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1.  Einleitung

1.1  Anatomische und physiologische Grundlagen

Die Zervix uteri gehdrt zusammen mit den Adnexen, dem Corpus und Isthmus uteri sowie der
Vagina zu den inneren weiblichen Geschlechtsorganen. Sie bildet den distalen Anteil des
Uterus [1]. Die Zervix, deren Lange stark vom Alter der Frau und der Anzahl der Geburten
abhéangt, nimmt mit ca. 2,5-3 cm einen Drittel der Uteruslange ein und ist tber den Isthmus
uteri mit dem Corpus uteri verbunden [2, 3]. Die Wand der Zervix ist im Gegensatz zu der des
Corpus uteri eher muskelfaserarm und bindegewebsreich. Man unterteilt sie in Endo- und
Ektozervix [4]. Sie spielt eine groRe Rolle beim \erschluss des Uterus wahrend der
Schwangerschaft. Durch eine Zervixinsuffizienz (Haufigkeit 1-2%) wird das Auftreten von
Spataborten und Frihgeburten beginstigt [5]. Der kaudale Pol der Zervix ragt als Portio in die
Scheide hinein und bildet den &uReren Muttermund. Dieser Teil der Zervix wird als Portio
vaginalis uteri, der oberhalb der Vagina liegende Anteil als Portio supravaginalis uteri
bezeichnet. Der innere Muttermund befindet sich zwischen Zervix und Isthmus uteri und stellt
mit 2-3mm Durchmesser die engste Stelle im Zervikalkanal dar. Am inneren Muttermund
beginnt der Zervikalkanal der an der Portio vaginalis uteri miindet. Diese wird in eine vordere
und hintere Muttermundslippe (Labium anterius et posterius) unterteilt [1]. Der &ulere
Muttermund ist bei Nulliparae gribchenférmig. Nach einer vaginalen Geburt verandert sich

die Form zu einem queren Spalt [6].

Histologisch lassen sich an der Zervix uteri zwei Epithelarten differenzieren. Die Schleimhaut
im Zervikalkanal (Endozervix) besitzt eine eher unregelmaiiige Oberflache mit verzweigten
Falten (Plicae palmatae) und Spalten. Das Epithel dieser Schleimhaut setzt sich aus
einschichtig hochprismatischem, schleimbildendem Zylinderepithel und aus vereinzelt

auftretenden Flimmerzellen zusammen [4].

Die Ektozervix ist durch mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel charakterisiert. Das
Plattenepithel I&sst sich in 4 Schichten unterteilen:

e Superfizialzellschicht
e Intermedidrzellschicht
e Parabasalzellschicht

e Basalzellschicht



Das Epithel wird durch die Basalmembran scharf gegen das Stroma abgegrenzt [7]. Die Zone
in der sowohl das einschichtig hochprismatische Zylinderepithel der Endozervix als auch das
mehrschichtig unverhornte Plattenepithel der Ektozervix aufeinandertreffen wird als
Plattenepithel-Zylinderepithel-Grenze (PZG) bezeichnet. Sie ist bereits intrauterin angelegt
und befindet sich in der spéaten Fetalphase im Zervikalkanal. Zum Geburtstermin hin
verschiebt sich die PZG auf die Ektozervix (kongenitale PZG). Knapp 50 % der Madchen
weisen bereits prapubertar eine Ektopie der Zervixschleimhaut auf, die sich im Laufe der
Pubertit durch die Veranderung des Uterus und unter dem Ostrogeneinfluss noch weiter
ausstllpt. Bei Frauen in der post- oder perimenopausalen Phase hingegen ist die adulte PZG
héaufig weit in den Zervikalkanal verschoben. Die Ektopie ist gegenlber &uBeren Einfllissen
eher empfindlich. Sie wird im Laufe des Lebens durch mehrere Faktoren, wie dem Alter,
vaginal-ph, Schwangerschaften und dem hormonellen Einfluss der Sexualhormone
beeinflusst. Es bildet sich eine neue, die sog. adulte PZG. Als Transformationszone wird die
Flache zwischen der kongenitalen und adulten PZG bezeichnet [8, 9]. Auf das Zylinderepithel
der Transformationszone wirken chemische Einflusse, wie der saure vaginale pH von 4, sowie
hormonelle und physikalische Einfliisse, wahrend des Lebenszyklus und der Schwangerschaft
ein. Die Transformationszone stellt somit einen Ort standiger Umbauprozesse dar. Zum einen
werden entstandene Defekte durch pluripotente Basalzellen, sog. Reservezellen, die sich
sowohl zu Platten- als auch zu Zylinderepithel ausdifferenzieren kdnnen, repariert. Zum
anderen wird das wvulnerable Zylinderepithel durch das resistentere mehrschichtige
unverhornte Plattenepithel ersetzt. Dies bezeichnet man als Plattenepithelmetaplasie. Eine
Reservezellhyperplasie geht haufig in eine Plattenepithelmetaplasie Uber. Diese standig,
physiologischerweise an der Transformationszone ablaufende Vorgange sind in Form

folgender 4 Stadien zu beobachten.

e Reservezellyperplasie

e Unreife Plattenepithelmetaplasie

e Ausreifende Plattenepithelmetaplasie
¢ Reifes Plattenepithel

Sie tragen zur Uberlagerung der Transformationszone bei [10, 11]. Durch die ebenfalls
vorkommende Uberwachsung des Zylinderepithels durch das Plattenepithel kann es zu einem
Sekretstau in den Drisen kommen, welche zystenartig anschwellen kénnen und dann als
Ovula Nabothi sichtbar werden. Die Transformationszone stellt hdufig den primdren Ort

dysplastischer Veranderungen dar [6].



1.1.1 Zytologische und histologische Einteilung der Prakanzerosen

Dem Zervixkarzinom gehen prékanzertse Lasionen, welche unter dem Begriff der zervikalen
intraepithelialen Neoplasien (engl. Cervical Intraepithelial Neoplasia, CIN) zusammengefasst
werden, voraus. Diese entstehen vorwiegend im Bereich der oben bereits beschriebenen
Transformationszone. Durch die zahlreichen hormonellen, chemischen und mechanischen
Einflisse auf die Transformationszone stellt diese eine Pradilektionsstelle zur Entstehung
sowohl prainvasiver Vorstufen als auch invasiver Prozesse dar. Die vermehrte proliferative
Aktivitat des Gewebes macht diese Zone dauferst empfindlich flr eine Infektion mit humanen
Papillomaviren (HPV) [6]. Je nach Ausmal der zelluldren Atypien und der feingeweblichen
Architekturstorung lassen sich die zervikalen intraepithelialen Neoplasien histologisch in drei
Stadien einteilen. Die WHO (World Health Organisation) unterscheidet seit 2014 nur noch
zwischen einer leichten und schweren Dysplasie und hat folglich die dreistufige Einteilung
verlassen [12]. In Deutschland wird laut Konsultationsfassung der S3-Leitlinie ,,Préavention
des Zervixkarzinoms* empfohlen unter Angabe der zweistufigen WHO-Klassifikation die
dreistufige Einteilung weiterhin zu verwenden [13]. Die 1966 durch Richart et. al eingeflihrte
dreistufige CIN-Klassifikation teilt die Dysplasien in CIN 1, CIN 2 und CIN 3 (CIS,
Carcinoma in situ) ein [11, 14]. 1988 wurde durch das US National Cancer Institute auf einer
Konferenz das Bethesda-System vorgeschlagen, welches die Lasionen in low-grade squamous
intraepthelial lesion (LSIL) und high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) einteilt.
Urspringlich war diese als zytologische Einteilung gedacht. Nach ihr werden flache
condylomattse, durch den HP-Virus verursachte L&sionen und die CIN 1 unter LSIL
zusammenfasst, wéhrend die CIN 2 und CIN 3 als HSIL bezeichnet werden [15]. Diese
Klassifikationen entwickelten sich auf der Basis zu Studien der molekularen Mechanismen
des HP-Virus. Dieser flhrt laut Richart et al. [16] in LSIL durch eine aktive Infektion zu
charakteristischen \Verénderungen, liegt jedoch lediglich als Plasmid (engl. Episome) im
Zytoplasma der infizierten Zellen vor, wahrend bei einer HSIL hdufig bereits eine Integration
der Virus DNA in das Genom der Wirtszelle stattgefunden und zur Vermehrung der viralen
Oncoproteine E6 und E7 gefuhrt hat (Abb. 1). Hier werden folglich sowohl die CIN 2 als
auch die CIN 3 als obligate Prakanzerosen der CIN 1 gegenibergestellt. Die Bethesda-
Klassifikation wird hauptséchlich in Nordamerika flr die zytologische Befundung verwendet
und spielt in der histologischen Diagnostik eine eher untergeordnete Rolle [15, 16]. In
Deutschland konnte sie sich bisher nicht durchsetzen. Stattdessen findet hier zur Einteilung
der zytologischen Befunde, des durch Papanicolaou und Traut in den 40ger Jahren

eingefiihrten Zellabstrichs (Pap-Test), die 1990 festgelegte und 2013 modifizierte Miinchener
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Nomenklatur 11 Verwendung, welche ab dem 1. Januar 2015 verbindlich gultig ist [17, 18].
Eine Ubersicht tber die verschiedenen Klassifikationen und deren Vergleich sowohl zur

histologischen als auch zur zytologischen Einteilung gibt Tabelle 1.

CIN-Klassifikation WHO-KIlassifikation | Bethesda-System Miinchner-Nomenklatur
11

(Histologie) (Histologie) (Zytologie/Histologie) | (Zytologie)

CIN1 Leichte Dysplasie Low-grade SIL D,

CIN 2 Schwere Dysplasie High-grade SIL Ibo,

CIN 3 (CIS) IV a-p

Tab. 1: Klassifikationen zur histologischen und zytologischen Einteilung der Zervixdysplasie [18, 19].

Betrachtet man die Histologie, so findet man im gesunden Plattenepithel reifungsbedingt eine
gewisse Differenzierung, die wie bereits erwahnt von der Basalmembran aus beginnend in
Richtung Epitheloberflache aus vier Schichten besteht und durch die Basalzellschicht scharf
gegen das darunterliegende Stroma abgegrenzt wird. Diese fir das gesunde Plattenepithel
typische Zellanordnung geht beim dysplastischen Epithel, einem Gewebe mit zelluldren
Atypien und Architekturstorung, verloren. Der Prozess beginnt an der Basalzellschicht und
involviert im Laufe der Progression immer mehr Zellen im Epithelverband bis zum Erreichen
der Oberflache (Abb. 1). Wichtig zur Abgrenzung gegeniiber einem invasiven Karzinom ist
dabei die Beschrankung der Veranderungen lediglich auf das Epithel und die fehlende
Invasion des Stromas. Bei einer CIN 1 beschrénken sich die Atypien auf das untere Drittel,
wahrend sie sich bei einer CIN 2 bis zum mittleren Drittel und bei einer CIN 3 uber die

gesamte Breite des Epithels erstrecken [11].
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Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer
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Abb. 1: Entwicklung und Progression der Zervixdysplasie und molekulare Mechanismen. Leicht modifiziert
nach Woodman et al. [20]

Zytopathologisch findet man atypisch verdnderte Zellen, welche Kernatypien wie
Hyperchromasie, Polymorphie und Anisonukleose vorweisen. Zusatzlich liegt eine
verschobene Kern Plasmarelation zugunsten des Kerns, vermehrte und teilweise auch
atypische Mitosefiguren und mit zunehmendem Verlust der Zelldifferenzierung auch eine
erhohte Zelldichte vor. Ein typischer Befund bei HPV-Infektion sind die sog. Koilozyten.
Dabei handelt es sich um Zellen mit perinukledrer Vakuolisierung (sog. ,,Halo®) und
vergroRerten sowie verformten Kernen, die nicht selten auch mehrkernig sind. Bei einer CIN
3 sind Koilozyten fur gewohnlich nicht mehr anzutreffen, dafr ist jedoch die Mitoseaktivitat
deutlich gesteigert und man findet auch viele atypische Mitosefiguren bis in die obersten
Schichten des deutlich reifungsgestorten Epithels [11]. Die CIN 2 liegt dabei vom Ausmal} der
Reifungsstérungen sowie der zelluldren Atypien genau zwischen der CIN 1 und der CIN 3
[19]. Waéhrend es bei einer CIN 1 in Gber der Hélfte der Falle, und bei der CIN 2 in 40 % zur
einer spontanen Ruckbildung der Dysplasie kommt (Tab. 2), ist diese bei einer CIN 3 mit
10 % relativ selten und die Progression mit 50-70 % sowie die Entwicklung eines invasiven
Karzinoms mit 12 % im Verhaltnis dazu umso haufiger [21, 22]. Die CIN 3 wird daher, im
Gegensatz zu den ihr vorangehenden Dysplasiestufen, als obligate Prakanzerose eingestuft.
Sie fallt ebenfalls unter die Bezeichnung eines Carcinoma in situ, einer schweren Dysplasie
laut WHO-KIlassifikation, welche die Basalmembran noch nicht tberschritten hat jedoch ein

hohes Potential zur Progression besitzt und daher einer operativen Therapie bedarf [11].
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Eine Ausnahme bildet die Handhabung der CIN 3 wéhrend der Schwangerschaft, bei der ein
konservatives Regime mit regelmaiigen zytologischen sowie kolposkopischen Kontrollen
indiziert ist [13, 23]. Laut Richart et al. [16], der WHO-KIassifikation und nach dem
Bethesda-System wird die CIN 2 unter dem Begriff der HSIL mit der CIN 3
zusammengefasst. Die CIN 2 besitzt jedoch im Gegensatz zur CIN 3 mit 5% eine deutlich
geringere Progressionsrate zum invasiven Karzinom und bildet sich haufiger wieder spontan
zuriick [15, 16].

Spontanregression  Persistenz Progression Invasion
CIN I 55% 30% 15% 1%
CIN 11 40% 30-40% 20-30% 5%
CIN I (CIS) 10% 20-40% 50-70% 12%

Tab. 2: Natirlicher Verlauf der verschiedenen Zervixdysplasiegrade [21, 22].

1.1.2 Karzinogenese

In den vergangenen Jahren wurde sowohl in molekularen als auch in epidemiologischen
Studien bewiesen, dass die Infektion mit HP-Viren der high-risk Gruppe als karzinogen
anzusehen ist. Sie stellt somit den Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von préinvasiven
\orstufen und Karzinomen der Zervix dar und ist weltweit die hdufigste sexuell Gbertragene
Infektion. Zusatzlich zur Entwicklung des Zervixkarzinoms und seiner prainvasiven Vorstufen
sind die HP-Viren auch mit der Entstehung von anogenitalen Warzen und weiteren
anogenitalen Karzinomen assoziiert [24, 25]. Die Karzinogenese und die Entstehung der
zervikalen intraepithelialen Neoplasien lassen sich durch vier aufeinanderfolgende Schritte
beschreiben. Die Infektion von metaplastischem Epithel der Transformationszone der Zervix,
welche erst durch die Viruspersistenz ber mehrere Jahre zu einer prdinvasiven Ldsion
fortschreitet, kann nach einer Latenzzeit von mehreren Jahren bis Jahrzehnten, zu einem
Zervixkarzinom filhren [24]. Die Ubertragung der HP-Viren erfolgt in erster Linie auf
sexuellem Weg Uber Haut- und Schleimhautkontakt mit infizierten Personen. Sie kann
ebenfalls, wenn auch eher selten, perinatal, digital und oral, durch Autoinokulation oder durch
verunreinigtes Instrumentarium erfolgen [26]. Infektiose Partikel der epitheliotropen HP-

Viren erreichen vermutlich Uber kleine Risse im Schleimhautverband die noch unreife,
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parabasale Zellschicht und setzen sich dort in den Zellen fest. Die meisten Infektionen mit
HP-Viren sind nicht persistent und kénnen 1-2 Jahre nach Exposition durch das kérpereigene
zellvermittelte Immunsystem eliminiert werden [24]. Es wurde zudem beobachtet, dass altere
HPV positive Frauen eine deutlich hthere Tendenz zur Viruspersistenz gegentber jlingeren
HPV positiven Frauen aufweisen. Dies liegt vermutlich unter anderem daran, dass é&ltere
Frauen von zusatzlichen Infektionen belastet sind, welche das Immunsystem und somit die
Elimination des HP-Virus behindern [27]. Bei jingeren Frauen ist die HPV Infektion héufig
lediglich vorlbergehend, man findet jedoch weitaus haufiger einen HPV positiven Befund vor
mit einem Haufigkeitsgipfel im Alter von 20-25 Jahren [19]. In einer Studie aus den USA
betrug die HPV Prévalenz bei 20- bis 24- jahrigen 33,8%, bei einer Viruspersistenz von 10 %
[24, 28]. Laut einer HPV Screening-Studie betragt die mediane Zeit ab Infektion bis zur
Elimination des HP-Virus 6-18 Monate [29]. Dabei wird innerhalb der ersten 12 Monate eine
Viruselimination in Gber 50% und innerhalb der ersten 1-2 Jahre in nahezu 90% der Félle
erreicht [30, 31]. Kann innerhalb dieser Zeit der HP-Virus nicht eliminiert werden, so kommt
es zu einer Stagnation der weiteren Elimination und zu einer Zunahme der Progression zu

prainvasiven L&sionen, wie in Abbildung 2 verdeutlicht wird.
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Abb. 2: Elimination, Persistenz und Progression karzinogener HPV Infektionen [24].

Ob es sich dabei um die tatsachliche Elimination des Virus aus den Wirtszellen oder eher um

eine auf sehr niedrigem infektiosem Niveau fortbestehende latente HPV-Infektion handelt ist
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unklar und weiterhin Bestand wissenschaftlicher Forschungen [24]. Ein Hinweis wird jedoch
durch Studien gegeben, in denen HIV Patientinnen auf Infektionen mit HP-Viren untersucht
wurden. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen niedriger CD4+ Zellzahl, hoher
Viruslast und HPV Neuinfektionen sowohl in sexuell aktiven, als auch in sexuell inaktiven
Patientinnen (kein sexueller Kontakt in den letzten 18 Monaten) nachgewiesen werden. Dies
spricht folglich fir eine Reinfektion durch Immuninsuffizienz bei den sexuell inaktiven
Patientinnen und kdnnte somit moglicherweise die Theorie der fortbestehenden aber latent
ablaufenden Infektion mit den HP-Viren bestatigen [32]. Bedeutsam fur die Entstehung
prainvasiver Lasionen und infolgedessen evtl. invasiver Prozesse ist die Persistenz des HP-
Virus im Korper der Betroffenen. Umso langer die Persistenz, desto unwahrscheinlicher wird
die Elimination des Virus durch immunologische Prozesse und desto wahrscheinlicher die
Progression zur zervikalen intraepithelialen Neoplasie [29]. Der Grad der prainvasiven Lasion
und ob diese sich zu einem invasiven Karzinom weiterentwickelt, wird in entscheidender
Weise durch die molekularen Mechanismen und die Art des Virus beeinflusst. Persistiert der
HP-Virus in aktivem Zustand im Zytoplasma der infizierten Zellen, ohne sich in deren Genom
zu integrieren, resultieren daraus vorwiegend leichte Dysplasien im Sinne einer CIN 1 oder
Low-grade SIL. Der HP-Virus repliziert sich dabei aktiv im Zytoplasma der Zellen und fiihrt
zu den oben beschriebenen, charakteristischen Zellveranderungen. Wird die Virus DNA
jedoch in das Genom der Wirtszelle integriert, kommt es zur neoplastischen Transformation
der infizierten Zellen. Durch die Uberexpression der viralen Oncoproteine E6 und E7 und
deren Komplexierung mit den Proteinen p53 und Retinoblastoma Protein (Rb), welche in der
Apoptose der Zellen und dem Zellzyklusarrest eine zentrale Rolle spielen, erlangen die
infizierten Zellen eine gewisse Instabilitdt des Genoms. Diese Mechanismen spielen sich bei
Infektionen mit HP-Viren der high-risk Gruppe ab [33]. Die Latenzzeit zwischen der Infektion
mit dem HP-Virus und der Entstehung mikroskopisch erfassbarer zervikaler intraepithelialer
Neoplasien betragt ca. 5 Jahre [34]. Zervikale intraepitheliale Neoplasien sind weitaus
h&ufiger als die das invasive Zervixkarzinom, was darauf hinweist, dass nur eine sehr geringe
Anzahl der prainvasiven L&sionen zur Invasion Uberschreitet. Die Latenzzeit zwischen der
Infektion und der Entstehung eines invasiven Zervixkarzinoms ist aus ethischen Griinden
schwer zu untersuchen, da beim Vorliegen einer schweren Dysplasie die Indikationsstellung
zur operativen Therapie befolgt werden muss und somit der natlrliche Verlauf der
prainvasiven Lasion nicht bis zur Entstehung eines invasiven Karzinoms beobachtet werden

kann [24, 35]. Sie betragt jedoch schatzungsweise ca. 15 Jahre [36].
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1.2 Zervixkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Zervixkarzinom ist weltweit mit einer Inzidenz von tber 500 000 Neuerkrankungen und
einer Mortalitdt von ca. 266 000 nach dem Brustkrebs, dem kolorektalen und dem
Lungenkarzinom das vierthdufigste Karzinom der Frau. Betrachtet man die
altersstandardisierte Neuerkrankungsrate (ASR) so liegt das Zervixkarzinom mit 14
Neuerkrankungen pro 100 000 Frauen pro Jahr (Weltstandard) sogar an dritter Stelle in der
Weltrangliste. 85% der Neuerkrankungen entfallen dabei auf Frauen in Entwicklungslandern
und machen dort fast 12% der Karzinome aus [37]. Die 5-Jahres-Pravalenz liegt weltweit bei
ca. 1,5 Millionen [37, 38]. Bei 80% der Zervixkarzinome handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome, wahrend Adenokarzinome einen Anteil von 20% ausmachen.
Zusatzlich gibt es seltene Tumoren wie das adenosquamdése Karzinom oder unspezifische
epitheliale Tumoren [39, 40]. Die ASR geht von einer standardisierten Altersstruktur aus und
macht Lander mit unterschiedlichen Altersverteilungen miteinander vergleichbar. Abbildung 3
zeigt, dass die ASR in den Entwicklungslandern deutlich Gber der der restlichen Welt liegt
[37].

Incidence ASR
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4 Cervix uteri cancer

B 02+

B 208302

B 128206

3 70138
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No Data

Source: GLOBOCAN 2012 {IARC)

Abb. 3: Altersstandardisierte Neuerkrankungsrate (Weltstandard) des Zervixkarzinoms pro 100 000 pro Jahr,

weltweit, Daten der International Agency for Research on Cancer (IARC) [37].
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Laut aktueller Daten des Robert Kochs Instituts (RKI) von 2012 erkranken in Deutschland
jahrlich etwa 4600 Frauen am Zervixkarzinom, von denen wiederum ca. 1.600 an der
Erkrankung versterben [41]. Vor 30 Jahren verstarben noch (iber doppelt so viele erkrankte
Frauen [39]. Die ASR (Europastandard) lag im Jahr 2012 bei 9,3 Erkrankungsféllen pro
100.000 Frauen pro Jahr. Das Zervixkarzinom liegt mit einem Anteil von 2,1 % an der
Gesamtinzidenz der Malignome deutschlandweit auf Platz 12 in der weiblichen und auf Platz
4 der gynékologischen Tumorerkrankungen. Die 5-Jahres-Prdvalenz betragt in Deutschland
17.900 [41]. Die Erkrankungsraten zeigen zwei Altersgipfel mit gehdufter Inzidenz bei Frauen
zwischen 40-59 und einer erneuten Zunahme der Neuerkrankungen ab 65, die mit dem Alter
kontinuierlich ansteigt (Abb. 4) [42, 43].

Inzidenz - Rohe Rate
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@ Zentrum fiir Kiebsregisterdaten am Robert Koch-Institut

Abb. 4: Rohe Inzidenzrate pro 100 000 Einwohner in Deutschland. Altersgruppen 0-85+, Jahre 1999-2012,
Daten des Zentrums fiir Krebsregisterdaten (ZfKD) am Robert Koch-Institut (RKI) [43].

Laut dem Robert Koch Institut (RKI) betragt das mittlere Erkrankungsalter fir das bereits
invasive Zervixkarzinom 53 Jahre und liegt somit 16 Jahre unter dem allgemeinen
Krebserkrankungsalter von 69 Jahren. Das in situ Karzinom (CIN 3) tritt im Mittel schon mit

34 Jahren auf, und ist zwei- bis dreimal h&aufiger als das invasive Zervixkarzinom [41]. Die
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zervikalen intraepithelialen Neoplasien werden zunehmend bei Frauen im Alter zwischen 20
und 40 Jahren beobachtet, was auch ein Ergebnis des Uber die Jahre verbesserten

Fruherkennungsprogramm ist [44].

Seitdem 1971 die Krebsfriherkennungsuntersuchung eingefiihrt wurde zeigte die Inzidenz bis
Mitte der 1980er Jahre eine riicklaufige Tendenz. Sie ist jedoch seither weitgehend konstant
geblieben, wahrend die Mortalitat weiterhin geringfligig abnimmt (Abb. 5). Aktuell liegt die
altersstandardisierte Mortalitatsrate (Europastandard) in Deutschland bei 2,6 pro 100 000
Frauen pro Jahr [41].
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Erkrankungsrate: — Frauen Meuerkrankungen: — Frauen
Sterberate: -=- Frauen Sterbefille: -=- Frauen

Abb. 5: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten (Europastandard) pro 100 000 (links) und absolute
Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefélle (rechts) in Deutschland 1999 bis 2012, Daten der deutschen
Krebsregister [41].

Die Prognose des invasiven Zervixkarzinoms hat sich gegentiber 1980 ebenfalls deutlich
verbessert und zeigt heute eine relative 10-Jahres-Uberlebensrate von 65 % [41]. Die
Verbesserung des Uberlebens ist laut Beobachtung des Tumorregisters Miinchen
stadienunabhangig und kann folglich nicht auf eine verbesserte Therapie, sondern vielmehr
auf eine Verbesserung der Friiherkennung des Zervixkarzinoms zuriickgefuhrt werden. Dies
ist wahrscheinlich der Grund fur die Verschiebung der Stadien bei Erstdiagnose hin zu

weniger weit fortgeschrittenen Tumoren. In der Tat zeichnete sich im Laufe der letzten 30
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Jahre eine deutliche Zunahme des FIGO Stadiums | (Fédération Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique) bei Erstdiagnose des Zervixkarzinoms zu Ungunsten der
Stadien II, 1l und IV ab [19]. Die FIGO Stadien IA und IB (TNM Stadium T1) machen
aktuell rund 61% der Stadien bei Erstdiagnose aus, wéhrend auf die Stadien IIA, 1B (TNM
Stadium T2) 25%, auf das Stadium II1A, 1B (TNM Stadium T3) 8% und auf das Stadium
IVA, IVB (TNM Stadium T4) 6% der Félle entfallen. Dies wird durch Abbildung 6 nochmals
verdeutlicht [41].

. - keine Angaben

0% 0% 20% 30% 40% 50% 60% T0% B80% 90% 100% IDCD

- I Frauen T Tz T3 WT4
B1% 2594 8% 6%

Abb. 6: Tumorstadienverteilung (TNM-Klassifikation) bei Erstdiagnose, Deutschland, 2011-2012, Daten der
deutschen Krebsregister [41].

Oben: Mitberiicksichtigung der Falle mit fehlenden Angaben oder lediglich mit Information aus dem

Totenschein ( Death Certificate Only, DCO), unten: Nur die gliltigen Werte .

Die deutsche Population setzt sich derzeit aus ca. 40 Millionen Frauen zusammen, welche
unter einem kumulativen Erkrankungsrisiko von 0,7% stehen. Das bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Individuum zwischen 0-74 Jahren an einem Zervixkarzinom
erkrankt, 0,7% hoch ist. Entsprechend dazu betragt das kumulative Mortalitatsrisiko fiir
Frauen in Deutschland 0,2% [42]. Laut Hochrechnungen der WHO sind in Deutschland im
Jahre 2035 4853 Neuerkrankungsfélle und 1767 Sterbefélle an Zervixkarzinom zu erwarten.
Diese Zahlen beruhen auf einer Schatzung der zukinftigen deutschen Population unter
Berlcksichtigung des demographischen Wandels durch die United Nations (World Population
Prospects: The 2012 Revision), dabei wird die Annahme vorausgesetzt, dass die aktuellen

Inzidenz- und Mortalitatsraten unveréndert bleiben [37].

Das Bestreben nach weiterer Verbesserung der Diagnostik, Friiherkennung und Therapie ist
nach wie vor von groBem wissenschaftlichem Interesse und bedarf noch zahlreicher

zukunftiger Bemuhungen.
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1.2.2 Risikofaktoren

Der Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin ging 2008 an den deutschen Virologen Harald
zur Hausen, der durch seine Forschung in den spaten 70er bis friihen 80er Jahren stark zu der
Erkenntnis beigetragen hat, dass eine kausale Beziehung zwischen der Entstehung des
Zervixkarzinoms und der Infektion mit karzinogenen HP-Viren besteht [45-47]. Von den Uber
100 bekannten HP-Viren sind 40 Subtypen spezifisch fiir Infektionen des anogenitalen Trakts
und tragen je nach Subtyp und Persistenz in unterschiedlichem MaRe zu den neoplastischen
Verénderungen des Genitale bei [48]. Die HPV-Subtypen lassen sich in 3 Gruppen einteilen.
Die HP-Viren der low-risk Gruppe sind vorwiegend fir die Entstehung von leichten
Dysplasien (CIN I) und vor allem von anogenitalen Warzen, sog. ,,condylomata acuminata“
verantwortlich. Diese 15 Virussubtypen fiihren selten zur Integration der Virus-DNA in das
Genom der Wirtszelle. lhre Persistenz ist eher unwahrscheinlich und das Malignitatspotential
ist damit sehr gering [49, 50]. Die HPV-Subtypen 6 und 11 gehéren zu ebendieser low-risk
Gruppe, sie verursachen ca. 10% der leichten Dysplasien und 90 % der Genitalwarzen [51].
Bei den zur high-risk Gruppe zusammengefassten 12 HPV-Typen gilt ein Zusammenhang mit
der Entstehung hochgradiger Dysplasien bzw. Karzinomen als gesichert, wahrend fur 13
HPV-Typen eine Beteiligung vermutet werden kann [49]. Eine Ubersicht tber die Einteilung
der HP-Viren und deren zugehdrigen Subtypen gibt Tabelle 3.

High-risk HPV-Gruppe 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59

Vermutete high-risk HPV-Gruppe 26,30,34,53,66,67,68,69,70,73,82,85,97

Low-risk HPV-Gruppe 6,11,40,42,43,44,54,61,62,70,71,72,74,81,83

Tab. 3: Einteilung der HP-Viren und zugehdrige Subtypen [49, 50].

Die Viren der high-risk Gruppe besitzen ein deutlich hoheres Malignitatspotential als die der
low-risk Gruppe. Sie tragen daher vorwiegend zur Entstehung mittlerer bis schwerer
Zervixdysplasien (CIN 1I-111) bei und begiinstigen sowohl die Progression zu schweren
Dysplasien, als auch die Entstehung invasiver Karzinome. Bei Frauen mit unauffalligem
zytologischem Befund, die jedoch mit HPV infiziert sind, ist weltweit gesehen die Pravalenz
von HPV-16 am hdéchsten, dicht gefolgt von HPV 18. Diese zwei high-risk Subtypen sind zu
25% fiir die Entstehung von leichten und zu 50-60% von schweren Dysplasien verantwortlich.
Uber 70% der invasiven Zervixkarzinome werden gemeinsam von diesen beiden HPV-
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Subtypen verursacht [25, 51]. In einer internationalen Studie, in der tber 30 000 invasive
Zervixkarzinomfalle auf die Verteilung der HPV-Subtypen hin untersucht wurden ergab sich

folgendes Verteilungsmuster [52]:

Plattenepithelkarzinom: HPV 16 (59%), 18 (13%), 58 (5%), 33 (5%), 45 (4%)

Adenokarzinom: HPV 16 (36%), 18 (37%), 45 (5%), 31 (2%), 33 (2%)

Die Pravalenz von HPV variiert weltweit zwischen 2% und 44% und ist bei jungen, sexuell
aktiven Frauen am héchsten [53]. Das Risiko sich im Laufe des Lebens, bis zu einem Alter
von 50 Jahren, mit einem oder mehreren HPV-Viren zu infizieren liegt unter sexuell aktiven
Frauen bei 80% [54]. In 90% der Falle kommt es jedoch innerhalb von 1-2 Jahren zur
Viruselimination [31]. Der HPV-Subtyp und die damit  verbundene
Persistenzwahrscheinlichkeit stellen intern das Hauptrisiko zur Entwicklung von Neoplasien
dar. Der HP-Virus vom high-risk Typ l&sst sich in 99,7% der invasiven Zervixkarzinome und
in 90% seiner Vorstufen nachweisen, ein HPV negativer Befund ist in beiden Fallen duf3erst
selten [55, 56]. Die Infektion mit HPV wird folglich als notwendig zur Entwicklung des
Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen angesehen [53]. Das sexuelle Verhalten von Frauen
und ihrer Partner Kkorreliert direkt mit dem Risiko einer HPV Infektion. Das Risiko steigt
dabei mit der Haufigkeit der wechselnden, sowie der Anzahl an Sexualpartnern deutlich an.
Die Tatsache, dass nicht alle HPV positiven Frauen notwendigerweise ein Zervixkarzinom
oder eine zervikale intraepitheliale Neoplasie entwickeln, legt nahe, dass zusatzliche externe
Risikofaktoren eine modulierende Rolle spielen. Diese Risikofaktoren sind nicht zwingend als
unabhdangig zu betrachten, sondern stellen oftmals Kofaktoren zur Aquirierung und Forderung
der Persistenz von HPV-Infektionen dar. Junges Alter bei Kohabitarche, niedriger
soziobkonomischer Status, Multiparitat sowie der Gebrauch oraler Kontrazeptiva stehen mit
dem Sexualverhalten eng in Verbindung und beeinflussen somit auch die Wahrscheinlichkeit
einer Ansteckung mit HPV und die daraus resultierenden Folgen [40]. Der negative Einfluss
der Pille scheint mit der Einnahmedauer bei HPV positiven Frauen zu Korrelieren, wird
jedoch weiterhin kontrovers diskutiert [57]. Die Infektion mit Herpes genitalis Typ 2 und
Clamydien wird dhnlich wie die ,,Pille* eher als Surrogatmarker fiir die Exposition gegeniiber
HPV betrachtet, spielt aber womdglich eine immunmodulatorische Rolle bei der
Viruspersistenz. Gleiches gilt fir die Immunsuppression allgemein durch Medikamente oder
bei HIV Patientinnen [40]. Das Zigarettenrauchen und die Intensitat des Rauchens konnten

laut einer Studie als unabha&ngige mutagene Faktoren zur Entwicklung von zervikalen
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intraepithelialen Neoplasien [I-111 identifiziert werden [58]. Es konnte eine mdgliche
protektive Wirkung von Ernahrungsfaktoren, z.B. bei Folsduresupplementierung, sowie eine
niedrigere Neuerkrankungsrate an Zervixkarzinom unter Frauen mit circumzisierten Partnern
beobachtet werden, auch wenn sie noch nicht zur Ganze wissenschaftlich geklart ist [24, 59].
Ebenfalls noch unklar ist die Rolle der Human leukocyte antigen Merkmale (HLA-Merkmale)
als genetische Kofaktoren und die womdglich damit verbundene erhohte Anfalligkeit

gegeniber einer HPV Infektion und Persistenz [60].

1.2.3 Tumorfriherkennung

Das invasive Zervixkarzinom gehort zu den wenigen Tumorarten, die sich aufgrund ihres
biologischen Verhaltens besonders gut zur Friherkennung eignen. Es besitzt eine lange
praklinische Phase, in der die asymptomatischen Patienten h&ufig schon zytologische
\erénderungen bis hin zu Vorstadien des invasiven Zervixkarzinoms vorweisen. Werden diese
Verénderungen durch die geeignete Untersuchung friih genug erfasst, kann durch verschérfte
Kontrolle oder, falls indiziert, durch Therapie die Progression der Prdkanzerose und die
Entwicklung eines invasiven Zervixkarzinoms in so gut wie allen Féllen verhindert werden.
Die oft relativ lange Latenzzeit zwischen der Infektion mit HPV und der Entwicklung eines
invasiven Zervixkarzinoms (ber die vorangehenden Prékanzerosen, den zervikalen
intraepithelialen Neoplasien (CIN I-111), gibt dem Untersucher meistens gentigend Spielraum
zur Friherkennung und der sich eventuell aus dem Befund heraus ergebenden
Therapienotwendigkeit. Zu diesem Zweck wurde 1971 die jahrliche kostenlose
gynékologische Krebsvorsorgeuntersuchung fur Frauen ab dem 20. Lebensjahr in den
Leistungskatalog der gesetzlichen Krankenversicherungen (GKV) aufgenommen (825, Abs.
2, SGB V, 2000b) und 1991 auch auf die neuen Bundeslander ausgedehnt [19]. Das Screening
konzentriert sich dabei auf die zytologische Erfassung von Zellverdnderungen durch die
Exfoliativzytologie, welche laut GKV derzeitig das einzige anerkannte Screeningverfahren
darstellt. Folgende Untersuchungsschritte sind im Rahmen der Friiherkennungsuntersuchung

gesetzlich vorgegeben [61]:

e Anamnese

e Gezielte zytologische Abstrichentnahme unter Spiegeleinstellung von der Portio-
Oberflache und dem Zervikalkanal mittels Spatel und Burste, bestenfalls unter
kolposkopischer Kontrolle

e Fixierung des gewonnenen Abstrichs zur spateren zytologischen Untersuchung und
Standardférbung nach Papanicolaou
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Qualitatsbewertung des Abstrichs durch das zytologische Labor unter Angabe des

Vorhandenseins bzw. Fehlen von Zellkomponenten der Transformationszone

Vorgehensweise

Inspektion der Hautregion im Genitalbereich und bimanuelle gynakologische
Untersuchung
Mitteilung von pathologischen Befunden und Besprechung der weiteren

Die Befundklassifikation des zytologischen Abstrichs erfolgt in Deutschland, wie in Tabelle 4

dargestellt, gemaf der I1l. Minchner Nomenklatur [18].

Gruppe Zytologischer Befund Empfehlung
I Unauffallige und unverdachtige Befunde Abstrich im Vorsorgeintervall
Il-a Unauffallige Befunde bei auffalliger Anamnese Ggfs. zytologische Kontrolle
Il Befunde mit eingeschrankt protektivem Wert
I-p Plattenepithelzellen mit geringergradigen
Kernveranderungen als bei einer CIN 1, auch mit .
i " ’ Ggf. zytologische Kontrolle unter
koilozytarem Zytoplasma/Parakeratose Beriicksichtigung von Anamnese
und klinischem Befund, evtl. nach
Entziindungsbehandlung und/oder
hormoneller Aufhellung.
i Unklare bzw. zweifelhafte Befunde
I-p CIN 2/CIN 3/Plattenepithelkarzinom nicht Differentialkolposkopie, gof.
auszuschlieRen additive Methoden, evtl.
kurzfristige zytolog. Kontrolle nach
Entztindungs-behandlung und/oder
hormoneller Aufhellung.
oD Dysplasiebefunde mit gréRerer Regressionsneigung
I D, leichte Dysplasie, analog CIN 1 zytologische Kontrolle in 6
Monaten, bei Persistenz > 1 Jahr
ggf. additive Methoden,
Differentialkolposkopie
Il D, maRige Dysplasie, analog CIN 2 zytologische Kontrolle in 3
Monaten, bei Persistenz > 6 Monate
Differentialkolposkopie, ggf.
additive Methoden
v Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms Differentialkolposkopie und
IVa-p Schwere Dysplasie/Carcinoma in situ, analog CIN 3 PR E
IVb-p CIN 3, Invasion nicht auszuschliel3en
\ Malignome Weiterfiihrende Diagnostik mit
V-p Plattenepithelkarzinom Histologie und Therapie
Tab. 4: Ausschnitt aus der gynakologischen Zytodiagnostik nach der Ill. Minchner Nomenklatur und

entsprechende Empfehlungen [18].
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Nach Einfuhrung der gesetzlichen Krebsvorsorgeuntersuchung liel sich ein deutlicher
Rickgang der Inzidenz des Zervixkarzinoms in Deutschland beobachten. 1966 lag die
Inzidenz sowohl in der BRD als auch in der DDR bei ca. 36 Neuerkrankungen pro 100 000
Frauen im Jahr und war damit in etwa doppelt so hoch wie in den meisten anderen
européischen Landern. Der Erfolg des Fruherkennungsprogramms lie sich in Deutschland
aufgrund des ausgepragten prozentualen Inzidenzrickgangs um 66 % auf 12
Neuerkrankungen pro 100 000 im Jahre 1996 (2012 waren es laut RKI nur noch 9,3),
besonders gut beobachten [41, 61]. Die Langzeiteffektivitit der zytologischen
Krebsfriherkennung wurde bisher jedoch in keiner randomisierten Screeningstudie belegt
[19]. Uber zwei Drittel der verbliebenen Restinzidenz ist heutzutage auf Frauen
zuriickzufuhren, welche die Vorsorgeuntersuchung entweder gar nicht oder nur unzureichend
wahrnehmen. Da es sich bei der Krebsfriiherkennungsuntersuchung um ein opportunistisches
Screening handelt, erfolgt die Teilnahme daran auf freiwilliger Basis. Aktuelle Kennzahlen
aus dem Jahr 2009 konnten bei etwa 30 Millionen untersuchungsberechtigten Frauen in
Deutschland eine jahrliche Teilnahmerate von 50 % und eine kumulierte Teilnahmerate (ber 3
Jahre von 79 % verzeichnen [61]. Die Exfoliativzytologie ist im Moment das effektivste
verfugbare Screeningverfahren. Die in zahlreichen Studien ermittelte Sensitivitit eines
einzelnen Abstrichs liegt im Mittel bei ca. 58 % und die Spezifitat bei 69 %, wobei eine hohe
Variabilitat von 11-99 % fiir die Sensitivitat und von 14-97 % flr die Spezifitat zwischen den
verschiedenen Studien vorliegt [62]. Es wird also in etwa nur jede zweite erkrankte Frau auch
als solche erkannt, wéahrend das Erfassen tatsachlich gesunder Patientinnen geringfligig besser
ist [62]. Diese Problematik ist zu 65% auf Fehler bei der Abstrichentnahme, dem
Ausstreichen und der Fixierung auf dem Objekttrager sowie zu einem Drittel auf fehlerhafte
zytologische Befundung zurtickzufiihren [19]. Trotz der Bemihungen zur Standardisierung
und Qualitétssicherung des Verfahrens durch die Leitlinien der Bundeséarztekammer bleiben
die Fehlerquellen und interindividuellen Unterschiede in der Durchfiihrung und Befundung
durch den Untersucher bis zu einem gewissen Grad bestehen. Durch Abstrich-Wiederholung
lassen sich die Gutekriterien des Tests jedoch erhdhen. Die Dinnschichtzytologie (engl.
»liquid based cytology”, LBC) stellt ein alternatives zytologisches Verfahren zur
konventionellen Zytologie dar. Zwei dieser Verfahren, Thin Prep (der Firma Cytyc) und Sure
Path (der Firma Tripath), haben derzeit eine Zulassung durch die Food and Drug
Administration (FDA) [19]. Eine Metaanalyse aus 24 Studien, in der das Thin Prep Verfahren
mit der konventionellen Zytologie verglichen wurde, ergab nur eine minimal hohere

Sensitivitat der Dlnnschichtzytologie bei vergleichbarer Spezifitat und einer niedrigeren Rate
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an unklaren Befunden [63]. Ein 2011 verdffentlichter und fir das US-Gesundheitsministerium
in detaillierter und unabhéngiger Weise erstellter Bericht, zeigte keinerlei Vorteile der
Dinnschichtzytologie bezliglich Sensitivitat, Spezifitat und Dysplasieerfassung gegenuber der
konventionellen Zytologie [64]. Von Vorteil ist jedoch die Mdglichkeit der simultanen oder
nachtraglichen Durchfiihrung eines HPV-Tests, z.B. nach einem pathologischen
Zytologiebefund, am selben Praparat [19]. Die Dinnschichtzytologie stellt einen erhdhten
Kostenfaktor gegentber der konventionellen Zytologie dar und wurde daher aufgrund der
nicht ausreichenden Evidenz einer besseren klinischen Effektivitdt 2006 vom Gemeinsamen
Bundesausschuss (G-BA) als Methode der Friherkennungsuntersuchung fur das
Zervixkarzinom abgelehnt [61]. Weitere Methoden der Tumorfriherkennung, die in
Deutschland etabliert, jedoch nicht standardmaRig zum gesetzlichen Screening gehéren, sind
die HPV Testung, die Kolposkopie und die Biopsieentnahme zur histopathologischen
Untersuchung. Auf die letzteren beiden Methoden, welche zur optischen Diagnostik gehdren,

soll erst im folgenden Kapitel genauer eingegangen werden.

In der Diskussion um die Optimierung des Screeningprogramms ist, seit der Entdeckung eines
kausalen Zusammenhangs zwischen HPV und der Enstehung eines Zervixkarzinoms bzw.
seiner Vorstufen die Einfiihrung einer Kombination oder gar der Ersatz der konventionellen
Zytologie durch eine molekulare Nachweismethode des HP-Virus ein zentrales Thema. Es
existieren mehrere molekulare Nachweisverfahren zur Detektion einer HPV Infektion. Am
weitesten verbreitetet sind die sog. DNA-Tests. Sie weisen entweder durch nicht
amplifizierende Methoden wie der Hybridisierung oder durch Amplifikation mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die HPV-DNA nach. Finf Nachweisverfahren besitzen
zurzeit eine Zulassung durch die FDA [65]. Der Hybrid-Capture-I1-Test (HC2, Qiagen) ist im
alltdglichen klinischen Einsatz am gebrduchlichsten. Er liefert mittels Hybridisierung von
RNA-Sonden mit HPV-DNA den Nachweis ob mindestens eines der high-risk HPV-Typen
vorhanden ist. Durch Kreuzreaktionen konnen ebenfalls einige low-risk Typen detektiert
werden, ein Einzelnachweis ist jedoch nicht mdglich. Die kurzlich zugelassenen Cervista
HPV HR- sowie Cervista HPV 16/18-Tests (Hologic) funktionieren nach dem gleichen
Prinzip, wobei durch letzteren der Einzelnachweis von HPV 16 und 18 gewahrleistet ist. Der
ebenfalls durch die FDA zugelassene cobas HPV-Test (Roche) ist ein PCR-Verfahren,
wahrend der APTIMA-Test (Gen-Probe) auf dem Nachweis der mRNA-Expression viraler
Onkogene beruht. Der im Screeningprogramm zum Einsatz kommende Pap-Test besitzt eine
deutlich geringere Sensitivitdt im Vergleich zum HPV-Test und bedarf daher der hdufigen

Wiederholung. Die hohe Sensitivitdt des HPV-Tests beruht auf der Tatsache, dass fast alle
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Karzinome und Dysplasien von den high-risk Typen des HP-Virus ausgelést werden und
daher auch die Virus-DNA enthalten [65, 66].

In einer Studie zur Beurteilung der HPV-Testung durch das Hybridisierungsverfahren konnte
fur die Detektion von CIN [I/I1l eine Sensitivitdt von 90 % bei einer Spezifitat von 55 %
nachgewiesen werden. Liegt folglich ein HPV-negativer Befund vor, so ist das
Erkrankungsrisiko sehr gering [67]. Der Test besitzt jedoch eine niedrigere Spezifitét als die
konventionelle Zytologie, was darauf zurlickzuftihren ist, dass zahlreiche Frauen, vor allem
im Alter zwischen 20 und 25 Jahren einen HPV-positiven Befund vorweisen, es sich bei den
meisten jedoch lediglich um eine harmlose transiente Infektion handelt, die sich nur sehr
selten zu einem Karzinom weiterentwickelt. Selbst leichte und méi3ige Dysplasien bilden sich
in den meisten Féllen ohne Therapie zurtick (vgl. Tab. 2) [66]. Es erscheint demnach sinnvoll,
den HPV-Test additiv zur konventionellen Zytologie im Primarscreening fir Frauen ab 30
Jahren einzusetzen, da die Prévalenz der HPV-Infektionen ab diesem Alter sinkt und die
Spezifitit des HPV-Tests dadurch steigt. Dies empfiehlt auch die sich in Uberarbeitung
befindende S2-Leitlinie zur Préavention, Diagnostik und Therapie der HPV-Infektion durch die
Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) [68].
Die fehlende Evidenz einer Inzidenz- und Mortalitatssenkung durch den Einsatz des HPV-
Tests allein oder in Kombination mit der konventionellen Zytologie im gesetzlichen
Primarscreening, sowie die Unklarheit tber den Umgang mit Patientinnen deren HPV-Befund
positiv die Zytologie jedoch unaufféllig war, fuhrte 2006 zu einer Ablehnung durch den
Gemeinsamen Bundesausschuss (G-BA). Das Institut fir Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im
Gesundheitswesen (IQWiG) veroffentlichte 2011 einen Bericht zur Nutzenbewertung des
HPV-Tests im Primarscreening, welcher auf einen potentiell positiven Einfluss hinwies [61].
Ein Bericht aus den USA ermittelte anhand derselben Studiendaten einen Positive predictive
value (PPV) von 10 %. Man wirde demnach 9 von 10 untersuchten Frauen falschlicherweise
als krank erfassen [64]. Dies stellt eine psychische Belastung fur die Patienten dar und wiirde
eine Reihe kostenintensiver Untersuchungen nach sich ziehen, was den alleinigen Einsatz sehr

unwahrscheinlich und eine Kombination mit der Zytologie auch weiterhin umstritten macht.
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1.3 Etablierte optische Methoden der Diagnostik

1.3.1 Kolposkopie

Die Kolposkopie ist eine weltweit angewandte, nicht invasive optische
Untersuchungsmethode zur Abklarung unklarer oder auffélliger zytologischer Befunde bei
Verdacht auf eine zervikale Neoplasie. In den 20er Jahren wurde die Kolposkopie entwickelt
und o6ffnete damit die Tur zu einer vollig neuen Art der gynakologischen Diagnostik [69]. Die
binokulare Betrachtung der Portio uteri, aber auch der Vagina und Vulva unter 6- bis 40-
facher LupenvergrofRerung bei optimaler Beleuchtung vereinfachte die Friiherkennung des
Zervixkarzinoms und seiner Vorstufen, sowie die sichere Differenzierung der tGberwiegenden
Mehrzahl an gutartigen Veranderungen des unteren Genitaltrakts. Im Jahr 2015 hat die
Arbeitsgemeinschaft  fur  Zervixpathologie und  Kolposkopie  (AG-CPC) unter
Berlcksichtigung ~ der  akutellen  wissenschaftlichen  Datenlage, der  neuen
Kolposkopienomenklatur (Rio 2011), sowie der neuen Munchen 11 Klassifikation (2013) eine
Handlungsempfehlung zur Diagnostik und Therapie von Erkrankungen des unteren
Genitaltrakts herausgegeben. Die laut AG-CPC empfohlene Indikationsstellung zur
Kolposkopie wird aus Tabelle 5 deutlich.

Klinische Situation Empfehlung der AG-CPC
Primares Screening Keine Empfehlung zur Kolposkopie
zytologische Gruppe I

Zytologische Gruppen Il1-p, 111 D, Kolposkopie je nach Anamnese (111-p), oder wenn
IVa. IVb. V Befundpersistenz nach zytologischer Kontrolle tber 1 Jahr (111
’ ’ D,), bzw. 6 Monate (111 D,), bei den tbrigen Gruppen sofort

Zytologische Gruppe Il-aund Il1-p  Kolposkopie nicht zwingend, nur bei auffalliger Anamnese,
sowie je nach Alter und zytologischem Kontrollbefund
Kolposkaopie innerhalb von 1 oder 2 Jahren

R1 Resektion einer CIN Kolposkopische Kontrolle innerhalb von 3 bis 6 Monaten nach
Konisation, dann  regelmaRige  kolposkopische und
zytologische Kontrollen fur 2 Jahre

Zytologische Gruppe 1Va-p Kolposkopie (ggfs. Biopsie zw. 16.-20. SSW), bei CIN 3
kolposkopische und zytologische Kontrollen alle 3 Monate,

wahrend der Schwangerschaft Therapie post partum

Tab. 5: Indikation zur Kolposkopie laut Empfehlungen der AG-CPC (2015) [8, 70].
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Durch die Kolposkopie kann anhand bestimmter morphologischer Oberflachenmerkmale auf
Prékanzerosen, Karzinome oder gutartige Ldsionen geschlossen werden. Dabei spielt die
Ubersehbarkeit der Transformationszone eine wichtige Rolle. Sie wird in den T-Zonentyp 1
(komplett kolposkopisch einsehbar), T-Zonentyp 2 (nach Spreizung des Zervikalkanals
komplett einsehbar) und T-Zonentyp 3 (trotz Spreizung nicht einsehbar) eingeteilt [71].

Im Allgemeinen wird die Grolie der L&sion, die Oberflachenstruktur, die Punktierung, das
Mosaik, sowie die Gefaldichte und deren Verlauf beurteilt. Bei der Oberflachenstruktur wird
darauf geachtet, ob die Lasion im oder unterhalb des Oberflachenniveaus liegt, bzw. erhaben
ist. Die Punktierung stellt das Durschimmern von BlutgefélRen der Stromapapillen dar und
wird durch deren Stauung zur ,,groben Punktierung®, wihrend das Mosaik durch die parallel
zur Basalmembran verlaufenden BlutgefaRe dicht unterhalb des Epithels entsteht. Die GefaRRe
werden zusatzlich anhand ihrer Form beurteilt, so sind korkenzieherartige Gefalie,
Kaliberschwankungen und GefaRabbriiche als aufféllig zu beurteilen. Durch die Applikation
von Jod (Lugol’sche Probe/Schiller-Test) und 3-5 % Essigsaure erhalt die Untersuchung einen
dynamischen Charakter und liefert zusatzlich relevante Informationen. Durch das Jod farbt
sich das gesunde, glykogenhaltige Plattenepithel der Ektozervix tief braun, wahrend
Zylinderepithel, unreifes Plattenepithel und Dysplasien weil3, also jodnegativ bleiben. Die
Spezifitat der braungefarbten Areale betrdgt nahezu 100 %, wahrend Jodnegativitat nicht

zwangslaufig auf einen krankhaften Prozess hindeutet [8, 9].

Die Essigreaktion bewirkt hingegen eine Weil3farbung dysplastischer und metaplastischer
Areale. Die Reaktion konnte noch nicht vollstandig wissenschaftlich erklart werden, beruht
jedoch vermutlich auf der Interaktion der Essigsdure mit den Kernproteinen sowie einer
zellulédren Dehydratation. In dysplastischen Zellen ist die Kernaktivitat und damit auch der
Proteingehalt hoher, wodurch die Reaktion mit der Essigsaure in diesen Arealen, mit
zunehmendem Dysplasiegrad intensiver ausfallt. Die WeiRfarbung l&sst sich durch eine
erhdhte Rickstreuung des Lichts, welche zu einer Verminderung der Transparenz fihrt,
erklaren. In den (Gbrigen Arealen wird das Licht aufgrund der geringeren Kerndichte
absorbiert und die Reaktion bleibt aus. Ein weiteres Kriterium zur Beurteilung des
Dysplasiegrads ist die Geschwindigkeit mit der die Reaktion einsetzt und abklingt. So setzt
die WeiRfarbung bei hohem Dysplasiegrad rasch und intensiv ein wahrend sie jedoch nur

langsam wieder abklingt. Es handelt sich somit um ein reversibles Phanomen [72-74].
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Anhand der genannten Kriterien werden die Lisionen unter anderem in ,,minor changes* und
,major changes“ eingeteilt. Die aktuell giiltige, 2011 durch die International Federation for
Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC) erstellte Nomenklatur ist in Tabelle 6

dargestellt.
Grad 1 (minor changes) | Zartes essigweilles Epithel, zartes Mosaik, zarte
Punktierung
Grad 2 (major Changes) | Intensiv essigweiles Epithel, grobes Mosaik, grobe
Abnorme Punktierung, prominente  Drisenausfuhrungsgénge,
Befunde scharfe Grenzen, ,,inner border sign®, ,,ridge sign®, rasche

Essigsédurewirkung

Unspezifisch Leukoplakie  (Keratose, = Hyperkeratose),  Erosion,
Lugol’sche Probe (Schiller-Test)

Verdacht Atypische Geféalle, Kontaktblutungen, unregelméRige Oberflache, exophytische
auf Invasion | Lasion, Nekrose, Ulkus, Tumor

Tab. 6: Ausschnitt aus der kolposkopischen Nomenklatur der Cervix uteri. IFCPC (2011) [75].

Die Ubereinstimmungsrate kolposkopischer Befunde bei unterschiedlichen Untersuchern
betragt zwischen 30% und bis Uber 95%. Die Kappa-Werte (Cohen’s Kappa als MaB} der
Ubereinstimmung) liegen zwischen «=0,4 (geringe Ubereinstimmung) bis k=0,6 (maRige
Ubereinstimmung) [76-83]. Griinde fiir niedrige Ubereinstimmungsraten und Kappa-Werte
sind das Vorliegen kleiner Lasionen (< 10 mm), nicht klar abgrenzbare Befunde, sowie die
geringe kolposkopische Erfahrung mancher Untersucher [84]. Mit zunehmender Erfahrung
der Untersucher verbessert sich deren Ubereinstimmungsrate auf iber 90% [76]. In ,,receiver
operating characteristic* (ROC)- Analysen weist die Kolposkopie in der Abgrenzung leichter
von hochgradigen Dysplasien bzw. von Karzinomen eine ,,area under the curve® (AUC) von
0,80 bis 0,87 auf und hat damit eine mit anderen hocheffizienten diagnostischen Verfahren
vergleichbare Testgute [85-87]. Die Unterscheidung zwischen gesundem Epithel und einer
leichten Dysplasie besitzt mit einer AUC von 0,77 eine leicht niedrigere Testgute [9]. Die
Korrelation zwischen der Kolposkopie und Histologie ist mit einem p< 0,0001
hochsignifikant und besitzt einen Ubereinstimmungsgrad von 77% [88]. Durch die

Biopsieentnahme unter kolposkopischer Sicht werden zwei Drittel aller kolposkopisch
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vermuteten CIN Il entdeckt. Ebenfalls von Vorteil ist die Abstrichentnahme unter
kolposkopischer Sicht, da sie die Exaktheit der zytologischen Diagnostik verbessert.
Zusammenfassned lasst sich sagen, dass die Kolposkopie ein wertvolles Instrument zur
Diagnostik der zervikalen Dysplasien und des Zervixkarzinoms ist, welches sowohl in der
gynéakologischen Vorsorge- und Kontrolluntersuchung als auch intraoperativ hdufig zum

Einsatz kommt [8].

1.3.2 Histopathologie

Die feingewebliche Untersuchung reprasentiert neben der Kolposkopie und der Zytologie
einen der drei diagnostischen Pfeiler sowohl des pra- als auch des postoperativen
Managements und der Kontrolle. Differenzialdiagnostisch stellen die kolposkopiegesteuerte
Knips- oder Stanzbiopsie bei suspekten Bezirken im Bereich der Ektozervix, sowie die
endozervikale Kirettage (ECC) im Falle einer kolposkopisch nicht oder nur schlecht
einsehbaren, endozervikal gelegenen Lasion, und die histopathologische Aufarbeitung des
gewonnenen Gewebes den Goldstandard bei Verdacht auf eine CIN dar [19]. Eine ebenfalls
wichtige Rolle spielt die histopathologische Aufarbeitung von Konisationspréparaten. Diese
Art von Eingriff wird vor allem zum Therapiezweck, aber auch unter diagnostischem Aspekt
meist als elektrochirurgische Loop Exzision (LEEP) durchgefiihrt [89]. Durch Entfernung der
gesamten Transformationszone, in welcher sich der Hauptteil der Lasionen befindet (lediglich
3 % sind rein ektozervikal und 10 % endozervikal lokalisiert), kann gegeniiber einer gezielt
punktuell entnommenen Biopsie ein besserer Uberblick iiber die pathologischen Prozesse an
der Zervix gewonnen werden [11]. Die Praparate werden standardméRig mit Hamatoxylin und

Eosin (H.E Farbung) angeféarbt und unter einem Lichtmikroskop beurteilt (Abb. 7).
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Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Konisationspraparaten aus dem eigenen Institut in H.E Féarbung.
a) normales mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel bestehend aus der Superfizialzellschicht (1),
Intermediarzellschicht (2), Parabasalzellschicht (3) und Basalzellschicht (4), sowie b) CIN 1, ¢) CIN 2, d) CIN 3
und e) invasives Plattenepithelkarzinom. Die Basalzellschicht ist in a-d gut sichtbar, wahrend sie in e
durchbrochen wurde.

Bei Schwierigkeiten in der Differenzierung zwischen den kontinuierlich ineinander
ubergehenden CIN Graden, sowie der Unterscheidung eines pathologischen von einem nicht-
pathologischen Befund, kann die Anwendung der Immunhistochemie hilfreich sein. Der
cyclinabhéngige Kinaseinhibitor p16 spielt in der Regulation des Zellzyklus eine Rolle und
wird entsprechend des Schweregrads der CIN unterschiedlich stark in den betroffenen Arealen
exprimiert (Abb. 8). In einer Metaanalyse zeigten 82% der CIN 3, 68% der CIN 2 und 38%
der CIN 1 Befunde eine Uberexpression des Proteins. Lediglich 2% der Normalbefunde

wiesen ebenfalls eine Uberexpression auf [90].

Abb. 8: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Konisationsprdparat aus dem eigenen Institut.
Immunhistochemischer Nachweis einer CIN 1 durch zytoplasmatische und nukleédre p16 Positivitat im basalen
Epithelabschnitt.
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1.4 Optische Koharenztomographie

Die optische Koharenztomographie (OCT) ist eine nicht invasive optische
Untersuchungsmethode, die sich des Prinzips der Interferometrie bedient. Durch diese
Methode werden, dhnlich dem B-Scan der Sonographie, zweidimensionale Schnittbilder des
untersuchten Gewebes generiert [91]. Im Unterschied zur Sonographie werden in der OCT
jedoch Licht- anstatt Schallwellen verwendet [92]. Eine Superlumineszensdiode (SLD)
generiert niedrigkohérentes (10 pm), breitbandiges Licht im nahen Infrarotbereich (NIR,
1300nm), welches durch einen Strahlteiler in zwei Fraktionen aufgeteilt wird. Eines der
beiden Lichtbindel wird dabei an einem Referenzspiegel, der sich in bekanntem, aber
mechanisch variierbarem Abstand zum Strahlteiler befindet, reflektiert. Dieser Referenzarm
dient im Time-Domain-Modell (TD-Modell) der Ermittlung der genauen Lokalisation des
reflektierten Lichtstrahls. Das zweite Lichtbiindel, der sog. Messarm, dringt senkrecht in das
zu untersuchende Gewebe ein und wird dort an verschiedenen Strukturen ebenfalls reflektiert.
Letztendlich werden sowohl der Referenzarm als auch der Messarm in einem Photodetektor
(Michelson Interferometer) zusammengefiihrt, wo die Laufzeit- und Intensitatsunterschiede
der interferierenden Signale analysiert werden [93]. Eine vereinfachte schematische
Darstellung des technischen Prinzips liefert Abbildung 9.
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Abb. 9: Vereinfachte schematische Darstellung des technischen Prinzips der Time-Domain-OCT (TD-OCT)
modifiziert nach Gallwas et al., (Ultrasound Obstet Gynecol. 2010 Nov; 36(5), S.625, Fig. 1) [94].
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Es tragen lediglich diejenigen reflektierten Lichtstrahlen, die miteinander interferieren zur
Bildentstehung bei [95]. Elektronische Detektionssysteme wie die des Ultraschalls erlauben
wegen der vergleichsweise langsamen Ausbreitung der Schallwellen eine Detektion anhand
der Laufzeitunterschiede der Wellen. Wegen der hohen Lichtgeschwindigkeit (3x10® m/sec)
kann man beim OCT nicht auf Laufzeitunterschiede zuriickgreifen und muss stattdessen das
Prinzip der Interferenz anwenden. Interferenz bedeutet, dass sich zwei oder mehrere
Lichtwellen mit einer festen Phasenbeziehung uberlagern. Eine feste Phasenbeziehung ist
dadurch definiert, dass die Unterschiede zwischen denselben Schwingungszustanden uber
einen gewissen zeitlichen und rdumlichen Bereich hinweg gleichbleiben. Besitzt das Licht
eine grofRe Koharenzléange, so ist der Bereich in dem eine feste Phasenbeziehung besteht
ebenfalls sehr groR, wéhrend er bei niedrigkohdrentem Licht klein ist. Das in der OCT
verwendete Licht besitzt eine kurze Kohdrenzldnge. Der maximale Laufzeitunterschied
zwischen den reflektierten Lichtstrahlen aus dem Referenz- sowie dem Messarm, der bei
deren Uberlagerung noch zu einem zeitlich und raumlich stabilen Interferenzmuster fiihrt ist
daher kurz. Das dadurch zustande kommende Interferenzmuster ermdglicht eine hohe
Feinauflosung des Bilds. Durch das OCT-Gerat wird simultan in zwei Ebenen gescannt,
wodurch ein zweidimensionales Bild zustande kommt. Der Lichtstrahl wird in der Sonde
transversal zur Oberflache bewegt (Lateralscan) wéhrend durch die mechanische
\erschiebung des Referenzspiegels longitudinal zum Gewebe gescannt wird (Axialscan). Die
Information wird im Interferometer verarbeitet und eine zweidimensionale Tomographie
errechnet, welche dann auf dem Bildschirm in logarithmischen Graustufen oder als
intensitatsabhangiges Falschfarbenbild dargestellt wird. Sowohl die Entfernung, als auch die
Intensitat des reflektierten Lichtstrahls kdnnen in einer im Mikrometerbereich liegenden
Auflésung ermittelt werden. Bei der OCT ist im Unterschied zur konventionellen
Lichtmikroskopie und der konfokalen Mikroskopie die transversale Auflésung von der
longitudinalen entkoppelt. Die numerische Apertur der verwendeten Optik ist dabei fur die
transversale Auflosung ausschlaggebend, wahrend die longitudinale Auflésung von der
Kohérenzldnge abhangt und invers proportional zur Bandbreite der verwendeten Lichtquelle
ist [96]. Herkdbmmliche OCT-Gerate mit einer SLD als Lichtquelle besitzen somit eine
Auflésung von 10-15um, wéhrend durch neuere ultrahigh-resolution-OCTs eine longitudinale
Auflésung von 2-3um erzielt werden konnte [97]. Neueste Laserlichtquellen ermdglichen
heutzutage eine Auflésung von bis zu 1um. Die Eindringtiefe der OCT ist in nicht
transparentem Gewebe durch die Dampfung, Absorption sowie der Lichtstreuung limitiert und

betrdgt in den meisten Geweben 2-3 mm. Damit ist sie derjenigen des Ultraschalls
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unterlegen, wohingegen die axiale und laterale Auflosung mit 1-15 pum 10- bis 100-mal hoher
ist und damit eine nahezu histologische Auflésung auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene
ermdoglicht [96]. 1991 wurde die OCT durch die Arbeitsgruppe um James G. Fujimoto am
Massachusetts Institute of Technology (MIT) erstmals als bildgebendes Verfahren an einer
humanen Retina und Koronararterie ex vivo beschrieben [98]. Die OCT-Technik wurde 1996
zum kommerziellen Einsatz in der ophtalmologischen Diagnostik freigegeben und erhielt
2002 die Zulassung durch die FDA. Seither stellt sie ein etabliertes Verfahren zur Diagnostik
retinaler Erkrankungen und des Glaukoms in der Augenheilkunde dar [99]. Etwas schwieriger
gestaltete sich die Anwendung der OCT in medizinischen Bereichen mit nicht transparentem
Gewebe, wodurch die Augenheilkunde bis heute das einzige Fachgebiet darstellt, in welchem
sich die OCT Klinisch etabliert hat. Es besteht jedoch auch in vielen anderen Fachgebieten ein
hohes Forschungsinteresse, was stark zur Weiterentwicklung und \erbesserung der OCT-
Gerate beigetragen hat. Die Kopplung der OCT mit Kathetern, Endoskopen sowie
Laparoskopen erméglichte einen vielseitigeren Einsatz in den Bereichen der Kardio- und
Angiologie, sowie in der onkologischen Dermatologie, Gastroenterologie, Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde, Urologie sowie in der Gynékologie [96, 99]. Zusatzlich zu dem oben
beschriebenen TD-Modell gibt es nun neuere OCT-Gerate, welche nach dem Frequency-
Domain-Modell (FD-Modell) arbeiten. Im Unterschied zum TD-Modell kommt hier das
Interferenzmuster nicht durch die mechanische Spiegelverschiebung im Referenzarm, sondern
durch die rasche Alternation der Wellenldnge des aus der Laserquelle ausgesendeten Lichts
zustande. Der Tiefenscan wird dann durch die inverse Fourier-Transformation errechnet. Man
unterscheidet beim FD-Modell zwischen der rdumlichen (Fourier-Domain-OCT) sowie der
zeitlichen (Swept-Source-OCT) Verschlusselung der spektralen Information. Der Ersatz der
mechanischen  Spiegelverschiebung durch die deutlich  schneller  durchfiihrbare
Wellenldngenénderung des Lichts ist von Vorteil, da dadurch schnellere Scanraten sowie

dreidimensionale Aufnahmen ermdglicht werden [92].

1.4.1 Anwendung der OCT in der Gynéakologie

Die Anwendung der OCT in der onkologischen Gynédkologie ist wvon groRem
wissenschaftlichem Interesse und konnte in Zukunft zu einer Verbesserung sowohl der
Krebsfriiherkennung, als auch der intra- oder postoperativen Diagnostik und Therapie fiihren.
Studien haben gezeigt, dass die OCT zur intraoperativen Untersuchung von Lymphknoten bei
primdrem Mamma Karzinom, sowie bei der Steuerung von Brustbiopsien hilfreich ist [100,

101]. Die Friherkennung und Diagnostik des Zervixkarzinoms sowie zervikaler
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intraepithelialer Neoplasien mittels OCT hat in der aktuellen Forschung ebenfalls einen hohen
Stellenwert. 1997 wurden durch Sergeev et al. erste in vivo Untersuchungen verschiedener
menschlicher Schleimh&ute, unter anderem des Zervixepithels, durchgefuhrt und die Befunde
erstmals beschrieben [102]. 1999 flhrten Pitris et al. eine Studie sowohl an zervikalem als
auch an uterinem Gewebe in vitro durch. Die Strukturen einer gesunden Ekto- bzw.
Endozervix, wie beispielsweise das Epithel, die Basalmembran, das Stroma und Drisen,
konnten dargestellt und zuverléssig reproduziert werden. Der Vergleich zwischen den OCT
Befunden aus gesundem Zervix- und Uterusgewebe mit dem Gewebe aus in situ Karzinomen,
sowie invasiven Zervix- und Endometriumkarzinomen zeigte deutliche Unterschiede [103].
2004 wurden durch Escobar et al. in einer in vivo Studie an 50 Patientinnen diagnostische
Kriterien zur Beurteilung von Zervix- und Vulvagewebe mittels OCT erstellt. Dabei wurden
gesunde sowie pathologische L&sionen mittels OCT erfasst und mit der Histologie der aus
denselben Stellen entnommenen Biopsien verglichen [104]. Diese Kriterien wurden durch
mehrere Studien von Gallwas et al. weiter prazisiert und stellen die Grundlage dieser Arbeit
dar. In einer ersten Studie wurde die Durchfihrbarkeit der OCT im Rahmen der
Dysplasiesprechstunde untersucht, was sich als unkompliziert erwies [105]. Ziel der
darauffolgenden Studie war die Uberpriifung und Erganzung der zu dem Zeitpunkt geltenden
Kriterien zur Differenzierung zwischen normalem Gewebe, Entziindung, Dysplasie sowie
invasivem Zervixkarzinom. Folgende Strukturen bzw. Veranderungen wurden als zusatzliche
Kriterien zur bildmorphologischen Interpretation in der Studie durch Gallwas et al. definiert:
Gesundes Gewebe zeigt eine Kklar definierte Dreischichtung (Abb. 10). Auf die stérker
rickstreuende obere, folgt eine schwacher rickstreuende mittlere Epithelschicht und dann,
durch eine starke Signalzunahme scharf abgegrenzt, das Stroma. Die scharfe Grenze zwischen
Epithel und Stroma entspricht der Basalmembran, die optisch selbst nicht dargestellt werden

kann, da sie zu dinn ist.
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Abb. 10: Darstellung von gesundem zervikalem Plattenepithel mittels OCT (a) und entsprechender Histologie
(b). Roter Pfeil: Superfizialzellschicht, griiner Pfeil: Intermediér-und Parabasalzellschicht, gelber Pfeil:
Epithel/Stroma-Grenze, indirekt die Basalmembran. OCT-Bild sowie Histologie aus dem eigenem
Studienkollektiv. Der weil}e Balken im OCT-Bild dient als Maflstab und entspricht 1 mm.

In entziindetem Gewebe verwischt, bei erhaltener Schichtung, die scharfe Abgrenzung durch
die Basalmembran aufgrund der 6dematdsen Schwellung und es zeigt sich in vielen Fallen
auch eine verstarkte Ruckstreuung der oberen Epithelschicht und eine schlagartige
Signalabschwéchung der sich darunter befindenden Gewebestrukturen. Bei den zervikalen
Dysplasien hingegen beobachtet man UnregelmaRigkeiten in der Epithelschichtung bis hin
zur totalen Aufhebung und Homogenisierung des Gewebes wie im Falle eines Karzinoms. Bei
einer CIN 1 lasst sich die Dreischichtung noch deutlich erkennen, wobei die Uberginge
zwischen oberer und mittlerer Schicht, sowie zwischen mittlerer Schicht und Stroma im
Vergleich zu einem Normalbefund undeutlicher sind. Die CIN 2 sowie die CIN 3 sind in der
OCT Diagnostik durch einen zunehmenden Schichtungsverlust und durch den optischen
Eindruck des sdulenartigen Hervordrangens des Stromas Richtung Oberflache charakterisiert.
Durch den erhdhten Streuungskoeffizienten der dysplastischen gegeniber den normalen
Zellen wird der Kontrast zwischen Epithel und Stroma verringert bis hin zum vélligen
Verschwinden der Schichtung. Dieses Phanomen ist mit zunehmendem Dysplasiegrad auch
starker ausgepragt. In der zuletzt genannten Studie ergab die Unterscheidung von Dysplasien
und Karzinomen gegenlber normalem Gewebe eine hohe Sensitivitat von 95-96%, bei einer
eher niedrigen Spezifitat von 29-45% und einer sehr guten Untersucherlbereinstimmung mit
einem «=0,68 [94]. Eine weitere Studie, welche die genaue Differenzierung der einzelnen
CIN Grade zum Ziel hatte zeigte eine exakte Ubereinstimmung mit der Histologie in 57-68%
der Falle, mit den schlechtesten Ergebnissen fur die CIN 1. Die Kombination zweier CIN

Grade (CIN2 + CIN 3) erwies sich als vorteilhaft, da die Ubereinstimmung dann bis zu 85%
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betrug [106]. Im Jahre 2003 wurden in einem Artikel von Drezek et al. zahlreiche neue
Methoden zur Diagnostik von Neoplasien der Zervix, unter anderem auch die OCT,
beschrieben. Dabei wurden die limitierte Eindringtiefe, der Kontrast, sowie das begrenzte
Untersuchungsfeld als Nachteile dieser Methode diskutiert. Zur Verbesserung der Diagnostik
verschiedener Dysplasiegrade durch die OCT wurden neue hochauflésendere Geréte
(ultrahigh-resolution-OCT mit Ti:Al2:03 Laser als Lichtquelle) sowie Kontrastmittel erwéhnt
[107]. In mehreren Studien wurden neue Ansétze zur quantitativen Auswertung von OCT
Bildern getestet mit dem Ziel zusétzlich zur subjektiven bildmorphologischen Beurteilung
objektive Kriterien der Diagnostik zu liefern. Einen solchen Ansatz stellen die Helligkeits-
bzw. Intensitdtsmessungen des Epithels dar, die 2005 durch Zuluaga et al. sowie 2013 durch
Belinson et al. untersucht wurden. In beiden Studien wurden signifikante Unterschiede in der
Intensitat der Ruckstrahlung zwischen normalem und dysplastischem zervikalem Epithel,
sowie zwischen den verschiedenen CIN Graden, dem Karzinom wund der
Plattenepithelmetaplasie beobachtet [108, 109]. In einer 2011 publizierten Studie von Gallwas
et. al. wurden Intensitétsprofile der OCT Bilder erstellt und die Kurven je nach Befundklasse
zusammengefasst und gemittelt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Profile der Gruppen
Normalbefund, CIN 1 und Karzinom unterscheiden, wéhrend eine Abgrenzung der tbrigen
Gruppen eher schwierig ist [110]. Die OCT besitzt als nicht invasive Methode groRes
Potential in der gynakologischen Diagnostik, da sie auf unkomplizierte Weise dem
Untersucher quasi eine optische Biopsie aus verdachtigen Gewebebereichen liefert. In
Zukunft konnte die OCT als diagnostisches Verfahren, erganzend zur Kolposkopie und VIA
(visual inspection with acetic acid), in der Krebsfriherkennung eingesetzt werden. Einen
hohen Stellenwert kdnnte die OCT zukiinftig in Entwicklungsldndern erlangen. Dort wéren,
aufgrund der geringen Ressourcen, kostenginstige Verfahren, die zudem noch risikofrei und
in Echtzeit durchgefiihrt werden konnen, in der Frihdiagnostik des Zervixkarzinoms von
grollem Vorteil [111].

1.4.2 Optisches Clearing

Im klinischen Alltag bieten nichtinvasive diagnostische Methoden wie die OCT, deren
technisches Prinzip von den optischen Eigenschaften des zu untersuchenden Gewebes
abhangig ist, durch ihr geringes Risiko, den niedrigen Kosten, sowie der schnellen
Durchfiihrbarkeit zahlreiche Vorteile gegenuber anderen bildgebenden Verfahren wie der
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT). Dennoch sind diese

Untersuchungsverfahren durch die geringe Eindringtiefe des Lichts in biologischem Gewebe
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limitiert. Biologisches Gewebe stellt ein optisch inhomogenes und lichtabsorbierendes
Medium dar und einfallende Lichtstrahlen werden aufgrund der Streuung und Absorption je
nach Gewebebeschaffenheit defokussiert und abgeschwécht [112]. Die beste Lichtpenetration
in biologischem Gewebe konnte bei Wellenldngen zwischen 700 und 1400 nm beobachtet
werden. Die Eindringtiefe der OCT (NIR, 1300 nm) wird somit vorwiegend durch die
Mehrfachstreuung im Gewebe limitiert [113]. In Konsequenz daraus muss versucht werden
die ungerichtete Mehrfachstreuung im Gewebe zu vermindern. Da die OCT jedoch auf die
Interferenz des am untersuchten Gewebe reflektierten Lichtstrahls mit dem Lichtstrahl aus
dem Referenzarm basiert muss gleichzeitig versucht werden die dafiir bendtigte gerichtete
Rickstreuung aus dem Gewebe zu erhalten. Ein Ansatz besteht in der lokalen Anwendung
hyperosmotischer, biokompatibler Agenzien, welche, wie durch Tuchin et al. postuliert, zu
einer optischen Lichtung (tissue optical clearing, TOC) des zu untersuchenden Gewebes
fuhren [114, 115]. Es konnte beobachtet werden, dass die Bildauflésung mit zunehmender
Eindringtiefe nahezu exponentiell abnimmt. Die Anwendung von optical clearing agents
(OCAs) konnte dazu beitragen eine gute Bildauflosung selbst in der Tiefe von streuendem
Gewebe zu bewahren [116]. Die Mechanismen des TOC sind multipel und sind bis heute
nicht vollstandig geklart, was sie zum Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Forschung
macht. Der Hauptmechanismus besteht wahrscheinlich darin, dass die OCA
(Brechungsindizes 1.40-1.47) zu einer Anpassung des Brechungsindex‘ der stérker streuenden
Gewebspartikeln wie Zellen und Kollagen sowie dem umliegenden Medium (Interstitielle
Flissigkeit und Zytoplasma) fuhren. Zusétzlich kommt es durch die osmotischen
Eigenschaften der verwendeten Agenzien zur Dehydratation, wodurch die streuenden
Gewebestrukturen dichter zusammengepackt und geordnet werden [117]. Dimethylsulfoxid
(DMSO) z.B. zeigt eine schnelle (fist-stage) Diffusion in den Interzellularraum mit einer
Dehydratation und Brechungsindexanpassung die zu einer Kontrast- und Tiefenzunahme
fuhrt. Die (second-stage) Diffusion ins Zellinnere hingegen bewirkt eine nur geringe
Dehydratation und verbessert vorwiegend die Eindringtiefe. Insgesamt verringerte DMSO in
Studien die Lichtabsorption und verbesserte die Transmission um das Dreifache [112, 118,
119]. In vitro Versuche zeigten, dass die molekulare Struktur der OCA ebenfalls eine groRe
Rolle fiir das optical clearing Potential (OCP) spielt. Dabei lassen sich folgende Untergruppen
unterscheiden: Alkohole (Glycerol, Polyethylenglycol (PEG)), Zucker (Mannitol, Glucose,
Dextrose), organische Sauren (Essigsdure, Ameisensdure) sowie organische Ldsungsmittel
(DMSO) [117]. Eine Studie von Choi et al. hat gezeigt, dass OCP nicht vom Brechungsindex
und der Osmolalitat (Konzentration osmotisch wirksamer Teilchen in einer Losung pro 1 Kg
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Losungsmittel) der verwendeten Substanz abhdngen, sondern eher mit der Anzahl der
Hydroxylgruppen zusammenhéngen kénnte [120]. Dies bestatigte eine Studie von Mao et al.,
welche die Lichtdurchlassigkeit in Schweinehaut nach Applikation von OCA aus der
Alkoholgruppe beobachtete. Der starkste Effekt ergab sich fur das Triol Glycerol, gefolgt von
den Diolen (z.B. PEG) mit einem moderaten Effekt. Die Lichtdurchl&ssigkeit nahm schon
nach wenigen Minuten zu und betrug nach 60-minutiger Applikation von Glycerol das
zweifache und bei PEG 400 das 1,7-fache der Initialintensitat. Der schwéachste Effekt ergab
sich bei den Substanzen mit lediglich einer Hydroxylgruppe. Dies zeigte, dass Substanzen mit
einer hohen Anzahl an Hydroxylgruppen hydrophile Barrieren, wie beispielsweise die
Epidermis, leichter passieren um an ihren Wirkort gelangen zu kénnen. Die MolekilgroRe
konnte dabei ebenfalls eine Rolle spielen, ergab jedoch fiir die untersuchten Gréfzen von 75-
400 Da keine signifikanten Unterschiede [121]. Als ein weiterer Clearingmechanismus wurde
die Dissoziation der Kollagenfibrillen beschrieben. Diese stellen innerhalb der verschiedenen
Gewebe die Hauptbrechungszentren des Lichts dar, was Untersuchungen am menschlichen
Auge sowie an der Dermis ergaben. Die nicht kovalenten Wasserstoffbriickenbindungen,
welche bekanntermalRen zwischen den Tripelhelices des Kollagens bestehen, werden durch
die stark elektronegativen Hydroxylgruppen der OCA destabilisiert und fiihren somit zu einer
erhOhten Transparenz. Dies ist durch das Hinzufligen von phosphatgepufferten Salzlésungen
reversibel [117]. Die dynamischen Vorgange, welche letztendlich zum gewinschten Effekt
fiihren, unterscheiden sich je nach Agens und verhalten sich in vivo anders als in vitro. Flr ein
effektives Clearing missen jedoch alle Agenzien imstande sein, sowohl die oberflachlichen
Barrieren, wie beispielsweise das Stratum Corneum der Haut, zu Uberwinden, als auch die
Zellmembranen zu passieren. Viele der Untersuchungen mit OCA wurden an tierischer sowie
menschlicher Haut ex vivo durchgefiihrt, wodurch man sich mit der Problematik der
Diffusionsbarriere intensiv beschaftigte. Eine Verbesserte Penetration des Agens durch das
Gewebe konnte durch chemische Tragerstoffe, sog. Penetrationsenhancern, wie beispielsweise
Thiazon, 1,2-Propanediol oder DMSO erzielt werden [112, 118, 122].
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2.  Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die OCT hat sich in den letzten 20 Jahren und in der aktuellen Forschung als
vielversprechende optische Methode zur Verbesserung der Diagnostik fur die Friherkennung
sowohl des Zervixkarzinoms als auch der nichtinvasiven Vorstufen erwiesen. Aufgrund der
beschrankten Ressourcen, sowie der hohen Inzidenzrate des Zervixkarzinoms wirden die
Entwicklungslander besonders von dem Einsatz dieser gunstigen, risikofrei und schnell
durchfuhrbaren aber effektiven Methode profitieren. Auch der Einsatz im Rahmen der
Krebsvorsorgeuntersuchung in den westlichen Landern kdnnte die Diagnostik erleichtern und
verbessern. Die unter Kolposkopie erfolgte Biopsieentahme bedarf einer groen Erfahrung
seitens des Untersuchers um eine Lésion tberhaupt und auch deren Puctum Maximum richtig
zu lokalisieren. Hier konnte der additive Einsatz der OCT die Sensitivitdt verbessern.
Intraoperativ wére der Einsatz zur Darstellung der Resektionsrander ebenfalls denkbar.
Fortschritte sind einerseits in der technischen Weiterentwicklung der OCT-Geréte zu erwarten,
andererseits konnten unter den derzeitigen Voraussetzungen optische Clearingmittel die

Bildqualitat und somit die Diagnostik verbessern.

In der vorliegenden prospektiven, Kklinisch experimentellen Arbeit sollen folgende
Fragestellungen bearbeitet werden:

e Hat die Anwendung von Essigsaure/DMSO/PEG einen signifikanten Einfluss auf die
Ubereinstimmungsrate zwischen OCT und histopathologischem Befund zur Folge?

e Zeigt die Anwendung von Essigsdure, bzw. den optischen Clearingmitteln
DMSO/PEG eine Auswirkung auf die Bildqualitat der OCT?

In welchem MaRe werden Helligkeit, Kontrast und Tiefe beeinflusst?

e Inwieweit kdnnen diese Auswirkungen durch den Untersucher subjektiv

wahrgenommen werden?

e Inwieweit lassen sich diese Auswirkungen auch objektiv, beispielsweise mittels

Helligkeitsmessungen mit Hilfe von Helligkeitsprofilen quantifizieren?

e Welche Unterschiede bestehen zwischen den verwendeten Clearingmitteln?
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3. Material und Methoden

Diese Arbeit wurde als unizentrische, prospektive klinische Studie konzipiert und am Campus
GroRhadern des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen durchgefiihrt. Die
teilnehmenden Patientinnen wurden vorab Uber die Studie aufgeklart und deren Einwilligung
zum Vorgehen schriftlich in Form eines Aufklarungsbogens dokumentiert. Die Studie wurde
durch die Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat

Minchen genehmigt.

3.1 Patientenkollektiv

Fir die vorliegende Arbeit wurden frische Konuspréparate, welche im Rahmen von
Schlingenkonisationen (LEEP, loop electrosurgical excision procedure) gewonnen wurden,
verwendet. Die Patientinnen wurden im Zuge der wochentlichen Dysplasiesprechstunde am
Klinikum GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen rekrutiert. Bis auf die
\olljéhrigkeit gab es beziliglich des Alters keine Einschrankungen fiir die Teilnahme an der
Studie. Es war ebenfalls nicht von Bedeutung ob die Patientinnen sich in einem pra- oder
postmenopausalen Stadium befanden, schwangere Patientinnen wurden allerdings von der
Studie ausgenommen. Die Indikation zur Konisation stellte sich in fast allen vorliegenden
Féllen aufgrund einer histologisch gesicherten CIN 3. Bei den Praparaten der in die Studie
eingeschlossenen Patientinnen handelte es sich bis auf ein Prdparat immer um Gewebe aus
Erstkonisationen. Das eine aus einer Rekonisation gewonnene Praparat war trotz der

\oroperation gut zu untersuchen und wurde aus diesem Grund in die Studie mit einbezogen.

Alle in diese Studie eingeschlossenen Patientinnen waren zum Zeitpunkt der
Studiendurchfiihrung bereits volljahrig, sowie aufklarungs- und einwilligungsfahig.
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3.2 Technische Daten zum verwendeten OCT-Gerat.

Die Studie wurde mit einem Niris® Imaging System (Imalux Corporation, Cleveland, OH,
USA) durchgefihrt. Es handelt sich bei dem Gerat um ein TD-OCT, welches seine Bilder
durch mechanische Verschiebung des Referenzspiegels generiert. Als Lichtquelle dient eine
Superlumineszenzdiode, durch welche niedrigkohdrentes, breitbandiges Licht im NIR, 1300
nm erzeugt wird. Die 2 m lange wiederverwendbare Sonde hat einen Durchmesser von 2,7
mm und beherbergt in ihrem elastischen Schutzkabel das optische System (Abb. 11).
Weiterhin besteht das Gerat aus einem Monitor mit Tastatur, auf dem die Bilder betrachtet,
sowie beschriftet und abgespeichert werden konnen und einem Pedal zur Bedienung des
Gerats wahrend der Untersuchung. Durch Driicken des Pedals kommt es zur Bildaufnahme.
Laut Herstellerangaben, betragt der maximal mdgliche Abstand zwischen der Sonde und dem
zu untersuchenden Gewebe 0 bis 0,5 mm, es muss folglich ein direkter Kontakt zum Gewebe
hergestellt werden. Zu diesem Zweck wurde eine sterile, halbstarre Einmalschutzhille zur
Anwendung tber der Sonde entwickelt (Niris® Probe Sheath, Imalux Corporation, Cleveland,
Oh, USA). Die Messtiefe durch das eindringende Licht betragt, abhangig von der
Beschaffenheit des Gewebes, bis zu 1,5 mm, die laterale Scanbreite 1,6 bis 2,4 mm. Die
laterale Auflosung des Gerits liegt bei < 50 um, wéhrend in der Tiefe eine Auflosung
zwischen 10-20 pm erzielt wird. Durch das System kann bei einer Bildfrequenz von 0,66 Hz
und einer Aufnahmegeschwindigkeit von ca. 1,5 s pro Bild das untersuchte Gewebe in
Echtzeit erfasst werden. Die Darstellung erfolgt mit 200x200 Pixeln in verschiedenen
logarithmischen Farbstufen. Das Niris® Imaging System erhielt 2006 eine Zulassung durch
die FDA, sowie 2006 das CE- Kennzeichen durch die Européische Union (EU).

h o IMALUX

Abb. 11: a) Imalux Niris® TD-OCT Modell, Bildschirm und Tastatur, b) Optische Sonde ( Niris®Imaging
System) in steriler Einmalhille ( Niris®Probe Sheath).
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3.3  Verwendete Agenzien

In dieser Arbeit wurden die Konuspraparate je nach Versuchsgruppe mit jeweils einem der

folgenden drei Agenzien behandelt (Tab. 7):

Agens Ethanséure Dimethylsulfoxid | Polyethylenglykol
Trivialname: Essigséaure | (DMSO) (PEG 400)

Stoffgruppe Carbonséuren Sulfoxide Glykolether
Strukturformel ) 0

I I
[123] HC —C—0OH HaC—S—CHs H—E—CHz—CH}OH

Nn

Konzentration 6 % >99,9 % >99,5 %

(Restanteil Wasser)

Form/Farbe Flussig/farblos Flussig/farblos Viskos/farblos

Hersteller Hausapotheke, WAK Chemie | SIGMA-ALDRICH,
Klinikum  Innenstadt, | Medical GmbH, | Saint-Louis, MO 63103,
80336 Munchen 61499 Steinbach | USA

Tab. 7: Stoffgruppe, Strukturformel, Konzentration, Form/Farbe sowie Hersteller der verwendeten Agenzien.

Die bereits beschriebene Essigsaurereaktion des Zervixepithels ist von der Konzentration der
Essigsaure abhéngig und kann ab 3% beobachtet werden. Die Reaktion kann ebenfalls durch
andere  wasserlosliche  Monocarbonsauren  wie  beispielsweise  der  Methansdure
(Formalinsdure) reproduziert werden. Dabei ist der undissoziierte Zustand der S&ure fir die
Wirkung von Bedeutung [72]. Die flr diese Arbeit verwendete Essigsaure ist im Vergleich zu
der routinemal3ig in der Kolposkopie verwendeten Essigsaure (3-5%) mit 6% gering hoher

konzentriert.

DMSO lé&sst sich als dipolares Losungsmittel leicht in Wasser I6sen, sowie mit anderen
Losungsmitteln (Alkoholen, Estern) mischen [112]. In hoher Konzentration besitzt DMSO bei
Raumtemperatur zytotoxische Eigenschaften, in geringen Konzentrationen (< 10 %) ist es

jedoch unbedenklich und wird daher aufgrund seiner Fahigkeit zur leichten Haut- und
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Zellwandpenetration als Trégersubstanz in der Medizin angewandt. Substanzen, die in DMSO
gelost wurden, werden vom Organismus Uber die Haut leichter aufgenommen [124].
Weiterhin  kommt es auch zur Kryokonservierung, als im Zellinneren wirksames

Gefrierschutzmittel zum Einsatz [125].

PEG ist als pharmazeutischer Hilfsstoff, beispielsweise bei der Abbauhemmung von
Medikamenten durch Pegylierung, weit verbreitet und zeichnet sich durch ein gut
untersuchtes Sicherheitsprofil sowie seiner guten \ertraglichkeit aus. PEG besitzt eine
Zulassung durch die Food and Drug Administration (FDA) [126]. Eine PEG-Kette setzt sich
aus mehreren Grundeinheiten (C2H40, siehe Strukturformel Tab. 7), mit einer jeweiligen
relativen Molekilmasse von 44, zusammen. Je nachdem wie viele Grundeinheiten
aneinandergereiht werden ergibt sich ein unterschiedlich groRes Molekdil, welches ein
Vielfaches der Molekilmasse der Grundeinheit ist. In unserer Studie wurde analog zu vielen
anderen Studien, welche sich mit dem Thema des tissue optical clearing (TOC) befasst haben
ein Molekul mit der Masse 400 Da gewéhlt (PEG 400). PEG zahlt zu den hygroskopischen
(wasseranziehenden) Substanzen und lasst sich in Wasser leicht 16sen, ist folglich hydrophil
[123]. Aufgrund der zwei Hydroxylgruppen gehért PEG chemisch zu den Diolen und zahlt

somit zu der Kategorie der Alkohole unter den clearing agents [117].
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34 Versuchsablauf

Im Operationssaal wurde nach erfolgter Spiegeleinstellung die Transformationszone sowohl
in nativ als auch nach dem Auftragen von Lugol’scher Ldsung betrachtet und fotografisch

dokumentiert, um sich spater am ex vivo Préparat besser orientieren zu kdnnen (Abb. 12).

-
o ) . . 3 -
.q. ~

o "

Abb. 12: Intraoperative Spiegeleinstellung der Portio in nativ (links) sowie nach dem Auftragen von Lugol’scher

Losung (rechts). Die Histologie ergab eine CIN 3 Lésion bei 12 Uhr, sowie in den Quadranten 3-6 und 6-9 Uhr.

Der entnommene Ektozervikalkonus wurde im OP zur rdumlichen Orientierung fadenmarkiert
(ftr gewohnlich bei 12 Uhr) und in ein GefaR mit 0,9% NaCl Ldsung gegeben. Im Anschluss
an die OP wurde das Préparat mittels optischer Kohdrenztomographie untersucht. Die
Aufbewahrung in 0,9% NaCl betrug nie ber vier Stunden. Dieses ex vivo Modell wurde

zuvor durch eine Studie von Gallwas et al. (2012) validiert [127].

Zur Untersuchung wurde das Préparat entsprechend Abbildung 13 mit vier Stecknadeln auf
einer Korkplatte fixiert. Es wurde darauf geachtet, dass das Epithel durch die Stecknadeln
nicht verletzt wurde. Das Préparat wurde immer so fixiert, dass die Orientierung der
Fadenmarkierung auf der Korkplatte mit derjenigen im OP Situs Ubereinstimmte. Dies war
auch fur die Beschriftung der OCT-Bilder und fiir den spateren Vergleich mit dem
histologischen Befund durch die Pathologie von Bedeutung. Vor jeder Untersuchung wurde
eine Schutzhille Gber die Sonde gezogen, da diese mit dem Gewebe in direktem Kontakt

gebracht wurde. AnschlieRend wurde mit der Untersuchung begonnen.
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Abb. 13: Auf einer Korkplatte fixiertes Konuspréparat, a) zu Beginn der Untersuchung, b) mit Papierkreisen zur
Markierung der untersuchten Stelle, mit Nadelmarkierungen fiir die histopathologische Untersuchung von oben

c) und von der Seite d) betrachtet.

Die Sonde wurde mit dem Gewebe in Kontakt gebracht und die gesamte Préparatoberflache
zur Orientierung mittels OCT einmal betrachtet. Die Lokalisationen bei 12, 3, 6 und 9 Uhr
wurden bei jedem Patienten zundchst einmal in nativ erfasst. In einigen Fallen wurde auch an
bis zu zwei weiteren Stellen, zusatzlich zu den Routinelokalisationen, ein Bild gemacht. Die
ausgewdhlten Stellen wurden durch das Auflegen eines Papierkreises, welcher exakt dem
Durchmesser der Sonde plus Schutzhiille entsprach, markiert. Daraufhin wurde je nach
Untersuchungsgruppe entweder 6%ige Essigsaure, DMSO oder PEG mit einer 5 ml Spritze
auf das Praparat aufgetragen bis die Oberflache komplett benetzt war. Eine Stoppuhr wurde
zur Uberwachung der Einwirkzeit parallel gestellt. Die zuvor in nativ erfassten Lokalisationen
wurden jeweils nach Einwirkzeiten von 3 und 10 Minuten unter Essigeinwirkung bzw. 5, 10
und 20 Minuten nach Einwirkung von DMSO bzw. PEG erneut erfasst. Die Einhaltung der
immer gleichen Lokalisationen wurde durch die Papierkreise vereinfacht. Durch die
Applikation der Agenzien wurden diese befeuchtet und konnten somit besser auf ihrer
Unterlage haften.

Am Ende der Untersuchung wurden die untersuchten Lokalisationen mit Stecknadeln fur die
Pathologie markiert. Die Stecknadeln wurden dabei immer genau in die Mitte eines
Papierkreises gesteckt und das Préparat daraufhin zur Konservierung in Formalin gegeben.
Die durch die Untersuchung gewonnenen Bilder wurden abgespeichert und konnten dann zu

einem spéateren Zeitpunkt beurteilt werden.
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35 Datenauswertung und Statistik

Die OCT Bilder wurden durch das Programm PresTo — The Tomogram Presentator (32-bit
edition, version 2006.05.05, © 2004 IAP RAS Nizhny Novgorod) auf einem Rechner gedffnet
und als TMG-Dateien abgespeichert. Die Bilder wurden anonymisiert, nach Lokalisation, dem
verwendeten Agens sowie dessen Einwirkzeit geordnet und in eine Power Point Datei
(Microsoft® Office PowerPoint® 2007 SP3) zusammen mit dem entsprechenden
histologischen Bild derselben Stelle eingefiigt. Alle histopathologischen Befunde wurden
durch das pathologische Institut der Ludwigs-Maximilians-Universitdt Minchen erhoben und
das Areal im Umkreis von 3 mm um die Nadelmarkierung, das heifl3t der gesamte durch die
OCT-Sonde erfasste Bereich, mit schwarzer Tusche markiert. So war zu einem spateren
Zeitpunkt eine Orientierung anhand der Tuschemarkierung auf den Objekttragern problemlos
maoglich. Die Befunde wurden mittels eines Photomikroskops (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
37081 Gottingen, Deutschland) dokumentiert. Die Daten der Patientinnen, wie beispielsweise
das Alter und Untersuchungsdatum wurden nach Mal3gabe der Ethikkommission verschlisselt
und zusammen mit den Kklinischen Vorbefunden (pra-/postmenopausal, vorangegangene
Konisation, Pap Abstrich, HPV Status, Kolposkopie sowie der Anzahl, Lokalisation und dem
histopathologischen Befund der Probeexzision) in eine Excel Tabelle (Microsoft® Office
Excel® 2007 SP3) eingetragen. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen
renommierten Statistiker (Herr Prof. Dr. U. Mortensen, Westfalische Wilhelms-Universitat

Muinster).

3.5.1 Befundung der OCT-Bilder

Die Befundung der zuvor akquirierten OCT-Bilder fand nicht in Echtzeit, sondern zu einem
spateren Zeitpunkt durch eine unabhéngige, in der Befundung von OCT-Bildern erfahrene
Untersucherin statt. Die OCT Bilder wurden fir die Befundung anonymisiert und beziiglich
der Lokalisation, des verwendeten Agens sowie dessen Einwirkzeit und der klinischen
\orbefunde, wie beispielsweise dem Pap Abstrich, dem HPV Status, dem kolposkopischen
sowie dem histologischen Befund von der Doktorandin einfach verblindet. Die OCT Bilder
wurden in folgende Befundklassen eingeteilt: Normales Plattenepithel, Zylinderepithel,
Entziindung, CIN 1, CIN 2, CIN 3 und Karzinom. Zur Auswertung der OCT-Bilder wurden
die von Escobar el al. erstmals entwickelten und in unseren Vorgangerstudien durch Gallwas
et al. prazisierten und erganzten Kriterien, wie das Vorhandensein einer Dreischichtung oder

dem optischen Eindruck eines sdulenartigen Empordréngen des Stromas bei fehlender
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Schichtung, die klare Abgrenzung des Epithels vom Stroma durch die Basalmembran, die

Lichteindringtiefe und die Signalintensitat des Epithels herangezogen [94, 104-106].

3.5.2 Kontingenztabellen zum Vergleich von OCT und Histologie

Die Ergebnisse der Befundung der OCT-Bilder wurden fiir jede Agens-Gruppe (Essigséure,
DMSO und PEG) getrennt in eine Kontingenztabelle gegen die histopathologischen Befunde
der entsprechenden L&sionen eingetragen. Dies ermdglicht einen direkten Vergleich zwischen
OCT und der Histologie als Goldstandard. Daraus konnte die Ubereinstimmungsrate zwischen
der OCT und Histopathologie getrennt nach verwendetem Agens, nach Einwirkzeit und

Befundgruppe betrachtet werden.

3.5.3 Rating der OCT-Bilder

Die OCT-Bilder wurden wie bereits erwahnt anonymisiert, nach Lokalisation sortiert und die
neutralen Aufnahmen, welche ohne die Einwirkung eines Agens erfolgten, den Aufnahmen
nach 3- und 10-minutiger Einwirkzeit (Essigsdure), bzw. nach 5-,10- und 20-min0tiger
Einwirkzeit (DMSO und PEG) gegentbergestellt. Dabei wurden immer diejenigen Bilder, die
unter einer bestimmten Einwirkzeit eines der drei verwendeten Agenzien aufgenommen
wurden, mit dem jeweiligen neutralen Bild derselben Patientin und Lokalisation bezlglich der
drei Kriterien Helligkeit, Kontrast und Tiefe verglichen und bewertet (engl. rate). Fur diesen
Vergleich wurde eine Skala von 1 bis 5 verwendet, wobei die Vergabe des Urteils oder
Ratings 3 ,.kein Unterschied zum neutralen Bild* bedeutete. Das Rating 1 bedeutet eine starke
Abnahme, wéhrend das Rating 2 auf eine Abnahme hinwies. Das Rating 4 wurde bei
Zunahme und das Rating 5 bei starker Zunahme des bewerteten Kriteriums gegentiber dem
neutralen Bild vergeben. Zur Verdeutlichung ist die verwendete Skala in Abbildung 14

nochmals dargestellt.

1 i L

1 2 3 4 5
starke Abnahme kein Unterschied Zunahme starke
Abnahme Zunahme

Abb. 14: Darstellung der verwendeten Ratingskala.
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Die OCT-Bilder der unbehandelten Praparate wurden nicht in das Rating einbezogen. Sie
dienten als neutraler Referenzpunkt mit dem die OCT-Bilder desselben Areals nach dem
Auftragen einer der untersuchten Agenzien zu den verschiedenen Einwirkzeiten verglichen
wurden. Dadurch fiel die morphologische Heterogenitét der OCT-Bilder, die naturlicherweise
durch die interindividuellen Unterschiede der Patientinnen beziglich des Gewebes entstand,
bei dem Rating nicht ins Gewicht. Es wurde dann fiir alle drei Kategorien statistisch gepriift

ob die Nullhypothese

HO: ,,.Die Ratingvergabe erfolgt zuféllig, d.h. in diesem Fall mit gleicher Wahrscheinlichkeit.
Die Haufigkeiten der Ratingurteile werden dementsprechend als gleichverteilt angenommen,

es besteht kein systematischer Bezug zur verwendeten Substanz und deren Einwirkzeit*

zutrifft, oder ob beziiglich der Substanz und deren Einwirkzeit gewisse Tendenzen in der
Ratingvergabe zu erkennen sind und die Nullhypothese somit verworfen werden kann. Die
Auswertung erfolgte anhand des Standardtests flr die Prufung auf Gleichverteilung mehrerer
Anteile, mithilfe des Programms prop.test aus dem stat-Paket des Programms R [128, 129].
Aufgrund der geringen Fallzahlen und der haufigen Vergabe des Ratings 3 entschieden wir
uns nachtraglich fur eine Dichotomisierung der zuvor verwendeten Ratingskala (Abb. 15).
Die Ratings 1 und 2 sowie 4 und 5 wurden jeweils in eine Abnahme- und in eine
Zunahmegruppe zusammengefasst. Die Félle bei denen eine 3 als Rating vergeben wurde,

wurden zu gleichen Anteilen auf die Abnahme- sowie auf die Zunahmegruppe verteilt.

1 i |

1 2 3 4 5
starke Abnahme kein Unterschied Zunahme starke
Abnahme Zunahme

+

Abb. 15: Dichotomisierung der Ratingskala in eine Abnahme- (-) sowie in eine Zunahmegruppe (+).

Damit wurde eine forced choice-Beurteilung emuliert. Diese wird angewendet, um eine
uberproportionale und damit fehlerhafte Haufung von Urteilen flr die neutrale Kategorie zu
vermeiden. Derartige Haufungen ergeben sich als Resultat von Urteilsfehlern. Diese entstehen
dann, wenn die urteilenden Personen mit ihren Urteilen eher ihre Unsicherheit als ihre
tatsdchliche Wahrnehmung dokumentieren. Man kann davon ausgehen, dass in ungefahr der

Halfte der Falle, in denen die beurteilenden Personen die neutrale Kategorie 3 wéhlen,
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tatsachlich eine Abnahme oder Zunahme des jeweils zu beurteilenden Merkmals
wahrgenommen wurde. Dieser Annahme folgend wurde die Hélfte der Félle in der Kategorie
3 den Abnahme- und die andere Hélfte den Zunahmeurteilen zugeordnet. Die Nullhypothese
HO wurde fur die Verteilung der Rating-Urteile der einzelnen Einwirkzeiten Uberprift. Bei
dem verwendeten Test handelt es sich um einen x2-Test [130]. Dieser testet ob die tatséchlich
beobachteten Haufigkeiten der Rating-Urteile signifikant von den unter der Nullhypothese
erwarteten abweichen. Unser Hauptaugenmerk legten wir auf die einseitige Testung, die auf
eine bestimmte Richtung der Abweichung zielt. In unserem Fall wurde getestet ob die
beobachtete Haufigkeit der Zunahmeurteile (+) signifikant von der unter der Nullhypothese
HO erwarteten abweicht. Beim zweiseitigen Test wird die Nullhypothese HO sowohl fiir die
Haufigkeit der Zunahme- als auch der Abnahmeurteile geprift. Da ein signifikant haufiger
vergebenes Zunahmeurteil fur ein Merkmal zu gegebenen Bedingungen (Agens und
Eiwirkzeit) gleichzeitig auch eine signifikant niedrigere Vergabe eines Abnahmeurteils
impliziert wurde im Ergebnisteil lediglich der p-Wert flr den einseitigen Test angegeben. Die
p-Werte fiir den zweiseitigen Test entsprechen dabei den doppelten p-Werten des einseitigen
Tests (p(zweiseitig) = 2p(einseitig)).

3.5.4 Vergleich der Helligkeiten durch Helligkeitsprofile

Zuletzt wurde fur jedes OCT Bild ein Helligkeitsprofil mithilfe des Programms ImageJ 1.46r
(Java 1.6.0_20 (64-bit), Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) erstellt. Durch
dieses Programm wird die Helligkeit jedes einzelnen Pixels im gewahlten Bereich erfasst und
es wird immer jeweils tber die Helligkeitswerte einer horizontalen Pixelreihe (Image point)
gemittelt. Die gemittelten Helligkeitswerte jeder Reihe werden dann in einer Grafik
dargestellt, in der die Helligkeitswerte (auf der Ordinate) gegen die Image points (auf der

Abszisse) aufgetragen werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Erstellung eines Helligkeitsprofils aus einem OCT Bild. Links: OCT Querschnittsaufnahme aus
gesundem zervikalen Plattenepithel. Das gelb markierte Areal stellt den Bereich dar, aus dem das
Helligkeitsprofil erstellt wird. Rechts: Axiales Helligkeitsprofil aus den gemittelten Helligkeitswerten der Pixel
einer horizontalen Reihe (Image point).

Der gelbe Bereich wurde manuell stets so gewahlt, dass das Helligkeitsprofil ab dem
Gewebebeginn erstellt wurde. Der davorliegende sog. ,,Leerlaufbereich® zwischen dem Ende
der Sonde und Gewebebeginn, welcher keine fur uns relevanten Informationen enthélt, wurde
somit ausgespart. Damit erklart sich auch die geringere Pixelanzahl von 120 auf der Abszisse
gegeniiber der angegebenen Pixelanzahl wvon 200x200. Fur jede Befundgruppe
(Normalbefund, Inflammation, Zylinderepithel, CIN 1, CIN 2, CIN 3) wurde aus den
einzelnen Helligkeitsprofilen ein mittleres Helligkeitsprofil berechnet. Ein einzelnes
Helligkeitsprofil ist also eine Folge hy, h,, ..., h,, von Helligkeitswerten, wobei der Index die
Position (Image point) des entsprechenden Helligkeitswertes kennzeichnet. h; heilt auch die
J-te Komponente, j = 1, ..., n des Profils. Bei einem mittleren Helligkeitsprofil sind die
Komponenten Ej mittlere Helligkeiten. Die Profile wurden in Bezug auf ein 2-dimensionales
Kategoriensystem zu Gruppen zusammengefasst. Eine Dimension ist das jeweils verwendete
Agens (Essigsdure, DMSO und PEG), die zweite die Einwirkzeit (0, 3, 5, 10 und 20 Minuten).
Es gibt demnach die Gruppen Essigsaure (0-, 3- und 10- Minuten) sowie DMSO und PEG
(beide jeweils 0-, 5-, 10- und 20- Minuten). Die Gruppen Essigsaure 0-Minuten, DMSO 0-
Minuten, sowie PEG 0-Minuten wurden zur Vereinfachung als ,,neutral““-Gruppe bezeichnet,
da sie die Profile der OCT-Bilder vor dem Auftragen eines Agens auf das jeweilige Praparat
représentieren. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen in den Ubrigen Befundgruppen wurden
lediglich die Normalbefunde, CIN 3 und Inflammationen/bzw. CIN 2 (bei DMSO) statistisch
ausgewertet. Daruber hinaus wurden fiir jede Gruppe mittlere Differenzprofile berechnet, die

den Effekt der verschiedenen Einwirkzeiten zeigen sollen. Fir ein gegebenes Agens seien P;
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und P, die mittleren Helligkeitsprofile fur die Einwirkzeiten j # k, j = 0 Minuten bis j = 20
Minuten und k = 0 Minuten bis k = 20 Minuten. Ein mittleres Differenzprofil ist dann durch

Py = P; — P, gegeben, wobei j stets die im Vergleich zu k langere Einwirkzeit ist. Pj

besteht aus den Differenzen der mittleren Helligkeitswerte i_li,- — Ry, i=1,...,n,

Unter der Annahme, dass keine Unterschiede zwischen der neutralen Bedingung und den
Bedingungen unter den verschiedenen Einwirkzeiten der Agenzien bestehen — dies ist die
Nullhypothese HO - missten die mittleren Differenzkurven ohne signifikante Abweichung
von der Nulllinie um eben diese Linie fluktuieren. Die Alternativhypothese ist, dass die
Differenzprofile einen systematischen Trend enthalten, der signifikante Abweichungen von
der Nulllinie impliziert. Derartige Trends wiirden dann systematische und nicht nur zufallige

Effekte der verschiedenen Einwirkzeiten reflektieren.

Die Nullhypothese kann auf verschiedene Weisen, d.h. mit verschiedenen Tests gepruft

werden. Die Tests, die in unserer Studie Anwendung fanden, lassen sich wie folgt unterteilen:

1. Tests vom Hotelling Typ
2. Trend-Tests ( Runs-Test, KPSS-Test und ADF-Test)

Diese Tests sollen im Folgenden vorgestellt und naher erldutert werden:

1. Tests vom Hotelling Typ: Es wird der Frage nachgegangen ob in einem Differenzprofil
uberhaupt Differenzen vorkommen, die groRer sind als mit der Nullhypothese kompatibel ist.
Dabei wird die Varianz der Differenzen um einen hypothetischen Mittelwert o betrachtet. Es
wird angenommen, dass die Differenzen multivariat normalverteilt sind, wobei gemal der
hier betrachteten Nullhypothese der Erwartungswert der Differenzen po = 0 ist. Die
Differenzen durfen paarweise korreliert sein. Prinzipiell genligt es, dass einzelne Differenzen,
im Extremfall sogar nur eine Differenz des Differenzprofils, hinreichend groR sind, damit die
T2-Statistik groBer wird als der kritische Wert. Diese groRen Differenzen konnen dabei
irgendwo im Differenzprofil auftreten und missen nicht in einem zusammenhdngenden
Bereich von Image points auftreten. Es existieren verschiedene Versionen dieses Tests. Im
Falle unserer Studie wurde diejenige Version verwendet, bei der nur ein einzelnes
Differenzprofil gegeben ist. Andere Versionen, bei denen Uber verschiedene Differenzprofile
gemittelt wird, konnten wegen der relativ geringen Fallzahlen nicht verwendet werden. Bei
diesem Test sind zwei grundsatzliche Punkte zu beachten: es ist moglicherweise nicht

sinnvoll, die Nullhypothese zu verwerfen, wenn etwa nur sehr wenige Differenzen oder gar
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nur eine einzige signifikant von Null abweicht. Demnach schien es angebracht, nach weiteren

Verfahren zu suchen, die auf weniger restriktiven Annahmen beruhen.

2. Trend-Tests: Mdglicherweise ist die GrolRe einzelner oder verschiedener Differenzen gar
nicht der fir die Nullhypothese relevante Aspekt der Differenzprofile, sondern vielmehr die
Trends. Als Trends werden in diesem Fall bestimmte hinreichend grof3e Bereiche von Image
points, Uber die alle Differenzen entweder positiv oder negativ sind, bezeichnet. Dabei stellte
sich die Frage was unter ,hinreichend groB3“ verstanden werden soll. Eine Moglichkeit ist
,hinreichend grof* durch den Begriff einer ,,liberzufillig langen“ Folge von Image points zu
spezifizieren; dieser Ansatz liegt dem Runs-Test zugrunde. Eine andere Mdglichkeit ist,
,hinreichend grof3 liber einen linearen oder auch nichtlinearen Trend von groRer bzw. kleiner
werdenden Differenzen zu spezifizieren. Solch ein Ansatz liegt dem KPSS-Test (flr lineare

Trends) und dem ADF-Test (sowohl flr lineare als auch fir nichtlineare Trends) zugrunde.

Beim Runs-Test wird die Nullhypothese durch die Annahme spezifiziert, dass positive und
negative  Differenzen stochastisch unabhangig aufeinander folgen, wobei die
Wahrscheinlichkeit, dass fir einen gegebenen Image point die entsprechende Differenz
positiv bzw. negativ ist, p = % ist. Fiir p # %, also p > % oder p < Y%, ergibt sich ein
stochastischer Trend von groRBer oder kleiner werdenden Differenzen, der gegen die
Nullhypothese sprechen wiirde!. Die Unabhangigkeitsannahme widerspricht nicht der
Madglichkeit, dass Trends existieren, denn ein Agens (Essigsdure, DMSO oder PEG) kann ja
gleichformig auf einen Abschnitt der Gewebeprobe wirken, sprich die Rickstreuung der
Zellen in diesem Abschnitt gleichférmig erhéhen oder erniedrigen. Die Lange einer Folge von
Image points mit entweder positiven oder negativen Differenzen ist dann geometrisch verteilt
mit dem Parameter p = %. Treten in einem Differenzprofil Folgen auf, die bei dieser
Verteilung sehr unwahrscheinlich sind (p(Folge) < 0.05) verwirft der Runs-Test die
Nullhypothese. Um die mogliche Existenz solcher Trends zu testen, wurde der Runs-Test

(runs.test im R-package (tseries)) durchgefiihrt [131].

Nimmt man hingegen einen linearen Trend an, so wird nur getestet, ob z.B. die
Helligkeitsdifferenzen am Anfang eines Differenzprofils im Mittel groRer sind als am Ende,
oder umgekehrt. Es ist, als wolle man eine Regressionsgerade an ein Differenzprofil anpassen.

Ist der Regressionsparameter, also das Steigmal’ der Geraden, von Null verschieden, so kann

1 Anmerkung Dr. H. Stepp, Laser-Forschungslabor, Klinikum der Universitidt Miinchen: ,,Die Annahme der

stochastischen Unabhangigkeit der Helligkeitswerte jedes 4.-5. Pixels ergibt sich aus der Physik des OCT*.
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man sagen, dass ein globaler linearer Trend existiert. Gilt die Nullhypothese, so ist der
Regressionsparameter, sprich die Steigung der Regressionsgeraden, nicht signifikant von Null
verschieden. Dabei ist zu beachten, dass das geprifte Differenzprofil dazu keinesfalls einen
von grofRen zu Kleinen Werten linearen Verlauf haben muss. Liefert ein derartiger Test also ein
signifikantes Ergebnis, so sagt es nur wenig tber die Form des Trends aus. Es wird stattdessen
nur signalisiert, ob die Differenzen am Anfangs- oder Endteil des Differenzprofils gréRer sind
als am End-oder Anfangsteil. Die GroRe der Differenzen spielt dabei keine besondere Rolle,
wichtig ist nur, dass fur eine Folge von Image points die Differenzen grofRer bzw. kleiner als
Null sind. Dies wurde anhand des KPSS-Tests von Kwiatkowski, Phillips, Schmidt und Shin
(kpss.test im R-package (tseries)) statistisch geprift [129, 132]. Der KPSS-Test wurde im
Kontext der Analyse von Zeitreihen entwickelt, d.h. die Folge der Differenzen hj; — hy,..., hi
— hyn kann formal als ,,Zeit“-Reihe, bzw. in unserem Fall als ,,Ortsreihe*, aufgefasst werden
[133]. Die absolute GroRe der Differenzen spielt bei diesen Tests wiederum keine Rolle. Man
kann jedoch auch von einem nichtlinearen Trend ausgehen. Dabei ist es wichtig zu beachten,
dass es viele Arten von Nichtlinearitaten gibt. Deswegen ist es notwendig eine mdglichst
allgemeine Art der Spezifikation zu finden, die auf mdoglichst viele Arten von
Nichtlinearitaten zutrifft. Ein genereller Ansatz besteht wieder darin, ein Resultat aus der
Analyse von Zeit- bzw. Ortsreihen zu verwenden. Diese reprasentieren stochastische
Prozesse, und kénnen entweder stationdr — wenn kein Trend existiert - oder nichtstationdr —
wenn ein Trend, ganz gleich ob dieser nun linear oder nichtlinear ist, existiert - sein. Man
kann also ein Differenzprofil auf Stationaritdt prufen, um die Hypothese der Existenz
irgendeines Trends zu testen. Auch in diesem Fall gilt, dass die Existenz eines Trends
bedeutet, dass es zusammenhdngende Bereiche von Image points gibt, in denen die
Helligkeitswerte entweder alle groRer oder kleiner als Null sind. Die absolute GroRe der
Abweichung von Null spielt, wenn tberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle. Zu diesem
Zweck wurde der ,augmented Dickey-Fuller-Test“ (adfitest im R-package (tseries))
herangezogen [134]. Unsere Nullhypothese (es existiert kein Trend) wird bei diesem Test im
Gegensatz zu den anderen aus mathematischen Grunden allerdings anders formuliert. Die
beim ADF-Test betrachtete Nullhypothese besagt, dass ein Trend - mdglicherweise nichtlinear
- existiert. Ein groBer p-Wert (p > 0.05) besagt demnach, dass die Hypothese eines Trends
nicht zurickgewiesen wird, womit unsere Nullhypothese zurtickgewiesen wird. Auch bei

diesem Test spielt die absolute Grol3e der Differenzen keine Rolle.
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4.  Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

4.1.1 Analyse des Patientenkollektivs

Fur die vorliegende Studie wurden 34 Patientinnen Uber einen Zeitraum von 11 Monaten
(Dezember 2012 bis Oktober 2013) rekrutiert. Das Alter der Teilnehmerinnen reichte von 22
bis 49 Jahren (durchschnittliches Alter 32,57 Jahre). 33 Patientinnen waren praémenopausal,
eine Patientin postmenopausal. Der Pap-Abstrich ergab bei 22 Patientinnen einen Pap IVa, bei
9 Patientinnen einen Pap 11D und bei zwei Patientinnen jeweils einen Pap 111 und Pap llw. In
einem Fall wurde in der Sprechstunde kein Pap-Abstrich abgenommen. 30 der Patientinnen
erwiesen sich als HPV high risk positiv, wahrend 2 Patientinnen HPV negativ waren. Bei zwei
Patientinnen wurde der HPV-Status nicht erhoben. Von den Studienteilnehmerinnen wurden in
30 Féllen préoperativ jeweils eine oder mehrere Biopsien entnommen, wahrend in einem Fall
eine endozervikale Kurettage (ECC) und in einem anderen ein intraoperativ gewonnener
Zervixpolyp zur histologischen Sicherung der Lasion dienten. Bei zwei Patientinnen erfolgte
keine Biopsie. Die Indikation zur Konisation mittels LEEP wurde in 27 Fallen aufgrund einer
histologisch gesicherten CIN 3 gestellt. In 3 Fallen lag eine CIN 2 vor und in 4 Fallen konnte
trotz eines wiederholt auffalligen Pap-Abstrichs (3 Félle Pap IVa und in einem Pap I1ID)
histologisch keine Dysplasie gesichert werden (darunter auch die zwei nicht biopsierten
Patientinnen). In diesen Fallen wurde die Indikation aufgrund des wiederholt auffalligen Pap-
Abstrichs und des auffalligen kolposkopischen Befunds bei abgeschlossener Familienplanung
gestellt.

33 der untersuchten Praparate stammten aus Erstkonisationen, ein Préparat wurde durch eine
Rekonisation gewonnen. Die Préparate der Patientinnen, jeweils ein Konus pro Patientin,
wurden entsprechend der drei untersuchten Agenzien (Essigsaure, DMSO und PEG) in drei
Gruppen mit jeweils 10, 11 und 13 Préaparaten aufgeteilt. Eine Ubersicht tiber die wéhrend der
Sprechstunde erhobenen Befunde je nach Agens-Gruppe getrennt gibt Tabelle 8.
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Essigsaure- DMSO- PEG- Insgesamt
Patientinnen Patientinnen Patientinnen

Anzahl der Patientinnen 10 11 13 34
Altersspanne (2 Alter) 22-49 (232,9)  24-42 (230,3)  25-47 (234,5) 22-49 (232,57)
pramenopausal 9 11 13 33
postmenopausal 1 0 0 1
HPV-HR positiv 7 11 12 30
HPV-HR negativ 2 0 0 2
HPV nicht erhoben 1 0 1 2
Pap IVA 6 8 8 22
Pap I1ID 3 3 3 9
Pap IlI 0 0 1 1
Pap llw 0 0 1 1
Pap nicht erhoben 1 0 0 1
PE 8 10 12 30
PE nicht entnommen 0 1 1 2
ECC 1 0 0 1
Zervixpolyp (intraop.) 1 0 0 1
CIN 3 9 8 10 27
CIN 2 0 1 2 3
Dysplasie nicht gesichert 1 2 1 4
(Pap-Test wiederholt auffallig)

Erstkonisation 9 11 13 33
Rekonisation 1 0 0 1

Tab. 8: Zusammenfassung der Befunde aller Studienteilnehmerinnen nach Agens-Gruppe aufgetrennt.

4.1.2 Analyse des Bildmaterials

Es wurden pro Patientin immer mindestens 4 und hdchstens 6 unterschiedliche Lokalisationen
am selben Konus, unmittelbar nach Entnahme, mittels OCT untersucht und zu einem spéteren
Zeitpunkt mit dem entsprechenden histologischen Befund korreliert. Das ergab dann
insgesamt 155 verschiedene Lokalisationen bei 34 Konisationspraparaten und
durchschnittlich 4,6 Lokalisationen pro Patientin und Konus. Die Praparate wurden jeweils
immer mit nur einer der drei zu untersuchenden Agenzien behandelt wodurch sich drei
Gruppen ergaben. Es wurden pro Praparat immer dieselben Lokalisationen einmal in nativ
und dann jeweils immer nach den verschiedenen Einwirkzeiten eines Agens (bei Essigséure
jeweils nach 3 und 10 Minuten, bei DMSO und PEG jeweils nach 5, 10 und 20 Minuten)
mittels OCT erfasst und abgespeichert. Dadurch konnten insgesamt 571 OCT-Bilder erhalten
werden, was einer durchschnittlichen Anzahl von 16,8 OCT-Bildern pro Patientin entspricht. 3
OCT-Bilder (ein Bild der Essigsauregruppe nach 10 Minuten/ zwei Bilder der DMSO-Gruppe
neutral und nach 10 Minuten) gingen wahrend des Speicherprozesses verloren und konnten
somit in der Auswertung nicht mitberiicksichtigt werden. Die untenstehende Tabelle 9 gibt

einen Uberblick tiber die Fallzahlen pro Agens-Gruppe.
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Essigsaure | 10 46 46 46 - 45 - 137
DMSO 11 51 50 - 51 50 51 202
PEG 13 58 58 - 58 58 58 232
Insgesamt | 34 155 154 46 109 153 109 571

Tab. 9: Fallzahlen pro Agens-Gruppe.

Durch die Nadelmarkierungen konnten die unterschiedlichen Lokalisationen der insgesamt 34
Konisationspréparate genau mit dem entsprechenden histologischen Befund korreliert werden.
Dieser ergab flr die 155 untersuchten Areale in 85 Fallen einen Normalbefund, in 17 Fallen
eine Inflammation, in 10 Fallen Zylinderepithel, in 5 Fallen eine CIN 1, in 9 Fallen eine CIN
2 und in 29 Féllen eine CIN 3. Unter den untersuchten Praparaten befand sich kein Karzinom.

Eine Ubersicht iiber die histologischen Befunde nach Agens getrennt gibt Tabelle 10.

Histologie Essigsaure DMSO PEG Insgesamt
Normalbefund 24 28 33 85
Inflammation 6 - 11 17
Zylinderepithel 4 5 1 10

CIN1 2 1 2 5

CIN 2 1 6 2 9

CIN 3 9 11 9 29
Insgesamt 46 51 58 155

Tab. 10: Histologische Befunde der mittels OCT untersuchten Stellen, nach Agens aufgetrennt.

Die OCT-Bilder wurden zum einen einer qualitativen und zum anderen einer quantitativen
Analyse unterzogen um die Wirkung der Essigsaure, sowie der Clearing Agents DMSO und
PEG zu untersuchen. Die qualitative Analyse umfasste die Befundung der OCT-Bilder und
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den Vergleich mit der entsprechenden Histologie durch einen unabhdngigen Untersucher
sowie die subjektive Bewertung, das sog. Rating, des Einflusses der Agenzien auf Helligkeit,
Kontrast und Tiefe. Alle 571 OCT-Bilder wurden befundet und mit dem entsprechenden
histologischen Befund korreliert. Sowohl fiir das Rating als auch fir die quantitative Analyse
konnten nicht alle histologischen Befundgruppen beriicksichtigt werden, da in manchen
Gruppen die Fallzahlen zu niedrig waren um Aussagen Uber die Wirkung der Agenzien treffen
zu konnen. Fir die Entscheidung, welche Befundgruppen in das Rating bzw. in die
quantitative Analyse eingeschlossen werden sollten war die Anzahl der Befunde pro Agens-
Gruppe von Bedeutung. Der Cut-Off wurde bei einer Befundanzahl, welche mindestens 50 %
der untersuchten Patientenanzahl entsprach, gewéhlt. So konnten fiir die Essigsauregruppe (10
Patientinnen) die Normalbefunde (24), Inflammation (6) und CIN 3 (9), fur die DMSO-
Gruppe (11 Patientinnen) die Normalbefunde (28), CIN 2 (6) und CIN 3 (11) und fur die
PEG-Gruppe (13 Patientinnen) die Normalbefunde (33), Inflammation (11) und CIN 3 (9)
berlcksichtigt werden (Tab. 11). Damit gingen in das Rating insgesamt 370 OCT-Bilder ein.
Zur quantitativen Analyse wurde fur jedes OCT-Bild ein Helligkeitsprofil erstellt. In diese
Analyse gingen die Helligkeitsprofile von 506 OCT-Bildern ein. Tabelle 11 zeigt eine

Ubersicht tiber die Fallzahlen je nach Analyse.

Essigsdure
Analyse Lokalisationen  Bilderanzahl davon Norm. davon Inflamm. davon CIN 3
Rating 39 77 47 12 18
Helligkeitsprofile | 39 116 71 18 27

DMSO
Analyse Lokalisationen Bilderanzahl davon Norm. davon CIN 2 davon CIN 3
Rating 45 134 84 18 32
Helligkeitsprofile | 45 178 112 24 42
PEG

Analyse Lokalisationen  Bilderanzahl davon Norm. davon Inflamm. davon CIN 3
Rating 53 159 99 33 27
Helligkeitsprofile | 53 212 132 44 36

Insgesamt
Rating 137 370 230 45 (18) 77
Helligkeitsprofile | 137 506 315 62 (24) 105

Tab. 11: Ubersicht tiber die Fallzahlen je nach Analyse. Norm.= Normalbefund, Inflamm.= Inflammation.
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4.2  Qualitative Bildanalyse

Analog zu den vorangegangenen Studien dieser Arbeitsgruppe wurden alle gewonnenen OCT-
Bilder von einer unabhangigen Untersucherin auf Grundlage der im Material und Methoden
Teil (3.5.1 Befundung der OCT-Bilder) erwéhnten, 2004 durch Escobar et al. erstmals
definierten und durch Gallwas et al. spéter ergénzten Kriterien, befundet [94, 104, 106]. Diese
Kriterien konnten auch durch diese Studie nochmals bestétigt werden. Die Befunde wurden
dabei in die Kategorien Normalbefund, Inflammation, Zylinderepithel, CIN 1, CIN 2 und CIN
3 eingeteilt. Die Kategorie Karzinom ist in dieser Studie nicht représentiert, da sie in unserem
Patientenkollektiv laut Histologie nicht vorhanden war und auch durch die Beurteilung mittels
OCT von der Untersucherin nicht vergeben wurde. Die morphologischen Kriterien anhand
derer das OCT Urteil gefallt wurde sollen im Folgenden an ausgewdhlten Bildbeispielen

(OCT- sowie histologische Bilder) aus unserem eigenen Studienkollektiv beschrieben und

erlautert werden.
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Abb. 17: OCT-Bild eines Normalbefunds (mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel) mit der dazu
entsprechenden Histologie rechts. Roter Pfeil: Superfizialzellschicht, griner Pfeil: Intermediér-und
Parabasalzellschicht, gelber Pfeil: Epithel/Stroma-Grenze, indirekt die Basalmembran, blauer Pfeil: Stroma,

Sternmarkierung: Blutgefall im Stroma.

In Abbildung 17 ist ein Normalbefund (mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel) dargestellt.
Dieser ist an der charakteristischen Dreischichtung erkennbar. Das Epithel zeigt zu Beginn
eine starker ruckstreuende obere Schicht, welche histologisch der Superfiziallzellschicht
entspricht, auf die eine schwacher rlickstreuende, folglich dunklere, die Intermediarzellschicht
darstellende Schicht folgt. Die Basalmembran ist zu diinn um durch die OCT direkt dargestellt

werden zu konnen, sie entspricht jedoch der scharfen Abgrenzung zwischen der dunkleren
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Intermedidrzellschicht und dem stark rtickstreuenden und damit sehr hellen oberen Stroma.
Unterhalb der Basalmembran beginnt das Stroma welches mit zunehmender Tiefe schwacher
rickstreut und somit auch dunkler erscheint. Im Normalfall ist das Stroma jedoch fast tiber die
gesamte Bildtiefe einsehbar. Es konnen durch die OCT ebenfalls im Stroma liegende Driisen
und Blutgeféalie dargestellt werden. Ein solches Blutgefal3 ist auch in Abbildung 17 auf dem

OCT-Bild (Sternmarkierung) sowie in der dazu entsprechenden Histologie dargestellt.
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Abb. 18: OCT-Bild einer Inflammation mit der dazu entsprechenden Histologie rechts.

Das OCT-Bild einer Inflammation (Abb. 18) zeigt ein stark signalgebendes Epithel, in dem
die einzelnen Schichten nicht mehr differenzierbar sind. Das Stroma ist hingegen durch eine
schlagartige Signalabnahme charakterisiert, die bereits ab Stromabeginn komplett ausgepragt
zu sein scheint. Letzteres stellt sich deshalb bereits ab der Basalmembran als véllig dunkel
und uneinsehbar dar. Die Abgrenzung zwischen Epithel und Stroma bleibt jedoch erhalten
auch wenn sie durch die 6dematdse Schwellung des gesamten Gewebes gegeniber dem OCT-
Bild eines Normalbefunds unscharf erscheint. Die Histologie zeigt sowohl im Epithel als auch

im Stroma entzindliche, vorwiegend lymphozytére und granulozytére Zellinfiltrate.
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Abb. 19: OCT-Bild von Zylinderepithel mit der dazu entsprechenden tuschemarkierten Histologie rechts.

Das OCT-Bild von Zylinderepithel ist an den gewundenen Driisengdngen zu erkennen, welche
Uber die gesamte Breite des Gewebes verteilt sind (Abb. 19, Sternmarkierungen).
Histologisch zeigen sich stark verzweigte, tubulése Drisen, die wvon einschichtig
hochprismatischem, schleimbildendem Zylinderepithel bedeckt sind. Auf dem OCT-Bild von
Zylinderepithel ist daher im Gegensatz zu dem eines Normalbefunds keine Dreischichtung
erkennbar. Das drisenreiche Gewebe stellt sich hier zu Beginn als sehr signalstark dar und
verliert mit zunehmender Tiefe an Signal, wodurch es dann dunkel erscheint. Das Licht dringt

jedoch relativ weit ins Stroma ein.

Abb. 20: OCT-Bild einer CIN 1 mit der dazu entsprechenden Histologie rechts.

Bei einer geringgradigen Lasion wie im Falle einer CIN 1 ist die Schichtung des Gewebes

groftenteils noch vorhanden (Abb. 20). Sie entspricht derjenigen Schichtung, welche auch bei
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einem Normalbefund zu beobachten ist (siehe Pfeile). Der einzige Unterschied zu einem
Normalbefund ist die unscharfe Abgrenzung des Epithels zum Stroma, folglich des
normalerweise der Basalmembran entsprechenden und des dartiber liegenden Bereichs. Dies
lasst sich anhand des histologischen Korrelats dazu erklaren, da man hier eine Storung der
Gewebearchitektur im basalen Epithelabschnitt beobachten kann.

Abb. 21: OCT-Bild einer CIN 2 mit der dazu entsprechenden Histologie rechts.

Eine CIN 2 Lasion stellt sich in der OCT ohne eine erkennbare Schichtung dar (Abb. 21). Das
Gewebe erscheint an der Oberflache noch relativ signalstark und wird dann zunehmend
signalschwacher. Die grenzbildende Basalmembran ist nicht auszumachen. Das Licht dringt
bei einer CIN 2 im Gegensatz zu einem Normalbefund, einem CIN 1 Befund und zum
Zylinderepithel, weniger tief ins Stroma ein, besitzt jedoch im Vergleich zu einer CIN 3 eine
bessere Lichteindringtiefe. Histologisch ist eine Gewebearchitekturstérung bis zum mittleren
Epitheldrittel erkennbar. Die CIN 2 stellt somit eine Zwischenstufe zwischen einer CIN 1 und
einer CIN 3 dar.
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Abb. 22: OCT-Bild einer CIN 3 mit der dazu entsprechenden Histologie rechts.

In Abbildung 22 ist das OCT-Bild einer CIN 3 Ldsion dargestellt. Wie bei einer CIN 2 sind
auch hier sowohl die Epithelschichtung, als auch die Abgrenzung zwischen Epithel und
Stroma nicht mehr erkennbar. Auf eine hellere stérker ruckstreuende obere Schicht folgt
unmittelbar ein rascher Helligkeitsabfall. Charakteristisch fur eine CIN 3 sind die dunklen
séulenartigen Formationen welche vertikal vom Stroma her Richtung Epithel vorzudringen

scheinen.

4.2.1 Ergebnisse der Kontingenztabelle fir Essigsaure, DMSO und PEG

In die folgende Analyse gingen 137 OCT-Bilder aus der Essigsauregruppe, 202 OCT-Bilder
aus der DMSO, sowie 232 OCT-Bilder aus der PEG-Gruppe mit ein. In Tabelle 12 ist
exemplarisch die Kontingenztabelle fiir die Ubereinstimmung zwischen den OCT-Befunden
und der Histologie fir die Essigsauregruppe dargestellt. Die Diagnosen welche durch die
Befundung der OCT-Bilder der mit Essigsdure behandelten Praparate getroffen wurden
(Zeilenkategorien) sind in Tabelle 12 denjenigen der Histologie gegenubergestellt
(Spaltenkategorien). Zur genaueren Untersuchung der Auswirkung der Essigsaure beziiglich
der Diagnosefindung wurden die Bilder in drei Gruppen aufgeteilt, die ,,0 Minuten“-Gruppe,
welche diejenigen OCT-Bilder umfasst welche vor Essigsdureapplikation aufgenommen
wurden, die ,,3 Minuten“- sowie die ,,10 Minuten“-Gruppe. Bei DMSO/PEG betrug die
Einwirkdauer hingegen 0, 5, 10 und 20 Minuten. Die rot markierten Zahlen in der Diagonalen
der Tabelle entsprechen denjenigen Befunden in denen OCT und Histologie genau
ubereinstimmen. Die blau markierten Zahlen in der Tabelle stellen die durch die OCT
Uberbefundeten, d.h. den gegenuber der histologischen Diagnose zu hoch eingestuften,
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Befunde dar. Die griin markierten Zahlen in der Tabelle entsprechen den durch die OCT
unterbefundeten, d.h. den gegenuiber der histologischen Diagnose zu gering eingestuften,

Befunden.

Histologie | Einwirkdauer | Normalbefund | Inflammation Zylinderepithel | CIN1 CIN2 CIN3 Gesamt
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Tab. 12: Korrelation der Befunde zwischen OCT und Histologie vor und nach Essigsaureapplikation.

Betrachtet man die Gruppen einzeln so findet sich folgende Ubereinstimmung zwischen OCT
und Histologie: nach einer Einwirkzeit von 0 Minuten in 40 Féllen, nach 3 Minuten in 39
Féllen und nach 10 Minuten in 37 Féllen. Dies entspricht prozentual einer
Gesamtubereinstimmung von jeweils 87 %, 85 % und 82 % in der Essigsduregruppe. Analog
dazu stimmten von den Diagnosen die anhand der OCT-Bilder nach 0, 5, 10 und 20 Minuten
Einwirkdauer von DMSO gestellt wurden insgesamt jeweils 50 (98%), 48 (94%), 49 (96%)
und 49 (96%) mit der Histologie Uberein, wahrend in der PEG Gruppe die
Gesamtlbereinstimmung 0, 5, 10 und 20 Minuten nach Applikation des Agens jeweils 56
(97%), 57 (98%), 56 (97%) und 57 (98%) betrug.
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4.2.2 Visuelle Beurteilung der Wirkung von Essigsaure auf die OCT

Aufgrund zu geringer Fallzahlen an CIN 1 und CIN 2 wurden in der Essigsauregruppe die
Befundgruppen Normalbefund, Inflammation und CIN 3 bei der Auswertung berticksichtigt.
Anhand ausgewéhlter OCT-Bilder soll die von uns beobachtete Wirkung der Essigsaure sowie
das Rating beispielhaft n&dher erlautert werden:

s = e
- -

e,

Abb. 23: OCT-Bilder eines Normalbefunds vor (a), sowie nach 3- (b) und 10-minitiger (c)
Essigsaureapplikation.

Abbildung 23 zeigt drei OCT-Bilder eines Normalbefunds (mehrschichtig unverhorntes
Plattenepithel). Auf den ersten Blick scheinen sich die Bilder beziiglich der morphologischen
Merkmale nicht zu unterscheiden. Auf allen drei Aufnahmen ist eine deutliche Dreischichtung
des Gewebes zu erkennen. Betrachtet man die Aufnahmen nach Essigsaureeinwirkung und
vergleicht sie mit derjenigen vor Essigsaureeinwirkung so gewinnt man den Eindruck einer
progredienten Helligkeitszunahme, die sich mit zunehmender Einwirkzeit verstarkt und vor

allem nach 10 Minuten deutlich zu sehen ist. Der Kontrast verschlechtert sich hingegen mit

65



zunehmender Einwirkzeit, was man vorwiegend an der verblassenden Intermediérzellschicht
erkennt. Besonders nach 10-mindtiger Einwirkzeit erscheint die der Basalmembran
entsprechenden scharfen Grenze zwischen Epithel und Stroma sehr undeutlich. Das Stroma
stellt sich vor allem zu Beginn als stark rlickstreuende Schicht dar und erscheint, je tiefer das
Licht ins Stroma eindringt, immer dunkler, da mehr Licht absorbiert und weniger
zuriickgestreut  wird wodurch das Signal abnimmt. Auf den Aufnahmen nach
Essigsaureapplikation gewinnt man den Eindruck einer leichten Tiefenzunahme nach 10
Minuten. Die Superfizialzellschicht erscheint bei gleichbleibender Schichtdicke der
Intermediérzellschicht und des Stromas nach 10-mindtiger Essigsdureeinwirkung

aufgequollen.

Dem Rating zufolge erhielten diese OCT-Bilder fir die Kategorie Helligkeit nach 3 (b) und
10 (c) Minuten Essigsaureeinwirkung jeweils eine 3 (b) und 4 (c), fir die Kategorie Kontrast
eine 3 (b) und 2 (c) sowie flr die Kategorie Tiefe eine 3 (b) und 4 (c).

Abb. 24: OCT-Bilder einer Inflammation vor (a), sowie nach 3- (b) und 10-mindtiger (c) Essigsaureapplikation.
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Bei den OCT-Bildern einer Inflammation (Abb. 24) kommt es durch die
Essigsaureeinwirkung ebenfalls zu einer Helligkeitszunahme, wahrend sich der Kontrast eher
verschlechtert. Letzteres ist daran erkennbar, dass die Abgrenzung zwischen Epithel und
Stroma undeutlicher wird. Die Tiefe scheint nach 3 Minuten Essigsdureeinwirkung
abgenommen zu haben und ist nach 10 Minuten wieder mit der Tiefe des neutralen Bilds
vergleichbar. Das Rating ergab nach 3 (b) und 10 Minuten (c) fiir die Kategorie Helligkeit
eine 4 (b) und 4 (c), fur Kontrast eine 2 (b) und 2 (c) sowie fir Tiefe eine 2 (b) und 3 (c).

Abb. 25: OCT-Bilder einer CIN 3 vor (a), sowie nach 3- (b) und 10-mindtiger (c) Essigsaureapplikation.

In Abbildung 25 sind die OCT-Bilder einer CIN 3 L&sion dargestellt. In allen drei Bildern ist
sowohl die Epithelschichtung, als auch die Abgrenzung zwischen Epithel und Stroma nicht
mehr erkennbar. Die Essigsdure fuhrt auch hier zu einer Helligkeitszunahme, sie wurde in
diesem Fall sowohl nach 3 Minuten (b) als auch nach 10 Minuten (c) mit dem Rating 4
bewertet. Der Kontrast wurde in (b) als 3 und in (c) als 4 empfunden, da die s&ulenartigen
Formationen nach 10 Minuten geringfligig besser abgrenzbar sind, wéhrend das Signal im
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Stroma deutlich abnimmt und die Aufnahme in der Tiefe gegenuber dem neutralen Bild
undurchsichtiger erscheinen lasst. Das Rating ergab flr die Tiefe sowohl fur (b) als auch fir

(c) eine 2.

Einen Uberblick uber die Ratingvergabe aller OCT-Bilder aus der Essigsauregruppe gibt
Abbildung 26. Betrachtet man zundchst einmal alle Balkendiagramme, so fallt auf, dass sich
die grolten Unterschiede in der Kategorie Helligkeit ergaben, gefolgt von Kontrast und

zuletzt der Kategorie Tiefe mit den geringsten Unterschieden.

Essigsaure-Normalbefund Essigséure-Norm. Rating n | Dichotom.
25 Kat. Daver |1 2 3 4 5|% - + p
20 3(0 1 13 10 0|24 75 165 | .010
15 u- H 1000 0 1 15 7 (23| 05 225 |.000
10 e A(3,10) .012
5 3(0 10 8 6 0|24] 140 100 | .193
0 K 1006 13 1 2 123|195 35 |.000
H3 H10 K3 K10 T3 T10 A(3,10) 046
30 3 14 7 0]24]100 140 .193
T 1000 1 11 9 2|23| 65 165 |.004
A(3,10) .256
Essigsaure-Inflammation Essigsaure-Infl. Rating n | Dichotom.
6 Kat. Dawver |1 2 3 4 5% - + p
5 30 3 0 3 06| 30 30].500
4 u H 1000 0 1 5 0|6] 05 55].010
j " A(3,10) 170
) 30 4 1 1 0|6] 45 15 |.124
o K 1000 4 1 1 0|6 45 15 |.124
H3 H10 K3 K10 T3 T10 A(}J()) -
30 3 2 1 06| 40 20 |.282
T 1000 1 3 1 1|6 25 35 |.500
A(3,10) .386
Essigsdure-CIN3 Essigsdure-CIN3 Rating n | Dichotom.
10 Kat. Dauver [1 2 3 4 5|% - + p
8 30 0 2 7 09| 10 80 | .002
6 m- H 10000 0 0 7 29| 00 90 |.000
4 LR A(3,10) .500
2 30 1 7 1 09| 45 45 |.500
0 K 1000 1 6 2 09| 40 50 |.500
H3 H10 K3 K10 T3 T10 A(3,10) 500
30 6 3 0 0)|9] 75 15 |.009
T 1000 4 3 2 09| 55 35 |.319
A(3,10) .299

Abb. 26: Haufigkeitsverteilung der Rating-Urteile der OCT-Bilder in der Essigsauregruppe fir die
Befundgruppen Normalbefund, Inflammation und CIN 3 (von oben nach unten). Rechts: Nach
Dichotomisierung der Urteile (n) fir die Kategorien (Kat.) Helligkeit (H), Kontrast (K) und Tiefe (T) in eine
Abnahme- (-) und eine Zunahmegruppe (+), wurde jeweils der p-Wert fir die Einwirkdauer von 3 und 10

Minuten berechnet. Links: Entsprechende Darstellung der Haufigkeitsverteilung in Form von Barplots.
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In der Gruppe der Normalbefunde wurden die OCT-Bilder nach Essigsaureeinwirkung
gegeniber den Neutralaufnahmen als heller empfunden. Eine signifikante Helligkeitszunahme
ergab sich in dieser Gruppe schon nach einer Einwirkdauer von 3 Minuten und verstarkte sich
nochmals signifikant nach 10 Minuten (A (3,10)). Der Kontrast verschlechterte sich durch die
Essigsdaureapplikation. Nach 10 Minuten zeigte sich dabei eine signifikante Verschlechterung
sowohl gegeniiber der Neutralaufnahme als auch gegeniber der Aufnahme nach 3-mintiger
Essigsaureeinwirkdauer (A (3,10)). Die Kategorie Tiefe wurde sowohl nach 3 als auch nach
10 Minuten hdufiger mit einem Zunahme-Urteil bewertet. Eine Signifikanz ergab sich jedoch
lediglich fir das Rating nach 10-mindtiger Einwirkdauer. Bei der Bewertung der
Inflammations-Aufnahmen erwies sich die beobachtete Helligkeitsverbesserung nach 10
Minuten Essigsaureeinwirkdauer gegenuber der Neutralaufnahme als signifikant. Es zeigten
sich jedoch keinerlei signifikante Unterschiede bezliglich des Kontrasts und der Tiefe, wobei
der Kontrast nach Essigsaureapplikation insgesamt tendenziell als schlechter eingestuft und
die Tiefe nach 3 Minuten haufiger mit einem Abnahme- und nach 10 Minuten wiederum
haufiger mit einem Zunahme-Urteil bewertet wurde. In der CIN 3 Gruppe ergab sich eine
signifikante Verbesserung der Helligkeit gegentiber den Neutralaufnahmen, sowohl nach 3 als
auch nach 10 Minuten. Bezlglich des Kontrasts ergab die Bewertung bei beinahe
gleichverteilten Urteilen keinen signifikanten Effekt. Die Tiefe verschlechterte sich

tendenziell, zeigte jedoch lediglich nach 3 Minuten Einwirkzeit eine Signifikanz.
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4.2.3 Visuelle Beurteilung der Wirkung von DMSO auf die OCT

In der DMSO-Gruppe wurden bei der Auswertung die Normalbefunde, die CIN 2-, sowie die
CIN 3-Befunde bericksichtigt. Die Wirkung von DMSO auf das Rating wird im Folgenden
beispielhaft anhand der Abbildungen 27 bis 29 néher erldutert.
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Abb. 27: OCT-Bilder eines Normalbefunds vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-minutiger (d) Applikation
von DMSO.

In Abbildung 27 wird das OCT-Bild eines Normalbefunds vor der Applikation von DMSO (a)
mit den Bildern derselben Lokalisation nach der Behandlung des Praparats mit DMSO (b-d)
verglichen. Analog zur Applikation von Essigsaure lassen sich auch hier keine gréReren
Unterschiede bezuglich der groben morphologischen Merkmale des hier aufgenommenen
mehrschichtig unverhornten Plattenepithels nach der Applikation von DMSO erkennen. Die
anhand der OCT gestellte Diagnose lieferte flr alle vier Bilder einen Normalbefund. Es zeigte
sich eine Helligkeitszunahme die bereits nach 5-minltiger Einwirkzeit von DMSO einsetzte.

Diese Wirkung wird besonders durch den Vergleich der oberen Epithelschicht und des
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Stromas zwischen (a) und (b-d) deutlich. Der Kontrast verstarkte sich ebenfalls bereits nach 5
Minuten, was an einer besseren Abgrenzung der verschiedenen Schichten auf den Bildern
nach DMSO-Applikation gegeniiber dem neutralen Bild deutlich wird. Auf die
Lichteindringtiefe wirkt DMSO nach 20 Minuten in geringer Weise verbessernd.

Das Rating der OCT-Bilder aus Abbildung 27 ergab fir die Helligkeit eine 4 (b-d), fir den
Kontrast eine 4 (b-d) und fir die Tiefe eine 3 (b, ¢) und 4 (d).

Abb. 28: OCT-Bilder einer CIN 2 vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-miniitiger (d) Applikation von
DMSO.

Im Falle einer CIN 2 (Abb. 28) zeigt sich nach der Applikation von DMSO eine Zunahme an
Helligkeit, welche bereits nach 5-mindtiger Einwirkzeit einsetzt. Eine geringe
Kontrastverstarkung zeigt sich nach 10 und 20 Minuten, ist jedoch bei nicht vorhandener
Schichtung schwer beurteilbar. Das Licht scheint nach 10- und 20-mindtiger DMSO-

Applikation gegenuber dem neutralen und dem 5 Minuten Bild etwas tiefer einzudringen.
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Das Rating der OCT-Bilder in Abbildung 28 ergab fiir die Helligkeit eine 4 (b-d), fir den

Kontrast eine 3 (b) und eine 4 (c, d) sowie fir die Tiefe eine 3 (b) und eine 4 (c, d).

Abb. 29: OCT-Bilder einer CIN 3 vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-minutiger (d) Applikation von
DMSO.

Die OCT-Bilder in Abbildung 29 zeigen eine CIN 3 Ldsion. Auffallend ist eine
Helligkeitszunahme die sich mit zunehmender Einwirkzeit verstarkt und nach 20 Minuten am
deutlichsten erscheint. Der Kontrast verstarkt sich erst nach 10-minutiger Einwirkzeit, was
sich an einer besseren Abgrenzung der sdulenartigen Formationen zeigt. Das Stroma ist
bereits ab einer Einwirkzeit von 5 Minuten tiefer einsehbar. Die Tiefe verbessert sich mit

zunehmender Einwirkzeit jedoch vernachléassigbar gering.

Das Rating ergab fir obige OCT-Bilder fir die Helligkeit eine 4 (b, ¢) und eine 5 (d), fiir den
Kontrast eine 3 (b) und eine 4 (c,d) sowie fur die Tiefe eine 4 (b-d).

Einen Uberblick (iber die Ratingvergabe aller OCT-Bilder aus der DMSO-Gruppe gibt
Abbildung 30.
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DMSO-normal Rating Dichotom.
DMSO-Normalbefund Kai | Dawer |12 3 4 5|3 | - n o
30 1 slo 0 4 24 0]28] 20 260 [ .000
25 1 H 10000 1 19 8|28 05 275/ .000
20 1 . 2000 0 1 11 16[28] 05 275 | .000
55 | sloo 3 25 o28] 15 265 .000
10 4 u K oo 1 1 18 8|28| 15 265 | .000
2000 1 2 13 12]28( 20 26,0 | .000
21 510 3 20 5 0/[28] 130 150 .395
0 T 10/0 3 10 13 2 |28| 80 200 | .002
H5 H10 H20 K5 K10 K20 T5 T10 T20 0lo0 3 12 9 4|28 90 190 | 008
DMSO-CIN2 Rating Dichotom.
DMS0-CIN2 Kat. Dauer (12 3 4 5% - + p
[ 5100 2 4 0o[6] 10 50 [.041
6 1 H 10/00 0 6 06| 00 60 ].002
3 . 2000 0 3 3|6| 00 60].002
41 5100 3 3 0| 6] 15 45 |.124
31 m K 10001 1 3 1|6]| 15 45 |.124
2 2001 1 3 1|6| 15 45 |.124
19 500 5 1 06| 25 35 |.500
0 T 10001 1 4 o|6| 15 45 |.124
H5 H10 H20 K5 K10 K20 15 T10 T20 200 1 1 3 1 6 15 45 124
DMSO-CIN3 Rating Dichotom.
DMSO-CIN3 Kat. | Daver |12 3 4 5|>| -  + | p
12 500 4 7 0]11] 20 90 |.005
10 - H 10/00 1 8 110 05 95 |.000
g - .- 2000 1 6 4|11| 05 105 |.000
64 5100 8 3 o0f11] 40 70 [ .197
. m K 1000 5 5 0[10| 25 75 |.037
2000 6 5 011]| 30 80 |.044
2 5100 6 5 0[11] 30 80 |.044
01 T 10/00 4 6 010 20 80 |.013
H5 H10  H20 K5 K10 K20 T5 T10 T20 20[0 0 2 8 1111 10 100 | .000

Abb. 30: Haufigkeitsverteilung der Rating-Urteile der OCT-Bilder in der DMSO-Gruppe flr die Befundgruppen
der Normalbefunde, CIN 2 und CIN 3 (von oben nach unten). Rechts: Nach Dichotomisierung der Urteile (n)
fur die Kategorien (Kat.) Helligkeit (H), Kontrast (K) und Tiefe (T) in eine Abnahme- (-) und eine
Zunahmegruppe (+), wurde jeweils der p-Wert flr die Einwirkdauer von 5, 10 und 20 Minuten berechnet. Links:

Entsprechende Darstellung der Haufigkeitsverteilung in Form von Barplots

Das Rating der OCT-Bilder der Normalbefunde ergab eine bereits nach 5 Minuten beginnende
signifikante Helligkeitszunahme, welche mit zunehmender Einwirkdauer von DMSO relativ
konstant blieb. Analog dazu verhielt es sich mit dem Kontrast, wéhrend eine signifikante
Verbesserung der Tiefe lediglich ab einer Einwirkdauer von 10 Minuten beobachtet werden

konnte.
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Fur die als CIN 2 befundeten OCT-Bilder ergab die Auswertung des Ratings ebenfalls eine
von der Einwirkdauer unabhédngige signifikante Helligkeitszunahme, die bereits nach 5
Minuten einsetzte. Der Kontrast wurde zwar nach der Applikation von DMSO gegentiber den
Aufnahmen des unbehandelten Gewebes stets als verbessert gewertet, die Statistik zeigte in
diesen Féllen jedoch keine Signifikanz. Die Tiefe wurde tendenziell hdufiger, wenn auch nicht
signifikant, mit einem Zunahme-Urteil bewertet. In der Gruppe der CIN 3-Befunde zeigte sich
eine signifikante Helligkeitsverbesserung die bereits nach 5-mindtiger Einwirkdauer einsetzte
und nach weiteren 5, bzw. 15 Minuten nur geringfugig zunahm. Eine signifikante
Verbesserung des Kontrasts zeigte sich erst ab einer Einwirkdauer von 10 Minuten. Die Tiefe
verbesserte sich signifikant, unabhéngig von der Einwirkdauer, bereits 5 Minuten nach
Applikation von DMSO.
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4.2.4 Visuelle Beurteilung der Wirkung von PEG auf die OCT

Die statistische Auswertung der OCT-Bilder, die von den mit PEG behandelten Praparaten
gewonnen wurden, umfasst die Befundgruppen der Normalbefunde, sowie der

Inflammationen und CIN 3.

Abb. 31: OCT-Bilder eines Normalbefunds vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-minutiger (d) Applikation
von PEG.

Bei der Betrachtung der OCT-Bilder in Abbildung 31 zeigt sich eine Zunahme an Helligkeit,
welche nach 5 Minuten einsetzt und unabhéngig von der Einwirkzeit ist. Der Kontrast scheint
sich im obigen Beispiel nach 5- und 10-mindtiger Einwirkzeit von PEG etwas zu
verschlechtern, da die oberste Epithelschicht gegenliber dem neutralen Bild weniger deutlich
abgrenzbar ist. Dagegen ist nach 20 Minuten eine deutliche Kontrastverbesserung zu
erkennen. Die Lichteindringtiefe verbessert sich nach 10 und 20 Minuten gering, wéhrend die
Schichtdicke nach Applikation von PEG keine Veranderungen gegentiber dem neutralen OCT-
Bild zeigt.

75



Das Rating ergab fir die Helligkeit eine 4 (b-d), fir den Kontrast eine 2 (b, ¢) und eine 4 (d),

sowie fur die Tiefe eine 3 (b) und eine 4 (c, d).

Abb. 32: OCT-Bilder einer Inflammation vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-minutiger Applikation von
PEG.

Die Behandlung mit PEG fuhrt im ohnehin stérker rickstreuenden entziindeten Gewebe zu
einer weiteren Zunahme an Helligkeit die ab einer Einwirkzeit von 10 Minuten deutlich
erkennbar wird (Abb. 32). Der Kontrast und die Tiefe verbessern sich ab einer Einwirkzeit

von 10 Minuten gering.

Die Helligkeit und der Kontrast wurden beide mit einer 3 (b) und 4 (c, d), die Tiefe mit einer
3 (b), 4 (c) und 5 (d) bewertet.
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Abb. 33: OCT-Bilder einer CIN 3 vor (a), sowie nach 5- (b), 10- (c) und 20-minutiger (d) Applikation von PEG.

Die OCT-Bilder einer CIN 3 Lasion (Abb. 33) zeigen eine progrediente Helligkeitszunahme
ab einer Einwirkzeit von 5 Minuten und eine von der Einwirkzeit unabhdngige
Kontrastverbesserung. Die Tiefe zeigt erst nach 10-minitiger PEG-Applikation eine leichte

\erbesserung.

Das Rating ergab fir die Helligkeit eine 4 (b) und eine 5 (c, d), fir den Kontrast eine 4 (b-d)

sowie fur die Tiefe eine 3 (b) und eine 4 (c, d).

Die Abbildung 34 gibt einen Uberblick tiber die Ratingvergabe aller OCT-Bilder aus der PEG-
Gruppe.
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PEG-normal Rating Dichotom.
PEG-Normalbefund Kat | Daver |12 3 4 53| - + b
357 5/0 1 15 17 0 33| 85 245 | .000
30 1 H 1000 0 2 21 10{33| 10 320 |.000
35 . 2000 0 2 12 19|33| 10 320 .000
207 5/0 8 6 18 133|110 220 |.007
154 m K 1012 6 16 8(33] 60 270 | .000
10 1 20011 3 17 11|33| 35 295 | .000
57 5/0 2 16 15 0 [33] 100 230 [ .002
01 T 1000 0 9 19 5 (33| 45 285 |.000
H5 H10 H20 K5 K10 K20 15 T10 T20 2[00 8 18 733| 40 200 | .000

. PEG-Inflamm. Rating Dichotom.
PEG-Inflammation Kat | Daver |12 3 4 5> - + b
129 510 0 1 10 011] 05 105 | .000
10 | H 10/0 0 0 4 7|11| 00 110 |.000
8 . 2000 0 2 9f11]| 00 110 .000
6 5100 1 10 0[11] o5 105 | .000
. ] m K 10/00 1 8 2|11| 05 105 |.000
| 2000 2 7 2|11]| 10 100 .000
5101 5 5 0f11] 35 75 [ .100
01 T 10000 2 9 of11| 10 100 |.000
H5 H10 H20 K5 K10 K20 T5 T10 T20 20[0 0 2 6 3|11 1,0 10’0 000

PEG-CIN3 Rating Dichotom.
PEG-CIN3 Kat. Dauer (12 3 4 5|Y]| - + p
10 5500 5 4 0|9 25 65 |.019
8 H 0/00 0 8 1|/9| 00 90 |.000
] . 2000 0 6 39| 00 90 |.000
5100 3 6 09| 15 75 |[.009
4 m K 0/00 0 9 o|9| 00 90 |.000
) ] 2000 0 9 0fl9]| 00 90 |.000
5100 6 2 19 30 60][.173
01 T 0/00 0 9 o|9| 00 90 |.000
H5 H10 H20 K5 K10 K20 15 T10 T20 200 0 0 3 6|9 00 90 000

Abb. 34: Haufigkeitsverteilung der Rating-Urteile der OCT-Bilder in der PEG-Gruppe fir die Befundgruppen
der Normalbefunde, Inflammation und CIN 3 (von oben nach unten). Rechts: Nach Dichotomisierung der
Urteile (n) fiir die Kategorien (Kat.) Helligkeit (H), Kontrast (K) und Tiefe (T) in eine Abnahme- (-) und eine
Zunahmegruppe (+), wurde jeweils der p-Wert fiir die Einwirkdauer von 5, 10 und 20 Minuten berechnet. Links:

Entsprechende Darstellung der Haufigkeitsverteilung in Form von Barplots

Aus ihr geht hervor, dass es in der Gruppe der Normalbefunde zu einer signifikanten
Verbesserung aller drei Kategorien, Helligkeit, Kontrast und Tiefe kam. Der Effekt war bereits
nach einer Einwirkdauer von 5 Minuten ausgepragt und verstarkte sich geringfiigig mit
zunehmender Einwirkzeit. Ein analoger Effekt konnte auch in der Inflammations- sowie in
der CIN 3-Gruppe fiir alle drei Kategorien beobachtet werden, mit Ausnahme der Tiefe in
beiden Befundgruppen, sowie der Helligkeit in der CIN 3-Gruppe, die erst ab einer 10-

mindtigen Einwirkdauer als signifikant besser beurteilt wurde.
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4.3  Quantitative Bildanalyse

Der vorausgegangenen qualitativen Bildanalyse folgte eine quantitative durch die Erstellung
von mittleren Helligkeitsprofilen sowie den zugehorigen mittleren Differenzprofilen. Es
wurden insgesamt 506 Einzelprofile erstellt, von denen 315 der Gruppe der Normalbefunde,
62 der Gruppe der Inflammationen, 24 der Gruppe der CIN 2 und 105 der Gruppe der CIN 3
angehorten. Aufgrund zu geringer Fallzahlen konnten die Helligkeitsprofile der CIN 1 Gruppe
nicht statistisch ausgewertet werden. Die OCT-Bilder von Zylinderepithel wurden ebenfalls
von der quantitativen Auswertung ausgeschlossen, da die Helligkeitsprofile aufgrund der
Drisen einen zu heterogenen Verlauf aufwiesen und ihre Auswertung somit keinen Sinn
machte. Wie bereits erwdhnt befand sich kein Fall eines Karzinoms in den von uns
untersuchten Préparaten. Die mittleren Helligkeitsprofile ergaben sich wie bereits im Material
und Methoden Teil beschrieben durch Mittelung der Einzelprofile tber die Falle pro
Befundgruppe fiir die jeweilige Einwirkzeit des untersuchten Agens, und die mittleren
Differenzprofile wiederum aus den entsprechenden mittleren Helligkeitsprofilen. Die
Einteilung in die Befundgruppen erfolgte dabei anhand der Histologie. Allgemein lasst sich
aus dem Verlauf der Helligkeitsprofile erkennen was fir eine Lasion durch die OCT-Bilder
erfasst wurde. Diesbeziliglich wurden die Ergebnisse vorausgegangener Studien bestétigt [135,
136]. In den Abbildungen 35 bis 40 soll der befundabhéngige \erlauf anhand von
Einzelprofilen veranschaulicht werden. Dieser ist fur alle Befunde, bis auf die des
Zylinderepithels, trotz der inter- sowie intraindividuellen Gewebsunterschiede der
Patientinnen relativ homogen und somit zuverlassig reproduzierbar. Auf die Darstellung eines
représentativen Helligkeitsprofils von Zylinderepithel wird aus dem oben genannten Grund an

dieser Stelle verzichtet.

1200

1100

1000

P e

Abb. 35: OCT-Bild eines Normalbefunds (links) mit dem zugehdrigen Helligkeitsprofil (rechts).
79



Im Falle eines Normalbefunds ergibt sich aufgrund der Dreischichtung des Gewebes
charakteristischerweise ein zweigipfliges Helligkeitsprofil (Abb. 35). Der erste Gipfel ist
durch die signalstarkere Superfizialzellschicht bedingt und reicht im obigen Beispiel von
Image point O (entspricht dem Gewebebeginn) bis ca. zum Image point 19. Der signaldrmere
Bereich zwischen den zwei Gipfeln entspricht der Intermediarzellschicht. Das Maximum des
zweiten Gipfels (roter Pfeil), welcher sich ca. beim Image point 40 befindet, entspricht der
Reflexion an der Grenze des Epithels zum Stroma, folglich der Basalmembran. Der
nachfolgende Abschnitt des Helligkeitsprofils entspricht dem Stroma welches zu Beginn
signalstarker als die Superfizialzellschicht ist und mit zunehmender Tiefe an Helligkeit

verliert. Der minimale Helligkeitswert betragt bei allen Profilen 900.
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Abb. 36: OCT-Bild einer Inflammation (links) mit dem zugehdrigen Helligkeitsprofil (rechts).

Der charakteristische Profilverlauf einer Inflammation zeigt sehr hohe Helligkeitswerte zu
Gewebebeginn, in diesem Fall um die 1400, und eine anschlieBende schlagartige
Helligkeitsabnahme im Stroma (Abb. 36). Diese bedingt den im Vergleich zu den Profilen
aller anderen Befunde sehr steil abfallenden Profilverlauf (Abb. 40).
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Abb. 37: OCT-Bild einer CIN 1 (links) mit dem zugehdrigen Helligkeitsprofil (rechts).

Auf dem Helligkeitsprofil eines CIN 1 Befunds ist der zweigipflige Verlauf zwar noch
angedeutet, er ist jedoch nicht mehr so eindeutig erkennbar wie im Falle eines Normalbefunds
(Abb. 37). Besonders der zweite Gipfel stellt sich im Vergleich zu dem eines Normalbefunds
verbreitert und ohne ein eindeutiges Maximum dar. Diese Beobachtung deckt sich mit der
Tatsache, dass in der OCT bei einer CIN 1 der Bereich um die Basalmembran nicht mehr
scharf dargestellt werden kann. Im Stroma dringt das Licht bei einer CIN 1 noch relativ weit

ein, weswegen die Signalintensitat im Gegensatz zur CIN 2-3 dort héher ist (Abb. 40).
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Abb. 38: OCT-Bild einer CIN 2 (links) mit dem zugehérigen Helligkeitsprofil (rechts).

Das Helligkeitsprofil eines CIN 2 Befunds zeigt aufgrund der fehlenden Schichtung in der
OCT lediglich einen Gipfel zu Beginn mit einem, im Vergleich zur Inflammation, eher flachen
Profilabfall, was auf eine weniger abrupte Helligkeitsabnahme im Stroma zuriickzufihren ist
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(Abb. 38). Das Licht dringt bei einer CIN 2 im Vergleich zu einer CIN 1 weniger tief und im
Vergleich zur einer CIN 3 tiefer ein. Deswegen ist hier im Vergleich zur CIN 1 ein steilerer
und im Vergleich zur CIN 3 ein flacherer Profilabfall zu beobachten (Abb. 40).
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Abb. 39: OCT-Bild einer CIN 3 (links) mit dem zugehdrigen Helligkeitsprofil (rechts).

Fir einen CIN 3 Befund ergibt sich ahnlich wie im Falle einer CIN 2 ein eingipfliger Verlauf
und anschlieBend ein etwas steilerer Profilabfall (Abb. 39), der durch die frihere und starkere
Helligkeitsabnahme im Stroma, bzw. durch die dunklen séulenartigen Formationen welche
fast bis an die Epitheloberfliche reichen, bedingt ist. In Abbildung 40 sind alle
Helligkeitsprofile zur Zusammenfassung nochmals (bereinander dargestellt, wobei aus
Ubersichtsgriinden jeweils die Profile der gesunden/benignen sowie die der pramalignen

Befunde in einer separaten Grafik zusammengefasst wurden.
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Abb. 40: Helligkeitsprofile eines Normalbefunds und einer Inflammation (links), sowie einer CIN 1-3 (rechts).
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Durch die quantitative Analyse konnte verifiziert werden ob die visuellen Eindriicke
beziiglich der Wirkung der Essigsaure sowie der Clearingmittel DMSO und PEG uber die
verschiedenen Einwirkzeiten auch tatsachlich vorhanden waren und quantifizierbar sind, oder
ob sie lediglich vom Beobachter durch Zufall als solche empfunden wurden. Anhand der
Profile l&sst sich die Wirkung auf die Helligkeit direkt quantifizieren. Die Wirkung auf den
Kontrast sowie auf die Tiefe geht nur indirekt aus dem Profilverlauf hervor und ist daher im
Gegensatz zur Helligkeit schwer quantifizierbar. Die mittleren Helligkeitsprofile sowie die
zugehorigen mittleren Differenzprofile wurden in einheitlicher Weise fir alle drei Agens-
Gruppen in Grafiken abgebildet. Links findet man immer die mittleren Helligkeitsprofile fir
eine Befundgruppe. Die abgebildeten Befundgruppen variieren je nach Agens, wobei die
Gruppen der Normalbefunde und der CIN 3 bei allen drei Agens-Gruppen reprasentiert sind.
Die einzelnen Grafiken der mittleren Helligkeitsprofile bestehen wiederum aus drei bis. vier
Profilen, da diese getrennt nach der jeweiligen Bedingung (neutral, 3/10 bzw. 5/10/20
Minuten Einwirkzeit) dargestellt sind. Rechts neben den mittleren Helligkeitsprofilen findet
man immer das zugehorige mittlere Differenzprofil, welches ebenfalls aus drei bis sechs.
einzelnen Profilen besteht. Diese entsprechen jeweils den Differenzen zwischen einer
Einwirkzeit (d steht fir die Dauer, engl. ,,duration*) und der neutralen Bedingung n vor
Agens-Applikation (dx-n), sowie den Differenzen der verschiedenen Einwirkzeiten unter sich
(dx-dy). Bei den mittleren Differenzprofilen handelt es sich um gegléttete Profile, sog. ,,spline
approximations®, welche lediglich den Hauptverlauf der mittleren Differenzprofile
wiedergeben sollen.

4.3.1 Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile nach
Essigsaure-Applikation

Insgesamt gingen in die Erstellung der mittleren Helligkeitsprofile der Essigsauregruppe 116
Einzelprofile ein. 71 davon waren der Gruppe der Normalbefunde zuzuordnen, wéhrend
jeweils 18 und 27 Falle unter die Gruppe der Inflammationen und CIN 3 fielen. In den
Abbildungen 42 bis 44 sind die mittleren Helligkeitsprofile der Normalbefunde,
Inflammationen sowie der CIN 3 Befunde jeweils fiir die ,,neutrale* Bedingung sowie fiir 3
Minuten und 10 Minuten Essigsdureeinwirkzeit abgebildet. Rechts neben den mittleren
Helligkeitsprofilen finden sich die zugehdrigen mittleren Differenzprofile welche den
Differenzen des 3 Minuten minus ,,neutral* Profils (d3-n), des 10 Minuten minus ,,neutral*

Profils (d10-n) sowie des 10 Minuten minus 3 Minuten Profils (d10-d3) entsprechen. Der
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Tabelle 13 sind die Ergebnisse des KPSS-Tests fir die mittleren Differenzprofile zu

entnehmen.

Befundgruppe Mittlere Differenzen Trend p-Wert

Normalbefund d3-n 0.266 0.01
d10-n 0.282 0.01
d10-d3 0.595 0.01

Inflammation d3-n 0.238 0.01
d10-n 0.185 0.02
d10-d3 0.269 0.01

CIN 3 d3-n 0.794 0.01
d10-n 0.447 0.01
d10-d3 0.279 0.01

Tab. 13: Ergebnisse des KPSS-Tests fiir die mittleren Differenzprofile der Essigsauregruppe.

Die Trendwerte stehen fur das AusmalR mit welchem das jeweilige mittlere Differenzprofil
von einem um die Nulllinie fluktuierenden Profil (,,0“-Profil) abweicht. Je groRer der Trend
desto starker weicht auch das jeweiligen Profil von einem ,,0“-Profil ab. Dabei pruft der
KPSS-Test die Hypothese der Existenz eines Trends und weniger auf lokale Abweichungen
eines mittleren Differenzprofils von 0. Dies erkléart auch wieso sich fiir manche mittlere
Differenzprofile ein kleinerer Trendwert ergibt, obwohl sie abschnittsweise sehr stark von
einem ,,0“-Profil abweichen. Ein schwécheres Abweichen vom ,,0“-Profil Gber den gesamten
Verlauf des mittleren Differenzprofils wird folglich als groRerer Trend wahrgenommen, als
eine starke Abweichung lediglich in kurzen Profilabschnitten. In Abbildung 41 soll dies
beispielhaft anhand der Helligkeitswerte fur die Profile der Gruppe der Normalbefunde (Abb.
42) illustriert werden. In den Grafiken wurden die Helligkeitswerte der beiden mittleren
Helligkeitsprofile, welche miteinander verglichen werden sollten, gegeneinander aufgetragen.
In Abbildung 41 sind von links nach rechts die Profilplots fir (d3-n), (d10-n) sowie (d10-d3)
dargestellt (Ordinate-Abszisse). Wurden sich die zwei gegeneinander aufgetragenen Profile
nicht systematisch voneinander unterscheiden, so musste die durch die Punktewolke gelegte
Regressionsgerade eine Steigung nahe 1 und eine additive Konstante nahe 0 aufweisen
(entsprechend der roten Geraden, Abb. 41). Betrachtet man die mittleren Differenzprofile fir
die Normalbefunde (Abb. 42) so wiirde man evtl. erwarten, dass sich der grof3te Trend fur das
blaue Profil (d10-n), gefolgt von dem schwarzen (d3-n) und zuletzt dem roten Profil (d10-d3)
ergibt. Stattdessen weist das (d10-d3)-Profil mit 0.595 den grofiten Trendwert auf, gefolgt von
(d10-n) mit 0.282 und (d3-n) mit 0.266 (Tab. 13, Normalbefund).Wie bereits beschrieben,
werden vom KPSS-Test lokale Abweichungen vom ,,0“-Profil, selbst wenn sie sehr grof3 sind,
nicht unbedingt als Trend detektiert. Sowohl das (d3-n)- sowie das (d10-n)-Profil weisen
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jedoch vorwiegend im Bereich der niedrigen Image points, in welchen auch die hohen
Helligkeitswerte reprasentiert sind, Abweichungen vom ,,0“-Profil auf, die mit zunehmender
Zahl der Image points geringer werden. Dies ist sowohl an den mittleren Helligkeitsprofilen,
die sich mit zunehmender Image point Zahl an das ,,neutrale Profil, sowie an den mittleren
Differenzprofilen, welche sich entsprechend an ein ,,0-Profil ann&hern ersichtlich. Die
Helligkeitswerte korrelieren mit den Image points, da man im OCT-Bild die hohen
Helligkeitswerte im oberen und die niedrigen Helligkeitswerte eher im unteren Bildbereich
findet. Die Haufung von Abweichungen im Bereich der hohen Helligkeitswerte (Abb. 41, (d3-
n)-Profil und (d10-n)-Profil rechte obere Ecke) wird vom KPSS-Test als ein kleinerer Trend
wahrgenommen, im Vergleich zu einer konstanten, wenn auch nicht sehr grofien Abweichung
der Punkte von der roten Geraden Uber alle Image points bzw. Helligkeitswerte (Abb. 41,
(d10-d3)-Profil).
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Abb. 41: Profilplots der Helligkeitswerte der mittleren Helligkeitsprofile von links nach rechts fir die ,,neutral*
Bedingung auf der Abszisse, gegen die 3 Minuten und 10 Minuten Essigsaureeinwirkzeit auf der Ordinate, sowie

ganz rechts der 3 Minuten (Abszisse) gegen die 10 Minuten Essigsaureeinwirkzeit (Ordinate).

Fir jeden Trendwert ist ein p-Wert angegeben (Tab. 13). Dabei handelt es sich nicht um die
eigentlichen, sondern vielmehr um obere Grenzwerte der eigentlichen p-Werte. Diese sind alle
kleiner als 0.05, weswegen die Nullhypothese in allen hier vorliegenden Fallen abgelehnt
werden kann, da alle mittleren Differenzprofile signifikant von einem ,,0“-Profil abweichen.
Der Effekt der untersuchten Agenzien ist bei allen Befundgruppen vor allem im oberen OCT-
Bildbereich, in welchem sich auch das Epithel befindet, zu beobachten. Im Bereich des
Stromas hingegen zeigt sich kein sehr groRer Effekt. Aus diesem Grund weichen die mittleren

Differenzprofile vor allem vom Image point O bis 40 stark von einem ,,0“-Profil ab. Das
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\orliegen eines signifikanten Trends ist fur unsere Fragestellung folglich von groRer

Bedeutung, wahrend die Grol3e des Trendwerts eher vernachlassigt werden kann.
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Abb. 42: Mittlere Helligkeitsprofile der Normalbefunde vor (neutral) sowie nach 3 und 10 Minuten

Essigsaureeinwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Bei der Betrachtung der mittleren Helligkeitsprofile der Gruppe der Normalbefunde, wird ein
mit der Einwirkzeit zunehmender positiver Effekt auf die Helligkeit deutlich. Dieser ist auf
den mittleren Helligkeitsprofilen in etwa Uber die ersten 50 bis 60 Image points deutlich
sichtbar. Wie aus Abbildung 42 ersichtlich wird weichen die mittleren Differenzkurven
deutlich von einem um die Nulllinie fluktuierenden Profil ab und zeigen damit, dass
Unterschiede zwischen den mittleren Helligkeitsprofilen der unterschiedlichen Bedingungen
bestehen. Fir das (d3-n)- sowie fir das (d10-n)-Profil sind bis auf die ersten Image points alle
Werte positiv. Dies deutet auf eine Helligkeitszunahme bereits nach 3 Minuten
Essigsdureeinwirkzeit und einer noch starkeren Ausprdgung des Effekts nach einer
Gesamteinwirkzeit von 10 Minuten Uber die gesamte Gewebedicke hin. Diese beiden
mittleren Differenzprofile verlaufen ca. bis Image point 15 aufeinander wonach das (d10-n)-
uber dem (d3-n)-Profil verlauft und somit den starkeren Effekt durch die langere
Gesamteinwirkzeit verdeutlicht. Das mittlere Differenzprofil (d10-d3) verlauft bis auf die
ersten 10 Image points ebenso ausschlie3lich im positiven Bereich, was nochmals auf die

Zunahme des Effekts mit langer werdender Einwirkzeit hinweist.
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Abb. 43: Mittlere Helligkeitsprofile der Inflammationen vor (neutral) sowie nach 3 und 10 Minuten

Essigsaureeinwirkung (links). Die zugehorigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Die mittleren Helligkeitsprofile der Befundgruppe der Inflammationen (Abb. 43) &hneln
denjenigen der CIN 3. Durch die Applikation der Essigsaure kommt es ab Gewebebeginn bis
zum Image point von etwa 50 zu einer Helligkeitszunahme, welche bereits nach 3 Minuten
vollends ausgeprégt ist und nach 10 Minuten geringfiigig abnimmt. Dies spiegelt sich in den
mittleren Differenzprofilen deutlich wieder. Ab dem Image point O (entspricht dem
Gewebebeginn) bis zum Image point von 40 bis 50 verlauft das (d3-n)-Profil oberhalb des
(d10-n)-Profils, wonach sie mehr oder weniger aufeinander und ab dem Image point von 50
beide leicht unterhalb der Nulllinie verlaufen. Das (d10-d3)-Profil verlauft dementsprechend
fiir die ersten 40 Image points unterhalb der Nulllinie und zeigt im weiteren Verlauf keine

grofRen Unterschiede zu den beiden anderen Profilen.
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Abb. 44: Mittlere Helligkeitsprofile der CIN 3 Befunde vor (neutral) sowie nach 3 und 10 Minuten

Essigsaureeinwirkung (links). Die zugehérigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Die mittleren Helligkeitsprofile der CIN 3 Befunde liefern im Gegensatz zu den Profilen der
Normalbefunde ein anderes Bild (Abb. 44). Es zeigt sich direkt zu Gewebebeginn eine starke
Helligkeitszunahme die bereits nach 3 Minuten vollends ausgepragt zu sein scheint. Das (d10-
n)-Profil verlauft ca. bis Image point 20 unterhalb des (d3-n)-Profils, es scheint folglich in
diesem Bereich zu einer leichten Helligkeitsabnahme nach 10 Minuten gegeniiber 3 Minuten
Essigsaureeinwirkzeit zu kommen. Ab dem Image point von ca. 20, was ungefahr der
Epithelmitte entspricht, bis zu dem Image point von ca. 80 erscheint das Gewebe unter der
langeren Einwirkzeit heller als unter der kirzeren. Die kirzere Einwirkzeit von 3 Minuten
bewirkt also eine starkere Helligkeitszunahme an der Epitheloberflache, wahrend durch die
langere Einwirkzeit von 10 Minuten die Helligkeit erst ab Epithelmitte zuzunehmen scheint.
In beiden Fallen kommt es durch die Essigsédureeinwirkung ca. ab Image point von 40 bis 50
beginnend zu einer deutlichen Helligkeitsabnahme gegeniiber dem ,,neutralen” Gewebe vor
Essigsaureeinwirkung. Die mittleren Helligkeitsprofile fur 3 Minuten sowie flr 10 Minuten
Essigsaureeinwirkung unterkreuzen in diesem Bereich das ,neutral Profil. Aus dem
nebenstehenden mittleren Differenzprofil ist herauszulesen, dass dieser Effekt der
Helligkeitsabnahme flr die Einwirkzeit von 3 Minuten bereits oberflachlicher wahrend er bei
10 Minuten Einwirkzeit erst tiefer auftritt. Das (d3-n)-Profil unterkreuzt die Nullinie ca. ab
Image point 45 wéhrend dies beim (d10-n)-Profil ca. ab Image point 50 der Fall ist. Das
mittlere Differenzprofil (d10-d3) spiegelt das bereits gesagte wieder, da es zwischen dem
Image point 20 bis 80 oberhalb der Nulllinie und in den (brigen Bereichen unterhalb der

Nulllinie verlauft.
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Fur die \ersuchsgruppe der Essigsdure lasst sich zusammenfassend sagen, dass die
Beobachtungen der qualitativen Bildanalyse durch die quantitative Analyse der mittleren

Helligkeits- und Differenzprofile bestatigt werden konnten.

4.3.2 Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile nach DMSO-Applikation

Insgesamt gingen in die Erstellung der mittleren Helligkeitsprofile der DMSO-Gruppe 178
Einzelprofile ein. 112 davon waren der Gruppe der Normalbefunde zuzuordnen, wahrend 24
und 42 Félle unter die Gruppe der CIN 2 und CIN 3 fielen. In den Abbildungen 45 bis 47 sind
die mittleren Helligkeitsprofile der Normalbefunde, CIN 2 und CIN 3 Befunde jeweils fiir die
,neutrale® Bedingung (vor DMSO-Applikation) sowie fur die DMSO-Einwirkdauer von 5, 10
und 20 Minuten abgebildet. Rechts neben den mittleren Helligkeitsprofilen finden sich die
zugehorigen mittleren Differenzprofile, welche den Differenzen der Profile zu den
verschiedenen Einwirkzeiten und der ,,neutralen Profile (d5-n, d10-n, d20-n) sowie den
Differenzen der Profile der verschiedenen Einwirkzeiten untereinander (d10-d5, d20-d5, d20-
d10) entsprechen. Der Tabelle 14 sind die p-Werte des Hotelling‘s T2 Tests, sowie des ADF-
Tests fur die jeweiligen mittleren Differenzprofile zu entnehmen. An dieser Stelle sei nochmal
darauf hingewiesen, dass ein grofier p-Wert (p > 0.05) beim ADF-Test die Zurickweisung
unserer Nullhypothese bedeutet. Der Runs-Test lieferte konstant signifikante Werte (p =
0.000) fur alle gepriften mittleren Differenzprofile, weswegen aus Ubersichtsgriinden auf
eine Darstellung dieser in Tabelle 14 verzichtet wurde. Der Test zeigt, dass es sich bei den

Trends in den mittleren Differenzprofilen nicht um zuféllige Folgen von Image points handelt.

Befundgruppe Mittlere Differenzen p-Wert (Hot) p-Wert (ADF)
Normalbefund d5-n 0.000 0.490
d10-n 0.000 0.636
d20-n 0.000 0.787
d10-d5 0.000 0.971
d20-d5 0.000 0.980
d20-d10 0.816 0.959
CIN 2 d5-n 0.000 0.278
d10-n 0.000 0.514
d20-n 0.000 0.264
d10-d5 0.000 0.192
d20-d5 0.722 0.445
d20-d10 0.000 0.364
CIN 3 ds5-n 0.000 0.846
d10-n 0.000 0.612
d20-n 0.000 0.854
d10-d5 0.000 0.775
d20-d5 0.000 0.503
d20-d10 0.000 0.988

Tab. 14: p-Werte des Hotelling’s T2- Tests (Hot) und Augmented Dickey-Fuller-Tests (ADF) fiir DMSO.
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Abb. 45: Mittlere Helligkeitsprofile der Normalbefunde vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten DMSO-

Einwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Die Testung der mittleren Differenzprofile fir die Normalbefunde ergab einen signifikanten
Effekt des DMSO im Sinne einer Helligkeitszunahme fur alle getesteten Einwirkzeiten
gegenuber den Profilen vor Agensapplikation (Tab. 14, Normalbefund: d5-n, d10-n, d20-n).
Diese ist bei Betrachtung der mittleren Helligkeitsprofile in Abbildung 45 Uber die ersten 20
Image points, welche histologisch der Superfizialzellschicht entsprechen, besonders deutlich
ausgepragt. Nach Image point 20 verlaufen die Profile relativ dicht Gbereinander, wahrend im
Bereich zwischen Image point 30 und 50, dessen Gipfel der Reflexion an der Basalmembran
entspricht, insbesondere das 10 und 20 Minuten Profil nochmals deutlich oberhalb des
,heutralen” Profils verlaufen. Ab Image point 50 verlaufen alle vier Profile relativ dicht
aufeinander. Die Hauptwirkung des applizierten DMSO beschrankt sich bei den
Normalbefunden folglich auf den Epithelbereich. Der beschriebene Effekt zeigt sich bereits ab
der kirzesten Einwirkdauer von 5 Minuten und nimmt mit zunehmender Einwirkdauer noch
weiter zu. Dabei zeigen die p-Werte der Tests eine signifikante Helligkeitszunahme nach 10
und 20 Minuten gegenuber der DMSO-Einwirkdauer von 5 Minuten (Tab.14, Normalbefund:
d10-d5, d20-d5). Einen nicht signifikanten Unterschied ergab der Hotelling’s T2 Test
zwischen der Einwirkdauer von 10 und 20 Minuten, wobei der ADF Test hier einen
signifikanten p-Wert lieferte (Tab.14, Normalbefund: d20-d10). Solch eine Abweichung von
Ergebnissen konnten wir in einigen wenigen Fallen sowohl bei der Analyse der DMSO- als

auch der PEG-Daten bheobachten. Sie lasst sich damit erklaren, dass verschiedene Tests von
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verschiedenen Annahmen ausgehen, was gleichbedeutend damit ist, dass die Daten auf
verschiedene Art befragt werden und somit abweichende Ergebnisse liefern kénnen. Ein nicht
signifikanter p-Wert im Hotelling’s T2 Test gegeniiber einer Signifikanz im ADF-Test ist
damit erkldrbar, dass der Hotelling’s T2 Test die GroBe von Differenzen zwischen den
mittleren Differenzprofilen und nicht das Vorhandensein von Trends prift. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass bei den Normalbefunden im Epithelbereich die Helligkeit durch DMSO-
Applikation bereits nach 5 Minuten signifikant zunimmt und dass der Effekt mit zunehmender
Einwirkzeit signifikant ansteigt, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen der
Einwirkzeit von 10 und 20 Minuten besteht.
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Abb. 46: Mittlere Helligkeitsprofile der CIN 2 Befunde vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten DMSO-

Einwirkung (links). Die zugehdérigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Bei den mittleren Differenzprofilen aus der CIN 2-Gruppe ergaben die von uns angewandten
Tests ebenfalls einen signifikanten Effekt fur alle untersuchten Einwirkzeiten gegenuber der
,heutralen” Bedingung (Tab.14, CIN 2: d5-n, d10-n, d20-n). Zu erwéhnen ist jedoch, dass
dieser im Vergleich zu den Normalbefunden je nach betrachtetem Bereich wesentlich starker
variiert (Abb. 46). Betrachtet man die mittleren Helligkeitsprofile insgesamt, so fallt der fiir
eine CIN 2 charakteristische eingipflige und im \ergleich zu einem CIN 3-Profil etwas
flachere Verlauf auf. Die nach der Applikation von DMSO beobachteten Effekte lassen sich
auf drei Bereiche aufteilen. Bis zum Image point 20 zeigt sich durch die 5-minltige DMSO-
Einwirkung zunéchst eine Helligkeitsabnahme, die nach 10 Minuten wieder aufgehoben ist.

20 Minuten nach DMSO-Applikation ist eine leichte Helligkeitszunahme in diesem Bereich
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zu beobachten. Zwischen Image point 20 und 50 zeigt sich eine Helligkeitszunahme die nach
5 Minuten am starksten und mit zunehmender Einwirkdauer schwécher ausgeprégt ist. Ab
Image point 50 verlaufen das 5 und 20 Minuten Profil fast aufeinander und deutlich oberhalb
des ,neutralen* und 10 Minuten Profils. Statistisch ergab der Hotelling’s T2 Test keinen
signifikanten Unterschied im \erlauf dieser zwei Profile, wéhrend der ADF Test eine
Signifikanz lieferte (Tab.14, CIN 2: d20-d5). Das 10 Minuten Profil verlauft ab Image point
50 knapp oberhalb des Verlaufs des ,neutralen Profils und unterscheidet sich dabei
signifikant von dem 5 und dem 20 Minuten Profil (Tab.14, CIN 2: d10-d5, d20-d10).
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass es bei den CIN2 Befunden nach 5 Minuten DMSO-
Einwirkdauer bis zum Image point 20 zu einer signifikanten Helligkeitsabnahme und danach
wiederum zu einer starken Helligkeitszunahme kommt. Bei 10-minutiger Einwirkdauer zeigt
sich eine Helligkeitszunahme zwischen den Image points 20 und 50, wahrend es 20 Minuten
nach DMSO-Applikation zu einer Helligkeitszunahme Uber den gesamten Profilverlauf

gegeniiber dem ,,neutralen* Profil kommt.
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Abb. 47: Mittlere Helligkeitsprofile der CIN 3 Befunde vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten DMSO-

Einwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Betrachtet man die mittleren Helligkeitsprofile der CIN 3-Gruppe, so féllt auf, dass die Profile
nach DMSO-Applikation einen etwas flacheren Verlauf gegentiber dem ,,neutralen* Profil vor
der Applikation von DMSO aufweisen (Abb. 47). Die Helligkeit nimmt durch das Auftragen
von DMSO uber die gesamte Gewebedicke zu. Dieser Effekt scheint nach 10-minutiger

Einwirkdauer am schwéchsten ausgeprégt zu sein. Dies ist am Verlauf des griinen 10 Minuten
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Profils ersichtlich, welches ab Image point 20, im Gegensatz zu den beiden anderen Profilen,
deutlich ndher am dem schwarzen ,,neutral Profil verlauft. Dies spiegelt sich auch im
mittleren Differenzprofil d10-d5 wider, welches als einziges im negativen Bereich verlauft.
Insgesamt ergaben sowohl der Hotelling’s T2 Test, als auch der ADF-Test signifikante p-
Werte flr alle mittleren Differenzprofile der CIN 3-Gruppe (Tab.14, CIN 3).

4.3.3 Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile nach PEG-Applikation

Insgesamt gingen in die Erstellung der mittleren Helligkeitsprofile der PEG-Gruppe 212
Einzelprofile ein. 132 davon waren der Gruppe der Normalbefunde zuzuordnen, wéhrend
jeweils 44 und 36 Falle unter die Gruppe der Inflammationen und CIN 3 fielen. In den
Abbildungen 48 bis 50 sind die mittleren Helligkeitsprofile der Normalbefunde,
Inflammationen sowie der CIN 3 Befunde jeweils fiir die ,,neutrale* Bedingung (vor PEG-
Applikation) sowie fiir die PEG-Einwirkzeit von 5, 10 und 20 Minuten abgebildet. Analog zur
DMSO-Gruppe sind in den PEG-Abbildungen rechts neben den mittleren Helligkeitsprofilen
die dazugehdrigen mittleren Differenzprofile abgebildet, sowie der Tabelle 15 die p-Werte des
Hotelling's T2 Tests (Hot) und des ADF-Tests zu entnehmen. Es sei nochmal darauf
hingewiesen, dass ein grofRer p-Wert (p > 0.05) beim ADF-Test die Zuriickweisung unserer
Nullhypothese bedeutet. Analog zu den DMSO-Daten wurden auch die PEG-Daten mittels
des Runs-Tests auf die Existenz von Trends hin gepruft. Dies ergab eine Signifikanz (p =
0.000) firr alle gepriiften mittleren Differenzprofile, weswegen hier aus Ubersichtsgriinden auf

eine Darstellung der entsprechenden p-Werte in Tabelle 15 verzichtet wurde.

Befundgruppe Mittlere Differenzen p-Wert (Hot) p-Wert (ADF)
Normalbefund d5-n 0.011 0.825
d10-n 0.426 0.974
d20-n 0.616 0.959
d10-d5 0.000 0.960
d20-d5 0.000 0.950
d20-d10 0.802 0.407
Inflammation d5-n 0.195 0.595
d10-n 0.053 0.961
d20-n 0.000 0.121
d10-d5 0.004 0.949
d20-d5 0.000 0.974
d20-d10 0.000 0.906
CIN 3 ds5-n 0.000 0.691
d10-n 0.000 0.720
d20-n 0.000 0.574
d10-d5 0.000 0.521
d20-d5 0.000 0.442
d20-d10 0.007 0.477

Tab. 15: p-Werte des Hotelling’s T2 (Hot) und des Augmented Dickey-Fuller-Tests (ADF) fiir PEG.
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Abb. 48: Mittlere Helligkeitsprofile der Normalbefunde vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten PEG-

Einwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Wie aus den mittleren Helligkeitsprofilen in Abbildung 48 deutlich wird, nimmt in der Gruppe
der Normalbefunde die Helligkeit nach Applikation von PEG uber die ersten 20 Image points
fir alle Einwirkzeiten gleichermalien ab. Zwischen den Image points 20 und 50 nimmt die
Helligkeit mit zunehmender Einwirkdauer hingegen zu. Eine mit der Einwirkzeit zunehmende
Helligkeitsminderung im tieferen Gewebsbereich zwischen den Image points 60 und 80, was
histologisch dem Stroma entspricht, zeigt sich nach Applikation von PEG gegentiber dem
,heutralen” Profil. Der Hotelling’s T2 Test ergab fiir die mittleren Differenzprofile bis auf das
d10-n, d20-n und das d20-d10 Profil stets einen signifikanten p-Wert, wahrend der ADF-Test
in allen Fallen eine Signifikanz lieferte (Tab. 15, Normalbefund). Zusammenfassend l&sst sich
sagen, dass es durch die Anwendung von PEG bei den Normalbefunden in den dem oberen
Epithelbereich entsprechenden Image points zu einer Helligkeitsabnahme und in den dem
unteren Epithelbereich entsprechenden zu einer Zunahme kam. Im Bereich des Stromas

bewirkte die PEG Applikation hingegen eine Helligkeitsminderung.

94



PEG-Inflammation PEG-Inflammation

3 o
E — — [vo I "o i —a— d5-n
4 “hﬂ;“"“ o neutral % is%. b 0l
- ° %, o 5 min R
@ ;#‘“‘d'“b;:}: 10 min 2 o
0 o e @ 20 min E =
E o |. o
g 8 2 2
5 g
c - 2 ©
h 3 o
™~
= 2 1 =
o
2 _
2 3
@ T T T T T 1 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Image points Image points

Abb. 49: Mittlere Helligkeitsprofile der Inflammationen vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten PEG-

Einwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

Die mittleren Helligkeitsprofile aus der Gruppe der Inflammationen zeigen eine
Helligkeitszunahme mit zunehmender Einwirkzeit bis zu Image point 40 (Abb. 49). Danach
nimmt die Helligkeit ab, wobei eine langere Einwirkdauer zu einer geringeren
Helligkeitsabnahme zu fuhren scheint. Bei der Testung der zugehérigen mittleren
Differenzprofile wird der Effekt nach Agensapplikation gegeniiber der ,,neutralen” Bedingung
ab einer Einwirkdauer von 10 Minuten sowohl vom Hotelling’s T2 Test, als auch vom ADF-
Test als signifikant erkannt (Tab.15, Inflammation: d10-n, d20-n), wahrend sich fur die PEG-
Einwirkzeit von 5 Minuten nur im ADF-Test eine Signifikanz ergibt (Tab. 15, Inflammation:
d5-n). Die mittleren Differenzprofile der verschiedenen Einwirkzeiten untereinander (Tab. 15,
Inflammation: d10-d5, d20-d5, d20-d10) sind in allen angewandten Tests signifikant, was fiir
eine starkere Ausprdgung des Effekts mit zunehmender Einwirkzeit spricht.
Zusammenfassend kommt es durch die Applikation von PEG in der Befundgruppe der
Inflammationen insgesamt zu einer signifikanten Helligkeitszunahme ab einer Einwirkdauer
von 10 Minuten die sich Uber die ersten 40 Image points erstreckt und mit zunehmender
Einwirkzeit weiter verstarkt. Dieser Bereich entspricht histologisch dem Epithel. In dem
darauffolgenden, histologisch dem Stroma entsprechenden Bereich kommt es unter PEG-
Applikation zu einer Abnahme der Helligkeit, die bei langerer Einwirkdauer geringer zu

werden scheint.
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Abb. 50: Mittlere Helligkeitsprofile der CIN 3 Befunde vor (neutral) sowie nach 5, 10 und 20 Minuten PEG-

Einwirkung (links). Die zugehdrigen mittleren Differenzprofile sind rechts dargestellt.

In der CIN 3 Gruppe kam es durch die Behandlung der Praparate mit PEG, bis auf die ersten
10 Image points, mit zunehmender Einwirkzeit zu einer signifikanten Helligkeitszunahme
uber die gesamte Gewebedicke (Abb. 50). Dies spiegelt sich im kompletten Profilverlauf der
mittleren Helligkeitsprofile und der mittleren Differenzprofile wider, in denen die 5, 10 und
20 Minuten Profile ab Image point 10 stets oberhalb des ,,neutralen* Profils bzw. der Nulllinie
verlaufen. Alle ermittelten p-Werte erwiesen sich dabei als signifikant (Tab. 15, CIN 3).
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5. Diskussion

Die Optische Kohérenztomographie hat sich in zahlreichen Studien als ein wertvolles
Instrument zur Visualisierung pathologischer sowie nicht pathologischer Veranderungen des
Zervixepithels erwiesen. Anders als beim Auge handelt es sich bei dem hier untersuchten
Zervixepithel jedoch um ein nicht transparentes Medium, in dem die Lichteindringtiefe durch
Streuung und Absorption auf wenige Millimeter begrenzt ist. Die zusatzliche Veradnderung der
Gewebebeschaffenheit, wie es z.B. bei einer Inflammation der Fall ist, fuhrt dartber hinaus zu
einer weiteren Defokussierung und Abschwéchung des einfallenden Lichts, wodurch die
Qualitat der OCT-Bilder mit zunehmender Tiefe abnimmt. Die \erbesserung der
Einsehbarkeit nicht transparenter Medien durch sogenannte optical clearing agents (OCA) ist
Gegenstand zahlreicher aktueller Forschungsprojekte. Durch die verschiedenen angewandten
Agenzien erhofft man sich eine Optimierung der optischen Eigenschaften im Sinne einer
hoheren Lichttransparenz unter gleichzeitigem Erhalt der zur Bildentstehung notwendigen
gerichteten Ruckstreuung der zu untersuchenden Gewebe zu erlangen, da dies die auf Licht
basierenden optischen Untersuchungsmethoden zur Diagnostik und Therapie verbessern
wirde. Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit war zum einen die Auswirkung der in der
Gynékologie routinemalig wéhrend der kolposkopischen Untersuchung angewandten
Essigsaure, sowie zum anderen die Auswirkungen der optischen Clearingmittel DMSO und

PEG auf die OCT. Im Folgenden sollen die erzielten Ergebnisse diskutiert werden.

51 Diskussion von Material und Methoden

Im Rahmen dieser Studie konnten 34 Patientinnen rekrutiert werden, welche ihre Zustimmung
zur postoperativen Untersuchung ihres Konuspréparats gaben. Da in einem einzelnen Préaparat
mehrere unterschiedliche L&sionen neben benignen Veranderungen sowie gesunden Arealen
gleichzeitig bestehen kdnnen wurden pro Préparat immer mindestens vier und hdchstens sechs
unterschiedliche Lokalisationen untersucht. Dadurch ergab sich trotz einer verhaltnismalRig
geringen Anzahl an Patientinnen in unserem Studienkollektiv eine zur statistischen
Auswertung ausreichend grole Menge an Bildmaterial. Da die Wirkung wvon drei
unterschiedlichen Agenzien Essigsaure, DMSO und PEG auf die Qualitat der OCT untersucht
werden sollte, wurde das Patientenkollektiv dementsprechend auf drei vergleichbar grof3e
Gruppen aus jeweils 10, 11 und 13 Patientinnen aufgeteilt. Es ist zu erwahnen, dass die

Anzahl an OCT-Bildern pro unterschiedlicher Befundkategorie (Normalbefund,
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Inflammation, Zylinderepithel, CIN 1-3) stichprobenabhéngig war, wodurch die
Befundkategorien unterschiedlich oft im gesamten Bildmaterial sowie auch in den einzelnen
Patientengruppen repréasentiert sind. So waren in allen drei Patientengruppen die
Normalbefunde am haufigsten und CIN 3-Befunde am zweit-, bzw. dritthufigsten vertreten
(s. S. 57, Tab. 10). In unserem Studienkollektiv gab es keinen Fall eines invasiven Karzinoms.
Aus diesem Grund ist eine gewisse Verzerrung, sog. Bias, der Ergebnisse in der Beurteilung
der OCT-Bilder durch das haufigere vorkommen gewisser Befunde gegenuber anderen nicht

auszuschlieflen.

In unserer Studie wurde ein TD-OCT Gerat mit einer lateralen Auflésung von < 50 um und
einer axialen Aufldsung zwischen 10-20 pm, sowie einer Scanrate von 0,66 Hz verwendet.
Dieses Geréat fand bereits in den Vorarbeiten zu dieser Arbeit erfolgreich Anwendung und
zeichnet sich durch seine einfache Handhabung im Kklinischen Alltag sowie seine
Zuverlassigkeit in der Akquisition der OCT-Bilder aus [135, 136]. Ein neueres OCT-Gerdt,
welches 2012 dem Laser Forschungs Labor — Life Science Center der LMU durch die Firma
Imalux zur Verfligung gestellt wurde wies mit 8 fps (frames per second) eine hohere
Akquisitionsrate auf und hatte bei einer gréReren Sonde eine laterale Scanbreite von 5 mm
sowie zuséatzlich eine leicht bessere Messtiefe von 2,5 mm. Dieses Gerét konnte allerdings
aufgrund technischer Mangel nicht wie geplant fur unsere Studie verwendet werden. Die
Technik der optischen Kohdrenztomographie hat sich seit ihrer Entdeckung im Jahre 1991
und dem Beginn des kommerziellen Einsatzes in der Ophtalmologie im Jahre 1996 rasant
weiterentwickelt und verbessert. Dabei konnte sich das FD-Modell aufgrund seiner Vorteile
wie der héheren Bilderfassungsgeschwindigkeit und Sensitivitat gegeniiber dem TD-Modell
durchsetzen [137]. Derzeit sind fur FD-OCT Systeme 50-100 Mal schnellere Scanraten
gegentber dem konventionellen TD-OCT beschrieben [138]. Solche schnellen Scanraten sind
insbesondere bei Untersuchungen direkt am Patienten sinnvoll, da sie zum einen die
Untersuchungszeit verkiirzen und zum anderen Artefakte aufgrund von Bewegung
minimieren. Weiterhin ermdglichen sie auch die Generierung von 3D Bildern, was in einer
\Vorgéngerarbeit untersucht wurde und sich als potentiell nutzlich zur weiteren Verbesserung
der Diagnostik an zervikalem Epithel herausstellte [139]. In der aktuellen Literatur ist fiir die
neueren OCT-Gerate eine axiale x laterale Auflésung von 1 um x 5 pum beschrieben [140].
Diese ist der axialen x lateralen Auflésung von 10-20 pm x < 50 um des in unserer Arbeit
verwendeten OCT-Geréts uberlegen und wirde héchstwahrscheinlich die von uns in dieser
Arbeit untersuchten, durch die Essigsdure bzw. die Clearingmittel DMSO und PEG

ausgelosten Effekte auf die Bildqualitat der OCT mit einer héheren Sensitivitat erfassen
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kénnen. In den vergangenen Jahren gab es auf dem Gebiet der OCT zahlreiche neue
Weiterentwicklungen. Dies hatte zur Folge, dass zusatzliche Informationen aus dem
untersuchten Gewebe gewonnen werden kdnnen. Hervorzuheben sind dabei die Doppler-OCT
(DOCT), die polarisations-sensitive OCT (PS-OCT), die spektroskopischen-OCT (SOCT)
sowie die molekulare-OCT welche derzeit an ex vivo sowie in vivo Modellen erprobt werden

und von denen man sich einen weiteren Qualitatszugewinn erhofft [140].

Im Rahmen unserer Arbeit beschaftigten wir uns unter anderem mit der Beobachtung der
Auswirkungen von Essigséure auf die Qualitat der OCT-Bilder von zervikalem Gewebe. Der
Einsatz der Essigsdure in der Gynédkologie wurde langere Zeit nach der Einflihrung des
Kolposkops im Jahre 1925 beschrieben [141]. Seither wird sie in der Kolposkopie zur
Visualisierung von pathologischen Arealen an der Portio, Vulva und Vagina verwendet, wobei
die genauen zelluldren und subzelluldaren Mechanismen dieser Reaktion bis heute noch nicht
vollends geklart sind. In den dieser Studie vorausgegangenen Arbeiten konnte durch die
Applikation von 3% sowie von 5% Essigsaure keine relevante Auswirkung auf die
Darstellung des zervikalen Gewebes in vivo und ex vivo beobachtet werden [135, 136]. Da
jedoch eine zukunftige Anwendung der OCT zur klinischen Diagnostik direkt am Patienten
im OP sowie wéhrend der Kolposkopie und somit automatisch auch immer in Kombination
mit der Essigprobe (visual inspection after acetic acid, VIA) naheliegt, hielten wir es flr
sinnvoll der Frage nach der Wirkung der Essigséure auf die OCT weiter nachzugehen.

Fir gewohnlich setzt die Essigreaktion ca. 10 Sekunden nach dem Auftragen der Essigsdure
ein und halt dann fir einige Minuten an. Weiterhin ist bekannt, dass die Wirkung der
Essigsaure auf das Zervixepithel von der Konzentration der Lésung abhéngig ist und dass
verdunnte Loésungen (1% bzw. 2%) gegeniiber hoher konzentrierten Ldsungen zu einem
langsameren Einsetzen und schnellerem Abklingen der Reaktion fuhren [72]. Mit diesem
Hintergrundwissen und aufgrund der Beobachtungen mit 3% bzw. 5% Essigsédure aus den
vorigen Arbeiten entschieden wir uns in dieser Studie zur Anwendung von 6% Essigsdure.
Das von uns gewahlte Zeitintervall von 0 bis 10 Minuten ergab sich aus einer Studie von
Pogue et al. welche eine erhohte Lichtruckstreuung des Zervixepithels nach Applikation von
Essigsdure tber eine Dauer von 10 Minuten beschrieb [142].

Weiterhin untersuchten wir in unserer Studie inwiefern sich die OCA DMSO und PEG auf die
Qualitat der OCT-Bilder von zervikalem Epithel auswirken. In der Literatur sind eine Vielzahl

verschiedener Clearingmitteln beschrieben worden, die sich als vielversprechend bezuglich
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ihres Clearingeffekts auf nicht transparentes Gewebe herausstellten. Wie bereits erwéahnt
lassen sich diese Agenzien in vier Gruppen (Alkohole, Zucker, organische Sauren sowie
organische Losungsmittel) aufteilen [117]. Eine in vivo Studie von Millon et al., welche an
Plattenepithel von Goldhamsterbacken durchgefiihrt wurde, zeigte eine signifikante Abnahme
der Absorption und Streuung des Lichts im Gewebe durch die Applikation von 100% DMSO.
Dieser Effekt konnte in einem Zeitintervall von 5 bis 45 Minuten nach Agensapplikation
beobachtet werden. Zum Erreichen der Lichtdurchléssigkeit des Gewebes wurde eine Dauer
von mindestens 20 Minuten beschrieben, wobei durch die Uberschreitung der 20 Minuten das
Gewebe zunehmend steifer und schwieriger zu untersuchen war [119]. Dementsprechend
verwendeten wir fur unsere Untersuchungen DMSO in einer Konzentration > 99,9% uber ein

Zeitintervall von 0 bis 20 Minuten.

Analog dazu untersuchten wir die Auswirkungen von PEG 400 in einer Konzentration >
99,5% als weiteres Clearingmittel Gber dasselbe Zeitintervall. Die Auswahl von PEG 400
geschah auf Grundlage einer Studie von Mao et al., in der das Potential von sechs
Clearingmitteln aus der Gruppe der Alkohole, darunter auch von PEG 400, untersucht wurde.
In der Studie konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Anzahl an Hydroxylgruppen auch
die Effektivitat des Clearings stieg, wahrend der Brechungsindex und die MolekilgroRe flr
den Effekt nicht von Bedeutung zu sein schienen [121]. Die Untersuchung weiterer
vielversprechender Clearingmittel wie beispielsweise Glycerol oder der von uns nicht
beruicksichtigten Gruppe der Zucker hétte den zeitlichen und logistischen Rahmen unserer
Studie gesprengt. Aus diesem Grund erachten wir es fur sinnvoll und nétig, dass weitere
Untersuchungen unter Berlcksichtigung der eben genannten Substanzen zum weiteren
Erkenntniszugewinn und der Optimierung der optischen Eigenschaften von zervikalem

Gewebe zur Diagnostik mittels OCT durchgefuhrt werden.

Die Untersuchung der Wirkung von Essigsdure und der optischen Clearingmittel DMSO und
PEG auf die optische Kohédrenztomographie konnte nicht direkt am Patienten in vivo erfolgen,
da sowohl die Essigsdure, als auch DMSO und PEG in der von uns in dieser Studie
verwendeten Konzentration am Patienten nicht zuldssig sind. Die Untersuchung erfolgte aus
diesem Grund ex vivo an Konuspraparaten die im Rahmen von den standardmafig in unserer
Klinik durchgefihrten Schlingenkonisationen (LEEP) gewonnen wurden. Da das Augenmerk
unserer Studie auf der Untersuchung der Veranderungen der optischen Gewebeeigenschaften
durch die Anwendung der Essigsdure, DMSO und PEG lag, war es von besonderer

Bedeutung, dass die optischen Eigenschaften der Praparate nicht schon vor der Applikation
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der Agenzien durch anderweitige duflere Einflusse verdndert wurden. Zu diesem Zweck
konnten wir auf ein ex vivo Modell eines menschlichen zervikalen Konuspréparats
zurtickgreifen, welches in einer Vorgéngerstudie zu der hier vorliegenden Studie bereits
etabliert und validiert worden war. In der beschriebenen Studie wurde untersucht, inwiefern
sich die Gewebestruktur bei postoperativer Aufbewahrung des Konuspréparats in isotoner
Kochsalzlésung (0,9% NaCl), mit zunehmender Zeit nach Entnahme verdndert. Dies wurde
anhand von OCT-Bildern, welche unmittelbar nach Entnahme, sowie wiederholt an derselben
Stelle nach einer Dauer von 1, 2, 3 und 4 Stunden postoperativ gewonnen wurden, getestet.
Fir jedes OCT-Bild wurde ein Helligkeitsprofil, analog zu den Helligkeitsprofilen in unserer
Studie, erstellt und die Helligkeitsprofile der OCT-Bilder zu den unterschiedlichen
Wartezeiten mittels Diskriminanzanalyse auf systematische Unterschiede untereinander
gepruft. Dabei ergaben sich innerhalb des untersuchten Zeitintervalls von 4 Stunden keine
Hinweise auf signifikante \erénderungen der optischen Eigenschaften des untersuchten
zervikalen Gewebes [127]. Unter Berucksichtigung dieses Ergebnisses kann auch im Falle
unserer Studie davon ausgegangen werden, dass die von uns beobachteten Effekte auf die
OCT-Bilder tatsachlich auf die applizierten Agenzien zurlickzufihren sind. Ob die
beobachteten Effekte auch in vivo reproduzierbar sind misste zukiinftig in weiteren

Untersuchungen anhand von entsprechenden in vivo Modellen geprift werden.

Da in unserer Studie die Auswirkungen der Agenzien Uber einen gewissen Zeitraum
beobachtet und dokumentiert werden sollten, war es von grofRer Bedeutung nach den
neutralen Aufnahmen vor Applikation der Agenzien moglichst exakt immer wieder dasselbe
Areal im Gewebe mit der OCT-Sonde zu treffen. In einer Vorgéngerstudie zu dieser Arbeit
wurde zur Orientierung am Praparat und zur Vermeidung von Rotationseffekten wahrend des
Untersuchens der Konus einerseits mit einer Fadenmarkierung versehen (meist bei 12 Uhr),
sowie auf einer mit einem Fadenkreuz markierten Unterlage fixiert [136]. Durch das Auflegen
von Papierkreisen auf die Untersuchungsstelle, die dem Durchmesser der verwendeten Sonde
entsprachen, konnte die Genauigkeit des Wiedererfassens des zuvor in nativ dargestellten
Areals nach der Applikation eines der drei Agenzien in dieser Arbeit noch zusatzlich
gesteigert werden. Dennoch war eine gewisse Restungenauigkeit nicht auszuschlieRen. Diese
konnte beispielsweise bei einem gegenuber der Voruntersuchung leicht veranderten Winkel
beim Aufsetzen der Sonde auf das Gewebe durch das manuelle Handling der Sonde, sowie
durch das eventuelle Verrutschen der Papierkreise durch versehentliche Manipulation
wéhrend des Untersuchungsvorgangs zustande kommen. Eine weitere mogliche Quelle fir

Ungenauigkeiten stellte die Korrespondenz des mittels OCT erfassten Areals mit der
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zugehorigen Histologie dar. In einer Vorgéngerarbeit zu dieser Arbeit wurde flr jedes Préaparat
eine Skizze mit den Untersuchungsstellen fur die Pathologin angefertigt [136]. Wir versuchten
in der vorliegenden Arbeit die Ubereinstimmung noch weiter zu verbessern indem wir jeweils
in die Mitte des Papierkreises eine Stecknadel positionierten und mit der Pathologin die
Vereinbarung trafen im Umkreis von 3 mm um die Stecknadel das Epithel oberflachlich mit
schwarzer Tusche zu markieren. Dadurch konnte das mdglichst genaue Wiederauffinden der
den jeweiligen OCT-Bildern entsprechenden histologischen Areale an den Prdparaten
gewdhrleistet werden, ohne die Beurteilbarkeit der Praparate fur die nach der OCT
Untersuchung folgenden histopathologischen Untersuchung zu beeintrachtigen.

Die Akquirierung der OCT-Bilder und die Dokumentation der dazugehtrigen Histologie
mittels Photomikroskop wurden von der Doktorandin vorgenommen, wéhrend die Befundung
der OCT-Bilder durch eine erfahrene Untersucherin erfolgte, die nicht in den
Akquirierungsprozess der OCT-Bilder involviert war. Der Untersucherin war zum Zeitpunkt
der Befundung nicht bekannt von welcher Patientin und Lokalisation die OCT-Bilder
stammten. Desweiteren waren ihr auch das Ergebnis des zytologischen Abstrichs, der HPV
Status, der kolposkopische sowie der histologische Befund der Probebiopsie unbekannt. Es
lag folglich eine einfache \erblindung vor. Dennoch ist wie auch schon in den
\organgerstudien davon auszugehen, dass bei der Beurteilung der OCT-Bilder ein gewisser
Bias vorlag [135, 136]. Denn obwohl die Untersucherin die genaueren anamnestischen
Angaben der Patientinnen nicht kannte, war ihr durchaus bewusst, dass die
Indikationsstellungen zur Konisation meist aufgrund einer histologisch gesicherten CIN 3
erfolgt waren. Es st folglich anzunehmen, dass die Untersucherin durch diese
Hintergrundinformation in ihrer Befundung bis zu einem gewissen Grad beeinflusst wurde.
Ebenfalls zu erwéhnen ist, dass die Untersucherinnen beim Rating der OCT-Bilder durch das
\orwissen aus der Literatur Uber die Wirkung der Agenzien auf die Helligkeit, den Kontrast

sowie die Tiefe in ihrem Urteil beeinflusst worden sein kdnnten.

Die in dieser Studie betrachtete Nullhypothese, der zufolge die Differenzen eines mittleren
Differenzprofils zufallig um den Wert Null variieren, wurde in der vorliegenden Arbeit auf
vier verschiedene Weisen statistisch getestet. Dabei fand zur Analyse der Daten aus der
Essigsauregruppe der KPSS-Test Anwendung, wahrend fur die Analyse der DMSO und PEG-
Daten der Hotelling’s T2 Test, der Runs-Test sowie der ADF-Test ausgewéhlt wurden. Es
stellt sich berechtigterweise die Frage nach dem Grund der Anwendung mehrerer

verschiedener Tests, was nachfolgend nadher erldutert werden soll. Die verschiedenen Tests
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fokussieren jeweils auf verschiedene Aspekte der mittleren Differenzprofile. Es besteht
folglich die Madglichkeit, dass fir ein gegebenes mittleres Differenzprofil alle Tests ein
signifikantes Ergebnis liefern. Ebenso ist es moglich, dass bestimmte Tests kein signifikantes
Resultat liefern, andere aber signifikante p-Werte, also p-Werte kleiner als 0.05, ergeben. Nur
wenn alle Tests keinen signifikanten p-Wert ergeben wird man die Alternativhypothese
eindeutig zurtickweisen wollen. Betrachtet man zum Beispiel nur den Hotelling’s T2-Test, so
lasst ein signifikanter p-Wert, noch keinen Schluss auf einen Trend zu, obwohl die Inspektion
der grafischen Abbildungen der mittleren Differenzprofile einen solchen Schluss nahelegen
waurde. Signifikante p-Werte fiir den Runs-Test oder einen Trend-Test weisen auf Trends in
einem mittleren Differenzprofil hin, die auch fur kleine individuelle Differenzen existieren
konnen. Liefert bei einem mittleren Differenzprofil der KPSS-Test keinen signifikanten p-
Wert, so kann man darauf schlieBen, dass es kein hinreichend grofles Gefalle von
Differenzwerten von einem Bereich von Image points zu einem anderen Bereich von Image
points gibt. Es kdnnten jedoch sehr wohl systematische Variationen, sog. ,,Oszillationen* von
Helligkeitswerten zwischen verschiedenen Bereichen von Image points bestehen, die durch
den Test nicht detektiert werden. Die Verwendung verschiedener Tests ermdglichte also eine
Spezifizierung der Alternativhypothese, d.h. der Hypothese, dass es systematisch von Null
abweichende Differenzen in einem mittleren Differenzprofil gibt. Diese Spezifizierung
erschien uns durchaus sinnvoll, da sich die von uns untersuchten Agenzien in Abhangigkeit
von der Einwirkdauer und Gewebeverdanderungen in unterschiedlicher Weise auf das

untersuchte Gewebe, bzw. den Gewebeabschnitt auswirkten.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die OCT-Methode hat sich Uber die Jahre als geeignetes Untersuchungsverfahren zur
Anwendung direkt am Patienten herauskristallisiert. Bis zu einer mit dem Ultraschall
vergleichbaren klinischen Routine ist es jedoch, die Ophthalmologie ausgenommen, noch ein
weiter Weg. Eine bedeutsame Einschréankung in der Anwendung optischer diagnostischer
Methoden an nicht transparentem Gewebe wie es bei der Zervix im Gegensatz zum optisch
transparenteren Auge der Fall ist, ist die durch die Lichtabsorption und die mehrfache
Streuung an den Gewebekomponenten limitierte Einsicht. Durch die Anwendung optischer
Clearingmittel erhofft man sich eine Optimierung der optischen Eigenschaften nicht
transparenter Gewebe, wobei die genauen Clearingmechanismen sehr komplex und teilweise
noch unverstanden sind. Eine rasche aber dennoch sichere Beurteilung der OCT-Bilder in
Echtzeit ist fur den klinischen Gebrauch winschenswert, dafir muss die Methode jedoch
weiter verbessert werden. Zu diesem Zweck war es uns wichtig, sowohl die qualitativen
Auswirkungen von Essigsaure, sowie der Clearingmittel DMSO und PEG, als auch die
quantitativen Auswirkungen in Hinblick auf einen zukiinftig moglichen computergesteuerten

Algorithmus zur Unterstiitzung der visuellen Beurteilung in Echtzeit zu untersuchen.

5.2.1 Diskussion der Ergebnisse aus der qualitativen Analyse

Die qualitative Analyse der OCT-Bilder diente der Untersuchung der visuell durch den
Untersucher wahrnehmbaren Auswirkungen der Agenzien am Préparat. Ein zentrales Ergebnis
der qualitativen Analyse war, dass weder durch die Applikation von Essigséure, noch durch
die von DMSO oder PEG eine signifikante Auswirkung auf die Befunderhebung beobachtet
werden konnte. Dies wird aus der prozentualen Ubereinstimmung der Befunde zwischen der
OCT und der Histologie zu den verschiedenen Einwirkzeiten der unterschiedlichen Agenzien
deutlich (Essigsaure: 87%, 85%, 82%, DMSO: 98%, 94%, 96%, 96% und PEG: 97%, 98%,
97%, 98%). Die Applikation der von uns untersuchten Agenzien hat somit zundchst keine
direkte Auswirkung auf die klinische Anwendung der OCT. Dennoch konnten durch die
Applikation der Agenzien gewisse Verédnderungen bezuglich der Helligkeit, des Kontrasts und
der Tiefe in der OCT beobachtet werden, was wir anhand des Ratings zu quantifizieren
versuchten. Diese Veranderungen fihrten in unserer Studie zwar nicht zu einer signifikanten
Verbesserung der Unterscheidung zwischen den verschiedenen histologischen Befunden, sie
beeinflussten jedoch die Qualitat der OCT-Bilder im positiven Sinne und kdnnten daher einen

potentiellen Ansatz zur Verbesserung der Diagnostik darstellen. Die Evaluation der subjektiv
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vom Untersucher wahrgenommenen Unterschiede von Helligkeit, Kontrast und Tiefe vor und
nach der Einwirkung der verschiedenen Agenzien ergab kleine Unterschiede. Die Applikation
von Essigsaure bewirkte im Auge des Untersuchers fur die Normalbefunde, CIN 3 und
Inflammationen eine signifikante Helligkeitszunahme (s. S. 68, Abb. 26). Dies steht im
Widerspruch zu den vorangegangenen Arbeiten, in denen keine Auswirkung durch die
Applikation von Essigsdure beschrieben wurde [135, 136]. In Anbetracht der Essigprobe, die
klinisch zur Detektion von Dysplasien angewandt wird und die laut Literatur in geringerem
MaRe auch in normalem Plattenepithel die Lichtreflexion erhoht, erscheint dieses Ergebnis
jedoch schlussig [143]. Weiterhin ergab sich nach Essigsaureapplikation eine signifikante
Verbesserung der Tiefe fir die Normalbefunde nach 10 Minuten und die CIN 3-Befunde nach
3 Minuten, sowie eine Kontrastverschlechterung, die nur fir die Normalbefunde nach 10
Minuten signifikant war (s. S. 68, Abb. 26). Die zuletzt genannten Ergebnisse waren jedoch
nicht so eindeutig wie die der Helligkeitszunahme und sind in Anbetracht der duRerst
subjektiven Beurteilungskriterien mit Vorsicht zu betrachten. Die Rating Analyse fir DMSO
ergab fir alle Befundgruppen ab 5 Minuten eine signifikante Zunahme der Helligkeit, sowie
eine signifikante Tiefenzunahme die fir die Normalbefunde ab einer Einwirkzeit von 10
Minuten und fur CIN 3 ab 5 Minuten einsetzte (s. S. 73, Abb. 30). Dies deckt sich teilweise
mit den Ergebnissen von Wang et al. die durch die Applikation von DMSO eine schnell
einsetzende Tiefenzunahme in der OCT-Untersuchung von Gewebe aus Schweineméagen
beobachteten, wéhrend beziiglich des Kontrasts keinerlei Effekte beschrieben wurden [112].
In unserer Studie wurde der Kontrast bei der CIN 3 ab 10 Minuten DMSO Einwirkung und
bei den Normalbefunden unabhangig von der Einwirkzeit allerdings als signifikant besser
empfunden (s. S. 73, Abb. 30). Am deutlichsten wirkte sich fir die Untersucher in der
subjektiven Analyse die Applikation von PEG aus. Hier verbesserten sich die Helligkeit, der
Kontrast und die Tiefe signifikant fir Normalbefunde, Inflammationen und CIN 3. Im Falle
der Tiefe bei Inflammation und CIN 3, sowie der Helligkeit bei CIN 3, setzte eine signifikante
Verbesserung ab einer PEG-Einwirkzeit von 10 Minuten ein (s. S. 78, Abb. 34)._Eine Studie
von Wen et al. zeigte, dass das Einmassieren von PEG auf intakter Rattenhaut in vivo eine
direkt anhand der OCT-Bilder sichtbare Zunahme des Signals um das 1,5-fache in der Tiefe
bewirkte, wobei durch die gleichzeitige Anwendung von PEG, der physikalischen Massage
und eines Penetrations enhancer sogar eine Zunahme um das Dreifache erreicht werden
konnte [122]. Insgesamt erwies es sich als schwierig die Auswirkungen der Agenzien auf die

Qualitat der OCT-Bilder qualitativ zu beurteilen, da es sich bei den Effekten meist um kleine,
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mit dem bloRBen Auge schwer erfassbare Unterschiede zu den OCT-Bildern vor Applikation

der Agenzien handelte.

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse aus der quantitativen Analyse

Die quantitative Analyse anhand von Helligkeitsprofilen hat sich bereits in den dieser Arbeit
vorausgegangen Studien als wertvolles Hilfsmittel zur Objektivierung der mittels OCT
erfassten Befunde herausgestellt [135, 136]. Ein Helligkeitsprofil ergibt sich wie bereits im
Material und Methoden Teil erlautert aus den gemittelten Helligkeitswerten der Pixel einer
horizontalen Reihe (Image point) tber die gesamte erfasste Gewebedicke und stellt damit die
Intensitat des am untersuchten Gewebe reflektierten und durch die OCT detektierten Signals
dar. Dadurch wird die Darstellung von Effekten im OCT-Bild mdglich, die mit dem bloRen
Auge des Untersuchers nicht zu quantifizieren sind. Dies erleichterte uns die Analyse der
durch die Essigsdaure und durch die optischen Clearingmittel DMSO und PEG ausgeldsten
Effekte auf die Bildqualitét in der OCT.

5.2.3 Diskussion der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile fur Essigsaure

Die Ergebnisse aus der quantitativen Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile
zeigten, dass es durch die Applikation der Essigsdure insgesamt zu einer signifikanten
Helligkeitszunahme im Epithel kam. Diese lieR sich unabhéngig von der histologischen
Einordnung des untersuchten Gewebes in allen von uns berticksichtigten histologischen
Kategorien (Normalbefunde, Inflammation, CIN 3) beobachten (s. S. 84, Tab. 13). Dabei
waren allerdings von den Gewebeverédnderungen abhé&ngige Unterschiede beziglich des
zeitlichen Auftretens, des betroffenen Gewebeabschnitts sowie der Intensitat der Effekte zu
erkennen. Im Falle der Normalbefunde zeigte sich eine Helligkeitszunahme die bereits nach 3
Minuten eintrat und sich nach 10 Minuten noch weiter verstérkte. Der zweigipflige Verlauf
der mittleren Helligkeitsprofile, welcher charakteristisch flir Normalbefunde ist, war dabei
auch weiterhin vorhanden, wenn auch etwas geringer akzentuiert. Das unterstreicht die bereits
genannte, subjektiv empfundene Kontrastminderung nochmals. Weiterhin zeigte sich in der
Gruppe der Normalbefunde eine leichte Helligkeitszunahme im Stroma, im Sinne einer
Tiefenzunahme des OCT-Signals. Die entsprechenden mittleren Differenzprofile machen
diesen Effekt deutlich, da sie Uber den kompletten Profilverlauf oberhalb der Nulllinie
verlaufen (s. S. 86, Abb. 42). Dieses Ergebnis stimmt mit den Aussagen aus mehreren

Arbeiten Uberein, in denen eine Zunahme der Lichtreflexion durch das Auftragen von
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Essigsdure nicht nur bei neoplastisch verénderten, sondern auch bei normalen Zellen
beschrieben wurde [143-145]. Als Hauptreflexionszentren wurden das Zytoplasma sowie der
Zellkern beschrieben. Die Zunahme der Lichtreflexion als Folge der Essigsaureapplikation ist
dabei laut Literatur fur den Zellkern starker ausgeprégt als fur das Zytoplasma [143]. Dies
konnte die in dysplastischem Epithel starker ausgeprégte Essigreaktion erklaren, da dort im
Allgemeinen auch eine verschobene Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kerns vorliegt.
Damit Gbereinstimmend ergab die Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile aus
der Gruppe der CIN 3 Befunde eine im Vergleich zu den Normalbefunden deutlich starkere
Helligkeitszunahme, die im oberen Epithelbereich  bereits 3 Minuten nach
Essigsaureapplikation ihre Maximalauspragung erreicht hatte. Fir denselben Gewebebereich
fiihrte eine weitere Verlangerung der Einwirkzeit wiederum zu einer Helligkeitsabnahme,
wéhrend es im unteren Epithelbereich zu einer Helligkeitszunahme gegentber der kirzeren
Einwirkdauer von 3 Minuten kam (s. S. 88, Abb. 44). Dies lasst sich gut mit der Aussage aus
der Arbeit von MaclLean in Zusammenhang bringen, in der ein schnelleres Eintreten der
Essigreaktion in CIN 3 Gewebe im Vergleich zu CIN 1 Gewebe beschrieben ist. Der Grund
fir die starkere und schnellere Ausprdgung der Reaktion in hochgradig dysplastischem
Gewebe liegt laut seiner Aussage in der kirzeren Distanz, welche durch die Essigsdure bis
zum Erreichen des dysplastischen Epithels zuriickgelegt werden muss [72]. Die starke
Helligkeitsabnahme ab dem Image point von ca. 50, welche derart deutlich nur bei den CIN 3
Befunden beobachtet werden konnte, ist moglicherweise durch die starke Zunahme der
Lichtreflexion an den oberflachlichen Epithelschichten und der daraus folgenden Blockierung
der Lichtprogression in das tieferliegende Gewebe zu erkléren. Bei Betrachtung der mittleren
Helligkeits- und Differenzprofile der Inflammation fallt auch hier eine ab 3 Minuten
Einwirkzeit voll ausgepragte Helligkeitszunahme im Epithelbereich und darauffolgend eine
im Vergleich zur CIN 3 um einiges geringer ausgepréagte Helligkeitsabnahme im Stroma auf
(s. S. 87, Abb. 43). Diese ist moglicherweise dadurch zu erklaren, dass es im Rahmen einer
Inflammation zu einer Einwanderung von Entzindungszellen und somit auch zu einer
hoheren Dichte an Zellen und lichtbrechenden Zellbestandteilen im Epithel kommt.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es durch die Einwirkung von Essigsaure zu einer
Veranderung der Helligkeit in zervikalem Gewebe kommt und dass diese Veranderung (im
Sinne einer Zu- oder Abnahme) spezifisch fir eine bestimmte histologische
Gewebezugehorigkeit, sowie fur einen bestimmten Gewebebereich ist. In einer Studie von
Belinson et al. wurde die Helligkeit von zervikalem Gewebe mit Hilfe der OCT in kleinen

Abschnitten, meist aus den oberen 0,2 mm des Epithels, gemessen und daraufhin untersucht
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inwiefern sich die Helligkeitswerte je nach histologischem Befund unterscheiden. Es konnte
gezeigt werden, dass anhand der Helligkeitswerte eine Unterscheidung zwischen
Normalbefund, Metaplasie, den verschiedenen Dysplasiegraden und einem invasiven
Karzinom maoglich ist [109]. Dies bestétigt die Ergebnisse der Studie von Zuluaga et al., in
welcher gezeigt werden konnte, dass es signifikante Unterschiede im Reflexionsverhalten
zwischen normalem und dysplastischem Gewebe gibt. Dabei waren die Helligkeitswerte im
dysplastischen Epithel pramenopausaler Frauen gegenlber dem normalen Epithel signifikant
hoher, wahrend es sich bei postmenopausalen Patientinnen aufgrund der in der Menopause
zugunsten des Kerns veranderten Kern-Plasma Relation genau umgekehrt verhielt [108].

Bei der OCT Untersuchung handelt es sich einerseits zwar um eine subjektive und damit
untersucherabhangige Methode, diese kann aber durch zusétzliche Hilfsmittel, wie
beispielsweise Helligkeitsmessungen, weiter objektiviert und verbessert werden. Der Ansatz
der quantitativen Auswertung von OCT-Bildern durch Computer-Algorithmen besteht schon
seit langerer Zeit und erscheint sinnvoll zur Verbesserung der Methode. Im Gegensatz zu der
oben genannten Studie, in der die Helligkeitswerte von bestimmten Epithelabschnitten
miteinander verglichen wurden [109], fertigten wir in unserer Arbeit Helligkeitsprofile vom
gesamten im OCT erfassten Gewebe an. Vorteilhaft daran ist, dass man im Gegensatz zu einer
eher ,statischen® Helligkeitsmessung in einem einzelnen Abschnitt ein in gewisser Weise
,,dynamisches* Helligkeitsprofil tber die gesamte Gewebedicke betrachtet. Erfahrungsgeman
erhalt man aus dem Profilverlauf, zusétzlich zu den Helligkeitswerten, nitzliche Information
zur Unterscheidung der verschiedenen Gewebehistologien. Es wére daher aus unserer Sicht
sinnvoll sowohl die absoluten Helligkeitswerte als auch den Profilverlauf in einem Computer-
Algorithmus zur Beurteilung von OCT-Bildern zu verarbeiten. Weiterhin konnten wir in
unserer Arbeit zeigen, dass es durch die Applikation von Essigsaure zu einer Akzentuierung
der von der Gewebehistologie abhangigen Helligkeitsunterschiede kommt und dass es
folglich im klinischen Alltag durchaus sinnvoll wére die OCT Untersuchung im Anschluss an
die Applikation von Essigsaure durchzufuhren.
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5.2.4 Diskussion der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile fir DMSO und PEG

Durch die quantitative Analyse anhand der mittleren Helligkeits- sowie der entsprechenden
Differenzprofile konnte in unserer Arbeit gezeigt werden, dass sich sowohl die Applikation
von DMSO als auch die von PEG positiv auf die optischen Eigenschaften des von uns
untersuchten mehrschichtig unverhornten Plattenepithels der Zervix auswirken. Dabei
nahmen die OCA Einfluss auf die Lichtstreuung und Absorption des von der
Superlumineszenzdiode des OCT generierten nahen Infrarotlichts was vorwiegend die
Helligkeit, aber auch den Kontrast, sowie die Lichteindringtiefe in das Gewebe beeinflusste.
Der Einfluss von Clearingmitteln wurde bereits in zahlreichen Studien anhand von
Messungen der Ruckstreuung und Durchldssigkeit des Lichts im Gewebe in vitro und in vivo
ermittelt. Zumeist wurde dabei der Erfolg der Clearingmittel anhand der erhohten
Lichtdurchléssigkeit, sowie der verminderten Reflexion gemessen [112, 121]. Fir die
Bildgebung mittels der OCT ist es jedoch von Bedeutung, dass das Licht an den gewiinschten
Gewebekomponenten weiterhin reflektiert wird um mit dem Licht aus dem Referenzarm zu

interferieren und ein Bild zu generieren.

In einer Arbeit von Wang R. K. zur Signalabschwachung durch die Mehrfachstreuung in der
OCT werden mehrere Arten von Lichtstreuung beschrieben: einerseits die least scattered
photons (LSP), welche selten aber an den zur Bildgebung beitragenden Strukturen reflektiert
wurden und andererseits die multiple scattered photons (MSP), welche h&ufig und an
mehreren Gewebekomponenten hintereinander reflektiert wurden. Die LSP tragen mafRgeblich
zur Bildgebung in der OCT bei, da sie von den zur Untersuchung beabsichtigten
Gewebestrukturen geordnet reflektiert wurden. Durch ihre geordnete Reflexion und der
darauffolgenden Interferenz mit dem Lichtstrahl aus dem Referenzarm entsteht ein
brauchbares Interferenzmuster, wahrend es durch die ungeordnete Mehrfachstreuung (MSP)
zu einer Verschlechterung des detektierten Signals kommt [116].

Die statistische Auswertung der mittleren Differenzprofile zeigte, dass die Effekte der OCA
auf das Gewebe vielmehr durch Trends im Sinne von konstanten, uberzufallig langen Folgen
von Image points mit &hnlichen Helligkeitsdifferenzwerten als durch die absoluten Gréfl3en
der Helligkeitsdifferenzen an sich charakterisierbar sind. Dieses Ergebnis unterstreicht die
Beobachtung aus der qualitativen Analyse, dass es sich bei den durch DMSO und PEG
erwirkten Effekten um eher kleine handelt, zeigt aber auch auf, dass Effekte wenn auch nur

klein, tatsdchlich vorhanden sind. Betrachtet man die mittleren Helligkeits- und
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Differenzprofile fir DMSO und PEG (s. S. 90-96, Abb. 45 bis 50), so fallt auf, dass sich
weder durch die Applikation von DMSO noch von PEG ein (ber alle Image points konstanter
Effekt zeigt. Stattdessen zeigte sich je nach angewandtem OCA, Einwirkdauer,
Befundkategorie des Praparats und Image point-Bereich entweder eine verstarkende oder
inhibierende Wirkung auf die Helligkeit die besonders im Epithel, je nach
Gewebeveranderung, sehr unterschiedlich ausfallen konnte. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzuftihren, dass sich die dysplastischen Hauptverdnderungen im nicht invasiven Stadium
vorwiegend im Epithel abspielen. So hat DMSO uber die gesamte Epitheldicke in
Normalgewebe (s. S. 89, Tab. 14 und S. 90, Abb. 45) bereits ab 5 Minuten nach Applikation
eine die Helligkeit verstarkende, wahrend PEG hier auf den oberen Epithelbereich (s. S. 94,
Abb. 48, Image points 0-20) eine inhibierende und auf den unteren Epithelbereich (s. S. 94,
Abb. 48, Image points 20-50) eine verstarkende Wirkung fir die Einwirkdauer von 5 Minuten
aufweist (s. S. 93, Tab. 15. Signifikanz lediglich fur die Differenzkurven d5-n, d10-d5 und
d20-d10). Im Falle von Entziindungsgewebe (Inflammation) zeigte sich durch PEG wiederum
eine signifikante Helligkeitszunahme Uber den gesamten Epithelbereich ab einer
Einwirkdauer von 10 Minuten (s. S. 93, Tab. 15 und S. 95, Abb. 49). Wurde DMSO auf einem
Préaparat mit einer CIN 2 appliziert, so variierten die Effekte auf die Helligkeit stark, je nach
Einwirkdauer und Gewebeabschnitt. Nach einer Einwirkdauer von 5 Minuten zeigte sich ein
inhibierender Effekt auf das obere Epithel (s. S. 91, Abb. 46, Image points 0-20), wahrend im
darunterliegenden Gewebe flr dieselbe Einwirkdauer die Helligkeitszunahme dominierte.
Nach 10-minutiger Einwirkdauer zeigte sich ein Effekt, im Sinne einer Helligkeitszunahme,
Uberhaupt erst im unteren Epithel. Die Applikation der OCA auf Praparate die eine CIN 3
aufwiesen hatte sowohl nach DMSO als auch nach PEG Applikation eine signifikant die
Helligkeit verstarkende Wirkung Uber das gesamte Zeitintervall von 5-20 Minuten zur Folge
(s. S. 92, Abb. 47), bis auf den Unterschied, dass sich dieser Effekt nach PEG Applikation erst
ab dem Image point von 10 zeigte (s. S. 96, Abb.50). Im Stroma kam es durch die Applikation
der OCA bei den CIN 2- und CIN 3-Befunden zu einer Helligkeitszunahme in der Tiefe (s. S.
91-92, Abb. 46-47 und S. 96, Abb. 50), wahrend PEG bei den Normalbefunden und den
Inflammationen eine Helligkeitsabnahme bewirkte (s. S. 94-95, Abb. 48-49). Die Wirkung des
DMSO auf das Stroma bei den Normalbefunden zeigte sich vernachlassigbar gering (s. S. 90,
Abb. 45).

Vergleicht man die Agenzien untereinander, so féllt auf, dass die Helligkeitszunahme unter
der Einwirkung der OCA deutlich geringer ausfallt im Vergleich zu der nach Applikation von

Essigsaure. Dies verdeutlicht nochmals, dass jedes Agens in unterschiedlichem Mafe mit dem
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Gewebe interagiert und dementsprechend auch die optischen Lichteigenschaften anders
verandert. Insgesamt erscheinen die Effekte des PEG auf die OCT in Bezug auf die Helligkeit,
den Kontrast sowie die Tiefe gegentber derer nach DMSO-Applikation etwas starker
ausgepragt, was an der grofieren Spanne der Differenzwerte fur PEG gegenuber DMSO in den
mittleren Differenzprofilen erkennbar ist (s. S. 90-96, Abb. 45-50, rechts). Eine von Choi et
al. an menschlicher Haut durchgefiihrte in vitro Studie zeigte, dass weniger der
Brechungsindex und die Osmolalitat, sondern vielmehr die Anzahl der Hydroxylgruppen fir
das optische Clearing ausschlaggebend ist [120]. Dieses Ergebnis wurde durch die Arbeit von
Mao et al. bestétigt, in der das AusmaR der Lichtdurchléssigkeit nach Applikation von sechs
OCA aus der Gruppe der Alkohole untersucht wurde. Dort zeigte sich, dass der optische
Clearingeffekt mit zunehmender Anzahl an Hydroxylgruppen stérker ausgepragt und damit
fur den dreiwertigen Alkohol Glycerol am hdchsten war, gefolgt von den zweiwertigen
Alkoholen wie beispielsweise PEG [121]. Die Wirkung ist héchstwahrscheinlich auf die gute
Gewebegangigkeit, sowie auf die reversible Interaktion mit den Kollagenfibrillen durch die
Hydroxylgruppen aufweisenden OCA zuriickzufthren [117, 121]. Da DMSO im Gegensatz zu
PEG zu den organischen Ldsungsmitteln gehort und keine Hydroxylgruppe besitzt kdnnte
dies teilweise die von uns beobachteten stirkeren Effekte durch die PEG-Applikation
erklaren, wobei DMSO als sog. ,,Penetration Enhancer* ebenfalls Uber eine &uRerst gute
Gewebegangigkeit verfigt [117]. DMSO hat sich als ein effektives Clearingmittel
herausgestellt, insbesondere wenn es um die schnelle Verbesserung der Lichteindringtiefe
geht [112]. Dies ist ein wichtiger Parameter, da das optische Clearing letztendlich die
Verbesserung der Diagnostik optischer Methoden direkt am Patienten zum Ziel hat und dem
Untersucher damit nicht unbegrenzt viel Zeit zur Einwirkung der Agenzien zur Verfiigung
steht. Auch in unserer Studie zeigten sich die Effekte unter DMSO im Gegensatz zu PEG
immer bereits ab der kirzesten Einwirkdauer von 5 Minuten (s. S. 89, Tab. 14 und S. 93, Tab.
15). Eine andere in vivo Studie an mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel der
Mundschleimhaut von Hamstern zeigte, dass DMSO als Clearingmittel gegentiber Glycerol
weitaus effektiver ist [119]. Dies wurde aufgrund der histologischen Ahnlichkeit zum
zervikalen Epithel bei der Auswahl der OCA von uns berlicksichtigt. Allerdings ist als
Nachteil von DMSO zu erwdhnen, dass es aufgrund seiner Toxizitdt zur Anwendung am
Patienten sehr umstritten ist und im Gegensatz zu PEG keine Zulassung durch die FDA
besitzt. Da die zuletzt an DMSO durchgefihrten toxikologischen Untersuchungen jedoch

schon relativ alt sind, waren fiir eine Entscheidungsfindung laut FDA noch zusatzliche und
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genauere Untersuchungen bezlglich der Wirkung und des Risikoprofils von DMSO n6tig
[118, 146].

Einer der zentralen Erkenntnispunkte aus der Analyse der mittleren Helligkeitsprofile und der
zugehorigen  mittleren  Differenzprofile ist, dass die beobachteten Effekte sich
hdchstwahrscheinlich in Abh&ngigkeit zueinander aus dem Zusammenspiel verschiedener
Faktoren ergeben. Bei diesen Faktoren handelt es sich zum einen wie erwartet um die durch
uns festgelegten Bedingungen wie dem applizierten Agens und der Einwirkzeit, sowie zum
anderen um die durch uns nicht steuerbare Zugehorigkeit des Gewebes zu einer der
verschiedenen Befundkategorien (in unserem Fall: Normalbefund, Inflammation, CIN 2 und
CIN 3) oder ganz allgemein ausgedruckt der histologischen Beschaffenheit des untersuchten
Préparates. Zu Beginn unserer Studie gingen wir von einer intern konstanten Wirkung der
einzelnen Clearingmittel aus und erwarteten gewisse von der Einwirkdauer abhéngige
Variationen daher lediglich in der Auspragungsstérke der Effekte. Die Analyse der mittleren
Helligkeits- und Differenzprofile hat jedoch gezeigt, dass die durch die OCA hervorgerufenen
Effekte nicht schlichtweg additiv sind, was einen vom untersuchten Gewebe unabhdngigen
und konstanten Effekt implizieren wirde. Dies bedeutet, dass ein und dasselbe Agens in
Abhangigkeit von der Einwirkdauer auf unterschiedliche histologische Gewebeformationen
appliziert durchaus zueinander entgegengesetzte Wirkungen haben kann. In unserer Arbeit hat
sich sogar gezeigt, dass die Wirkung eines Agens innerhalb eines einzelnen Préparats

variieren und spezifisch nur in einem bestimmten Bereich von Image points auftreten kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich beim optischen Clearing um einen komplexen
und noch nicht verstandenen Mechanismus zur Verbesserung der optischen
Lichteigenschaften von nicht transparentem Gewebe handelt. Das Clearing beruht dabei auf
mehreren unterschiedlichen Vorgangen und hangt von mehreren Faktoren wie der Gewebeart,
dem Gewebeabschnitt, der Einwirkdauer und dem Clearingmittel ab. Zum besseren
Verstdndnis und der damit verbundenen Verbesserung der Clearingmethode sind
weiterfihrende Untersuchungen nétig. Von besonderem Interesse sind dabei auch in vivo
Modelle, da die Clearingmittel sich unter physiologischen Bedingungen evtl. auch anders
verhalten konnten. Die Kombination aus dem optischem Clearing zusammen mit den
verschiedenen auf Licht basierenden Methoden wie beispielsweise der OCT stellt einen
vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der Diagnostik in nicht transparentem Gewebe

dar und sollte in Zukunft weiterverfolgt werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Optische Kohéarenztomographie (OCT) ist eine auf Licht im nahen Infrarotbereich
basierende optische Methode, welche die nicht invasive Betrachtung von Gewebe in der Tiefe
als sog. optische Biopsie ermdglicht. Die Methode hat sich seit ihrer Entwicklung flr
medizinische Zwecke durch Fujimoto et al. im Jahre 1991 rasant weiterentwickelt und als
klinische Untersuchungsmethode in der Ophthalmologie etabliert [96, 98]. Die Anwendung
der OCT auRerhalb der Ophthalmologie zur Betrachtung von optisch nicht transparentem
Gewebe wie beispielsweise der Zervix ist klinisch von grolRem Interesse und Gegenstand
aktueller Forschung. Ein limitierender Faktor des \erfahrens ist die absorptions- und
streuungsbedingte geringe Eindringtiefe des Lichts in das Gewebe. Die Verbesserung der
optischen Eigenschaften von nicht transparentem Gewebe durch sog. optische Clearingmittel
(optical clearing agents, OCA) stellt eine potentielle Losung dieses Problems dar.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen der in der
Gyndkologie routinemalig angewandten Essigsdure sowie der in der Literatur
vorbeschriebenen optischen Clearingmittel DMSO und PEG auf die optische
Kohérenztomographie in der Beurteilung des Zervixepithels. Zur Beantwortung der
Fragestellung wurden insgesamt 571 OCT Bilder von 34 Konuspraparaten untersucht. Es
wurden sowohl aufféllige als auch unauffallige Areale jeweils vor Applikation eines Agens
zum Zeitpunkt 0, sowie entsprechend nach 3- und 10-mindtiger Einwirkdauer von 6 %
Essigsaure oder nach 5-, 10- und 20- min(tiger Einwirkdauer von DMSO oder PEG erfasst.
Die OCT-Bilder die nach der Applikation der Agenzien generiert wurden, wurden zu einem
spateren Zeitpunkt den OCT-Bildern desselben Areals vor Applikation gegenubergestellt. Sie
wurden dann bezuglich der Veranderungen der drei Kriterien Helligkeit, Kontrast sowie Tiefe
miteinander verglichen und mithilfe eines standardisierten Schemas bewertet. Die Verteilung
der subjektiven Urteile beziiglich Abnahme oder Zunahme der zu bewertenden Kriterien
wurde anhand eines nicht parametrischen Standardtests fur die Priifung auf Gleichverteilung
mehrerer Anteile statistisch ausgewertet. Weiterhin wurden die mittels OCT erfassten Areale
zu einem spateren Zeitpunkt mit dem histopathologischen Befund desselben Areals verglichen
und die prozentuale Ubereinstimmungsrate zwischen der OCT und der Histologie ermittelt.
Zusétzlich zu der qualitativen Analyse fand auch eine quantitative Analyse anhand der
Bestimmung mittlerer Helligkeits- und Differenzprofile fur die Befundgruppen der
Normalbefunde, CIN 2, CIN 3 und Inflammationen statt. Anhand dieser mittleren

Differenzprofile konnten die Auswirkungen von Essigsdure, DMSO und PEG quantitativ
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dargestellt und ausgewertet werden. Es wurde postuliert, dass bei Zutreffen der Nullhypothese
im Falle einer fehlenden Auswirkung auf die OCT-Bilder durch die applizierten Agenzien die
mittleren Differenzkurven ohne signifikante Abweichung von der Nulllinie um eben diese
Linie fluktuieren missten. Diese Hypothese wurde fir die Essigsauregruppe mittels des
KPSS-Test und flr die DMSO- bzw. PEG-Gruppe anhand des Runs-, des Hotelling T2- sowie
des ADF-Tests statistisch tberpruft.

In der vorliegenden prospektiven ex vivo Studie konnte durch die qualitative und quantitative

Analyse der insgesamt 571 OCT-Bilder Folgendes gezeigt werden:

1. Es konnte durch die Applikation der von uns untersuchten Agenzien auf das Gewebe
kein signifikanter Einfluss auf die Ubereinstimmungsrate zwischen OCT-Befund und
dem histopathologischen Befund beobachtet werden.

2. Die der OCT-Untersuchung vorausgehende Applikation von Essigsdure hat eine
Auswirkung auf die Bildqualitdt. Die visuell qualitative Analyse ergab fir die
Normalbefunde, Inflammationen und CIN 3 zusammengefasst eine signifikante
Zunahme der Helligkeit. Diese trat fur die Normalbefunde und CIN 3 ab einer
Einwirkzeit von 3 Minuten ein und nahm zeitabhangig weiter zu, wahrend sie bei den
Inflammationen ab 10 Minuten Einwirkzeit als signifikant besser beurteilt wurde.
Weniger eindeutig zeigten sich die Auswirkungen auf die Tiefe und den Kontrast.
Eine signifikante Tiefenzunahme zeigte sich fir die Normalbefunde nach 10 Minuten.
Fur die CIN 3 nahm die Tiefe nach 3 Minuten hingegen signifikant ab. Der Kontrast
verschlechterte sich nach Essigsaureapplikation insgesamt und wurde bei den

Normalbefunden nach 10-minutiger Einwirkdauer als signifikant schlechter beurteilt.

3. Die qualitative Analyse konnte durch die quantitative Analyse der mittleren
Helligkeits- und Differenzprofile nach Essigsdureapplikation bestétigt werden. Die
Normalbefunde zeigten bereits nach 3 Minuten eine signifikante Helligkeitszunahme
Uber das gesamte Gewebe, die sich zeitabhangig weiter verstarkte. In der CIN 3-
Gruppe kam es ab 3 Minuten Einwirkzeit zu einer signifikanten Helligkeitszunahme
im Epithel und im darunterliegenden Stroma zu einem Helligkeitsabfall. Fur die
Inflammationen zeigte sich nach 3 Minuten eine maximale Helligkeitszunahme im

Epithel, die mit zunehmender Einwirkzeit wieder abnahm.

4. Nach Applikation der Clearingmittel DMSO bzw. PEG wurde in der qualitativen

Analyse durch die Untersucher eine signifikante Verbesserung der Helligkeit, Tiefe
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und des Kontrasts festgestellt. Dieser Effekt setzte in den meisten Féllen nach
5 Minuten ein und fiel fir PEG stérker aus als fir DMSO. Ausnahmen davon bildeten
die Tiefe bei den Normalbefunden und der Kontrast bei CIN 3 nach DMSO, sowie die
Helligkeit bei CIN 3 und die Tiefe bei den Inflammationen und CIN 3 nach PEG. In
diesen Fallen zeigte sich eine signifikante Verbesserung nach 10 Minuten. Die
Kontrast- und Tiefenzunahme in der CIN 2-Gruppe nach DMSO, stellte sich fir alle

untersuchten Einwirkzeiten als nicht signifikant heraus.

5. Die quantitative Analyse der mittleren Helligkeits- und Differenzprofile von DMSO
und PEG zeigte komplexe Auswirkungen auf die Signalintensitdt der OCT in
Abhangigkeit des Clearingmittels, der Einwirkdauer, der Gewebeveranderung und der
Gewebetiefe. Dies lasst auf eine komplexe und noch unverstandene Interaktion

zwischen den OCA, den Zellbestandteilen und dem umliegenden Medium schliel3en.

6. Die Analyse der mittleren Differenzprofile nach Applikation von DMSO zeigte bereits
ab 5 Minuten eine zeitabhéngige Helligkeitszunahme im Epithel flr die
Normalbefunde und Uber das gesamte Gewebe fiir die CIN 3-Befunde. Bei den CIN 2-
Befunden nahm die Helligkeit ab dem unteren Epithelbereich zu, nach einer
anfanglichen Helligkeitsabnahme im oberen Epithel unter 5-minttiger Einwirkzeit.

7. Unter Einwirkung von PEG kam es flr die Normalbefunde nach 5 Minuten zu einer
signifikanten Helligkeitsabnahme im oberen Epithelbereich und nachfolgend zu einer
Helligkeitszunahme. Bei den Inflammationen zeigte sich ab 10 Minuten eine
signifikante Helligkeitszunahme im Epithel, sowie eine Helligkeitsabnahme im
darunterliegenden Stroma. Die CIN 3-Befunde zeigten eine iber das gesamte Gewebe

konstante Helligkeitszunahme fur alle untersuchten Einwirkzeiten.

Die optische Koharenztomographie hat sich in der Gyndkologie als zusétzliches Hilfsmittel
zur Kolposkopie fir die Detektion der zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN 1-3) und
des Plattenepithelkarzinoms in zahlreichen Studien als hilfreich erwiesen. Bis zum Einsatz der
OCT im klinischen Alltag sind jedoch noch weitere Verbesserungen der Methode notwendig.
Das optische Clearing stellt einen potentiell vielversprechenden Ansatz dar, was durch die
Ergebnisse unserer Arbeit bestdtigt werden konnte. Ein besseres \erstandnis der
Clearingvorgange in zervikalem Epithel, sowie der fir den Clearingerfolg erforderlichen
genauen Konzentrationen und Einwirkzeiten der Agenzien in Kombination mit technisch
weiter fortgeschrittenen OCT-Geraten sind unabdingbar. Daflr bedarf es weiterer
Untersuchungen an ex vivo und in vivo Modellen.
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