallsonden: M und XL. Die Wahl der geeigneten Sonde richtet
sich dabei nach den Untersuchungsbedingungen des Patienten, wie z.B. der Korperstatur oder
der Breite der Interkostalriume. Der Patient liegt wahrend der Untersuchung in Riickenlage
und hélt den rechten Arm hinter dem Kopf, sofern dies mdglich ist. Im Idealfall wird die rechte
Seite etwas gestreckt, sodass der Schallkopf besser in die Interkostalrdume gelangen kann.
Dabei orientiert sich der Untersucher zundchst am Xiphoid und geht dann eine gestreckte
Handbreite zur Seite, sodass er ungefahr im 9.-11. Interkostalraum auf der Axillarlinie landet.
Diese Messungen werden durch einen Knopf an der Ultraschallsonde ausgelost. Es ist von
Vorteil, wenn die Patienten bei der Untersuchung niichtern sind, da die Leber durch die
Nahrungsaufnahme steifer wird und dies zu falsch-positiv hohen Werten der Lebersteifigkeit
fiihren kann [9,12,94,116]. Die Lebersteifigkeit wird mit dem LSM-Wert (in kPa) gemessen.
Dieser reicht von 1,5 kPa bis 75 kPa [107]. Je hoher die LSM-Werte sind, desto steifer ist die
Leber. Die Untersuchung wird als giiltig gewertet, wenn 10-12 Messungen erfolgreich
durchgefiihrt werden konnten. Zudem ist es auch wichtig zu beachten, dass der IQR
(Interquartilsbereich) nicht mehr als 30% betrigt, da die Untersuchung sonst als ungiiltig zu
bewerten ist [12,146]. Neben der Messung der Lebersteifigkeit kann mit Hilfe des FibroScans
auch die Leberverfettung gemessen werden [107]. Dies wird mithilfe des CAP (= controlled
attenuation parameter) angegeben, welcher von 100 bis 400 dB/m reicht [146]. Auch hierbei
gilt: Je hoher der CAP, desto stirker ausgeprégt ist die Steatose.

In dieser Studie haben wir den Cut-off Wert fiir das Vorhandensein einer Fettlebererkrankung
orientierend an neuesten Studien auf 288 dB/m festgelegt [127]. Leberfibrose wurde ab einem

LSM-Wert von 8 kPa diagnostiziert [10].
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10.4 DNA-Isolation

Die Isolierung der DNA erfolgte aus Vollblut, welches zuvor in einem EDTA-R&hrchen
abgenommen wurde. Die Durchfiihrung lief nach dem QIAmp DNA-Extraktionsprotokoll
(Qiagen, Hilden) ab. Die Arbeiten wurden stets unter einer Sterilbank ausgefiihrt. Fiir jede
DNA-Isolierung wurden 200 pl der jeweiligen Patientenprobe mit 20 pl Protease-Losung
(QIAamp DNA Mini Kit) sowie 200 pl des Puffers AL (QlAamp DNA Mini Kit) in ein
Reaktionsgefdl pipettiert und im Anschluss fiir 15 Sekunden mit dem Vortex-Mischgerit
gemischt. AnschlieBend wurde die Probe bei 56°C fiir 10 Minuten inkubiert und dann bei 8000
rpm fiir 5 Sekunden zentrifugiert. Nach der Zugabe von 200 pl Athanol puriss wurde die Probe
erneut fiir 15 Sekunden mit dem Vortex-Mischgeridt gemischt und wieder bei 8000 rpm fiir 5
Sekunden zentrifugiert. Das Gemisch wurde folgend in eine Spin-Séule gegeben und erneut bei
8000 rpm fiir I Minute zentrifugiert. Bevor eine erneute Zentrifugation stattfand, wurden 500
pl Puffer AW1 (QIAamp DNA Mini Kit) zum Gemisch hinzugegeben. Weitere 500 pl Puffer
AW?2 wurden hinzugefiigt und in Folge bei 13000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Das in
diesem Prozess entstandene DNA-Isolat wurde schlielich bei -20°C gelagert.

10.5 Genotypisierung der Risikovarianten fiir Fettlebererkrankungen

Die Genotypisierung fiir die Varianten PNPLA3 p.1148M, MBOAT7 p.G17E und TM6SF2
p.E167K wurde im gastroenterologischen Labor der Klinik fiir Innere Medizin II an der
Universititsklinik des Saarlandes durchgefiihrt. Dafiir wurde eine allelische Diskriminierung
(TagMan Applied Biosystems) ausgefiihrt, bei der sich die 5° -> 3° Exonukleaseaktivitét der
Taq-DNA-Polymerase zunutze gemacht wird. Der zu untersuchende Bereich des SNPs wird
mit einem Primerpaar amplifiziert und anschlieBend mit den Sonden VIC und FAM, welche
fluoreszenzmarkiert sind, nachgewiesen. VIC und FAM werden durch die Taq-DNA-
Polymerase gespalten. Das hat zur Folge, dass die Sonden von dem Quencher (MGB) getrennt
werden.

Zuerst wird ein Mastermix angesetzt (Tabelle 3). Daraufhin werden 4 pl des Mastermixes in
eine sterile PCR-Platte pipettiert und 1 pl der jeweiligen DNA-Probe hinzugegeben. In jeder
Analyse sollten drei Negativkontrollen sowie eine Positivkontrolle vorhanden sein. Die PCR-
Platte wird anschlieBend luftdicht mit einer Folie verschlossen und dann abzentrifugiert. Im
Anschluss wird eine Real-Time-PCR durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte dieses PCR-
Verfahrens sind dabei in Tabelle 4 dargestellt. Nach 30 Minuten ist die Analyse abgeschlossen
und die Proben werden automatisch iiber die 7500 FAST 2.3 Software ausgewertet. Die
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Ergebnisse der allelischen Diskriminierung fiir unsere Patientenkohorte sind in Abbildung 4

bis Abbildung 7 dargestellt.

Tabelle 3 - Herstellung des Mastermixes.

Reagenzien Endkonzentration pl pro Ansatz
2x Genotyping Mastermix Ix 2,5
40x Genotyping Assay Ix 0,125
DNA 10-50 ng 1,0
Steriles Wasser 1,375

Die Tabelle wurde aus der Arbeitsanweisung aus dem Bereich der Methodik von
Fettlebererkrankungen und der allelischen Diskriminierung des Gastroenterologischen Labor
des Universititsklinikum des Saarlandes entnommen.

Tabelle 4 - PCR-Schritte.

Schritt Temperatur/Zeit
Pre Read 25°C/ 1 min
Aktivierung AmpliTaq Gold 95°C /20 sek
Amplifikation 95°C/ 3 sek
Amplifikation 30 Zyklen 60°C /30 sek
Post Read (Messung der End-Fluoreszenz) | 25°C/ 1 min

Die Tabelle wurde aus der Arbeitsanweisung aus dem Bereich der Methodik von
Fettlebererkrankungen und der allelischen Diskriminierung des Gastroenterologischen Labor
des Universititsklinikum des Saarlandes entnommen.
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Allelic Discrimination Plot
Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: PNPLA3)
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Abbildung 4 - Allelische Diskriminierung fiir PNPLA3 p.1148M (1).

Hier dargestellt ist die Allelische Diskriminierung flir die PNPLA3 p.1148M Variante. Fiir diese
Genvariante wurden zwei allelische Diskriminierungen durchgefiihrt, da dies fiir
Zwischenergebnisse notwendig war und die Patientenkohorte dementsprechend aufgeteilt
wurde. Die zweite allelische Diskriminierung ist in der nachfolgenden Abbildung (Abbildung
5) dargestellt. Die blauen und roten Punkte spiegeln dabei die Homozygoten und die griinen
Punkte die Heterozygoten fiir PNPLA3 wider. Ausgewertet wurde dies automatisch durch die
7500 FAST 2.3 Software, nachdem die Real Time PCR via TagMan Assays abgeschlossen war.
Das genaue Prozedere wurde in Kapitel 10.5 erldutert.
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Allelic Discrimination Plot
Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: PNPLA3)

@
4.1

38

31

~N
2
2 1
<
1.6
1.1
@
06
01
PN ¢
» ®
03 08 13 18 23
Allele 1
Legend
® Homozygous 11 ® Homozygous 2/2
® Heterozygous 1/2 XUndetermined

Abbildung 5 - Allelische Diskriminierung fiir PNPLA3 p.1148M (2).

Hier dargestellt ist die Allelische Diskriminierung flir die PNPLA3 p.1148M Variante. Fiir diese
Genvariante wurden zwei allelische Diskriminierungen durchgefiihrt, da dies fiir
Zwischenergebnisse notwendig war und die Patientenkohorte dementsprechend aufgeteilt
wurde. Die erste allelische Diskriminierung ist in der vorherigen Abbildung (Abbildung 4)
dargestellt. Die blauen und roten Punkte spiegeln dabei die Homozygoten und die griinen
Punkte die Heterozygoten fiir PNPLA3 wider. Ausgewertet wurde dies automatisch durch die
7500 FAST 2.3 Software, nachdem die Real Time PCR via TagMan Assays abgeschlossen war.
Das genaue Prozedere wurde in Kapitel 10.510.5 erlautert.
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Allelic Discrimination Plot
Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: MBOAT7)
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Abbildung 6 - Allelische Diskriminierung fiir MBOAT7 p.G17E.

Hier dargestellt ist die Allelische Diskriminierung fiir die MBOAT7 p.G17E Variante. Die
blauen und roten Punkte spiegeln dabei die Homozygoten und die griinen Punkte die
Heterozygoten fiir MBOAT7 wider. Ausgewertet wurde dies automatisch durch die 7500 FAST
2.3 Software, nachdem die Real Time PCR via TagMan Assays abgeschlossen war. Das genaue
Prozedere wurde in Kapitel 10.5 erliutert.
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Allelic Discrimination Plot

Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: TM6SF2)
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Abbildung 7 - Allelische Diskriminierung fiir TM6SF?2 p.E167K.

Hier dargestellt ist die Allelische Diskriminierung fiir die 7TM6SF2 p.E167K Variante. Die
blauen und roten Punkte spiegeln dabei die Homozygoten und die griinen Punkte die
Heterozygoten fiir TM6SF?2 wider. Ausgewertet wurde dies automatisch durch die 7500 FAST
2.3 Software, nachdem die Real Time PCR via TagMan Assays abgeschlossen war. Das genaue
Prozedere wurde in Kapitel 10.5 erliutert.
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10.6 Messinstrumente der Lebensqualitit

Im Folgenden wird auf die einzelnen Fragebdgen, die zur Messung der Lebensqualitét genutzt
wurden, eingegangen und zudem genauer erldutert. Die Patienten wurden hinsichtlich ihrer
Depressivitit, Angstlichkeit, Miidigkeit sowie nach ihrer physischen und mentalen Verfassung
befragt. Die Beantwortung der Fragen geschah nicht im Beisein einer der an dieser Arbeit
beteiligten Personen, sodass die Patienten in Ruhe und ohne Zeitdruck die Fragen beantworten

konnten.

10.6.1 PHQ-9: Patient Health Questionnaire-9

Der PHQ-9 ist ein Screening Test fiir Depressionen und umfasst neun Items [45]. Fiir die
Diagnose einer schweren Depression (Major Depression) gibt es die DMS-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) Kriterien. Fiir jedes Kriterium des DMS-1V gibt es eine
zugehorige Frage im PHQ-9. Somit wird der Patient in den Fragen a-i nach den
Kernsymptomen einer schweren Depression befragt und soll sich dabei auf seine Gefiihlslage
in den letzten zwei Wochen beziehen. Es werden die Themen depressive Verstimmung,
Interessenverlust, Verdnderung des Appetits, gestortes Schlafverhalten, psychische Unruhe,
Miidigkeit und Energieverlust, Wertlosigkeit, verminderte Konzentrationsfahigkeit sowie
wiederkehrende Gedanken an den Tod abgefragt.

Die Auswertung erfolgt durch Summierung der einzelnen Punktwerte in den Fragen a-i und
kann insgesamt Werte zwischen 0 und 27 Punkten annehmen. Die einzelnen Fragen konnen mit

folgenden Antwortmoglichkeiten beantwortet werden und werden wie folgt ausgewertet:

0 Punkte = Uberhaupt nicht.

1 Punkt = An einzelnen Tagen.

2 Punkte = An mehr als der Hélfte der Tage.
3 Punkte = Beinahe jeden Tag.

Die Interpretation des errechneten Gesamtpunktewertes kann der Tabelle 5 entnommen

werden.
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Tabelle 5 - Auswertungsschema des PHQ-9.

Berechneter Gesamtpunktewert Schweregrad der Depression

0-4 Minimale depressive Symptomatik
5-9 Milde depressive Symptomatik

10-14 Mittelgradig depressive Symptomatik
15-27 Schwere depressive Symptomatik

10.6.2 GAD-7: Generalized Anxiety Disorder 7

Der GAD-7 Fragebogen dient der Identifikation von generalisierten Angststorungen,
beziehungsweise der Einschitzung des Schweregrades von Angst [119]. Er enthilt sieben
Fragen, die sich, dhnlich wie bei dem PHQ-9, nach den DSM-IV Kriterien einer generalisierten
Angststorung orientieren. Dabei wird der Patient gebeten, die Fragen in Bezug auf die letzten
zwei Wochen zu beantworten. Hierbei handelt es sich um Fragen, die auf Nervositdt und
Angstlichkeit, auf vermehrte Sorge, der Unfihigkeit zu entspannen, Rastlosigkeit, schnelle
Veridrgerung und auf das Gefiihl, dass etwas schlimmes passieren konnte, abzielen.

Die Auswertung erfolgt durch Summierung der einzelnen Punktwerte in den Fragen und kann
insgesamt Werte zwischen 0 und 21 Punkten annehmen. Die einzelnen Fragen kdnnen mit

folgenden Antwortmoglichkeiten beantwortet werden und werden wie folgt ausgewertet:

0 Punkte = Uberhaupt nicht.

1 Punkt = An einzelnen Tagen.

2 Punkte = An mehr als der Hélfte der Tage.
3 Punkte = Beinahe jeden Tag.

Die Interpretation des errechneten Gesamtpunktewertes kann der Tabelle 6 entnommen

werden.
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Tabelle 6 - Auswertungsschema des GAD-7.

Berechneter Gesamtpunktewert Schweregrade der Angstsymptomatik

0-4 Minimale Angstsymptomatik

5-9 Mild ausgeprigte Angstsymptomatik

10-14 Mittelgradig ausgeprdgte Angstsymptomatik
15-21 Schwer ausgepragte Angstsymptomatik

10.6.3 FIS-D: Fatigue Impact Scale

Der Fatigue Impact Scale dient zur Einschitzung, wie stark die Miidigkeit des Patienten
Einfluss auf dessen Alltag genommen hat. Dabei sollten sich die Antworten des Patienten auf
die letzten vier Wochen beziehen. Es gibt in der Kurzversion des Fatigue Impact Scale 15
Fragen, wovon jeweils fiinf Fragen zur kognitiven, korperlichen und psychosozialen Dimension
gehoren. Die Auswertung erfolgt auch hier iber Summation der Gesamtpunktezahl aus allen
15 Fragen. Die einzelnen Fragen konnen mit folgenden Antwortmoglichkeiten beantwortet

werden und werden wie folgt bewertet:

0 Punkte = nie

1 Punkt = selten

2 Punkte = manchmal
3 Punkte = oft

4 Punkte = sehr oft

Die Gesamtskala reicht demnach von 0 bis 60 Punkte. Werte {iber drei Punkte in den jeweiligen
Subskalen, sollten als klinisch aufféllig betrachtet werden. Dabei gilt auch hier: Je hoher die
erreichte Punktezahl ist, desto stdrker ist die Beeintrichtigung des Patienten durch seine
Miidigkeit.

Die Testinterpretation sowie die Testdurchfiihrung wurden nach dem Testschema von Herrn
Dr. Héuser (Klinikum Saarbriicken) durchgefiihrt [54]. Eine Nutzungsgenehmigung wurde im

Vorfeld bei Herrn Dr. Hauser eingeholt.
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10.6.4 SF-12: Short Form (12) Health Survey

Der SF-12 Fragebogen besteht aus 12 Items und dient zur Erfassung der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitit. Er wurde erstmals 1995 als ein Teil der Medical Outcomes Study (MOS)
veroffentlicht und stellt eine Kurzversion des SF-36 dar. Diese verkiirzte Version des
urspriinglichen Fragebogens soll den Beantwortungsaufwand der Patienten reduzieren. Die
Untergliederung der Subskalen erfolgt in eine korperliche (PCS-12, Physical Score) und eine
psychische Dimension (MCS-12, Mental Score) [153]. Zur besseren Darstellung der Verteilung
der einzelnen Dimensionen dient Abbildung 8. Die Beantwortung durch den Patienten soll auf
Grundlage der subjektiv empfundenen Lebensqualitit innerhalb der letzten vier Wochen
erfolgen. Dabei kann der Gesamtpunktewert zwischen 0 und 100 liegen. Niedrige Werte
spiegeln dabei eine schlechte und hohe Werte eine bessere Lebensqualitit wider.

Die einzelnen Fragen konnen mit folgenden Antwortmdglichkeiten beantwortet werden und

werden wie folgt bewertet:

1 Punkt = ausgezeichnet
2 Punkte = sehr gut

3 Punkte = gut

4 Punkte = weniger gut

5 Punkte = schlecht

Die Auswertung erfolgte mit dem SF-12 OrthoToolKit.
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Items Scales Component Summary Measures

3b. Moderate activities

Physical Functioning
(PF)

3d. Climb several flights

4b. Accomplished less

4c. Limited in kind

8. Pain-interference

Role-Physical (RP)

Physical Health
PCS

Bodily Pain (BP) L X

General Health (GH)

9e.Having a lot of energy Vitality (VT)

10. Social activities Social Functioning(SF)

1. Health rating in general

]

5b. Accomplished less

Mental Health
MCS

Role-Emotional (RE)

5c. Less careful

9d Feel calm and peaceful

Mental Health (MH)

9f. Feel sad and blue

Abbildung 8 - Sub- und Summenskalen des SF-12.

Darstellung der Sub- und Summenskalen des SF-12 nach Ware et al. [153].

10.7 Analyse von SCFAs mittels Gas-Chromatographie

Alle Patienten bekamen am Tag der Aufnahme in die Studie ein Stuhlprobenentnahme-Set
(EasySampler, GP Medical Devices, Ddnemark) mit nach Hause. Dieses beinhaltete eine kleine
Kiihltasche mit jeweils zwei Kiihlakkus, einen Stuhlauffinger fiir die Toilette, sowie
Handschuhe und ein Stuhlprobenentnahmerdhrchen. Die Studienteilnehmer wurden iiber die
Durchfiihrung und die Aufbewahrung der Stuhlprobe im Vorfeld ausfiihrlich aufgeklért. Dabei
war es vor allem wichtig, die Stuhlprobe maximal 24 Stunden vor dem nichsten Termin am
Universititsklinikum des Saarlandes zu entnehmen. Nachdem die Patienten die Stuhlprobe am
Tag ihres Termins abgegeben haben, wurden die Proben schlieBlich im gastroenterologischen
Labor der Klinik fiir Innere Medizin II bei -20°C gelagert.

Die Aufbereitung und Analyse der Stuhlproben erfolgte an der Pomeranian Medical University
in Szczecin (Polen). Dafiir wurden die Stuhlproben mittels Express-Versand auf Trockeneis
verschickt. Die Stuhlanalyse beinhaltete zwei grundlegende Schritte: Isolation von SCFAs und
eine anschlieBende Gas-Chromatographie. Die Isolation von SCFAs bendtigt im Wesentlichen

drei Substanzen: eine Stuhlprobe (0,5g), Sml H20 und 5 M HCI. Zuerst werden die Stuhlprobe
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und das Wasser zusammengegeben und fiir 5 Minuten gemischt. Der zweite Schritt besteht in
der Zugabe von 5 M HCI, um einen pH-Wert von 2-3 zu erreichen. Nachfolgend werden die
Substanzen fiir weitere 10 Minuten gemischt. Abschlieend erfolgt eine zwanzigminiitige
Zentrifugation bei 5000 U/min, um den Uberstand dann fiir die Gas-Chromatographie mittels
Agilent Technologies 1260 A GC-System mit einem Flammenionisationsdetektor (FID), nach

dem in [138] beschriebenem Schema, nutzen zu konnen.

Gegenstand unserer Studie waren dabei folgende SCFAs:
o (2 (Essigsdure)
e (3 (Propionsdure)
e (C4i (Isobuttersaure)
e (C4n (Buttersaure)
e (5i (Isovalerianséure)
e (5n (Valeriansiure)
e 3-Methylvaleriansdure
e 4-Methylvaleriansdure
e (6 (Capronsdure)
e (7 (Heptansiure)

Die Ergebnisse der Stuhlanalyse wurden zum einen als Prozentsatz (%) aus der Flidche des

Peaks und zum anderen in Millimolar (mM) angegeben.
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10.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem SPSS Statistic Programm (Version 27, IBM,
Deutschland) sowie mit Microsoft Excel. Sofern es nicht anders angegeben ist, beziehen sich
die erhobenen Parameter auf den Median mit zugehérigem Minimum und Maximum. Mittels
Shapiro-Wilk und Kolmogorov-Smirnov-Test wurden die Daten zunichst auf eine
Normalverteilung gepriift. Da der Shapiro-Wilk Test im Vergleich zum Kolmogorov-Smirnov-
Test eine hohere Power/Effektstirke besitzt, wurde dieser vorrangig verwendet.

Sollte ein Zusammenhang zwischen zwei qualitativen Merkmalen, wie zum Beispiel dem
Vorhandensein einer steatotischen Lebererkrankung und dem Geschlecht, untersucht werden,
wurde der Chi-Quadrat-Test genutzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die minimale
Haufigkeit >1 ist und nicht mehr als 20% der Zellen eine Haufigkeit kleiner als 5% haben.
Waren diese Voraussetzungen nicht gegeben, wurde der exakte Test nach Fisher angewendet.
Zur Bestimmung eines Zusammenhangs von zwei quantitativen Variablen, wie beispielsweise
Laborparametern wie AST, ALT und Punktewerten aus Messinstrumenten der Lebensqualitdt
(FIS-D, SF-12), wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson genutzt, sofern die Parameter
eine Normalverteilung aufwiesen. Werte galten als signifikant, wenn der zweiseitige p-Wert <
0,05 betrug.

Zur Auswertung, ob die Risikogene PNPLA3, MBOAT7 und TM6SF2 mit anderen Parametern
aus der Studie in Assoziation stehen, wurde eine ANOVA oder der Student’s t-Test
durchgefiihrt, sofern eine Normalverteilung bestand. Bei nicht normal verteilten Parametern

wurde der Mann-Whitney-U-Test oder der Kruskal-Wallis-Test angewendet.
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11 Ergebnisse

11.1 Charakteristika der Patientenkohorte

Unsere Patientenkohorte bestand aus 78 Patienten, wovon 30 ménnlich und 48 weiblich waren.
Die Altersspanne reichte von 23 bis 78 Jahren. Abbildung 9 dient als graphische Ubersicht der
Haufigkeitsverteilung des Alters innerhalb des Patientenkollektivs. Tabelle 1 fasst die

Charakteristika der Kohorte zusammen.

15

Haufigkeit

10

20 40 60 80

Alter (in Jahren)

Abbildung 9 - Haufigkeitsverteilung des Alters innerhalb der gesamten Kohorte.

Histogramm zur Darstellung der Haufigkeitsverteilung des Lebensalters. Auf der X-Achse ist
das jeweilige Lebensalter zu finden und auf der Y-Achse die Hiufigkeitsangabe. Im Median
waren die Patienten innerhalb dieser Kohorte 60 Jahre alt.

Innerhalb dieser Patientenkohorte betrug die Privalenz fiir eine metabolische dysfunktions-
assoziierte steatotische Lebererkrankung 62,8% (n=49) und die der Leberfibrose 38,5% (n=30).
Diejenigen Patienten, die in der transienten Elastographie keine MASLD diagnostiziert
bekommen haben, dienten dabei als Kontrollpersonen. Dies traf auf insgesamt 29 Patienten (18
Frauen und 11 Minner) zu.

Unter den Ménnern betrug die Privalenz der MASLD 63,3% (n=19). Bei den Frauen innerhalb
unserer Kohorte betrug die Privalenz fiir eine MASLD 62,3% (n=30) und war demnach fast
genauso hoch wie bei den Minnern. Somit konnten wir keine geschlechterspezifischen
Unterschiede in Bezug auf das Vorhandensein einer Fettlebererkrankung feststellen. In Bezug
auf das Vorhandensein eciner Leberfibrose, konnten wir ebenfalls keine wesentlichen
Unterschiede zwischen Frauen und Ménnern feststellen (n=19; 39,6% bei Frauen vs. n=11;
36,7% bei Minnern). Abbildung 10 und Abbildung 11 geben einen grafischen Uberblick iiber
die Pravalenz der MASLD und der Leberfibrose unter dem Aspekt des Geschlechts.
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Abbildung 10 - Privalenz der MASLD bei Miannern und Frauen innerhalb der Kohorte.

Balkendiagramm zur Darstellung der Privalenz der MASLD bei Ménnern und Frauen innerhalb
der gesamten Patientenkohorte. Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung der Patienten
(Patienten mit MASLD und Kontrollpersonen) und auf der Y-Achse die jeweilige Haufigkeit.
Die orangenen Balken reprédsentieren die méinnlichen und die grilnen Balken die weiblichen
Patienten.
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Abbildung 11 - Privalenz von Leberfibrose bei Mannern und Frauen innerhalb der Kohorte.

Balkendiagramm zur Darstellung der Prdvalenz von Leberfibrose bei Mannern und Frauen
innerhalb der gesamten Patientenkohorte. Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung der
Patienten (Patienten mit Leberfibrose und Kontrollpersonen) und auf der Y-Achse die jeweilige
Haufigkeit. Die orangenen Balken reprisentieren die médnnlichen und die griinen Balken die
weiblichen Patienten.
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Am Tag des Einschlussdatums fiir diese Studie wurde den Patienten Blut, bevorzugt aus einer
Cubitalvene, entnommen, um wie in Kapitel 10.1 beschrieben, neben der Genotypisierung fiir
die Risikogene PNPLA3, MBOAT7 und TM6SF?2 einige Laborparameter zu bestimmen. Die
jeweiligen Ergebnisse der Genotypisierung sowie der Blutuntersuchung werden in Tabelle 1
und Tabelle 7 dargestellt. Die Ergebnisse der Laborwerte beziehen sich dabei auf den Median

inklusive jeweiliges Minimum und Maximum.

Tabelle 7 - Hiufigkeiten der Genotypen innerhalb der Patientenkohorte.

Genotypen Gesamte Kohorte MASLD Kontrollpersonen
N) (n=78) (n=49) (n=29)
PNPLA3 p.J148M

Wildtyp (p.1481I) 41 25 16
Heterozygot (p.148IM) 32 20 12
Variante (p.148MM) 5 4 1

MBOAT7 p.G17E

Wildtyp (p.17GG) 28 19 9
Heterozygot (p.17GE) 37 24 13
Variante (p.17EE) 13 6 7
TM6SF2 p.E167K

Wildtyp (p.167EE) 68 40 28
Heterozygot (p.167EK) 9 8 1
Variante (p.167KK) 1 1 0

Abkiirzungen: MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; MBOAT7,
Membrane-bound O-acyltransferase domain-containing protein 7; PNPLA3, Patatin-like

phospholipase domain-containing protein 3; 7M6SF2, Transmembrane 6 superfamily 2.

Weitergehend wurde bei allen Patienten der BMI bestimmt und alle unterzogen sich einer
transienten Elastographie. Die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungen werden nachfolgend
aufgefiihrt und es wird dabei zeitgleich erldutert, welche Zusammenhédnge wir zwischen dem
BMI und den MessgroBen der transienten Elastographie im Rahmen dieser Studie innerhalb

unserer Kohorte feststellen konnten.
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Die Einteilung der jeweiligen BMI-Klassifikation richtete sich dabei nach der WHO-
Klassifikation (siehe Kapitel 10.2). In dem nachfolgenden Kreisdiagramm (Abbildung 12) ist
die BMI-Verteilung in unserer Patientenkohorte dargestellt.

Die Haufigkeiten in den Kategorien Untergewicht, Normalgewicht, Priadipositas und

Adipositas Grad I-III werden in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8 - Hiufigkeitsverteilung der BMI-Kategorien innerhalb der Patientenkohorte.

Gesamt Frauen Minner
Untergewicht 0 0 (0%) 0 (0%)
Normalgewicht 17 13 (27,1%) 4 (13,3%)
Praadipositas 18 10 (20,8%) 8 (26,7%)
Adipositas Grad | 21 9 (18,8%) 12 (40%)
Adipositas Grad II 10 6 (12,5%) 4 (13,3%)
Adipositas Grad III 12 10 (20,8%) 2 (6,7%)
Kassifikation

™ Normalgewicht
Praadipositas

M Adipositas Grad |

M Adipositas Grad Il

M Adipositas Grad Ill

Abbildung 12 — Verteilung der verschiedenen BMI-Klassen gemdfl der WHO innerhalb der
Kobhorte.

Kreisdiagramm zur Darstellung der jeweiligen BMI-Klassen nach der WHO innerhalb der
gesamten Patientenkohorte. Eine zugehorige Legende kann dem Kreisdiagramm entnommen
werden. Die Kategorie Untergewicht wird nicht miteinbezogen, da wir keinen einzigen
Patienten hatten, der dieser Kategorie zuzuordnen war.

Wir konnten in Bezug auf den BMI keine geschlechterspezifischen Unterschiede feststellen.

Sowohl die Frauen als auch die Ménner unserer Kohorte hatten im Median einen BMI von 30,5
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kg/m?. Frauen war jedoch mehr als dreimal so hiufig von einer Adipositas Grad III betroffen
im Vergleich zu den Ménnern (20,8% bei Frauen vs. 6,7% bei Méinnern). Ein weiterer
Unterschied lief sich im Bereich des Normalgewichtes feststellen. Hier waren die Frauen mit
27,1%, im Vergleich zu den Ménnern mit 13,3%, ebenfalls hdufiger vertreten. Der Body-Mass-
Index korrelierte mit dem Vorhandensein einer MASLD (P < 0.001), jedoch nicht mit
Leberfibrose (P = 0.061). Patienten mit MASLD hatten im Median einen BMI von 33 kg/m?
und Patienten ohne MASLD lediglich 26 kg/m? (Abbildung 13). Bei Patienten mit und ohne
Leberfibrose waren hingegen kaum Unterschiede vorhanden. So betrug der BMI im Median
31,8 kg/m? bei Patienten mit Leberfibrose und bei Patienten ohne Fibrose 30,1 kg/m?
(Abbildung 14). Patienten mit MASLD hatten demnach einen deutlich h6heren Body-Mass-

Index als unsere Kontrollpersonen.

P < 0.001
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Abbildung 13 - BMI-Werte bei Patienten mit und ohne MASLD.

Boxplot zur Darstellung des BMI bei Patienten mit und ohne steatotische Lebererkrankung.
Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung in Patienten mit MASLD und Kontrollpersonen
und auf der Y-Achse die BMI-Werte in kg/m?. Der Median lag bei Patienten mit MASLD bei
33 kg/m? und bei den Kontrollpersonen bei 26 kg/m?. Somit zeigte sich, dass Patienten mit
MASLD einen hoheren BMI haben als die Kontrollpersonen (P < 0.001).
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Abbildung 14 - BMI-Werte bei Patienten mit und ohne Leberfibrose.

Boxplot zur Darstellung des BMI bei Patienten mit und ohne Leberfibrose. Auf der X-Achse
befindet sich die Einteilung in Patienten mit Leberfibrose und Kontrollpersonen und auf der Y-
Achse die BMI-Werte in kg/m?. Der Median lag bei Patienten mit Fibrose bei 31,8 kg/m? und
bei Patienten ohne Fibrose bei 30,1 kg/m?. Somit zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein einer Leberfibrose und einem héheren BMI (P = 0.061).

Bei der Auswertung der Messgroflen der transienten Elastographie ergaben sich weder fiir den
CAP noch fiir die Lebersteifigkeit signifikante geschlechter- oder altersspezifische
Unterschiede. Die Frauen innerhalb unserer Kohorte hatten dennoch leicht hohere CAP-Werte
im Vergleich zu den Ménnern (323 dB/m bei den Frauen vs. 318 dB/m bei den Minnern).
Sowohl der CAP (P < 0.001) als auch der LSM-Wert (P = 0.017) korrelierten mit dem Body-
Mass-Index. Auflerdem stand der CAP in Beziehung zur steatotischen Lebererkrankung (P
< 0.001) und der LSM-Wert zur Leberfibrose (P < 0.001). Die CAP- und LSM-Werte werden
in Tabelle 1 dargestellt. Zudem dienen Abbildung 15 und Abbildung 16 als graphische
Ubersicht.
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Abbildung 15 — CAP-Werte bei Patienten mit und ohne MASLD.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen MASLD und dem controlled
attenuation parameter (CAP). Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung in Patienten mit
und ohne MASLD und auf der Y-Achse der CAP in dB/m. Der Median betrug bei Patienten
mit steatotischer Lebererkrankung 340 dB/m und ohne MASLD 207 dB/m. Patienten mit
MASLD haben deutlich hohere CAP-Werte als Patienten ohne MASLD (P < 0.001).
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Abbildung 16 — LSM-Werte bei Patienten mit und ohne Leberfibrose.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs von Leberfibrose und dem LSM-Wert. Auf der
X-Achse befindet sich die Einteilung in Patienten mit und ohne Fibrose und auf der Y-Achse
der LSM-Wert in kPa. Der Median betrug bei Patienten mit Leberfibrose 13,2 kPa und ohne
Fibrose 5,2 kPa. Patienten mit Leberfibrose haben deutlich hohere LSM-Werte als Patienten
ohne Leberfibrose (P < 0.001).
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Die Patienten wurden, wie bereits beschrieben, anhand ihres Body-Mass-Index gemél der
WHO-Klassifikation in sechs Gruppen eingeteilt: Untergewicht, Normalgewicht,
Praadipositas, Adipositas Grad I, II und III. Dabei stieg der CAP mit steigendem BMI (P
< 0.001). Bei Normalgewichtigen betrug er im Median 219 dB/m, bei praadipdsen Patienten
291 dB/m, bei Adipositas Grad I 327 dB/m, bei Adipositas Grad II 357 dB/m und bei Adipositas
Grad III 351 dB/m (Abbildung 17).
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BMI-Klassifikation
Abbildung 17 — CAP-Werte bei Patienten verschiedener Gewichtsklassen gemafl dem BMI.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem controlled attenuation parameter
(CAP) und den einzelnen BMI-Kategorien. Auf der X-Achse befindet sich die jeweilige
Kategorie des BMI und auf der Y-Achse der CAP in dB/m. Patienten mit dem héchsten BMI
(Adipositas Grad I-III) wiesen die hochsten CAP-Werte in der transienten Elastographie auf (P
< 0.001).

Hinsichtlich des Vorhandenseins eines Diabetes mellitus ergaben sich innerhalb dieser Kohorte
folgende Priavalenzen: 21,8% (n=17) mit Diabetes mellitus Typ-1, 56,4% (n=44) mit Diabetes
mellitus Typ-2, 1,2% (n=1) mit Diabetes mellitus Typ-3 und 20,5% (n=16) ohne Diabetes
mellitus. Innerhalb unseres Patientenkollektivs waren weibliche Patienten prozentual gesehen
seltener von einem Diabetes mellitus betroffen als die mannlichen Patienten (22,9% bei Frauen
vs. 16,7% bei Miannern). Von einem Diabetes mellitus Typ-1 waren die Frauen etwas héufiger
betroffen im Vergleich zu den Ménnern und von einem Diabetes mellitus Typ-2 waren die
Mainner ofter betroffen als die Frauen (Tabelle 9). Lediglich bei einer Patientin wurde ein

Diabetes mellitus Typ-3 diagnostiziert.
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Tabelle 9 — Héufigkeitstabelle von Diabetes mellitus innerhalb des Patientenkollektivs.

Gesamt Frauen Minner

(n=78) (n=48) (n=30)
Kein Diabetes mellitus 16 11 (22,9%) 5(16,7%)
Diabetes mellitus Typ-1 17 11 (22,9%) 6 (20%)
Diabetes mellitus Typ-2 44 25 (52,1%) 19 (63,3%)
Diabetes mellitus Typ-3 1 1(2,1%) 0 (0%)

Diabetes mellitus war in dieser Studie mit dem Alter (P = 0.028), dem BMI (P = 0.015), dem
CAP (P =0.001) und dem LSM-Wert (P = 0.026) signifikant assoziiert.

Patienten mit MASLD waren beinahe zweimal so hdufig von einem Diabetes mellitus Typ-2
betroffen im Vergleich zu den Patienten ohne MASLD (67,3% bei Patienten mit MASLD vs.
37,9% bei Patienten ohne MASLD). Patienten ohne MASLD hatten hingegen haufiger keinen
Diabetes mellitus und waren fast doppelt so hdufig von einem Diabetes mellitus Typ-1 betroffen
(Tabelle 10). Patienten mit Leberfibrose waren ebenfalls hidufiger von einem Diabetes mellitus
Typ-2 betroffen (73,3% bei Patienten mit Leberfibrose vs. 45,8% bei Patienten ohne
Leberfibrose). Ein Typ-1 Diabetes mellitus kam fast fiinfmal so haufig bei Patienten ohne
Leberfibrose vor (6,7% bei Patienten mit Leberfibrose vs. 31,3% bei Patienten ohne
Leberfibrose). Ebenfalls gab es prozentual gesehen mehr Patienten ohne Diabetes mellitus in

der nicht-Fibrose Gruppe (Tabelle 11).

Tabelle 10 — Priavalenz von Diabetes mellitus bei Patienten mit und ohne MASLD.

Gesamt MASLD Kontrollpersonen
(n=78) (n=49) (n=29)
Kein Diabetes mellitus 16 8 (16,3%) 8 (27,6%)
Diabetes mellitus Typ-1 17 8 (16,3%) 9 (31%)
Diabetes mellitus Typ-2 44 33 (67,3%) 11 (37,9%)
Diabetes mellitus Typ-3 1 0 (0%) 1 (3,4%)
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Tabelle 11 — Priavalenz von Diabetes mellitus bei Patienten mit und ohne Leberfibrose.

Gesamt Fibrose Kontrollpersonen
(n=78) (n=30) (n=48)
Kein Diabetes mellitus 16 5(16,7%) 11 (22,9%)
Diabetes mellitus Typ-1 17 2 (6,7%) 15 (31,3%)
Diabetes mellitus Typ-2 44 22 (73,3%) 22 (45,8%)
Diabetes mellitus Typ-3 1 1(3,3%) 0 (0%)

Die Einnahme von Metformin wurde in dieser Studie ebenfalls berticksichtigt. Von insgesamt
78 Studienteilnehmern nahmen 25 Patienten Metformin ein. Beziiglich der Metformin-
Einnahme gab es keine geschlechter- oder altersspezifischen Unterschiede, dafiir aber eine
signifikante Korrelation mit dem BMI (P = 0.039). Diejenigen Patienten, die Metformin
einnahmen, hatten im Median einen hoheren BMI als jene, die dieses Medikament nicht
einnahmen (33,5 kg/m? bei Patienten mit Metformin-Einnahme vs. 30 kg/m? bei Patienten, die
kein Metformin einnahmen). Steatotische Lebererkrankungen waren signifikant mit der
Metformin-Einnahme (P = 0.031) assoziiert, nicht aber das Vorhandensein einer Leberfibrose.
Zudem schien die Metformin-Einnahme, unabhingig von dem Vorhandensein -einer
Fettlebererkrankung, mit dem Steatosegrad in Verbindung zu stehen. So hatten Patienten, die
Metformin einnahmen, im Median einen CAP-Wert von 339 dB/m. Im Vergleich dazu hatte
die Patientengruppe ohne eine Metformin-Einnahme lediglich einen CAP-Wert von 307 dB/m
(P = 0.025). Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 18 dargestellt. Signifikante
Unterschiede zwischen der Metformin-Einnahme und dem LSM-Wert konnten nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 18 — Die Einnahme von Metformin ist mit einem hoheren CAP-Wert assoziiert.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Einnahme von Metformin und dem
controlled attenuation parameter (CAP). Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung in
Patienten mit und ohne Einnahme von Metformin und auf der Y-Achse der CAP-Wert in dB/m.
Der Median betrug bei Patienten mit Metformin-Einnahme 339 dB/m und ohne Metformin-
Einnahme 307 dB/m (P = 0.025).

Das Biguanid Metformin war des Weiteren mit dem TSH-Wert (P = 0.011), dem Cholesterin-
Wert (P < 0.001), den Triglyceriden (P = 0.043) und der Leukozytenanzahl im Blut (P
< 0.001) signifikant assoziiert. Der Cholesterinwert war bei Patienten, die das Antidiabetikum
einnahmen, deutlich niedriger als bei den Patienten, die es nicht einnahmen. So betrug der
mediane Cholesterinwert in der Metformin-Gruppe 146 mg/dl und in der Gruppe ohne
Metformin-Einnahme 201 mg/dl. Die Anzahl der Leukozyten im Blut war bei Patienten mit
Metformin-Einnahme hoher als bei denen ohne Metformin-Einnahme (8.400 Zellen/ul bei

Patienten mit Metformin-Einnahme vs. 6.700 Zellen/pl bei Patienten ohne dessen Einnahme).
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11.2 Genotypisierung fiir die Risikogene: MBOAT7, PNPLA3 und TM6SF2

Alle Patienten innerhalb unserer Kohorte wurden auf die Risikogene MBOAT7, PNPLA3 und
TM6SF?2 genotypisiert. Die Haufigkeiten der einzelnen Genotypen sind dabei der Tabelle 7 zu
entnehmen.

Fiir MBOAT7 konnten wir 28 Patienten den Wildtypgenotyp zuordnen, dies entspricht 35,9%
des Patientenkollektivs. Heterozygot waren 37 Patienten (47,4%) und homozygot mutiert
waren 13 Patienten, was 16,7% des Gesamtkollektivs entsprach.

41 Patienten sind fiir den PNPLA3-Wildtypgenotyp vorhanden, entsprechend 52,5%. Weiter
standen uns 32 Heterozygote (41%) sowie 5 homozygot mutierte Patienten zur Verfiigung.
Letzteres entspricht 6,4% des Patientenkollektivs.

87,1% (n=68) waren dem TM6SF2-Wildtypgenotyp zuzuordnen. Es standen zudem 9
Heterozygote (11,5%) zur Verfiigung. Innerhalb unserer Patientenkohorte gab es demnach nur
eine homozygot mutierte Variante, was lediglich einem Prozentsatz von 1,3% am
Gesamtkollektiv ausmachte. Hier konnten wir vor allem beobachten, dass keine unserer
Kontrollpersonen ein Allel des TM6SF2-Genotyps hatte im Vergleich zu den Patienten mit
NAFLD. Dort konnten wir 9 heterozygote und einen homozygot mutierten Patienten
ausmachen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch gepriift, ob sich der controlled attenuation parameter und
der liver stiffness measurement durch genetische Faktoren beeinflussen lassen. Daher wurden
die CAP- und LSM-Werte innerhalb der einzelnen Genotypengruppen dargestellt, was in
Tabelle 12 veranschaulicht wird. Dabei wird deutlich, dass bei den PNPLA3-Genotypen
sowohl der CAP als auch der LSM-Wert bei den Wildtypen deutlich niedriger ist als bei den
Patienten mit der homozygot mutierten Variante.

Bei den MBOAT7-Genotypen konnte genau das Gegenteil in Bezug auf den CAP beobachtet
werden: hier hatten die Wildtypen deutlich héhere Werte als die Patienten mit der homozygot
mutierten Variante. Der LSM-Wert verhielt sich dhnlich wie bei den PNPLA3-Genotypen, nur
ist an dieser Stelle zu erwidhnen, dass zwar leichte Unterschiede zwischen den einzelnen
Genotypen zu beobachten sind, diese aber in der statistischen Auswertung nicht signifikant
waren. Einzig der LSM-Wert und die MBOAT7-Variante waren signifikant miteinander
assoziiert (P =0.012). Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 19 dargestellt. Wildtypen fiir
TM6SF?2 hatten ebenso niedrigere CAP-Werte als Patienten mit der heterozygoten und
homozygot mutierten Variante. LSM-Werte waren bei den Wildtypen hoher, was
wahrscheinlich auf die recht ungleiche Verteilung der einzelnen Genotypen fiir TM6SF2

zuriickzufiihren ist.
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Tabelle 12 — CAP und LSM-Werte bei PNPLA3, MBOAT7 und TM6SF?2 Genotypen.

Genotypen Anzahl (N) CAP (dB/m) LSM (kPa)

PNPLA3 p.J148M

Wildtyp (p.148I1I) 41 321 (176-400) 6,1 (3,0-75,0)
Heterozygot (p.1481M) 32 323 (161-400) 6,2 (3,4-75,0)
Variante (p.148MM) 5 348 (231-355) 9 (4,3-34,1)

MBOAT?7 p.G17E

Wildtyp (p.17GG) 28 327 (180-400) 6,0 (3,0-30,8)
Heterozygot (p.17GE) 37 327 (161-400) 6,0 (3,4-75,0)
Variante (p.17EE) 13 278 (175-395) 8,4 (3,4-75,0)
TM6SF2 p.E167K

Wildtyp (p.167EE) 68 312 (161-400) 6,3 (3,0-75,0)
Heterozygot (p.167EK) 9 362 (273-400) 5,9 (5,3-50,9)
Variante (p.167KK) 1 338 (338-338) 4,3 (4,3-4,3)

Sofern nicht anders angegeben, werden die Variablen als Median mit dem jeweiligen Minimum

und Maximum angegeben.

Abkiirzungen: CAP, controlled attenuation parameter; LSM, liver stiffness measurement;

MBOAT7, Membrane-bound O-acyltransferase domain-containing protein 7; PNPLA3, Patatin-

like phospholipase domain-containing protein 3; 7TM6SF2, Transmembrane 6 superfamily 2.
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Abbildung 19 - LSM-Werte bei MBOAT7 p.G17E Genotypen.

Boxplot zur Darstellung der LSM-Werte bei den MBOAT7-Genotypen. Auf der X-Achse
befindet sich der jeweilige Genotyp (GG = Wildtypen, GE = Heterozygote und EE = Variante)
und auf der Y-Achse der LSM-Wert in kPa. Der Median betrug bei den Wildtypen sowie bei
den Heterozygoten 6 kPa und bei der Variante 8,4 kPa. Es zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen dem LSM-Wert und den MBOAT7-Genotypen (P = 0.012).

11.3 Unterschiede in Bezug auf die Depressivitiit, Angst, Miidigkeit und der allgemeinen
Lebensqualitit unter dem Aspekt des Geschlechts und der MASLD

Es werden nun die verwendeten Fragebogen PHQ-9, GAD-7, FIS-D und SF-12 zur Beurteilung
der Lebensqualitit zundchst bei Ménnern und Frauen und dann im Vergleich zwischen
Patienten mit und ohne MASLD ausgewertet. Zuletzt wird auch gemessen, ob es einen
Zusammenhang zwischen genetischen Faktoren gibt. Die Zusammenhédnge zwischen der
Lebensqualitit und Metaboliten der Darmbakterien (SCFAs) werden hingegen in den Kapiteln
11.4.3 und 11.4.4 aufgefiihrt.

Zur Bewertung der Lebensqualitét unserer Studienteilnehmer standen uns 62 PHQ-9 und GAD-
7, 53 FIS-D und 54 SF-12 Fragebogen zur Verfiigung. Unvollstindig ausgefiillte Fragebdgen
wurden von der Bewertung ausgeschlossen. Um eine allgemeine Ubersicht der Ergebnisse bei
Mainnern und Frauen, Patienten mit MASLD und den Kontrollpersonen zu bekommen, dient
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.. Die Ergebnisse des FIS-D und SF-12

Fragebogen beziehen sich jeweils auf den Median und der dazugehorigen Standardabweichung.

53



Tabelle 13 - Hiufigkeitstabelle der verwendeten Messinstrumente zur Bewertung der

Lebensqualitét in kategorischen Untergruppen.

Messinstrument Gesamt Manner Frauen MASLD Kontroll-
personen

PHQ-9 62 25 37 39 23
(Depression)
minimal 29 (46,8%) 13 (52%) 16 (43,2%) 15 (38,5%) 14 (60,9%)
mild 13 (21%) 4 (16%) 9 (24,3%) 8 (20,5%) 5(21,7%)
mittelgradig 13 (21%) 7 (28%) 6 (16,2%) 10 (25,6%) 3 (13%)
schwer 7 (11,3%) 1 (4%) 6 (16,2%) 6 (13,4%) 1 (4,3%)
GAD-7 62 25 37 39 23
(Angst)
minimal 36 (58,1%) 13 (52%) 23 (62,1%) 17 (43,6%) 19 (82,6%)
mild 14 (22,6%) 6 (24%) 8 (21,6%) 12 (30,8%) 2 (8,7%)
mittelgradig 8 (12,9%) 4 (16%) 4 (10,8%) 6 (15,4%) 2 (8,7%)
schwer 4 (6,5%) 2 (8%) 2 (5,4%) 4 (10,3%) 0 (0%)
FIS-D 53 21 32 33 20
(Miidigkeit)

15+17 1515 15+ 18 24+ 18 9+ 14
SF-12 54 21 33 35 19
PCS-12 4441 + 49,27 £ 40,71 £ 42,27 £ 47,57 £

10,85 11,97 10,21 11,53 9,58
MCS-12 52,34+ 48,65 + 53,58 + 44,63 + 58,09 +

12,14 11,11 12,89 11,21 11,28

Sofern nicht anders angegeben, werden die Variablen als Median mit der zugehorigen
Standardabweichung angegeben.

Abkiirzungen: FIS-D, Fatigue Impact Scale Deutsch; GAD-7, Generalized Anxiety Disorder
Scale-7; MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; MCS-12, Mental
Score des SF-12; PCS-12, Physical Score des SF-12; PHQ-9, Patient Health Questionnaire-9;
SF-12, Short-Form (12) Health Survey.
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Frauen waren im Vergleich zu Méinnern viermal so hdufig von einer schweren Depression
betroffen (16,2% bei Frauen vs. 4% bei Ménnern). Zudem erzielten Frauen deutlich niedrigere
Werte im PCS-12 des SF-12. Im MCS-12 des SF-12 hatten hingegen die Ménner niedrigere
Werte im Vergleich zu den Frauen. Die Frauen innerhalb unserer Kohorte hatten demnach eine
schlechtere korperliche Lebensqualitit und die Ménner eine schlechtere mentale
Lebensqualitét. In Bezug auf Angst und vermehrte Miidigkeit konnten wir keine wesentlichen
geschlechterspezifischen Unterschiede feststellen.

Patienten mit MASLD zeigten mehr als dreimal so hdufig schwere Depressionen und
Angstzustinde als Patienten ohne nachgewiesene chronische Lebererkrankung. Eine stark
ausgeprigte Angstsymptomatik zeigte keine unserer Kontrollpersonen. So zeigte sich im
Vergleich dazu jedoch, dass vier Patienten mit MASLD eine schwere Angststorung gemaf3 dem
GAD-7 hatten. Sowohl die mentale als auch die physische Lebensqualitit war bei Patienten mit
steatotischer Lebererkrankung schlechter als bei den Kontrollpersonen. Patienten mit Fettleber
hatten im Median 44,63 Punkte im MCS-12 des SF-12 und im Vergleich dazu hatten Patienten
ohne MASLD einen Median von 58,09 Punkten (P < 0.001) (Abbildung 20). Niedrigere Werte
spiegeln hier eine schlechtere Lebensqualitdt wider. Die Auspriagung der Miidigkeit war
ebenfalls bei Patienten mit Fettlebererkrankung stérker als bei jenen ohne. So zeigte sich, dass
Patienten mit MASLD im Median einen Punktewert von 24 im FIS-D erzielten und Patienten
ohne MASLD einen Wert von 9 (P = 0.045) (Abbildung 21). Hohere Punktewerte im FIS-D

sind als eine stirker ausgeprigte Miidigkeit zu bewerten.
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P < 0.001
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Abbildung 20 — Patienten mit MASLD haben eine schlechtere mentale Lebensqualitit.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der steatotischen Lebererkrankung und
einer schlechteren mentalen Lebensqualitdt. Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung in
Patienten mit und ohne MASLD und auf der Y-Achse ist die mentale Lebensqualitit gemaf3
dem MCS-12 des SF-12 dargestellt. Patienten mit MASLD haben im Median einen Punktewert
von 44,63 im MCS-12 und Patienten ohne MASLD einen Punktewert von 58,09 (P < 0.001).
Niedrigere Werte spiegeln hier eine schlechtere mentale Lebensqualitét wider.
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Abbildung 21 — Patienten mit MASLD leiden unter einer stirkeren Miidigkeit als Patienten
ohne MASLD.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der steatotischen Lebererkrankung und
einer stirkeren Miidigkeit. Auf der X-Achse befindet sich die Einteilung in Patienten mit und
ohne MASLD und auf der Y-Achse ist die Miidigkeit geméf dem FIS-D dargestellt. Patienten
mit MASLD haben im Median einen Punktewert von 24 im FIS-D und Patienten ohne MASLD
einen Punktewert von 9 (P = 0.045).
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Unter den getesteten Fragebogen zur Beurteilung der Lebensqualitit innerhalb unserer Kohorte
zeigten sich lediglich die mentale Lebensqualitidt (P < 0.001) und die Miidigkeit (P = 0.045) in
der statistischen Analyse signifikant mit steatotischen Lebererkrankungen. Die iibrigen
festgestellten Unterschiede in Bezug auf die Lebensqualitit waren zwar deutlich, erreichten
jedoch nicht die statistische Signifikanz von P = <0.05. AuBBerdem zeigte sich, dass auch der
CAP-Wert mit der mentalen Lebensqualitit assoziiert war (P = 0.011). Demnach hatten
Patienten mit einem hoheren CAP-Wert, unabhidngig von dem Vorhandensein -einer
Fettlebererkrankung, eine geringere Punktzahl im MCS-12 des SF-12, was, wie eingangs

beschrieben, mit einer schlechteren mentalen Lebensqualitdt assoziiert ist (Abbildung 22).
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Abbildung 22 - Korrelation zwischen hoheren CAP-Werten und einer schlechteren mentalen
Lebensqualitit.

Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen hoheren CAP-Werten in der
transienten Elastographie und einer schlechteren mentalen Lebensqualitét gemédfl dem MCS-12
des SF-12. Niedrigere Werte im MCS-12 spiegeln dabei eine schlechtere mentale
Lebensqualitit wider (P = 0.011). Auf der X-Achse befinden sich die CAP-Werte in dB/m und
auf der Y-Achse die Ergebnisse des MCS-12.

57



Zudem wurde iiberpriift, ob die CAP- und LSM-Werte einen Einfluss auf weitere kognitive
Verdnderungen haben. Hohere CAP-Werte waren mit stirkerer Angst in Verbindung zu setzen
(P =0.045). Patienten mit keiner bis minimaler Angstsymptomatik hatten einen medianen CAP
von 287 dB/m, Patienten mit milder Angst 341 dB/m und Patienten mit mittelschwerer bis
schwerer Angst 338 dB/m (Abbildung 23).

Weder der controlled attenuation parameter noch der liver stiffness measurement zeigten in der
Analyse einen relevanten Einfluss auf die Auspridgung von Depressionen, Miidigkeit und der
korperlichen Lebensqualitdt. Auch die Einnahme des Antidiabetikums Metformin schien sich

nicht auf diese Aspekte auszuwirken.
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Abbildung 23 - Patienten mit schwerer Angstsymptomatik haben hohere CAP-Werte.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem controlled attenuation parameter
(CAP) und Angststorungen. Auf der X-Achse befinden sich die kategorischen Untergruppen
von Angststorungen gemdll dem GAD-7 Test und auf der Y-Achse die CAP-Werte in dB/m,
die in der transienten Elastographie gemessen wurden. Diejenigen Patienten mit keiner bis
minimaler Angstsymptomatik zeigten niedrigere CAP-Werte im Vergleich zu den Patienten mit
einer schweren Form der Angst (P = 0.045).
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Neben einer Priifung der Unterschiede in der Lebensqualitit bei Patienten mit und ohne
steatotische Lebererkrankung, war es ebenfalls Teil dieser Arbeit, Bezug auf genetische

Risikofaktoren wie PNPLA3, MBOAT7 und TM6SF2 zu nehmen. Hierbei konnten wir ebenfalls

keine relevanten Unterschiede innerhalb der verschiedenen Genotypen feststellen.

In der anschlieBenden Auswertung wurden die einzelnen Messinstrumente zur Bewertung der
Lebensqualitét gegeniibergestellt, um zu iiberpriifen, wie sich beispielsweise eine Depression
auf die Angstlichkeit oder Miidigkeit eines Patienten auswirkt bzw. ob eine kognitive
Verdnderung auf weitere Faktoren, die eine Lebensqualitét definieren, Einfluss hat. Demnach
stellte sich uns die Frage, ob Patienten, die schon beispielsweise unter einer Depression leiden,
auch hdufiger von einer Angststérung oder vermehrter Miidigkeit betroffen sind.

In der Korrelationsanalyse zeigte sich, dass dies zutraf. Das Vorhandensein einer Messvariable
fiir kognitive Veranderungen, wie beispielsweise der Depression, schien das Vorhandensein fiir
eine weitere Messvariable (z.B. Angstlichkeit oder stark ausgeprigte Miidigkeit) zu
begiinstigen. Mit Ausnahme des PCS-12 und des MCS-12 waren alle Messinstrumente der
Lebensqualitit untereinander hoch signifikant (Tabelle 14). Das Vorhandensein einer
Depression korrelierte also zum Beispiel mit dem Vorhandensein einer starken Angst oder
vermehrter Miidigkeit. Im Gegensatz dazu war eine schlechtere korperliche Lebensqualitdt

nicht mit einer schlechteren mentalen Lebensqualitit assoziiert.

Tabelle 14 - Korrelationen zwischen den verwendeten Messinstrumenten der Lebensqualitit.

PHQ-9 GAD-7 FIS-D PCS-12 MCS-12

p r p r p r p r p r
PHQ-9 <0.001 0.84 <0.001 0.85 <0.001 -0.53 <0.001 -0.76
GAD-7 <0.001 0.76  0.002 -0.41 <0.001 -0.77
FIS-D <0.001 -0.57 <0.001 -0.74
PCS-12 0.73 0.24

Abkiirzungen: FIS-D, Fatigue Impact Scale Deutsch; GAD-7, Generalized Anxiety Disorder
Scale-7; MCS-12, Mental Score des SF-12; PCS-12, Physical Score des SF-12; PHQ-9, Patient
Health Questionnaire-9; SF-12, Short-Form (12) Health Survey.
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11.4 Short-chain fatty acids im Stuhl

Wir haben von 45 Patienten eine Stuhlprobe erhalten und darin verschiedene Fettsduren

gemessen. 30 Stuhlproben waren von Patienten mit einer steatotischen Lebererkrankung und

15 Stuhlproben von Kontrollpersonen. Das genaue Prozedere und die Auflistung der

gemessenen Fettsduren sind dabei in Kapitel 10.7 beschrieben. Um einen Uberblick der

gemessenen SCFAs innerhalb unserer Patientenkohorte zu erhalten, dienen Tabelle 15 und

Tabelle 16. Im Folgenden wird auf die geschlechterspezifischen Unterschiede der fékalen

SCFAs eingegangen, auf die Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne MASLD, auf

Zusammenhidnge mit der Lebensqualitdt und auf einen moglichen Einfluss einer genetischen

Komponente.

Tabelle 15 - Ubersichtstabelle der gemessenen fikalen SCFAs in mM bei Patienten mit und

ohne MASLD.
SCFAs (mM) MASLD Kontrollpersonen
(n=30) (n=15)
Median IQR Median IQR P

C2 (Essigsdure) 6.50 1.64 5.21 2.55 0.024
C3 (Propansidure) 2.13 1.80 1.29 1.13 0.028
C4i (Isobuttersédure) 0.06 0.11 0.05 0.15 n.s.
C4n (Buttersdure) 1.27 1.72 1.03 1.62 n.s.
C5i (Isovaleriansdure) 0.07 0.19 0.09 0.25 n.s.
C5n (Valerianséure) 0.02 0.16 0.05 0.09 n.s.
3-Methylvaleriansiure <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
4-Methylvaleriansdure <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C6 (Capronséure) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C7 (Heptansédure) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 n.s.

Abkiirzungen: IQR, Interquartilsabstand; MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic

liver disease; n.s., nicht signifikant (d.h.: P > 0.05), SCFAs; short-chain fatty acids.
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Tabelle 16 - Ubersichtstabelle der gemessenen fikalen SCFAs in % bei Patienten mit und ohne

MASLD.
SCFAs (%) MASLD Kontrollpersonen
(n=30) (n=15)
Median IQR Median IQR P

C2 (Essigsiure) 35.40 14.43 35.53 4.70 n.s.
C3 (Propanséure) 22.23 10.23 22.33 10.00 n.s.
C4i (Isobuttersdure) 2.82 2.24 4.33 4.33 0.043
C4n (Buttersdure) 24.71 15.98 22.09 12.58 n.s.
C5i (Isovaleriansdure) 5.33 5.47 11.46 10.21 0.005
C5n (Valeriansaure) 4.47 2.81 5.44 1.46 0.007
3-Methylvaleriansiure 0.30 0.18 0.20 0.20 n.s.
4-Methylvaleriansdure 0.02 0.02 0.02 0.02 n.s.
C6 (Capronséure) 0.43 2.86 0.37 1.30 n.s.
C7 (Heptansdure) 0.07 0.46 0.06 0.19 n.s.

Abkiirzungen: IQR, Interquartilsabstand; MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic

liver disease; n.s., nicht signifikant (d.h.: P > 0.05), SCFAs; short-chain fatty acids.

11.4.1 Geschlechterspezifische Unterschiede

Zur Analyse der Stuhlproben standen uns 17 Stuhlproben von Ménnern und 28 Stuhlproben

von Frauen zur Verfiigung. Ménnliche Patienten hatten im Median hohere Konzentrationen

(gemessen in mM) an fakaler Essig-, Propan- und Buttersdure. Die restlichen SCFAs waren bei

Minnern im Vergleich zu Frauen in einer niedrigeren Konzentration vorhanden. Unter den

gemessenen SCFAs war die Essigsdure die einzige Fettsdure, die signifikant mit dem

Geschlecht assoziiert war (P = 0.017). In Abbildung 24 wird der Zusammenhang zwischen

fékaler Essigsdure und dem Geschlecht dargestellt.
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Abbildung 24 - Geschlechterspezifische Konzentrationsunterschiede der fakalen Essigsdure.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen fakaler Essigsdure bei Ménnern und
Frauen im Vergleich. Auf der X-Achse werden die Patientengruppen (méinnlich und weiblich)
dargestellt. Auf der Y-Achse ist die Essigsdure in mM im Stuhl angegeben. Minnliche
Patienten haben deutlich hohere Konzentrationen an Essigsdure im Stuhl (P = 0.017).

11.4.2 Patienten mit MASLD haben hohere Konzentrationen an SCFAs

Der Gehalt an fikalen SCFAs in mM bei Patienten mit MASLD war bei allen gemessenen
Fettsduren im Median hoher als bei Patienten ohne MASLD (Tabelle 15). Die einzigen
Ausnahmen stellten hierbei die Isovaleriansdure und die Valeriansdure dar, die minimal hoher
bei Patienten ohne Fettleber waren. So ergab sich beispielsweise eine mediane Konzentration
von fakaler Isovaleriansdure von 0.07 mM bei Patienten mit MASLD und 0.09 mM bei
Patienten ohne MASLD. Bei beiden Patientengruppen waren die Essig- und Propansiure
diejenigen SCFAs mit dem hochsten Anteil im Stuhl. Unter den getesteten Fettsduren waren
Essigsédure (P = 0.024) und Propanséure (P = 0.028) in der statistischen Analyse signifikant mit
MASLD assoziiert. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 25 und Abbildung 26 dargestellt. Fiir

die tibrigen SCFAs konnten keine signifikanten Ergebnisse feststellt werden.
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P = 0.024
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Abbildung 25 - Patienten mit MASLD haben hohere Konzentrationen an fékaler Essigsdure.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen fékaler Essigsdure und der MASLD.
Auf der X-Achse werden die Patientengruppen (Patienten mit und ohne MASLD) dargestellt
und auf der Y-Achse die Essigsdure in mM im Stuhl. Patienten mit MASLD haben deutlich
hohere Konzentrationen an Essigsdure im Stuhl (P = 0.024).
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Abbildung 26 - Patienten mit MASLD haben hohere Konzentrationen an fékaler
Propansiure.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen fékaler Propansidure und der MASLD.
Auf der X-Achse werden die Patientengruppen (Patienten mit und ohne MASLD) dargestellt
und auf der Y-Achse die Propansdure in mM im Stuhl. Patienten mit MASLD haben deutlich
hohere Konzentrationen an Propansdure im Stuhl (P = 0.028).
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Der Prozentsatz, der nach dem Peak fiir jede Fettsdure bestimmt wurde, war fiir Essigsdure,
Propansiure, [sobuttersiure, [sovaleriansdure und Valeriansdure bei Patienten ohne steatotische
Lebererkrankung hoher als bei denen mit Fettleber. Bei der Isovaleriansidure gab es deutliche
Konzentrationsunterschiede zwischen Patienten mit und ohne MASLD (P = 0.005). So hatten
MASLD-Patienten einen Median von 5,33% und vergleichend dazu die Kontrollpersonen
11,46%. Zudem zeigten sich auch die Isobuttersdure (P = 0.043) und die Valeriansdure (P =
0.007) als signifikant in der statistischen Auswertung (siche Tabelle 16 und Abbildung 27).
Im Rahmen dieser Arbeit wird sich jedoch weiterfilhrend auf die Konzentrationen in mM
beschrinkt und die Angaben im prozentualen Verhédltnis werden nur der Veranschaulichung

und vollstidndigkeitshalber angegeben.
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Abbildung 27 - Isovaleriansdure im Stuhl bei Patienten mit und ohne MASLD.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen fékaler Valeriansidure und der MASLD.
Auf der X-Achse werden die Patientengruppen (Patienten mit und ohne MASLD) dargestellt
und auf der Y-Achse die Isovaleriansiure in % im Stuhl. Patienten mit MASLD haben deutlich
hohere Konzentrationen an Isovaleriansdure im Stuhl (P = 0.005).
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11.4.3 SCFAs als mogliche Einflussfaktoren auf die Lebensqualitiit, Depressionen,
Angst und Miidigkeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand unter anderem auch darin, zu untersuchen, ob es einen
Zusammenhang zwischen den SCFAs im Stuhl und kognitiven Verdnderungen bei Patienten
mit chronischen Lebererkrankungen wie der MASLD gibt. In der statistischen Auswertung
konnten einige SCFAs identifiziert werden, die einen moglichen Einfluss auf Depressionen,
Angstzustinde und vermehrte Miidigkeit haben. 44 Patienten gaben sowohl einen vollstindig
ausgefiillten PHQ-9 und GAD-7 Fragebogen als auch eine Stuhlprobe ab.

Die Verteilung innerhalb der Schweregrade der Depression sah wie folgt aus: 19 Patienten mit
keiner bis minimaler Depression, 10 Patienten mit milder Depression sowie 15 Patienten mit
mittelgradiger bis schwerer Depression (Tabelle 17). Fiir den GAD-7 Fragebogen standen uns
26 Stuhlproben von Patienten mit keiner bis minimaler Angstsymptomatik, 13 Stuhlproben von
Patienten mit milder Angstsymptomatik und 5 Stuhlproben von Patienten mit mittelschwerer

bis schwerer Angstsymptomatik zur Verfiigung (Tabelle 18).

Tabelle 17 - Fikale SCFA-Konzentrationen bei Patienten mit verschiedenen Schweregraden
von Depressionen.

SCFAs (mM) Keine bis Milde Mittelgradige bis P
minimale Depression schwere
Depression (n=10) Depression
(n=19) (n=15)

C2 (Essigsiure) 6.29 6.22 6.44 n.s.
C3 (Propansédure) 1.44 1.41 1.95 n.s.
C4i (Isobuttersédure) 0.063 0.027 0.07 n.s.
C4n (Buttersdure) 0.78 1.21 1.33 n.s.
C5i (Isovaleriansdure) 0.085 0.01 0.153 n.s.
C5n (Valerianséure) 0.047 0.021 0.032 n.s.
3-Methylvaleriansiure <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
4-Methylvaleriansdure <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C6 (Capronséure) <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C7 (Heptansiure) <0.01 <0.01 <0.01 n.s.

Abkiirzungen: n.s., nicht signifikant (d.h.: P > 0.05), SCFAs; short-chain fatty acids.
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Tabelle 18 - Fikale SCFA-Konzentrationen bei Patienten mit verschiedenen Schweregraden

von Angst.
SCFAs (mM) Keine bis Milde Angst  Mittelgradige bis P
minimale Angst (n=13) schwere Angst
(n=26) (n=5)

C2 (Essigsdure) 6.17 6.30 6.55 n.s.
C3 (Propanséure) 1.52 1.79 2.23 0.025
C4i (Isobuttersédure) 0.07 0.02 0.04 n.s.
C4n (Buttersdure) 0.77 1.78 1.26 n.s.
C5i (Isovaleriansdure) 0.11 0.008 0.13 n.s.
C5n (Valerianséure) 0.04 0.03 0.001 n.s.
3-Methylvaleriansiure <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
4-Methylvaleriansdure <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C6 (Capronséure) <0.01 <0.01 <0.01 n.s.
C7 (Heptansiure) <0.01 <0.01 <0.01 n.s.

Abkiirzungen: n.s., nicht signifikant (d.h.: P > 0.05), SCFAs; short-chain fatty acids.

11.4.4 Fikale Propansiure korreliert mit einer stirker ausgeprigten Depression, Angst
sowie mit vermehrter Miidigkeit

Zunichst konnte beobachtet werden, dass Patienten mit mittelgradiger oder schwerer
Depression hohere Konzentrationen an SCFAs im Stuhl hatten im Vergleich zu Patienten mit
milder ausgeprégter oder keiner Depression (Tabelle 17). Eine Ausnahme stellte hierbei die
Valeriansdure dar, die bei Patienten mit mittelgradiger bis schwerer Depression in einer
niedrigeren Konzentration im Stuhl vorhanden war.

Zwar korrelierten die SCFAs nicht direkt mit dem Schweregrad der Depression, dafiir aber mit
dem berechneten Skalensummenwert im PHQ-9. Hohere Konzentrationen an Propanséure im
Stuhl waren demnach mit einer héheren Punktezahl im PHQ-9 assoziiert (P = 0.021). Hohere
Punktewerte im PHQ-9 sind als eine stirker ausgepragte Depressivitdt zu interpretieren. Hier
lasst sich also ein Zusammenhang zwischen SCFAs, genauer gesagt der Propansdure, im Stuhl
und Depressionen erkennen. Die Ergebnisse dieser Korrelation sind in Abbildung 28

veranschaulicht.
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P = 0.021
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Abbildung 28 — Korrelation zwischen héheren Propansidurekonzentrationen im Stuhl und
einer stirker ausgepriagten Depression.

Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Propansdurekonzentration im
Stuhl und hoéheren Werten im PHQ-9 fiir depressive Stérungen (P = 0.021). Hohere
Punktewerte spiegeln eine ausgeprigtere Depression wider. Auf der X-Achse sind die
Punktewerte des PHQ-9 aufgefiihrt und auf der Y-Achse die Propansdure im Stuhl gemessen
in mM.

In Bezug auf die Angstlichkeit unserer Patienten konnten wir ebenfalls feststellen, dass es
Konzentrationsunterschiede bei den verschiedenen Schweregraden von Angst gibt. Ahnlich wie
bei Depressionen, hatten auch hier Patienten mit mittelgradiger bis schwerer Angst hohere
Konzentrationen einiger SCFAs im Stuhl, im Vergleich zu denjenigen Patienten, die keine oder
eine weniger stark ausgeprigte Form der Angstlichkeit, gemessen mit dem GAD-7, hatten.
Isobuttersdure, Isovalerianséure sowie die Valeriansdure waren jedoch Ausnahmen, denn hier
waren die Patienten mit den ausgepragtesten Angstsymptomen diejenigen, die niedrigere
Konzentrationen dieser Fettsduren im Stuhl aufwiesen. Tabelle 18 dient dabei als
Ubersichtstabelle der gemessenen SCFAs bei Patienten mit verschiedenen Schweregraden von
Angst. Unter den gemessenen Fettsduren zeigte sich hier die Propansdure als die einzige
Fettsdure, die signifikant mit dem Schweregrad von Angst korrelierte (P = 0.025). Patienten
mit mittelschwerer bis schwerer Angst hatten deutlich hohere Konzentrationen an Propanséure
im Stuhl als Patienten mit milder, minimaler oder keiner Angst. Diese Beobachtung wird in
Abbildung 29 veranschaulicht. Die Propansdure korrelierte auch mit den Punktewerten im
GAD-7 (Abbildung 30). Je hoher die fikale Propansdurekonzentration war, desto hher war
die Gesamtpunktzahl im GAD-7 unabhingig von den verschiedenen Schweregraden von Angst

(P = 0.009).
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P = 0.025
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Abbildung 29 — Patienten mit schwerer Angstsymptomatik haben héhere
Propansiurekonzentrationen im Stuhl.

Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen fikaler Propansdure und Angst (P =
0.025). Auf der X-Achse sind die verschiedenen Schweregrade von Angst gemifl dem GAD-7
dargestellt und auf der Y-Achse die fikale Propansdure in mM. Die Propansdurekonzentration
war bei Patienten mit keiner bis minimaler Angst am niedrigsten und bei Patienten mit
mittelgradiger bis schwerer Angst am hochsten (P = 0.025).
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Abbildung 30 - Korrelation zwischen hoheren Propansdurekonzentrationen im Stuhl und
einer stirker ausgeprigten Angst.

Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Propansdurekonzentration im
Stuhl und hoheren Werten im GAD-7 fiir Angst (P = 0.009). Auf der X-Achse sind die
Punktewerte des GAD-7 aufgefiihrt und auf der Y-Achse die Propansdure im Stuhl gemessen
in mM. Hohere Punktewerte spiegeln eine ausgepriagtere Angst wider.
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Die Ausprigung der Miidigkeit wurde mit dem FIS-D erfasst. Wir bekamen von 35 Patienten,
die den FIS-D vollstindig ausgefiillt hatten, eine Stuhlprobe zur Analyse. Die Propansdure
zeigte sich nicht nur, wie bereits beschrieben, signifikant mit Depressionen und Angst, sondern
auch mit vermehrter Miidigkeit (P = 0.008). Hohere Konzentrationen an Propansiure im Stuhl
korrelierten mit einer hoheren Punktezahl im FIS-D. Eine hohere Punktezahl spiegelt dabei eine
starker ausgeprigte Miidigkeit wider. Abbildung 31 dient als Veranschaulichung dieser

Korrelation.

P = 0.008

Propansdure (mM)

0 10 20 30 40 50 60

Mudigkeit (FIS-D)

Abbildung 31 - Korrelation zwischen der fikalen Propansédurekonzentration und einer starker
ausgepriagten Midigkeit.

Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Konzentration von Propansiure
im Stuhl und vermehrter Miidigkeit (P = 0.008). Auf der X-Achse befinden sich die
Punktewerte des FIS-D Fragebogens zur Miidigkeit und auf der Y-Achse die Propansdure im
Stuhl gemessen in mM.

Unsere Patienten erhielten auch einen Fragebogen, der sich auf die allgemeine Lebensqualitét
bezog. Dieser bestand aus einer physischen und mentalen Komponente. An dieser Stelle sei
jedoch zu erwéhnen, dass keine der gemessenen Fettsduren im Stuhl signifikant mit dem PCS-

12 oder MCS-12 des SF-12 war.
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11.4.5 PNPLA3 p.1148M Variante als moglicher Einflussfaktor auf SCFAs

Die Zusammenhdnge von short-chain fatty acids im Stuhl und affektiven Stérungen bei
Patienten mit steatotischer Lebererkrankung kénnten womdoglich auch durch eine genetische
Komponente moduliert werden. Uns standen insgesamt 45 Stuhlproben zur Verfiigung. Die
Verteilung der Genotypen fiir PNPLA3 p.1148M sah dabei wie folgt aus: 23 Wildtypen, 18
Heterozygote und 4 homozygot mutierte Varianten. Innerhalb unserer Kohorte war die
PNPLA3 p.1148M Variante signifikant mit hoheren Konzentrationen an Buttersdure (P = 0.042)
sowie mit niedrigeren Konzentrationen an Isovaleriansdure (P = 0.027) im Stuhl assoziiert.
Dabei zeigt sich, dass die Trdger von mindestens einer Kopie des PNPLA3 p.1148M-Minor-
Allels im Vergleich zu Wildtypen hohere Konzentrationen an Buttersdure und niedrigere
Konzentrationen an Isovaleriansiure im Stuhl aufwiesen (Abbildung 32 und Abbildung 33).
Bei den anderen getesteten Varianten MBOAT7 p.G17E und TM6SF2 p.E167K ergaben sich

keine signifikanten Konzentrationsunterschiede von short-chain fatty acids im Stuhl.

P = 0.042

Buttersdaure (mM)

~

|
liﬁ

1} [IM] [MM]
PNPLA3 p.1148M

-

Abbildung 32 - Fikale Buttersidure bei PNPLA3 p.1148M Genotypen.

Boxplot zur Darstellung der Konzentrationsunterschiede von fakaler Buttersdure bei PNPLA3
p.1148M Genotypen. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Genotypen (II = Wildtypen, IM
= Heterozygote und MM = Variante) dargestellt und auf der Y-Achse die Buttersdure in mM.
Wildtypen hatten im Median eine Buttersdurekonzentration von 0,69 mM, Heterozygote einen
Median von 1,54 mM und homozygot mutierte Tréger einen Median von 1,33 mM. Somit haben

Heterozygote und homozygot mutierte Triger signifikant hohere Konzentrationen an
Buttersaure im Stuhl (P = 0.042).

70



P = 0.027
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Abbildung 33 - Fékale Isovaleriansdure bei PNPLA3 p.1148M Genotypen.

Boxplot zur Darstellung der Konzentrationsunterschiede von fékaler Isovalerianséure bei
PNPLA3 p.1148M Genotypen. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Genotypen (II =
Wildtypen, IM = Heterozygote und MM = Variante) dargestellt und auf der Y-Achse die
Isovaleriansidure in mM. Wildtypen hatten im Median eine Isovaleriansdurekonzentration von
0,13 mM, Heterozygote einen Median von 0,008 mM und homozygot mutierte Triger einen
Median von 0,45 mM. Somit haben Wildtypen signifikant hohere Konzentrationen an
Isovaleriansdure im Stuhl (P = 0.027).

71



11.4.6 Einfluss von Metformin auf das intestinale Mikrobiom

Verschiedene Faktoren kdnnen das intestinale Mikrobiom beeinflussen. So spielen neben der
Erndhrung auch Medikamente eine zentrale Rolle. Folgend wird auf den Einfluss des
Antidiabetikums Metformin auf die Konzentrationen von fikalen short-chain fatty acids
eingegangen. Dabei konnten wir einige Konzentrationsunterschiede feststellen. Diese
Ergebnisse sind in Tabelle 19 aufgefiihrt. Patienten, die das Biguanid Metformin einnahmen,
wiesen hohere fakale Konzentrationen an allen gemessenen SCFAs auf. Eine Ausnahme stellte
die Isovaleriansédure dar, die bei Patienten mit und ohne Metformin-Einnahme in der gleichen
Konzentration vorhanden war. Die Einnahme von Metformin war signifikant mit hoheren
Konzentrationen an Essigsdure (P = 0.002) sowie mit hoheren Konzentrationen an Propansiure
(P =0.016) im Stuhl assoziiert. Dabei betrug die mediane Konzentration von Essigsdure in der
Metformin-Gruppe 7,13 mM und bei Patienten ohne Metformin Einnahme 6,11 mM
(Abbildung 34). Fiir die Propansiure ergab sich eine mediane Konzentration von 2,75 mM bei
Patienten, die Metformin einnahmen und 1,47 mM bei denen, die das Antidiabetikum nicht
einnahmen (Abbildung 35). Bei den iibrigen SCFAs ergaben sich keine wesentlichen

Unterschiede.

Tabelle 19 — SCFAs Konzentrationen unter dem Aspekt der Metformin-Einnahme.

SCFAs (mM) Metformin-Einnahme
Ja Nein P
(n=15) (n=30)

C2 (Essigsiure) 7.13 6.11 0.002
C3 (Propanséure) 2.75 1.47 0.016
C4i (Isobuttersédure) 0.08 0.06 n.s.
C4n (Buttersdure) 1.35 1.06 n.s.
C5i (Isovaleriansdure) 0.08 0.08 n.s.
C5n (Valerianséure) 0.08 0.03 n.s.
3-Methylvaleriansiure <0.01 <0.01 n.s.
4-Methylvaleriansdure <0.01 <0.01 n.s.
C6 (Capronséure) <0.01 <0.01 n.s.
C7 (Heptansiure) <0.01 <0.01 n.s.

Abkiirzungen: n.s., nicht signifikant (d.h.: P > 0.05), SCFAs; short-chain fatty acids.
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Abbildung 34 — Zusammenhang zwischen der Metformin-Einnahme und einer hheren
Essigsdurekonzentration im Stuhl.

Boxplot zur Darstellung der Konzentrationsunterschiede von fakaler Essigsdure bei Patienten
mit und ohne Metformin-Einnahme. Auf der X-Achse sind die Patienten mit und ohne
Einnahme des Antidiabetikums dargestellt und auf der Y-Achse die Essigsdure in mM.
Patienten mit Metformin-Einnahme hatten im Median eine Essigsdurekonzentration von 7,13
mM und Patienten ohne dessen Einnahme eine Konzentration von 6,11 mM. Somit wiesen
Patienten, die Metformin einnahmen, signifikant hohere Konzentrationen an fakaler Essigsdure
im Stuhl auf im Vergleich zu den Patienten, die kein Metformin einnahmen (P = 0.002).
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P =0.016
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Abbildung 35 - Zusammenhang zwischen der Metformin-Einnahme und einer hdheren
Propansdurekonzentration im Stuhl.

Boxplot zur Darstellung der Konzentrationsunterschiede von fikaler Propansédure bei Patienten
mit und ohne Metformin-Einnahme. Auf der X-Achse sind die Patienten mit und ohne
Einnahme des Antidiabetikums dargestellt und auf der Y-Achse die Propansdure in mM.
Patienten mit Metformin-Einnahme hatten im Median eine Propansdurekonzentration von 2,75
mM und Patienten ohne dessen Einnahme eine Konzentration von 1,47 mM. Somit wiesen
Patienten, die Metformin einnahmen, signifikant hohere Konzentrationen an fakaler
Propansdure im Stuhl auf im Vergleich zu den Patienten, die kein Metformin einnahmen (P =
0.016).
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11.4.7 SCFAs korrelieren mit der Thrombozytenanzahl im Blut

Nachdem wir Korrelationen zwischen SCFAs im Stuhl und bei Patienten mit MASLD finden
konnten und dies vermutlich auch durch eine genetische Variante moduliert wird, war es weiter
auch von Interesse zu analysieren, ob SCFAs auch Einfluss auf Laborparameter, insbesondere
Leberfunktions- und syntheseparameter, haben. Wir konnten keinerlei Zusammenhinge
zwischen AST, ALT, g-GT, Bilirubin, Albumin, Gerinnungsparametern und SCFAs feststellen.
Jedoch gab es dafiir signifikante Ergebnisse mit der Anzahl an Thrombozyten im Blut. So
korrelierte die Essigsdure mit der Anzahl an Thrombozyten (P = 0.031). Diese Beobachtung
wird in Abbildung 36 dargestellt.

P =0.031

Essigsdure (mM)

Thrombozyten (10\S\9/1)

Abbildung 36 - Korrelation zwischen fikaler Essigsdure und der Anzahl an Thrombozyten
im Blut.

Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Essigsdurekonzentration im Stuhl
und der Thrombozytenanzahl im Blut. Auf der X-Achse ist die Anzahl an Thrombozyten im
Blut in (10\S\9/1) angegeben und auf der Y-Achse die Essigsdure im Stuhl in mM. Diejenigen
Patienten mit hoheren Konzentrationen an Essigsdure im Stuhl wiesen auch eine héhere Anzahl
an Thrombozyten auf als diejenigen Patienten mit einer niedrigeren Konzentration an
Essigsdure (P =0.031).
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12 Diskussion

Ubergewicht und Adipositas haben in unserer heutigen Gesellschaft einen immer hoheren
Stellenwert, da die Privalenz fortdauernd zunimmt und damit nicht zuletzt auch die der
metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen Lebererkrankung, frither nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankung. Fast 20% der Erwachsenen in Deutschland sind nach
Selbstangaben von Adipositas betroffen [133] und insgesamt um die 30% der gesamten
Weltbevolkerung leiden unter einer Fettlebererkrankung [125]. Zudem steigt die Pravalenz der
MASLD unter den Kindern und Jugendlichen zunehmend [52,77,90]. Einflussfaktoren auf die
Entstehung und die Progression dieser Erkrankung sind daher &uBerst wichtig, um die
vollstdndige Pathologie mit all ihren Auswirkungen auf den Organismus, unter anderem auch
auf die Lebensqualitit, zu verstehen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Zusammenhang zwischen den SCFAs im Stuhl und der Lebensqualitit bei Patienten mit und
ohne MASLD innerhalb einer Patientenkohorte mit 78 Teilnehmern untersucht. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen, dass Patienten mit MASLD héufiger unter schweren Depressionen und
Angsten leiden im Vergleich zu unseren Kontrollpersonen. Dies konnte durch das intestinale

Mikrobiom und dessen Metaboliten sowie durch eine genetische Disposition moduliert werden.

12.1 Patienten mit MASLD leiden hiufiger unter schweren Depressionen, Angsten und
haben eine schlechtere mentale Lebensqualitiit

Wie in der Zielsetzung bereits beschrieben wurde, ist das zentrale Thema dieser Arbeit, die

Lebensqualitit bei Patienten mit MASLD im Vergleich zu Patienten ohne nachgewiesene

Lebererkrankung, zu vergleichen und dabei den Einfluss von SCFAs im Stuhl und einer

moglichen genetischen Priadisposition zu untersuchen.

In einigen Studien wurde bereits die Lebensqualitit oder andere kognitive Verdnderungen wie
z.B. Depressionen bei Patienten mit MASLD untersucht. Xiao et al. fithrten eine Meta-Analyse
mit 2.041.752 MASLD-Patienten aus insgesamt 10 verschiedenen Studien durch. Dabei kamen
sie zu dem Ergebnis, dass die gepoolte Gesamtprivalenz von Depressionen bei Patienten mit
MASLD 18,21% betrug. Im Vergleich dazu, war die gepoolte Gesamtprivalenz unter
denjenigen Patienten mit einer metabolischen dysfunktions-assoziierten Steatohepatitis
(MASH) sogar mehr als doppelt so hoch. Zudem hatten Patienten mit metabolischer
dysfunktions-assoziierter steatotischer Lebererkrankung ein deutlich hoheres Risiko an einer
Depression zu erkranken [157]. Diese Beobachtung machten auch Gu et al., die ebenfalls eine

Meta-Analyse zum Thema MASLD und Depressionen durchfiihrten, in welcher ebenso gezeigt
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werden konnte, dass Patienten mit MASLD ein signifikant hoheres Risiko haben, an
Depressionen zu erkranken als welche ohne eine metabolische dysfunktions-assoziierte
steatotische Lebererkrankung. Des Weiteren beschrieben sie auch, dass depressive Patienten
eher eine MASLD entwickeln als nicht-depressive Patienten [50]. In einer weiteren Studie
wurden in einem Gesamtzeitraum von 15 Jahren in iiber 1000 allgemeindrztlichen Praxen
Patienten mit und ohne MASLD oder MASH rekrutiert. Nach 10 Jahren zeigte sich, dass die
Priavalenz von Depressionen und Angststorungen in der MASLD-Gruppe im Vergleich zu der

Kontrollgruppe hoher war [73].

In verschiedenen Studien [35,50,73,136,157] wird von einer hoheren Pridvalenz von
Depressionen und Angststorungen oder einem erhohten Risiko filir diese Erkrankungen im
Zusammenhang mit einer metabolischen dysfunktions-assoziierten  steatotischen
Lebererkrankung oder einer metabolischen dysfunktions-assoziierten Steatohepatitis berichtet.
Depressionen und Angststorungen konnen demnach sehr wahrscheinlich als extrahepatische

Manifestationen von chronischen Lebererkrankungen angesehen werden.

Nicht nur Patienten mit einer MASLD oder einer MASH haben ein hoheres Risiko fiir die
Entwicklung einer Depression, sondern auch Patienten mit Virushepatitiden [154].
Insbesondere bei Patienten mit einer Hepatitis-C (HCV) scheint die Priavalenz der Depression
besonders hoch zu sein und ist damit leicht hoher als die Préavalenz der Depression bei MASLD-

Patienten.

Eine weitere Arbeit zeigte, dass Patienten mit MASLD im Vergleich zur gesunden
Allgemeinbevolkerung eine schlechtere Lebensqualitit haben und dass der BMI in Assoziation
zur Lebensqualitit bei Patienten mit MASLD steht [49]. Weitere Studien beschreiben auch
Zusammenhdnge zwischen der metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen
Lebererkrankung und weiteren kognitiven Verédnderungen wie Angstzustinden und verstirkter
bzw. anhaltender Miidigkeit. In einer retrospektiven Querschnittsstudie mit 25.333 Patienten
(Pravalenz von MASLD 30,9%) haben Choi et al. beschrieben, dass eine schwere MASLD

neben Depressionen auch signifikant mit Angstlichkeit korreliert [31].

Zur Beurteilung der Lebensqualitit in unserer Patientenkohorte wurden vier Fragebdgen

ausgewdhlt, die unterschiedliche Themen umfassten und insgesamt die Lebensqualitdt unserer
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Auffassung nach gut widerspiegeln. Die Patienten wurden hinsichtlich ihrer Depressivitit,

Angstlichkeit, Miidigkeit sowie nach ihrer physischen und mentalen Verfassung befragt.

In dieser Studie konnten wir feststellen, dass Frauen hédufiger von schweren Depressionen
betroffen waren im Vergleich zu Ménnern. Ebenfalls waren MASLD-Patienten mehr als
dreimal so hdufig von schweren Depressionen betroffen im Vergleich zu Patienten ohne
MASLD. Dies traf nicht nur fiir die Depressivitit zu, sondern auch fiir schwere Formen von
Angst. Innerhalb unserer Studie gab es lediglich Patienten mit MASLD, die eine schwere Form
von Angst hatten.

An dieser Stelle sei anzumerken, dass die Kontrollgruppe einen wesentlich kleineren
Stichprobenumfang bildete. Um diese Beobachtungen weiter zu bewerten, bendtigt es Studien,

die eine etwa gleich verteilte Anzahl an Patienten und Kontrollpersonen umféngt.

Weiter wurden die Patienten zu ihrer Miidigkeit befragt bzw. wie sich die Miidigkeit auf ihren
Alltag auswirkt und ob die Patienten durch die Auspragung ihrer Miidigkeit Einschrankungen
im Alltag festgestellt haben. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Patienten mit MASLD
deutlich starker von Miidigkeit betroffen waren als die Kontrollpersonen. Somit scheint das
Ausmal} der Miidigkeit in unserer Patientenkohorte deutlich abhéngig von einer chronischen
Lebererkrankung zu sein. Es gibt weitere Studien, die dies gezeigt haben. So haben Golubeva
et al. in ihrer Studie mit 95 MASLD-Patienten und 37 Kontrollpersonen unter anderem gezeigt,
dass diejenigen Patienten mit einer metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen

Lebererkrankung signifikant 6fter unter Miidigkeit litten [49].

Eine frithere Studie befasste sich ebenfalls mit der Lebensqualitdt von Patienten mit MASLD.
Im Rahmen dessen wurde der SF-36 zur Quantifizierung der physischen und mentalen
Lebensqualitit verwendet und die Ergebnisse aus der Studienkohorte mit den Ergebnissen der
britischen Allgemeinbevolkerung verglichen. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit MASLD
sowohl niedrigere Werte im PCS als auch im MCS des SF-36 hatten und damit eine schlechtere

physische und mentale Lebensqualitét als in dem Fall die britische Allgemeinbevdlkerung [78].

Sowohl die physische als auch die psychische Lebensqualitit schien sich innerhalb unserer
Patientenkohorte wesentlich zu unterscheiden. Patienten mit MASLD zeigten eine deutlich
schlechtere physische als auch psychische Lebensqualitit im Vergleich zu den Patienten ohne

MASLD. Insbesondere die mentale Lebensqualitit war bei Patienten mit MASLD deutlich
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niedriger als bei den Patienten ohne MASLD. Der CAP-Wert korrelierte ebenfalls signifikant
mit der mentalen Lebensqualitét. Je stirker die Steatose war, desto niedrigere Werte erzielten

die Patienten im MCS-12 und umso schlechter war demnach die mentale Lebensqualitét.

Bemerkenswert war auch, dass die einzelnen Messinstrumente der Lebensqualitdt
untereinander stark korrelierten. Patienten, die an Depressionen litten, waren demnach auch
hiufig von Angststorungen betroffen oder hatten niedrigere Werte im MCS-12 und hatten
demnach eine schlechtere mentale Lebensqualitit. Das gemeinsame Auftreten von

Depressionen und Angststdrungen ist eine hdufig vorkommende Komorbiditat [32,40].

Die metabolische dysfunktions-assoziierte steatotische Lebererkrankung scheint also mit all
diesen kognitiven Verdnderungen im Zusammenhang zu stehen und dessen Progression scheint
sich negativ auf das Wohlbefinden der Patienten auszuwirken. Dies zeigt wiederrum die
Wichtigkeit, diesen Beobachtungen im klinischen Alltag mehr Aufmerksamkeit zu schenken
und weitere Ursachenforschung zu betreiben, weshalb Patienten mit MASLD o6fter von
kognitiven Verdnderungen, wie beispielsweise einer Depression, sowie einer schlechteren

Lebensqualitét betroffen sind als Patienten ohne MASLD.

12.2 Patienten mit MASLD haben hohere Konzentrationen von short-chain fatty acids
im Stuhl

Seit geraumer Zeit gerdt das Darmmikrobiom immer mehr in den Fokus von zahlreichen

Studien mit unterschiedlichsten Fragestellungen und moglichen Auswirkungen von SCFAs auf

den gesamten Organismus. Im Rahmen dieser Arbeit soll aufgefiihrt werden, welche

Unterschiede sich in Bezug auf die Konzentrationen von SCFAs im Stuhl bei Patienten mit und

ohne MASLD aufstellen lassen.

Wichtige Aspekte zu den SCFAs, wie Funktionen und aktueller Wissensstand in Bezug auf die

Zusammenhidnge zu kognitiven Verdnderungen, sind in Kapitel 8 ausfiihrlich aufgefiihrt.

Im Rahmen dieser Dissertation haben wir 45 Stuhlproben (30 Stuhlproben von Patienten mit
MASLD und 15 Stuhlproben von Kontrollpersonen) analysiert. Patienten mit metabolischer
dysfunktions-assoziierter steatotischer Lebererkrankung haben hohere Konzentrationen,
gemessen in mM, aller innerhalb dieser Studie gemessenen SCFAs mit Ausnahme der

Isovaleriansidure sowie der Valeriansdure. Dass sich hierbei zwei Fettsduren als Ausreifler
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herausstellen, konnte durch die relativ geringe Anzahl an verfiigbaren Stuhlproben entstanden
sein. Daher bedarf es Studien mit einer hoheren Anzahl an Stuhlproben, um diese Ergebnisse
zu priifen. Dennoch stiitzen unsere Ergebnisse jene von bisherigen Studien. So zeigten Rau et
al., dass Patienten mit MASLD hohere Konzentrationen an Essig-, Propan- und Buttersdure im

Stuhl aufwiesen [124].

Die Essig- und Propansdure waren sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollpersonen
die Fettsduren, die in den hochsten Konzentrationen im Stuhl vorhanden waren. Das waren
zugleich auch die SCFAs, die innerhalb unserer Kohorte signifikant mit MASLD assoziiert
waren. In der Vergangenheit haben sich Studien auch mit den Plasma-Konzentrationen von
SCFAs beschiftigt und konnten auch dort wesentliche Unterschiede zwischen Patienten mit
verschiedenen Lebererkrankungen und gesunden Kontrollpersonen feststellen. Die Plasma-
Konzentrationen von Acetat, Propionat und Butyrat waren bei Patienten mit MASLD im
Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen deutlich erhoht. MASLD-Patienten wiesen
ebenfalls erhohte Konzentrationen im Vergleich zu Patienten mit MASLD-Zirrhose und MASH
auf [158]. Vorherige Studien beschreiben hier auch einen mdglichen Zusammenhang mit einer

immunologischen Komponente, die sich modulierend darauf auswirkt [124].

Insbesondere die Butterséure ist schon in den Fokus vorheriger Arbeiten geraten, da sie durch
Reduktion von Ubergewicht einen protektiven Einfluss auf die Entwicklung einer
metabolischen dysfunktions-assoziierten steatotischen Lebererkrankung haben soll [108]. Der
genaue Wirkmechanismus ist dabei noch nicht vollstindig geklirt. Es wird diskutiert, ob
Butyrat durch eine Forderung des Energieverbrauches oder einer Reduktion der
Energicaufnahme den Energichaushalt positiv beeinflusst [36]. Eine hohere fékale
Butyratausscheidung ist nicht nur mit abdomineller Fettleibigkeit assoziiert, sondern auch mit
einer metabolischen Dysregulation und einem Hypertonus [37]. Dieser Zusammenhang wurde
in einer Arbeit mit 441 Patienten beobachtet. Zudem wurde auch beschrieben, dass eine héhere
Ausscheidung an SCFAs mit einer geringeren Vielfalt an Darmmikrobiota einhergeht. Eine
erhohte Ausscheidung dieser Fettsduren scheint sich wohl negativ auf den Organismus
auszuwirken und insbesondere mit einer metabolischen sowie kardiologischen Dysregulation
einherzugehen. Innerhalb unserer Studie konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der fikalen Buttersiurekonzentration und Ubergewicht beziehungsweise dem BMI

feststellen.
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Unseres Wissens nach gibt es jedoch nur wenige Studien, die die Konzentrationen von short-
chain fatty acids im Stuhl bei Patienten mit MASLD gemessen und sie dahingehend mit Proben
von gesunden Kontrollpersonen verglichen haben, sodass es schwer ist, weitere Aussagen und
Vergleiche dahingehend zu ziehen. Einige Arbeiten beschiftigen sich jedoch mit dem
Zusammenhang zwischen SCFAs und weiteren Erkrankungen, wie zum Beispiel mit Morbus
Parkinson. Chen et al. haben dahingehend bei 181 Patienten (96 Patienten mit Morbus
Parkinson und 85 Kontrollpersonen) sowohl die fakalen Konzentrationen als auch die Plasma-
Konzentrationen von short-chain fatty acids gemessen [30]. Patienten mit Parkinson hatten
signifikant niedrigere Konzentrationen an Essig-, Propan- und Buttersdure im Stuhl im
Vergleich zu den Kontrollpersonen. Die Plasma-Konzentrationen einiger SCFAs, wie zum
Beispiel der Propan- und Buttersdure, waren dahingegen bei Patienten mit Morbus Parkinson

in einer hoheren Konzentration vorhanden.

Es sind weitere Studien bekannt, die sich sowohl mit den Plasma-Konzentrationen als auch mit
den fdkalen Konzentrationen von SCFAs beschiftigt haben. Dabei wurden sowohl die
Plasmakonzentrationen als auch die fikalen Konzentrationen von short-chain fatty acids bei
Patienten mit Leberzirrhose (LC) oder einer hepatischen Enzephalopathie (HE) gemessen
[152]. In Bezug auf die fakalen Konzentrationen von SCFAs konnten zwischen der LC-Gruppe
und der HE-Gruppe keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Jedoch zeigten sich
Unterschiede im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen. Patienten mit Leberzirrhose
hatten im Vergleich zu den Kontrollpersonen niedrigere Konzentrationen an Essigsdure,
Propansidure, Isobuttersdure, Buttersdure und Isovalerianséure. Propansiure und Buttersdure
waren ebenfalls in einer niedrigeren Konzentration bei Patienten mit hepatischer
Enzephalopathie vorhanden im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Die Konzentrationen von
einigen SCFAs (z.B. der Propansiure) im Serum waren hingegen bei den Patienten mit LC oder
HE in einer hoheren Konzentration vorhanden. Es konnten weiterhin Unterschiede in der
Artenvielfalt und Diversitét der Darmbakterien festgestellt werden. Eine deutlich niedrigere
Artenvielfalt und Diversitit dieser Bakterien waren den Patienten mit Leberzirrhose und

hepatischer Enzephalopathie zuzuordnen.

Cao et al. beschiftigten sich ebenfalls mit den fikalen Konzentrationen von SCFAs bei
Patienten mit Leberzirrhose [21]. Dabei wurden bei 24 Patienten mit einer durch MASLD und
erhohtem Alkoholkonsum (Met-ALD) induzierter Leberzirrhose und 16 Patienten mit

MASLD-induzierter Leberzirrhose sowie 20 gesunden Kontrollpersonen die Konzentrationen
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von SCFAs im Stuhl gemessen. Patienten mit Leberzirrhose wiesen im Vergleich zu den
gesunden Kontrollpersonen eine Abnahme der Gesamtkonzentration von fakalen short-chain
fatty acids auf. Dabei war die Abnahme der MASLD-induzierten Zirrhose stirker als die der
Met-ALD-induzierten Zirrhose. Diese Abnahme bezog sich insbesondere auf die
Gesamtkonzentration von SCFAs und der Konzentration von Acetat, Propionat und Butyrat.
Isovaleriat war als einzige Fettsdure in einer hoheren Konzentration vorhanden. Auflerdem
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit MASLD und minimaler hepatischer
Enzephalopathie hohere Konzentrationen der gesamten SCFAs, Acetat, Propionat und Butyrat
im Stuhl aufwiesen im Vergleich zu denen mit MASLD und keiner hepatischen
Enzephalopathie. Umgekehrtes konnte man in Bezug auf die Met-ALD beobachten. Dort hatten
Patienten mit Met-ALD sowie einer minimalen hepatischen Enzephalopathie eine niedrigere
Gesamtkonzentration von short-chain fatty acids sowie niedrigere Konzentrationen an Acetat,
Propionat und Butyrat. Damit wiirden sich diese Ergebnisse mit denen von Wang et al. decken,
die beide in ihren Arbeiten aufzeigten, dass Patienten mit Leberzirrhose niedrigere
Konzentrationen an fikalen SCFAs haben im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen

[21,152].

12.3 Short-chain fatty acids im Stuhl korrelieren mit Depressionen, Angst, Miidigkeit
und einer schlechteren mentalen Lebensqualitit

Um weiterfithrend Risiko- und/oder Einflussfaktoren auf eine schlechtere Lebensqualitét bei

Patienten mit MASLD zu identifizieren, haben wir short-chain fatty acids, sogenannte

Metabolite von Darmbakterien, im Stuhl bei beiden Patientengruppen, mit und ohne MASLD,

gemessen und diese auf Zusammenhidnge mit der Lebensqualitit sowie mit Depressionen,

Angst und vermehrter Miidigkeit gepriift.

Das intestinale Mikrobiom wurde bereits in fritheren Arbeiten mit dem Auftreten einer
Depression in Verbindung gesetzt. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit einer schweren
Depression verminderte Konzentrationen an SCFAs haben. Als eine mogliche Ursache wird
dabei eine Storung der Darm-Gehirn-Achse bereits im frithen Lebensalter angesehen, in der es
durch eine unzureichende Darmbesiedelung durch Mikrobiota zu einer Dysregulation der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse auf insbesondere Stressreize kommt,
was im Laufe des Lebens die Ausbildung einer affektiven Stérung wie beispielsweise einer

Depression fordern kann [22].
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Verschiedene Faktoren haben dabei einen Einfluss auf das Darmmikrobiom. So kann
beispielsweise eine sehr ballaststoffreiche Erndhrung die Zusammensetzung des intestinalen
Mikrobioms beeinflussen. Nicht aber nur die Erndhrung spielt dabei eine Rolle, sondern auch
chirurgische Eingriffe konnen das Darmmikrobiom beeinflussen. In einer kiirzlich
erschienenen Studie wurden bei Patienten, die sich einer bariatrischen Operation unterzogen
(Roux-en-Y-Magenbypass oder Sleeve Gastrektomie) und depressive Symptome gemil3 der
Beck-Skala zur Identifikation der Schwere von depressiven Symptomen hatten, unter anderem
short-chain fatty acids im Stuhl gemessen. Es gab wesentliche Unterschiede in der
Zusammensetzung des Darmmikrobioms bei Patienten mit diesen zwei verschiedenen Arten
von chirurgischen Eingriffen. Hohere Punkte in der Beck-Skala, was einer stirker ausgeprégten
Depression entspricht, waren mit einer verringerten Konzentration an Isobuttersdure und mit

einer erhohten Konzentration an Essigsdure im Stuhl assoziiert [69].

Friihere Studien beschéftigten sich bereits mit den Konzentrationsunterschieden von SCFAs im
Stuhl bei Patienten mit und ohne Depressionen. Eine Studie von Skonieczna-Zydecka et al.
untersuchte den Gehalt von SCFAs bei polnischen Frauen mit Depressionen [138]. Innerhalb
dieser Studie konnten sie zeigen, dass die Konzentrationen von insbesondere Essigsdure sowie
Propansdure bei depressiven Frauen deutlich niedriger waren als bei denen ohne depressive
Symptomatik. Eine weitere Arbeit zeigte ebenfalls, dass Depressionen mit Acetat, Butyrat und

Propionat assoziiert sind [102].

Diese Annahme konnten wir in unserer Studie nur teilweise bestitigen, da es innerhalb unserer
Patientenkohorte keine signifikanten Korrelationen zwischen den SCFAs und Depressionen
gab, mit Ausnahme der Propansiure. Im Rahmen unserer Studie konnten wir also das
Gegenteilige zu der Studie von Skonieczna-Zydecka et al. beobachten: Patienten mit
schwereren Formen von Depressionen hatten leicht hohere Konzentrationen von sowohl Essig-
als auch Propansdure im Vergleich zu Patienten mit keiner bis nur minimaler depressiver
Symptomatik. Dieses Phdnomen konnten wir auch fiir einige short-chain fatty acids (z.B.
Propan- und Buttersdure) in Bezug auf die Schwere von Angst feststellen. Miiller et al., zeigten
ebenfalls eine Korrelation zwischen Depressionen und SCFAs im Stuhl. Dabei wird auch eine

Assoziation zu der Einnahme von psychiatrischer Medikation aufgefiihrt [102].

Uber die Darm-Hirn-Achse kann das intestinale Mikrobiom sehr wahrscheinlich Einfluss auf

verschiedene Bereiche des Gehirns nehmen. So wurde bereits gezeigt, welche Zusammenhénge
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es zwischen SCFAs und Depressionen, Angst oder Miidigkeit gibt. Dariiber hinaus scheint sich
eine Uberwindung der Darm-Hirn-Achse auch auf das Schlafzentrum auszuwirken. Magzal und
Kollegen zeigten in ihrer Arbeit, welche Zusammenhinge es zwischen dem Darmmikrobiom
und dem Schlaf gibt. Dabei wurden 59 Erwachsene, die unter Insomnie litten, gekennzeichnet
durch beispielsweise Probleme beim Ein- und Durchschlafen, in die Studie aufgenommen und
es wurden schlie8lich bei ihnen fikale SCFAs bestimmt. Hohere Konzentrationen an Acetat,
Propionat sowie Butyrat im Stuhl waren mit einer verminderten Schlafeffizienz und einer
lingeren Einschlafdauer assoziiert. Ebenfalls stand die Gesamtkonzentration der gemessenen

short-chain fatty acids mit diesen beiden Aspekten in Verbindung [87].

Der Zusammenhang zwischen dem Darmmikrobiom und der Lebensqualitét bei Patienten mit
MASLD ist derzeit nicht eindeutig gekldrt. Wie bereits angemerkt, werden auch
immunologische Prozesse erwédhnt. Wir konnten weiterfiihrend zeigen, dass dieser
Zusammenhang jedoch auch durch eine genetische Pradisposition moduliert werden konnte.
Innerhalb unserer Patientenkohorte zeigte sich, dass die Tréger von mindestens einem Allel der
Genvariante PNPLA3 p.1148M hohere Konzentrationen an Buttersdure und niedrigere

Konzentrationen an Isovaleriansdure im Stuhl hatten im Vergleich zu den Wildtypen.

12.4 Metformin beeinflusst die Konzentrationsverhéiltnisse von fikalen short-chain
fatty acids

Bestimmte Faktoren konnen die Zusammensetzung und die Artenvielfalt des intestinalen
Mikrobioms beeinflussen. Nicht nur Patienten mit einer sehr ballaststoffreichen Erndhrung,
chronischen Erkrankungen, wie beispielsweise der MASLD, oder mit affektiven Stérungen
zeigen Unterschiede in der Zusammensetzung des Darmmikrobioms, sondern auch Patienten,
die bestimmte Medikamente einnehmen. Wir haben gezeigt, dass Patienten, die das
Antidiabetikum Metformin einnehmen, hohere Konzentrationen an SCAFs im Stuhl haben.
Signifikante Unterschiede konnten wir hierbei fiir die Essig- und Propansdure feststellen.

Mueller et al. rekrutierten fiir ihre Arbeit 121 iibergewichtige und adipdse Patienten mit einem
Tumor in der Vorgeschichte, der jedoch zum Zeitpunkt der Studie nicht behandelt wurde [100].
Die Studienteilnehmer wurden in drei Gruppen eingeteilt: Patienten die Metformin bekamen,
Patienten, die sich einer verhaltensorientierten Gewichtsabnahme mit Unterstiitzung eines
Trainers unterzogen und Patienten, die als Kontrollgruppe dienten, in der sie sich selbst
betreuten. Im Rahmen dieser Studie wurden Niichternserum und Stuhlproben der Patienten zu

Beginn der Studie und jeweils nach sechs und zwdolf Monaten gesammelt. Metformin
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beeinflusste das Darmmikrobiom dahingehend, dass es die Anzahl verschiedener Spezies
verringerte oder erhohte. So erhdhte die Einnahme von Metformin beispielsweise die Anzahl
an Escherichia coli und verringerte die Anzahl an Roseburia intestinalis. Ebenfalls erhohte
Metformin die Konzentrationen von short-chain fatty acids, insbesondere von Butyrat, Acetat
und Valerat im Serum. Jedoch bezogen sich die Ergebnisse beziiglich der SCFAs im Serum
lediglich auf einen sechsmonatigen Zeitraum, nach zwolf Monaten konnten diese erhohten
Konzentrationen an SCFAs nicht mehr nachgewiesen werden.

In einer weiteren Arbeit konnte ebenfalls aufgefiihrt werden, dass die Einnahme von Metformin
das intestinale Mikrobiom beeinflusst. Im Rahmen dessen wurden fiakale SCFAs bei 50
Patienten mit einem neu diagnostiziertem Diabetes mellitus Typ 2 vor und nach Therapiebeginn
mit einer tdglichen Dosis von 1500 mg Metformin gemessen. Dabei zeigte sich, dass die fidkalen
Konzentrationen von Essigsdure, Propansdure sowie Buttersdure nach einer 12-wdchigen
Therapie mit Metformin anstiegen [62].

Die genauen Zusammenhidnge zwischen dem Darmmikrobiom und dem Antidiabetikum
Metformin sind noch nicht vollstindig erkldrt und dessen Zusammenhédnge werden nur in
wenigen Studien untersucht. Unsere Studie weist auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen Metformin und short-chain fatty acids im Stuhl hin. Es bendtigt weitere Studien, um

diese Beobachtungen genauer einzuordnen.

12.5 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Patienten mit Fettlebererkrankungen eine deutlich
schlechtere Lebensqualitét haben als jene Patienten ohne eine solche chronische Erkrankung.
Insbesondere die mentale Lebensqualitdt scheint durch Lebererkrankungen beeinflusst zu
werden. Es zeigte sich, dass das Ausmall der Leberverfettung mit der Stirke der
Beeintrachtigung der mentalen Lebensqualitit korreliert. Obendrein litten Patienten mit
metabolisch dysfunktions-assoziierter steatotischer Lebererkrankung deutlich oOfter unter
starken Depressionen und Angsten im Vergleich zu den Kontrollpersonen.

Depressionen, Angste, chronische Miidigkeit und eine schlechtere mentale sowie korperliche
Lebensqualitéit konnen nur als ein Bruchteil von moglichen extrahepatischen Manifestationen
von chronischen Lebererkrankungen, wie beispielsweise einer Fettlebererkrankung, einer

Leberfibrose oder einer Leberzirrhose, angesehen werden.
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Erwéahnenswert ist auch, dass es eine hohe Komorbiditit unter den kognitiven Verdnderungen
gibt. So haben Patienten, die unter Depressionen leiden, hiufig auch Angste oder leiden unter
chronischer Miidigkeit.

Das Darmmikrobiom, genauer gesagt SCFAs, scheinen mit dem Vorhandenseiner einer
metabolisch dysfunktions-assoziierten steatotischen Lebererkrankung in Verbindung zu stehen.
Diese Metabolite von Darmbakterien sind bei Patienten mit MASLD in einer hohen
Konzentration im Stuhl zu finden im Vergleich zu Patienten ohne MASLD. Insbesondere die
Propansdure sticht dabei heraus. Hohere Konzentrationen an fdkaler Propansdure waren
signifikant mit Depressionen und Angsten assoziiert. Die iibrigen gemessenen SCFAs waren
ebenfalls in einer hoheren Konzentration bei Patienten mit schwereren Formen von
Depressionen, und teilweise auch Angsten, vorhanden.

Der Zusammenhang zwischen dem intestinalen Mikrobiom und affektiven Stérungen, wie
beispielsweise Depressionen und Angststorungen, bei Patienten mit MASLD kann wohl
moglich auch durch eine genetische Komponente moduliert werden. Die PNPLA3 p.1148M
Variante war signifikant mit hoheren Konzentrationen an fakaler Buttersdure und niedrigeren
Konzentrationen an fékaler Isovaleriansédure assoziiert.

Es benotigt weitere Studien, um die Ergebnisse dieser Arbeit weiter zu verfolgen. Unsere
Patientenkohorte konnte mit 78 Studienteilnehmern zu gering sein, um alle mdglichen
Assoziationen zu erfassen. Aullerdem erhielten wir nur 45 Stuhlproben, sodass auch hier eine
groflere Anzahl an verfligbaren Stuhlproben oder eine vollstindige Mikrobiomanalyse mittels
Shotgun-Metagenomik sinnvoll sein kann, um noch exaktere Ergebnisse und Zusammenhinge
zwischen dem intestinalen Mikrobiom, der Leber und dem Gehirn zu bekommen. Um weitere
mogliche genetische Modulatoren ausfindig zu machen, kénnte es zudem von Nutzen sein, die

Studienteilnehmer auf weitere genetische Varianten zu genotypisieren.
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