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Vorwort

Das Zervixkarzinom ist mit einer Inzidenz von 16,2 erkrankten Frauen pro 100 000 (1)
nach wie vor eine dulerst bedeutende Krankheitsentitét in der gynikologischen Onkologie.
Durch konsequentes Screening der weiblichen Bevolkerung in Staaten der westlichen Welt
konnte die Zahl groer Tumoren fortgeschrittenen Stadiums gesenkt werden. Die Menge
an entdeckten Friihldsionen, sowohl intraepithelialer Neoplasien, als auch frithinvasiver
Karzinome stieg jedoch in dieser Zeit erheblich. In Osterreich beispielsweise nimmt das
Friihstadium des Zervixkarzinoms, das Carcinoma in situ mit 67,8% der Krebsinzidenz
nach Stadium (Jahresdurchschnitt 2002/2004, Statistik Austria) den weitaus grof3ten Anteil
der Tumorstadien ein. Dieser Drift im Bereich der Tumorstadien und damit verdnderter
Eigenschaften dieser Stadien machten es notwendig, die in der Vergangenheit aufgestellte
Lehrmeinung einer radikalen operativen Tumorchirurgie zum Ziel der Heilung der
Patientin zu verlassen, da sich daraus oft erhebliche Nebenwirkungen fiir die operierten
Patientinnen ergaben. Um die Ubertherapie und damit negativen Konsequenzen, wie
Blasen- oder Sexualfunktionsstérungen der Patienten zu verhindern, aber auch um bei
jungen Karzinompatienten mit moglichem Kinderwunsch ein fertilitdtserhaltendes
Verfahren zu ermdglichen, wurde bereits in der Vergangenheit nach Faktoren gesucht,
welche eine Vorhersage des Tumorwachstums- bzw. der Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit und damit des Rezidivrisikos mit Signifikanz vorhersagen konnten. Es
sollte sich dabei, wie bereits in einigen Studien gezeigt, die Tumorgrofle als ein
wesentlicher Faktor fiir Krankheitsprognose bzw. Rezidivwahrscheinlichkeit erweisen,
und zwar als einziger, der auch mit anderen Faktoren wie Inzidenz von positiven
Lymphknoten und LymphgefédBinvasion, Invasion umgebenden Bindegewebes und

parametrianer Infiltration korreliert (2,3).

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung des Tumorvolumens anhand des
Patientenkollektives der Universititsklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe Graz
durch die Vermessung histologischer Préparate von Zervixkarzinomen aus den Jahren
1994 bis 2007, Verlaufsbeobachtung und statistischer Auswertung der Daten, zu

untermauern.
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Abstrakt
Hintergrund

Diese Arbeit macht sich zur Aufgabe, anhand der Tumorentitit des Zervixkarzinoms den
wesentlichen objektiven Prognosefaktor TumorgrdBe mit dem Uberleben der Patientinnen
in Zusammenhang zu setzen. Aufgrund der groen Bedeutung dieses Tumors beschrinkt
sich diese Arbeit nicht ausschlieBlich auf die Untersuchung eines prognostischen Faktors,
sondern versucht, mit Riickschlul auf die Pathogenese des Malignoms, Privention und
mogliche diagnostische und therapeutische Wege einen globalen Uberblick iiber das
Krankheitsbild des Zervixkarzinoms zu geben. Ein weiteres Ziel war es, die Messungen
der TumorgroBe, die bisher nur mit einem relativ groBen technischen Aufwand

durchgefiihrt werden konnten, zu vereinfachen.

Methoden

Fiir diese Untersuchung wurden GroBfldchenschnitte von Operationspraparaten nach
Wertheim-Meiggs-OP einem einheitlichen optischen Messverfahren zugefiihrt. Dabei
wurde computerunterstiitzt mittels spezieller Software (ImageJ) nach der Digitalisierung
der histologischen Schnitte manuell Zervixfliche, Tumorfldche, Abstandsmessungen
(Tumor- zu Zervixgrenze) und Feret-Durchmesser in zwei Dimensionen ermittelt. Im
Anschlu3 wurde aus den gemessenen Flichenwerten das Volumen der Tumoren berechnet.
Nach Auswertung der Verlaufsprotokolle der behandelten Patientinnen wurde mit Hilfe
ausgewdhlter statistischer Verfahren (Kaplan-Meier-Estimator, Log-Rank und Chi-
Quadrat-Tests) ein prognostizierter unmittelbarer Zusammenhang zwischen ermittelten

MessgroBen und Uberleben der Patientinnen untersucht.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 73 GroBfldchenschnitte vermessen. Fiir die Zervixfliche ergaben sich
Werte zwischen 377,9 — 2429.4 mm? (Median: 1011,7 mmz), fir die Tumorflache wurden
Werte zwischen 21,6 — 2010,1 mm? (Median: 385,7 mmz) ermittelt. Aus den vorliegenden
Messwerten wurden Tumorvolumina zwischen 93,0 mm® und 77483,0 mm’> (Median:
8504,0 mm’) berechnet. Zervix- und TumorgréBe wurden weiters in Relation zueinander
gesetzt (Tumor-Zervix-Quotient: 0,02 - 1,05). Im Sinne einer verbesserten Auswertung
wurde das untersuchte Kollektiv um 74 Félle aus dlteren Datenbestdnden erweitert. Ein
signifikanter Zusammenhang (p < 0,05) konnte in Zusammenschau mit dem klinischem
Stadium fiir die Parameter Zervixfliche, Tumorflache, Tumorvolumen und Tumor-Zervix-

Quotient gefunden werden.

Conclusio

TumorgrdBe ist nach wie vor ein bedeutender prognostischer Faktor fiir das Uberleben der
Patientinnen. Um eine definitive statistische Aussage fiir das Uberleben treffen zu kdnnen,

sind weitere Untersuchungen mit einer Fallzahl von représentativer Grof3e erforderlich.
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Abstract
Background

In medical sciences, especially tumor sciences, objective criterions are essential to
determine the behavior of illnesses or to make a comparison of different treatment options
for special tumor entities. By several authors tumor size at diagnose is reported as a very
important prognostic factor for the survival of patients. For this study special focus is given
on cancer of the cervix uteri, one of the most important gynaecological malignancies in the

world.

Methods

To examine the prognostic value of tumor size for cervical cancer giant sections of the
cervix, parametria and vaginal cuff from specimen taken at radical hysterectomy after
tumor diagnosis were measured. Computerized measurement of cervix- and tumor area,
distance of tumor margin to cervix margin and Feret’s diameter in two dimensions was
performed from a representative section by using open source software for picture
processing (Imagel). With the help of volume formulas describing mathematical models an
estimation of tumor volume was made. Determined figures were compared with findings
of patients’ follow up from the hospital archive storage of gynaecological malignancies.
Different statistical methods (Kaplan-Meier estimator, Log Rank and Chi-Square tests)

were chosen to show a possible relationship between tumor size and patients’ survival.

Results

A total of 73 sections of cervical cancers were measured. 74 old cases were admitted to the
results to improve statistical elaboration. Measured area of the cervix uteri ranged from
377.9 to 2429.4 mm’ (median: 1011.7 mm?) whereas tumor area was determined between
21.6 and 2010.1 mm* (median: 385.7 mm?). Tumor volume was calculated (93.0 mm® to
77483.0 mm’ (mean: 8504.0 mm®) and tumor-cervix quotient (relation between cervix and
tumor size) showed a range from 0.02 to 1.05. Statistical investigation showed a
significance of p<0.05 for clinical stage increasing with cervix- and tumor area, tumor

volume and tumor-cervix-quotient.

Conclusion

In case of cervical cancer tumor size is still a very important prognostic factor for the
survival of patients. In this contribution an attempt was made to show if there is a
practicable possibility to measure morphological properties of cervical cancers. Further
investigations have to be done to validate the role of tumor size, shape and distance of

tumor margin to cervix margin on the survival of patients.
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1 Einleitung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem Krankheitsbild des Zervixkarzinoms, bei dem
abhingig vom Entstehungsort auf Zellebene hauptsiachlich eine Unterscheidung zwischen
dem Adenokarzinom und dem wesentlich hdufigeren Plattenepithelkarzinom der Zervix
erfolgen kann. Daneben gibt es aber noch eine Reihe anderer histologischer
Differenzierungen, welche das Zervixkarzinom annehmen kann. Zumindest die beiden
Entititen des Plattenepithel- und des Adenokarzinoms vergleichend ldsst sich sagen, dass
die im Rahmen der Epidemiologie und Diagnostik getroffene histologische
Differenzierung des Tumors fiir die Therapie, diese richtet sich vor allem nach dem
Invasionsgrad des Tumors und Prognose, nur eine untergeordnete Rolle spielt (4,5). Der
grofite Anteil an diagnostizierten Karzinomen zeigt eine plattenepitheliale Differenzierung,

weltweit und auch in der vorliegenden Patientengruppe.

1.1 Epidemiologische Aspekte zum Zervixkarzinom

1.1.1 Weltweite Entwicklung

Auch wenn in Staaten der sogenannten westlichen Welt ein Riickgang in der
Erkrankungshéiufigkeit des Zervixkarzinoms seit etwa drei Jahrzehnten bemerkbar ist,
bleibt das Karzinom des Gebdrmutterhalses weltweit betrachtet eine duBlerst bedeutende
Krankheitsentitit. Diese Tumorart ist aufgrund ihrer langsamen Entwicklung einer
Fritherkennung durch Vorsorgeuntersuchungen besonders gut zugédnglich und spiegelt so
die dramatische Situation mangelhafter PraventivmaBnahmen von Entwicklungslindern
wieder, die mit Abstand mit den hochsten Inzidenzraten an Zervixtumoren zu kdmpfen
haben. So gab es beispielsweise im Jahre 2005 laut Angaben der WHO iiber 500 000 neue
Félle von Zervixkarzinomen, von welchen tiiber 90% in Entwicklungslindern zu
verzeichnen waren. Eine Schitzung der WHO iiber die Gesamtzahl der an Gebarmutter-
halskrebs erkrankten Frauen geht von iiber 1 Million aus, die meisten davon wegen der
schlechten Gesundheitsversorgung und fehlender Screeningprogramme nicht einmal
diagnostiziert bzw. aufgrund fehlender Ressourcen nicht oder nicht addquat behandelt. Ein
wesentlicher Grund fiir die Zahl von etwa 260 000 Todesfillen im Jahre 2005, von denen

95% der Frauen in Entwicklungslidndern starben.

Hochste Inzidenzraten von uber 45 betroffenen Frauen von 100 000 finden sich im stidlich

der Sahara gelegenen Afrika und in Teilen Siidamerikas, gefolgt von Regionen wie Siid-
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und Siidostasien mit einer Inzidenz von 15 bis 30 pro 100 000 Frauen (6). Damit reiht sich
das Zervixkarzinom, international betrachtet, hinter dem Mammakarzinom auf Rang zwei

der haufigsten Malignome der Frau ein.

Aus histologischer Sicht ist als haufigster Subtyp das Plattenepithelkarzinom zu finden
(75,9%) (7), gefolgt vom Adenokarzinom, das etwa ein Viertel (20-25%) alle Tumore
ausmacht (8). Der Rest wird durch Tumoren gebildet, die eine Mischdifferenzierung oder

tiberhaupt keine Differenzierung mehr aufweisen.

1.1.2 Europaweite Fakten zum Zervixkarzinom

Wie in den Entwicklungsldandern betrifft das Karzinom des Gebédrmutterhalses vor allem
jingere Frauen im Alter zwischen 35 — 50 Lebensjahren und sorgt neben der personlichen
Belastung der Betroffenen und ihrer Familien auch fiir einen erheblichen
volkswirtschaftlichen Schaden. In den 25 Mitgliedsstaaten der Europdischen Union betrug
im Jahr 2004 die Zahl der Neuerkrankungen an Zervixkarzinomen bei Frauen unter 45
Lebensjahren etwa 31 000. Im selben Jahr zeigte sich dieser gyndkologische Tumor fiir
14 000 Todesfille verantwortlich (9). Dabei ergaben sich groBe zahlenmiBige Unter-
schiede beim Vergleich der flinfzehn alten mit den zehn neuen Mitgliedsstaaten,
beziehungsweise zwischen Ldndern von West- und Osteuropa. Die altersstandardisierte
Neuerkrankungsrate betrug im Westen ungefdhr 9,5 pro 100 000, wéhrend sich die neuen
Mitgliedslander mit etwa 16,7 betroffenen Patientinnen pro 100 000 konfrontiert sahen.
Auch die hohe altersstandardisierte Sterblichkeitsrate osteuropéischer Léander von 10,7 (im
Vergleich 4,9 in den alten EU-Staaten) zeigt, dass die Entitdt des Zervixkarzinoms im
Osten unsereres Kontinents ein weitaus grofleres Gesundheitsproblem darstellt und es
zahlreicher Verbesserungen im Bereich der Privention beziehungsweise der
Fritherkennung durch Screeningprogramme und in der Behandlung diagnostizierter

Tumore bedarf.

1.1.3 Das Zervixkarzinom in Osterreich

In Osterreich sank die Inzidenz dieses Tumors von 19,2 pro 100 000 Frauen pro Jahr im
Jahre 1983 auf 7,9 pro 100 000 (2004, altersstandardisierte Rate, Statistik Austria).
Ebenso riickldufig verhilt sich die Mortalitét, welche aufgrund der guten Aufklirung, weit
verbreiteter Screeningprogramme und dabei frith diagnostizierten Tumorstadien wesentlich
niedriger liegt als die Neuerkrankungsrate. Die verbesserte Prognose durch eine

Fritherkennung der Krankheit sorgt Osterreichweit flir eine altersstandardisierte




Mortalitétsrate von 2,2 auf 100 000 (2004), verglichen mit 4,4 auf 100 000 im Jahr 1983
(Statistik Austria). Abhédngig von den Tumorstadien sind es also vor allem das Carcinoma
in situ und lokalisierte Tumoren, die mit 67,8% bzw. 17,5% im Jahresdurchschnitt
(2002/2004) den groBten Anteil an der Inzidenz des Gebédrmutterhalskrebses haben, und

fiir eine gute Prognose der Betroffenen stehen.

Statistisch gesehen lebt eine Frau mit Zervixkarzinom haufiger in der Stadt und entstammt
héufiger unteren soziookonomischen Schichten. Bezogen auf das Alter der Betroffenen ist
das Zervixkarzinom im Vergleich zu zahlreichen anderen Tumorentititen, welche sich erst
im hohen Alter entwickeln, hauptsdchlich eine Erkrankung von Patientinnen mittleren
Alters (45 — 60 (69). LJ). Adenokarzinome entwickeln sich im Schnitt 5 Jahre spiter (10).
Besonders hohe Inzidenzen werden bei Prostituierten und Drogenabhéngigen beobachtet
(BDH, 2001).

Baésartige Neubildungen des Gebarmutterhalses im Zeitverlauf
altersstandardisierte Raten auf 100.000 Personen
(WHO-Weltbevolkerung, 2001)
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Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitit, betreffend Zervixkarzinompatientinnen in Osterreich im
zeitlichen Verlauf




1.2 Histologie der gesunden Zervix

Die Cervix uteri bildet mit einer durchschnittlichen Lidnge von etwa drei Zentimetern (Ein
Drittel der Uterusgesamtlidnge) und einem Durchmesser von etwa 2,5 Zentimetern den
kaudalen Abschluss des Uterus. Mit ungefdhr einem Drittel ihrer Lange ragt die Cervix
uteri zapfenformig in die Scheide. Der oberhalb der Scheide liegende Anteil der Cervix
uteri wird als Potio vaginalis, der in der Scheide liegende Teil wird als Portio supra
vaginalis bezeichnet. Die Verbindung der Scheide zur Gebarmutterhohle, der Cavitas uteri,
stellt der Zervikalkanal (Canalis cervicis uteri) her.

Seine #uBere Offnung auf der Portio vaginalis cervicis, das Ostium uteri externum wird als
duBerer Muttermund, seine Offnung nach innen in die Cavitas wird als Ostium uteri
internum oder auch innerer Muttermund bezeichnet. Das Ostium externum uteri ist die
Grenze zwischen der sichtbaren Ektozervix und der im Zervikalkanal liegenden

Endozervix.

Die Oberfliache der Zervix wird von zwei verschiedenen Arten von Epithelien bekleidet.
Zum einen ist es das aus der Cavitas uteri fortgefiihrte einschichtig, hochprismatische
Zylinderepithel, das zumindest noch vor der Pubertdt ausschlieBlich den Cervicalkanal
auskleidet, und am &dufleren Muttermund mit scharfer Grenze in das mehrschichtig
unverhornte Plattenepithel der Ektozervix iibergeht, welches auch die Scheide auskleidet.
Im Laufe des Lebens einer Frau ist die Uberkleidung des Gebérmutterhalses, vor allem der

Ektozervix einem physiologischen Wandel unterworfen.

In der Menarche beginnt aufgrund der beginnenden Ausschiittung von Ostrogen durch die
Ovarien ein Grofenwachstum der Zervix und das Zylinderepithel, welches nur den
Zervikalkanal bedeckte wird auch auf der duBleren Ektozervix sichtbar, es kommt zur
sogenannten Ektopie. Durch das saure Milieu der Scheide kommt es durch die
Anpassungsversuche des Epithels nach rezidivierenden Entziindungen und reaktiver
Basalzellhyperplasie aufgrund gesteigerter Regeneration zu einer Metaplasie des
hochprismatischen Zylinderepithels in ein metaplastisches Plattenepithel. Dieses Epithel
unterscheidet sich vom herkoémmlichen unverhornten Plattenepihel durch eine
Basalzellschichte von groBen polygonalen Zellen, welche auf eine Herkunft vom
Zylinderepithel schlieBen lassen. Dieses neu gebildete metaplastische Plattenepithel
verschiebt die Grenze zwischen Zylinder- und Plattenepihel wieder an die duBere Offnung

des Zervikalkanales. Die Region zwischen alter und neuer Grenze, also jener Bereich mit




metaplastischem Epithel wird als Transformationszone bezeichnet. Sie soll als wesentliche
Aufgabe die Zervix vor chemischen, mechanischen oder infektidosen Einfliissen schiitzen,
stellt aber durch die Metaplasie bei Anwesenheit von Co-Faktoren, wie beispielsweise
einer chronischen HPV-Infektion, ein Risiko zur Dysplasie, respektive zur malignen

Entartung dar.

Mit der Verminderung, beziehungsweise dem Verlust der Ostrogenstimulation zum
Zeitpunkt der Peri- und Postmenopause, kommt es zu einem Schrumpfen der Cervix uteri,
was eine Retraktion des Zylinderepithels und der Transformationszone in den
Zervikalkanal zur Folge hat. Es ist schlielich bei Einstellung der Portio nur mehr die
urspriingliche Grenze zwischen Platten- und metaplastischen Epithel und Teile der
Transformationszone sichtbar. Folglich ist bei Frauen in Abhdngigkeit ihres Hormonstatus
vor der Menopause eher mit malignen Verdnderungen im Bereich der Zervixoberfliche zu

rechnen, wihrend man diese postmenopausal im Zervikalkanal selbst findet.

1.3 Pathogenese des Zervixkarzinoms

Ausgangspunkt fiir das Zervixkarzinom ist also vor allem die Transformationszone mit
ithrem metaplastischen Plattenepithel bei gesteigerter Proliferationsrate. Es bedarf einiger
zusitzlicher Risikofaktoren um {iber die Entstehung einer Dysplasie ein Karzinom der

Zervix zu entwickeln.

1.3.1 Virale Onkogenese

Als bedeutendster Faktor einer plattenepithelialen Neoplasie der Cervix uteri gilt die
chronische Infektion mit humanen Papillomviren — HPV. Es handelt sich dabei um
zirkuldre Doppelstrang-DNA Viren, welche zur Gruppe der Papovaviridae gehoren und
bereits 1907 durch Giuseppe Ciuffo erstbeschrieben wurden (11). Dabei bedeutend zeigen
sich die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 45 so genannte , High-risk“-HPV-Typen welche
nachweislich Infektionen des Plattenepithels der Portioschleimhaut, im Speziellen der
Transformationszone verursachen. Von den bisher mehr als 100 isolierten Genotypen von
HP-Viren gibt es mehr als 40 Genotypen, die nachweislich Epithelien des
Anogenitaltraktes und anderer Regionen befallen kénnen. Die Bezeichnung ,,High-risk*
wurde fiir Virustypen ausgewdhlt, die ein hohes Risiko besitzen, Neoplasien des

Plattenepithels zu verursachen, also iiber eine hohe Kanzerogenitit verfiigen. Dies trifft vor




allem auf die Typen HPV-16 und HPV-18 zu, die weltweit in mehr als 70% der Fille
Zervixkarzinome verursachen (12).

Uber molekulare Wirkmechanismen an den Epithelzellen, die bis dato nur zum Teil
bekannt sind wie die Integration des Virusgenoms in das Genom der Zelle und die
Aktivierung von viralen Onkoproteinen, entstethen so Wachstumsvorteile fiir die
Epithelzellen, welche jetzt selbst Schiden ihrer DNA unbeschadet iiberleben. Bei bereits
erforschten Onkoproteinen handelt es sich um jene mit der Bezeichnung E6 und E7. Das
Protein E6 fungiert als Suppressor von Apoptose und verhindert das Absterben von Zellen
mit genetischen Schidden und zwar iber die Bindung und Inaktivierung des
Tumorsuppressorproteins p53, wihrend E7 die Replikation und das Zellwachstum iiber
den Wirkungsverlust des Rb (Retinoblastom) Proteins fordern. Ein wesentlicher
Mechanismus bei der Infektion mit humanen Papillomviren erkldrt dabei auch deren
unterschiedliches Verhalten im Bezug auf Kanzerogenitit. Wiahrend ,,Low-risk® HPV
Stamme wie beispielsweise HPV-6 und HPV-11, welche als Verursacher von benignen
Verinderungen wie Genitalwarzen (Condyloma acuminata) bekannt sind, bei Infektion von
Wirtszellen eher deren DNA in Form von zirkuldren Episomen in der Zelle ablagern,
ziehen es ,,High-risk HPV Stdmme vor, ihr Genom in das Wirtsgenom zu integrieren
(13). Da dies héufig ab einer Stelle im Genom des Virus erfolgt, die flir die Entstehung des
regulatorischen Proteins E2 codiert, ergibt sich ein Verlust der negativen Riickkoppelung
durch E2, was in einer gesteigerten Expression von E6 und E7 seinen Ausdruck findet.
Dies sorgt fiir einen Wachstumsvorteil von mit High-risk Stimmen infizierten Zellen,

selbst gegeniiber HPV-Stammen mit episomalen Genen (14).

1.3.1.1 HPV-Infektion: Clearance versus Persistenz
Nicht jede Infektion der Zervix mit humanen Papillomaviren fiihrt zwangslaufig zu einer

Entartung von Epithelzellen und zum Zervixkarzinom. Die meisten Infektionen kdnnen
durch das korpereigene Immunsystem sowohl in Form einer humoralen Abwehr durch
spezifische Antikorper, als auch einer zelluldiren Abwehr durch T-Zellen in eine so
genannte Clearance tberfiihrt werden (15,16). Das bedeutet per definitionem, dass die
DNA des urspriinglich nachgewiesenen HPV-Types durch gegebene Testverfahren nicht
mehr nachweisbar ist. Abhingig vom HPV-Typ (high-risk/low-risk) ergibt sich eine
unterschiedliche durchschnittliche Clearance-Dauer, die auch von Studie zu Studie in ihrer
Lange variiert. Sie betrdgt bei Low-risk Typen 5 — 6 Monate, wiahrend bei High-risk HP-
Viren eine durchschnittliche Zeitspanne von 8 - 14(24) Monaten notwendig ist um das

Epithel von Virus-DNA zu befreien (16,17). Durch das Versagen der immunologischen
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Antwort des Korpers auf die Virusinfektion persistieren Viruspartikel, replizieren sich, und
tiben mit signifikanter Wahrscheinlichkeit Einfluss auf die Zellkerne des zervikalen
Epithels aus, die in Folge eine Tendenz zur malignen Entartung aufweisen.

Uber die Vorstufe einer intraepithelialen Neoplasie, welche spiter ausfiihrlicher erliutert
wird, fiillen Tumorzellen schlieBlich die ganze Breite des Epithels aus und durchbrechen
die Basalmembran, um sich im darunter gelegenen Bindegewebe (der Zervix, Vagina und

Vulva) auszubreiten.

1.3.2 Begleitfaktoren in der Tumorentstehung

Weitere diskutierte Faktoren der Tumorentstehung unterstiitzten vor allem die Pathogenese
der HPV-Infektion, indem beispielsweise angenommen wird, dass der starke Stimulus
durch weibliche Sexualhormone wihrend der Pubertdt, Schwangerschaft und bei der
Einnahme oraler Kontrazeptiva die Transformationszone durch Wachstum der Ektozervix
vergrofert. Dies konnte die Infektion mit Papillomaviren zusétzlich begiinstigen, was den
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Plattenepithelkarzinomen und
frither sexueller Aktivitdit, Mehrfachschwangerschaften, und in geringerem Ausmal

Langzeitverwendung oraler Kontrazeptiva erkléren konnte (4,18).

Ein ebenso bedeutender Begleitfaktor bei der Entstehung von Zervixmalignomen ist das
Rauchen. Festgestellte epidemiologische Zusammenhédnge zwischen Zigarettenrauch und
Zervixkarzinom (OR=2) wurden bereits in der Vergangenheit durch chemische und
molekulargenetische Analysen untermauert, die zum einen Nitrosamine als im Tabakrauch
vorkommende Substanz auch im Zervixschleim nachweisen und zum anderen Tabakrauch-

assozierte Verdnderungen der DNA von Zervixepithelzellen zeigen konnten (13).

1.4 Diagnostik des Zervixkarzinoms

Zur Untersuchung der Cervix uteri stehen in der Gynidkologie mehrere Methoden zur
Verfiigung.  Grundsitzlich kann man zwischen Verfahren unterscheiden, die fiir
Screeningprogramme Verwendung finden und Verfahren, die bei positivem Screeningtest

dieses Ergebnis veri- oder falsifizieren konnen.

1.4.1 Screeningtests
Mit dem Begriff Screening wird eine Methode auf Public Health Ebene bezeichnet, die es
ermoglicht, in einer Population diejenigen Individuen zu identifizieren, welche ein

besonders hohes Risiko aufweisen, eine bestimmte Erkrankung zu erleiden auch wenn sie
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zum Untersuchungszeitpunkt keine gesundheitlichen Beschwerden aufweisen. Der dafiir
benotigte Test soll nicht die Diagnose einer bereits ausgebrochenen Krankheit bringen,
sondern betroffene Frauen mit Anzeichen fiir erhdhtes Erkrankungsrisiko einer
weiterfilhrenden spezifischeren Diagnostik und, wenn notig, Behandlung zufiihren. Ein
Screeningverfahren ldsst sich aber nicht fiir jede Erkrankung etablieren, sondern ist an
notwendige Kriterien der gesuchten (gescreenten) Krankheit gebunden um iiberhaupt
seinen Zweck zu erfiillen. Es muss sich um eine Erkrankung handeln, die eine
volkswirtschaftliche Bedeutung hat, ein symptomloses préklinisches Stadium aufweist und
durch einen Screeningtest detektiert werden kann, der nicht invasiv ist und iiber eine
ausreichende Sensitivitit und auch Spezifitit verfiigt. Ganz im Sinne der
Sekundérprivention sollte die Entdeckung der Erkrankung im priklinischen Stadium und

die frithzeitige Behandlung eine Verbesserung der Prognose fiir die Betroffenen bringen.

Um ein Screeningprogramm durchfithren zu kénnen, miissen auch die Vorraussetzungen
gegeben sein, im Falle positiver Untersuchungsergebnisse betroffenen Personen
weiterfilhrende Diagnostik und bei positiver Bestitigung Behandlungsmoglichkeiten

anbieten zu konnen.

An brauchbare Screeningtests werden ebenso mehrere Anforderungen gestellt:
Genauigkeit, Sicherheit, Einfache Handhabung, Reproduzierbarkeit, Geringe Kosten,
Akzeptanz der getesteten Gruppe. Fiir das Zervixkarzinom bzw. flir dessen Vorstufen gibt
es derzeit drei Verfahren, die genannte Anforderungen erfiilllen und sich als

Screeningmethode eignen:

e Zytologische Tests (PAP-Abstrich, ThinPrep®)
e HPV-DNA Test

e Visuelle Beurteilung mittels Essigsdaureprobe und Lugol-Jod-Losung

1.4.1.1 Zytologische Tests

1.4.1.1.1 PAP-Abstrich
Der PAP-Abstrich, benannt nach dem griechischen Anatomen und Pathologen George

Nicholas Papanicolaou (1883-1962) ist nach seiner Einfiihrung vor mehr als fiinfzig Jahren
auch heute noch einer der bedeutendsten Screeningtest, der in seiner Geschichte zu einer

drastischen Verringerung der Inzidenz des Zervixkarzinoms der westlichen Welt gefiihrt
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hat. Beispielsweise wurde das zytologische Screening in den Sechziger Jahren in den USA

eingefiihrt und verringerte die Inzidenzrate des invasiven Zervixkarzinoms um 75% (19).

Da aufgrund der hohen Inzidenz des Tumors in Entwicklungslindern der Bedarf an
Screeningprogrammen dort besonders hoch ist, und sehr hdaufig nur knappe Ressourcen zur
Verfiigung stehen, sind die geringen Kosten des Testverfahrens ein wesentliches Argument
fiir dessen Verwendung. Bei genauer Betrachtung des Verfahrens zeigen sich jedoch auch
betrdchtliche Schwichen, welche die weitere Verwendung der PAP-Zytologie als
Screeningmethode, bereits durch zahlreiche Studien belegt, in Frage stellte. So beméingelt
man vor allem die geringe Sensitivitit der PAP-Zytologie, betragt die Wahrscheinlichkeit
eines einzigen PAP-Testes eine CIN 2,3 oder ein Zervixkarzinom zu entdecken gerade
einmal um die 50% (19% bis 77%) (19,20). Als primire Ursachen dieser geringen Zahl
werden Fehler in der Entnahme, Herstellung und Beurteilung der PAP-Priparate

angenommen (21,22).

Eine korrekte Entnahme erfolgt nach der Sduberung der Zervix mittels Holzspatel oder
Biirstchen, indem  getrennte  Abstriche von der Ekto- wund Endozervix
(Transformationszone) entnommen werden. Die Zellen werden dann auf einen
Objekttrager tlibertragen und sogleich mit 97% Alkohol fixiert. Im zytologischen Labor
werden die Abstriche dann nach Papanicolaou gefarbt. Anschlieend kann die Beurteilung
des Abstriches und zwar nach Empfehlung der Osterreichischen Gesellschaften fiir

Pathologie und Angewandte Zytologie in folgende Stufen erfolgen:

Tabelle 1: Klassifikation nach Papanicolaou, (Quelle: Osterreichische Gesellschaft fiir Chirurgische
Onkologie)

PAP | Normales Zellbild

PAP I Entziindliche, regenerative, metaplastische
oder degenerative Veranderungen, normale
Endometriumzellen

PAP Il Schwere entziindliche oder degenerative
Veranderungen mit nicht sicher beurteilbarer
Dignitat

PAP IIID Zellen einer leichten bis maRigen Dysplasie
(CIN 1-2)

PAP llIG Driisen- oder Stromazellen des Endometriums

nach der Menopause mit nicht sicher
beurteilbarer Dignitat

PAP IV Zellen einer maRigen bis schweren Dysplasie
oder eines Carcinoma in situ (CIN 2-3)
PAP V Zellen eines vermutlich invasiven

Zervixkarzinoms, Zellen eines Adenokarzinoms




1.4.1.1.2 ThinPrep ®-Test
Der ThinPrep-Test ist das bekannteste und am weitesten verbreitete Verfahren der

sogenannten Diinnschichtzytologie. Es handelt sich dabei um ein fliissigkeits-basiertes

Abstrichverfahren der Firma Cytyc.

Zur Entnahme des Probenmaterials stehen dem Anwender unterschiedliche
Entnahmegerdte zur Verfiigung. Zum einen kann zur Anfertigung eines Abstrichs der
Ektozervix ein Plastikspatel und fiir die Entnahme an der Endozervix eine endozervikale
Biirste (Brush) verwendet werden, zum anderen gibt es die Mdglichkeit mit einem
kombinierten ,besenartigen Entnahmegerdt (Zervix-Broom) aus beiden Bereichen

gleichzeitig Zellmaterial zu gewinnen.

Abbildung 2: Zervix-Broom zur Entnahme von Zellmaterial der Ekto- und Endozervix fiir die
Diinnschichtzytologie (Firma Cytyc)

Das verwendete Entnahmegerdt wird in weiterer Folge sorgfiltigst in einem dafiir
vorgesehenen Behdlter in einer speziellen Losung (PreservCyt®) durch Drehen und
Rithren ausgewaschen um so anhaftende Zellen des Abstrichmaterials zu 16sen. Das
Entnahmegerdt wird daraufhin wieder aus dem GefdB3 entfernt und dieses nach
Kennzeichnung mit dem notwendigen Begleitformular mit den Daten der Patientin an das
zustindige Labor versandt. Dort erfolgt mittels speziellen Prozessors (Bei Firma Cytyc:
ThinPrep® 2000 Prozessor) eine Reinigung und Randomisierung der Probe und weiters
eine Ubertragung einer reprisentativen Zellpopulation auf einen Objekttréiger, und zwar in

einer diinnen Zellschicht (Irrtiimlich als Monolayer bezeichnet).
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Diese Arbeitsschritte erfolgen automationsgestiitzt, was bei gleich bleibender Anfertigung
eine gleich bleibende Qualitdit der Abstriche ermdoglicht, im Gegensatz zum
konventionellen Abstrich, bei dem die Giite der Abstriche untersucherabhingig variiert.
Durch das beschriebene Verfahren kdnnen die zu untersuchenden Zellen von einem Teil
der fiir die Beurteilung des Abstriches storenden Bestandteile wie Blut, Schleim oder
Zelldetritus getrennt werden, bevor sie einer Beurteilung durch den Pathologen zugefiihrt
werden. Dies ist einer der wesentlichen Vorteile der fliissigkeitsbasierten Zytologie im
Vergleich zum konventionellen PAP-Abstrich und fiihrt in der Folge zu einer geringeren
Anzahl unklarer Abstrichbefunde der Gruppe PAP III (23). In Bezug auf die Sensitivitit
und Spezifitidt beim Vergleich mit konventionellem PAP-Abstrich gibt es in der Literatur
sehr widerspriichliche Ergebnisse einzelner Forschungsgruppen und Lénder (24). So gibt
es Studien, die keine signifikante Verbesserung der Sensitivitit bei Verwendung
fliissigkeitsbasierter Zytologie ermittelten (25) und solche, bei denen sehr wohl eine
Verbesserung in der Detektion hochgradiger Lasionen im Vergleich zu konventionellem
PAP-Abstrich (26). Die Griinde fiir diese unterschiedlichen Auffassungen diirften an den
von Land zu Land unterschiedlichen Gegebenheiten bei Screeningprogrammen liegen, in
denen diese Studien durchgefiihrt wurden. Zahlreiche variable Faktoren beeinflussen den
Erfolgt eines Screeningprogrammes. So hédngt beispielsweise die Detektionsrate von
auffilligen Zervixbefunden von Faktoren wie der Sensitivitit des Screenings,
Krankheitsinzidenz, Bevolkerungsdichte, Screeningalter und Screeningintervall ab.
Zwangsweise beeinflussen diese Faktoren in verschiedenen Landern laufende Studien und

erschweren so die Vergleichbarkeit (24).

Eine deutliche Verbesserung in der Detektion hochgradiger intraepithelialer Lasionen
(HSIL) konnte durch die Verwendung des ThinPrep® Imager Systems in einer
randomisierten Doppelblind-Studie im Jahr 2007 aufgezeigt werden. Dabei wurden die
Ergebnisse des konventionellen PAP-Tests mit denen des ThinPrep® PAP-Tests
verglichen. Die Abstriche der Diinnschichtzytologie wurden dabei computerassistiert mit
dem ThinPrep®Imager System vorgescreent. Das heilit, ein spezieller Prozessor des
Systems wihlt mittels Messung des DNA-Gehaltes der auf dem Objekttrager befindlichen
Zellen (optische Dichte der Zellkerne wird vermessen) die auffélligsten 22 Sichtfelder aus
und speichert deren Koordinaten. An einem sogenannten Review Scope konnen diese
markierten Sichtfelder von der CTA (Cytologisch-technische Assistent(in)) betrachtet und

bei Vorhandensein von abnormalen Zellen diese fiir die weitere Betrachtung durch den
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Pathologen markiert werden. (Cytyc Germany GmbH, 2007) Bei Verwendung eines
solchen Sytems konnten 1,29 mehr Patientinnen mit hochgradiger intraepithelialer Lésion
(HSIL) pro 1000 Frauen detektiert werden als mit konventionellem PAP-Abstrich. Der

Anteil an nicht auswertbaren Proben sankt im Vergleich um 42%.

Weiters konnte durch die Automatisierung von Teilschritten eine deutliche Erhhung der
Produktivitdt des bearbeitenden zytologischen Labors erreicht werden, was bei erhéhtem
Durchlauf von zytologischen Abstrichen in weiterer Folge auch zu einer Kostensenkung
fihren wird (27). Dies ist auch eines der hauptsdchlichen Argumente, in
Screeningprogrammen der westlichen Welt den konventionellen PAP-Abstrich durch
fliissigkeitsbasierte Zytologie zu ersetzen. In Grofbritannien beispielsweise wird nach
griindlicher Evaluation der Methode durch das National Institute of Health and Clinical
Excellence die Einfilhrung der Diinnschichtzytologie im Laufe des Jahres 2008

abgeschlossen sein (24).

Ein wesentlicher Vorteil der fliissigkeitsbasierten Zytologie ist die Moglichkeit der
parallelen und Reflextestung auf humane Papillomviren, aber auch bakterielle Erreger wie

Neisseria gonorrhoeae und Chlamydia trachomatis.

1.4.1.2 HPV-DNA Test

Da nachweislich in fast allen Féllen von Zervixkarzinomen und auch Vorlduferldsionen die
DNA von humanen Papillomviren gefunden werden kann (28), und die Kanzerogenitét des
Erregers bis auf molekulare Ebene bereits erforscht und bewiesen ist, liegt es nahe, nach
dem Ausloser der Erkrankung selbst zu suchen. Unterstiitzt wird diese Idee vor allem
durch das relativ schlechte Abschneiden der zytologischen Screeningverfahren. Haben
diese durch ihre Einfithrung die Inzidenz des Zervixkarzinoms noch deutlich gesenkt, stellt
sich heute bei Durchfiihrung von ausgereiften Screeningprogrammen mit Patientinnen die
ein regelmiBiges Screening in Anspruch nehmen, aber auch solchen, die einem
regelméfBigen Screening nicht zuginglich sind, die Frage, auf welchem Weg eine
Verbesserung der Suchmethode erfolgen kann um auch jene Patientinnen rechtzeitig zu

erkennen, die trotz negativem zytologischen Befund ein Zervixkarzinom entwickeln.

Die Schwichen des zytologischen Tests liegen hauptsidchlich in der Abhangigkeit von der
Qualitdt der entnommenen Probe, der sehr subjektiven Beurteilung des Abstriches und

Interpretationsfehlern bei wiederholtem Screening (20). Hier nimmt der HPV-DNA Test
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eine bedeutende Stellung ein, indem er bei unklaren Befunden als zusétzliche
Untersuchungsmafinahme bei der Identifikation von Risikopatienten dienen kann, durch
seine in mehreren Studien belegte gute Sensitivitit (96% vs. 53% bei Zytologie) jedoch
auch als priméres Screeninginstrument zur Diskussion steht (20). Mit ihm gelingt es,
Frauen mit einer Infektion der Cervix mit HPV zu erkennen, indem nach der DNA des
Erregers gesucht wird. Diese geschieht beim hdufig verwendetem Hybrid Capture® 2
HPV-Test der Firma Digene iiber die Verwendung einer RNA-Sonde, die der Erkennung

spezieller DNA-Sequenzen des Virus dienen soll.

1.4.1.2.1 Durchfiihrung des HC-2 HPV DNA-Tests

Nachdem aus der zu untersuchenden Probe iiber die Zugabe von Alkali die Ziel-DNA aus
den Zellen freigesetzt und von Doppel- in Einzelstringe aufgespalten wurde, gelangen
diese in einen Behilter, in welchen auch die vorher erwédhnte RNA-Sonde gegeben wird
die eine exakt komplementire Basensequenz zur gesuchten Ziel-DNA hat, an welche sie
sich bei Vorhandensein auch bindet. Es kommt unter Zufuhr von Hitze zu einer
Hybridisierung aus der die Bildung von doppelstringigen RNA-DNA-Hybridkomplexen
hervorgeht. Die Probe wird anschlieBend in einen speziellen Behélter transferiert, dessen
Oberflache mit einem Antikdrper beschichtet ist, der die Hybridkomplexe an sich bindet.
Es folgt die Zugabe eines weiteren Antikorpers, der an die gebundenen Hybridkomplexe
bindet und mit dem Enzym alkalische Phosphatase markiert ist. Nach Waschung und
Entfernung aller nicht fixierten Komponenten wird ein Substrat hinzugefiigt, das bei
Spaltung durch die alkalische Phosphatase Licht emittiert, welches mit einem

Luminometer gemessen werden kann. (Quelle: Digene Deutschland GmbH)

Nahezu jede sexuell aktive Frau kommt zumindest einmal in ihrem Leben mit Humanen
Papillomviren in Kontakt. Diese Infektionen verlaufen allerdings zum grof3ten Teil durch
eine suffiziente Immunabwehr der Patientin transient. Eine besonders hohe Privalenz von
HPV-Infektionen zeigt sich in der Altersgruppe der 20 — 30 jdhrigen Frauen, mit einem
Gipfel um das 20 — 25. Lebensjahr (20). Danach sinkt die Priavalenz bis zum 40. Lebens-

jahr und hélt sich dann auf niedrigem Niveau.

Die Suche nach HPV-DNA zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitit, und zwar tiber alle
Altersgruppen aus. Durch die hohe Privalenz an transienten HPV-Infektionen bei jungen
Frauen wiirden auch viele Personen detektiert werden, deren Infektion keine

gesundheitliche Relevanz hitte. Die HPV-DNA Untersuchung richtet sich daher vor allem
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an Frauen iiber dreilig Lebensjahre, von denen anzunehmen ist, das bei vorliegender
Infektion diese eine Persistenz aufweist, und damit das Risiko fiir eine maligne Entartung
vorliegt. Als medianen Zeitraum fiir die Clearance von HPV-Infektionen, also das
Verschwinden des Viruses wurde in mehreren Screeningstudien ein Zeitraum von etwa
6 — 18 Monaten ermittelt (17). Es gibt keine allgemein akzeptierte definierte Zeitdauer,
fiir die angenommen wird, dass sie das Krebsrisiko steigere, die Wahrscheinlichkeit einer
Zellentartung steigt jedoch mit zunehmender Dauer, sodass bei einer Infektion von 12 -18
Monaten bereits mit einem im Vergleich zu HPV negativen Frauen etwa 300-fach hoheren

Risiko einer malignen Entartung der Zervix uteri gerechnet werden muss. (29)

Die Kombination von fliissigkeitsbasierter Zytologie und HPV-DNA Nachweis (DNA
PAP) konnte die Sensitivitit, (pri-)kanzerdse Lisionen zu entdecken noch weiter
verbessern, mit einem negativ pradiktiven Wert von 1 (100%) (6). Damit wéren zwar die
Kosten fiir einen einzelnen Test hoher, wegen der Sicherheit des Tests konnte aber bei

negativem Testergebnis das Screeningintervall durchwegs verldngert werden. (30)

1.4.2 Kolposkopie

Bei der Kolposkopie kann die Portio, welche mit Hilfe von Spekula eingestellt werden
muss, mit einer bis zu 40-fachen VergroBBerung (LupenvergrofSerung) betrachtet werden. Es
handelt sich beim Kolposkop um ein flexibles Mikroskop, welches eine starke Lichtquelle
besitzt und aufgrund seiner groen Brennweite vor der Vulva plaziert werden kann. Durch
die lupenvergroflernde Betrachtung konnen auf der Portio cervicis uteri und auch
angrenzenden Vagina entsprechende Auffalligkeiten der Oberflache detektiert werden und
Abstriche, aber auch Biopsien des Zielgebietes entnommen werden. Die Kolposkopie stellt
damit das Untersuchungsverfahren dar, welches auffillige Screeningbefunde wie einen

positiven PAP-Abstrich (rez. PAP IIID, PAP V) abzukléren hilft.

In Regionen der Erde, in welchen die medizinischen Ressourcen knapp sind und
kontrollierte Screeningprogramme nur in sehr eingeschrdnktem Rahmen moglich sind,
findet die Kolposkopie auch als primdres Screeningverfahren Anwendung (31,32). Dabei
ist sie fiir die Untersuchung von Frauen von Bedeutung, die aufgrund der oOrtlichen
Gegebenheiten einem regelmifigen Screening nicht zugefiihrt werden konnen, aber auch
bei positivem Screeningbefund kein zweites Mal zur weiteren Untersuchung und

Abkliarung einberufen werden koénnen.
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Zur Durchfiihrung der Kolposkopie stehen zwei Losungen zur Auswahl, die helfen sollen,
pathologische Befunde des Epithels aufzukldren. Zum einen wird die Portio nach
Reinigung mit einem Wattebausch mit 3%iger Essigsdurelosung betupft. Atypisch
verdnderte Epithelien stellen sich nach etwa einer halben Minute in weilllicher Farbe
plaqueartig dar und heben sich von der rotlichen Farbung des normalen Epithels

kontrastreich ab.

Eine noch bessere optische Abgrenzung gelingt durch die anschlieBende Betupfung mit
4%iger Lugol-Jod-Losung. Das Jod reichert sich vor allem in Bereichen hohen
Glykogengehalts an und féarbt diese Bereiche dunkelbraun. Atypische Zellen enthalten kein
Glykogen und bleiben bei der Verabreichung von Jod hellbraun, ockerfarben.

Ergibt sich in der kolposkopischen Untersuchung ein auffélliger Befund oder bestétigt die
Kolposkopie eine verddchtige Zytologie, muss zur weiteren Sicherung eine histologische

Untersuchung der Zervix durchgefiihrt werden.

1.4.3 Histologische Untersuchung

Um aus der Zervix uteri eine Gewebeprobe fiir eine histologische Untersuchung zu
gewinnen stehen mehrere Moglichkeiten zur Verfiigung. Abhéngig von der Lokalisation
der auffilligen Lision entscheidet sich der Untersucher fiir eines der angefiihrten

Verfahren (10):

Tabelle 2: Mogliche Arten der Gewebeprobengewinnung

Madglichkeiten zur Gewinnung von Gewebeproben

o Gezielte Biopsie

e Elektrochirurgische Schlingenresektion

e Zervixkurettage

e Konisation (Hochfrequenzschlingenkonisation, Laserkonisation, Messerkonisation) und

Koagulation der Abtragungsflache

So ist die Zervixkiirettage vor allem bei suspektem Intrazervikalabstrich erforderlich. Die
Konisation kann bei entsprechend frithem Einsatz bei prdinvasiven Lisionen nicht nur als
Diagnostikum sondern gleichzeitig auch als Therapie dienen. Aufgrund mdglicher
schwerwiegender Komplikationen, wie Nachblutungen oder Zervixstenose bzw. moglicher

Zervixinsuffizienz, ist die Indikation dafiir streng zu stellen (10).
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1.5 Von der CIN zum invasiven Karzinom

Ausgangspunkt der Entwicklung eines atypischen Epithels bilden vor allem die Basalzellen
des mehrschichtig unverhornten Plattenepithels der Zervix, speziell im Bereich der
Transformationszone. Diese Zellen bilden die unterste Lage des Epithels und liegen der
Basalmembran auf, welche die Epithelzellen von der Dermis trennt. Von dieser genannten
Basalzellschichte aus erfdhrt, das Epithel auch seine Regeneration, indem es dort zur
Zellteilung kommt, und junge Zellen kontinuierlich an die Epitheloberfliche wandern.
Uber Lisionen des Plattenepithels, welche die Kontinuitit des Zellverbandes storen, ist es
Viruspartikeln von humanen Papillomviren moglich, iiber die Epitheloberfliche an die
Basalzellen zu gelangen und diese zu befallen. Es finden sich dabei abhidngig vom
Virusstamm und der Dauer der Infektion mit HPV zwei Moglichkeiten fiir das Virus, seine

DNA, beziehungsweise ganze Viruspartikel zu vermehren.

Zum einen besteht die Moglichkeit, dass die HPV-DNA aullerhalb des Zellkerns der
Wirtszelle in Form von Episomen abgelagert wird. Dort beginnt in der Basalzellschichte
auch die Replikation der DNA, eingeleitet durch die Expression der friihen Virusgene El,
E2, E4, E5, E6 und E7 (14). Zu einem weiteren Zeitpunkt, an dem sich die befallenen
Wirtzellen aufgrund der Zellteilung der Basalzellschicht bereits in die mittlere oder
oberfldachliche Epithelschicht verlagert haben, werden neben der fortlaufenden
Genomreplikation auch spite Virusgene, wie L1 und L2 exprimiert. Diese haben als
Aufgabe, die Virus-DNA in eine Kapsel zu hiillen und komplettieren die Replikation des

Viruses, welches fertig zusammengesetzt, eine erneute Infektion initieren kann.

Die zweite Form ist die Integration des Virusgenoms in das Genom der Wirtszellen in
dessen Kern. Bei Integration auf Hohe der Virusgene E1 und E2 kommt es durch den
Verlust der Funktion des Proteins E2 als Regulator zu einer Uberexpression der Produkte
von E6 und E7, und zu einem Wachstumsvorteil der betroffenen atypischen Zellen — ein

invasives Zervixkarzinom kann entstehen (11,14).

Europaweit erfolgt eine Einteilung der CIN (Cervicalen Intraepithelialen Neoplasie) in drei
Schweregrade, wobei CIN 1 die leichteste intraepitheliale Verdnderung bezeichnet, CIN 3
die schwerste vor dem invasiven Karzinom. Um atypische Zellen innerhalb des
Epithelverbandes zu identifizieren dienen Zeichen von Kernatypien, wie Vergrof3erung des

Zellkerns, Pleomorphismus und Hyperchromasie als Hinweis auf vermehrte

16



Stoffwechselaktivitit des Kerns (Mitoseaktivitit) (13). Das Ausmal} an Kernatypien ist bei
CIN 3 wesentlich hoher als bei CIN 1-Lésionen.

Die Bezeichnung CIN 1 findet Verwendung, wenn lediglich das basale Drittel des
zervikalen Plattenepithels genannte Kernatypien aufweist. Ist das mittlere Drittel ebenso
betroffen liegt eine CIN 2 vor. Im Falle einer CIN 3 ist eine normale Zellreifung kaum bis
gar nicht mehr nachzuweisen. Kernatypien finden sich im gesamten Querschnitt des
Epithels, ein Durchbruch von atypischen Zellen durch die Basalmembran mit Invasion in
das umliegende Bindegewebe findet aber nicht statt.

Es entwickelt sich aber nicht jede beginnende zervikale intraepitheliale Neoplasie in ein
fortgeschrittenes Stadium oder invasives Karzinom. Bei einer CIN 1 kommt es in 60% der

Fille zu einer spontanen Regression, bei einer CIN 2 immer noch in 40% der Fille (33).

Tabelle 3: Zervikale intraepitheliale Neoplasien im Verlauf

o Regression% | Persistenz % | ciNgjkarzioom o
CIN1 60 30 10
CIN 2 40 40 20
CIN3 33 55 12

Bei CIN 3-Lisionen wird nur mehr in 33% der Fille ein spontaner Riickgang beobachtet,

das Risiko einer invasiven Erkrankung steigt von 1% (CIN 1) und 5% (CIN 2) auf 12%.

1.6 Stadieneinteilung nach FIGO und andere Klassifikationen

Die Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms kann nach zwei verschiedenen Klassifikationen
erfolgen. Eine ist die so genannte TNM-Klassifikation, welche bei allen Tumorentititen
des menschlichen Korpers Verwendung findet und durch die UICC (Union Internationale
contre le Cancer), die Organisation, von welcher die Stadieneinteilung ausgeht in
regelmifigen Abstinden aktualisiert wird. Bei der anderen Klassifikation handelt es sich
um jene der FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique), welche
ausschliellich Tumoren des weiblichen Genitaltraktes klassifiziert. Die Stadien der FIGO-
Klassifikation basieren grofteils auf chirurgischem Staging wéhrend die TNM-
Klassifikation klinische, beziechungsweise pathologische Kriterien bendtigt.
Vorraussetzung zum Staging ist die sorgfaltige klinische Untersuchung der Patientin. Dazu

gehoren folgende Untersuchungen:
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Tabelle 4: Staginguntersuchungen bei vorliegendem Zervixkarzinom

Staginguntersuchungen bei der Diagnose Zervixkarzinom

e Inspektion

e Palpation

e Zystoskopie

e Proktoskopie

e i.v.-Urographie, bzw. Sonographie

e Rontgenuntersuchung der Lungen und des Skeletts

Bei klinischem Verdacht auf eine mogliche Beteiligung der Harnblase oder des Rektums
sollte eine Biopsie und histologische Kontrolle angeschlossen werden (34).

Optionale Untersuchungen, wie erweiterte Bildgebung (Ultraschall, CT, MR, PET) oder
explorative Laparoskopie konnen fiir die Therapieplanung von Nutzen sein, haben aber fiir
das Staging keine Bedeutung (34).

Wurde der Tumor operativ entfernt, kann das gewonnene Priparat vom Pathologen mit
Hilfe der TNM-Klassifikation eingeteilt werden. Diese berlicksichtigt neben der
Ausdehnung des Primértumors (,,T) auch das Vorhandensein von Lymphknoten-

metastasen (,,N“) und von Fernmetastasen (,,M*).
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Tabelle 5: Tumorklassifikation nach FIGO und UICC (TNM)

FIGO Tumorausdehnung TNM
Primirtumor kann nicht beurteilt werden Tx
0 Kein Hinweis auf Primartumor T0
1A Mikroskopisch diagnostiziertes Karzinom Tla
IA1 | Stromainvasion <3 mm Tlal
Horizontale Ausdehnung <7 mm
IA2 | Stromainvasion 3 -5 mm Tla2
Horizontale Ausdehnung <7 mm
1B Makroskopisch sichtbarer od. mikroskopisch diagnost. Tumor Tlb
>Tla2
IB1 | Klin. sichtbarer Tumor <4cm in gréf3tem Durchmesser TIbl
IB2 | Klin. sichtbarer Tumor >4cm in gréfitem Durchmesser T1b2
11 Uterus {iberschritten, Beckenwand u. unteres Drittel der Vagina frei T2
IIA | Befall d. Vagina, Parametrien frei T2a
IIB | Parametrien oder Parametrien u. Vagina befallen T2b
I Tumor breitet sich auf Beckenwand u./od. unteres Drittel der Vagina T3
aus u./od. bedingt eine Hydronephrose od. Nierenversagen
IITA | Tumor breitet sich auf das untere Drittel der Vagina aus, T3a
Beckenwand frei
[IIB | Tumor breitet sich auf die Beckenwand aus u./od. verursacht eine T3b
Hydronephrose oder Nierenversagen
IVA | Tumor infiltriert die Blasen- oder Rektumschleimhaut u./od. breitet T4
sich jenseits des Beckens aus
IVB | Regionidre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden Nx
Kein Hinweis auf regiondre Lymphknotenmetastasen NO
Regiondre Lymphknotenmetastasen N1
Kein Hinweis auf Fernmetastasen MO
Fernmetastasen M1

1.7 Therapie des Zervixkarzinoms
Die Therapie des Zervixkarzinoms gestaltet sich abhéngig vom pritherapeutisch erhobenen

Tumorstadium nach FIGO (34).

1.7.1 Mikroinvasives Karzinom

Dabei kann eine Beschreibung eines mikroskopisch sichtbaren Tumors des Stadiums IA
(IA1 und IA2) nur bei gewonnenem histologischem Prdparat, sei es durch eine
Trachelektomie, Hysterektomie oder Konisation erfolgen. Sind die Resektionsrdnder des
Konus nicht frei von atypischen Zellen, muss das Tumorstadium mit pTx oder als non in
sano bezeichnet werden (35). Im Rahmen einer durchzufithrenden Kolposkopie sollte eine
mogliche  vaginale intraepitheliale = Neoplasie  ausgeschlossen  werden. Die

Therapieempfehlungen der FIGO sind:
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Tabelle 6: Stadiumabhiingige Therapieempfehlungen nach FIGO, 1

Stadium | MafBnahmen

IA1 In diesem Stadium ist eine totale abdominale oder vaginale Hysterektomie,
oder bei Wunsch nach Erhalt der Fertilitdt eine Konisation durchzufiihren.
Im Falle einer Konisation wird anschlieend eine engmaschigere zytologische
Kontrolle mit PAP-Abstrichen empfohlen.

1A2 Da bei diesem Stadium eine Beteiligung von Lymphknoten nicht
ausgeschlossen werden kann, soll — wenn eine LVSI vorliegt - eine
Lymphadenektomie der pelvinen Lymphknoten erfolgen. Im Rahmen
einer radikalen Hysterektomie oder Trachelektomie soll die Zervix entfernt
werden.

Fiir fertilititserhaltendes Vorgehen bieten sich zwei Mdglichkeiten:

e Zervixamputation (Trachelektomie) mit einer extraperitonealen
od. laparoskopischen Lymphadenektomie der pelvinen
Lymphknoten.

e Radikale Trachelektomie mit einer extraperitonealen od.
laparoskopischen Lymphadenektomie der pelvinen Lymphknoten.

1.7.2 Invasives Karzinom

Das Stadium IB definiert einen Tumor, der makroskopisch sichtbar ist, erfordert aber
ebenso eine Biopsie zur Erhdrtung der Diagnose. Im Falle der Detektion eines Tumors von
diesem Ausmall muss ein Staging der Patientin, wie bereits weiter oben aufgelistet,
durchgefiihrt werden um eine Beteiligung der Nachbarorgane oder eventuelle

Metastasierungen auszuschliefSen.

Tabelle 7: Stadiumabhiingige Therapieempfehlungen nach FIGO, 2

Stadium MafBnahmen

IB1, Abhingig von Faktoren wie dem Alter und dem Allgemeinzustand der
ITA <4cm | Patientin, sowie gegebener Ressourcen kann eine Entscheidung zu
chirurgischen oder strahlentherapeutischen Vorgehen getroffen werden.
e Modifizierte radikale od. radikale abdominale Hysterektomie
und pelvine Lymphadenektomie.
Bei jungen Patientinnen kdnnen bei geplanter postoperativer
Bestrahlung zum Funktionserhalt die Ovarien aus dem
Bestrahlungsfeld genommen werden.
e Strahlentherapie: Externe Beckenbestrahlung und Brachytherapie

Als adjuvante Therapie nach chirurgischer Intervention kann beim Vorliegen von
Risikofaktoren fiir ein Rezidiv wie grofles Tumorvolumen, positive Lymphknoten,
parametriane  Infiltration oder befallene Resektionsrinder eine kombinierte
Radiochemotherapie mit 5-FU und Cisplatin oder Cisplatin alleine erfolgen, welche das
Uberleben der Patientinnen im Vergleich zur ausschlieBlichen Bestrahlung deutlich

verbessert. Bereits die adjuvante Bestrahlung des kompletten Beckens in diesem Stadium
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alleine verbessert das progressionsfreie Uberleben der Patientinnen im Vergleich zur
ausschlieflich chirurgisch behandelten Gruppe. Besonders bei Zervixkarzinomen mit
adeno- oder adenosquamdser Differenzierung zeigt die Strahlentherapie ein besonders

gutes Ansprechen.

Tabelle 8: Stadiumabhiingige Therapieempfehlungen nach FIGO, 3

Stadium MafBnahmen

IB2 — Als mogliche Therapieoptionen stehen zur Verfligung:

[IA > 4cm ¢ Primére Chemoradiatio

e Primire radikale Hysterektomie und bilaterale pelvine
Lymphadenektomie (gefolgt von adjuvanter Bestrahlung)

¢ Neoadjuvante Chemotherapie (Cisplatin, Vincristin) und radikale
Hysterektomie und pelvine Lymphadenektomie mit/ohne
postoperative Bestrahlung oder Chemoradiatio

Das meist verwendete Verfahren mit dem hochsten Evidenzgrad besitzt die primére
Chemoradiatio, bei welcher neben der externen Bestrahlung und lokalen Brachytherapie
eine wochentliche Verabreichung von Cisplatin erfolgt. Bei Beteiligung der iliakalen oder
paraaortalen Lymphknoten wird das Bestrahlungsfeld ausgeweitet.

Der Vorteil des chirurgischen Eingriffs liegt in der Moglichkeit, ein chirurgisches Staging
zu erhalten und den Primirtumor plus auffillige Lymphknoten zu resezieren. Fiir
gewoOhnlich hat aber aufgrund der Ausdehnung des Tumors eine adjuvante Bestrahlung
nach der Operation zu erfolgen.

Diverse Studien zeigen ein besseres Abschneiden einer neoadjuvanten Chemotherapie
(Cisplatin, Vincristin) und anschlieBender Operation im Vergleich zu einer priméren
Strahlentherapie. Die Datenlage ist jedoch diesbeziiglich noch recht bescheiden, auch
fehlen Daten, die das Abschneiden einer kombinierten Chemoradiotherapie mit einer

neoadjuvanten Chemotherapie und anschlieBender chirurgischer Resektion vergleichen.

1.7.3 Fortgeschrittene Stadien des invasiven Zervixkarzinoms

Ab dem Stadium IIA ist ein chirurgisches Vorgehen nur mehr in Ausnahmefillen
vorgesehen, beispielsweise im Rahmen einer Exenteration bei rekto- oder vesikovaginaler
Fistelbildung. Therapie erster Wahl ist eine kombinierte Chemoradiatio mit externer

Bestrahlung, Brachytherapie und Cisplatingabe.
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Tabelle 9: Stadiumabhéingige Therapieempfehlungen nach FIGO, 4

Stadium Mafnahmen

IIB, Externe Bestrahlung und Brachytherapie, kombiniert mit

I11, Chemotherapeutikum (Cisplatin). Ausgedehnteres Bestrahlungsfeld im
IVA Falle von positiven iliakalen oder paraaortalen Lymphknoten

IVB Mit einem Wiederauftreten des Karzinoms im Bereich des Beckens oder als

Fernmetastase ist am ehesten innerhalb von 2 Jahren nach Diagnose zu
rechnen. In diesem Fall ist das Uberleben der Patientin stark beeintriichtigt
und eine Kontrolle der entstandenen Symptome wie Schmerzen, Blutungen,
Kachexie, im optimalen Fall durch ein multidisziplindres Management,
steht im Vordergrund (Palliative Care)

1.7.4 Operative Verfahren beim Zervixkarzinom

Abhingig vom Stadium der Erkrankung und dem Zustand der Patientin ergeben sich
unterschiedliche Mdéglichkeiten von standardisierten operativen Verfahren, welche in den
Empfehlungen der FIGO vorkommen und in diesem Kapitel ndher erldutert werden sollen.

Sie sind abhingig von ihrer Radikalitét aufsteigend geordnet.

1.7.4.1 Radikale Trachelektomie (Operation nach Dargent)

Die radikale Trachelektomie (Trachelos = [Gebadrmutter-]Hals, -ektomie = Entfernung)
bezeichnet ein im Jahre 1994 von Dargent entwickeltes Operationsverfahren, welches
Frauen mit potentiellem Kinderwunsch eine fertilitdtserhaltende Behandlung des
Zervixkarzinoms ermoglicht. Die Methode richtet sich dabei an Patientinnen friither
Tumorstadien mit Karzinomen kleinen Volumens, fiir die auf der einen Seite eine alleinige
Konisation nicht ausreichend radikal wére um die Rezidivwahrscheinlichkeit zu
minimieren, auf der anderen Seite eine Hysterektomie oder Wertheim OP aufgrund ihrer

Radikalitit eine Uberbehandlung und Fertilititsverlust der Patientin bedeuten wiirde.

1.7.4.1.1 Technik der radikalen Trachelektomie
Die Operation erfolgt transvaginal und umfasst die Entfernung von etwa zwei Drittel der

Cervix uteri mit Wegnahme von etwa der Hélfte des angrenzenden Parametriums, das
entspricht einer Radikalitdt vom Typ 2 nach Klassifikation von Piver. Der verbleibende
Zervixstumpf wird, um einer drohenden Zervixinsuffizienz vorzubeugen, mit einer
Cerclage gesichert und im Anschluss eine Readaptation mit der Vagina durchgefiihrt. Auf
laparoskopischem Weg werden in derselben Operation noch die parametranen und

pelvinen Lymphknoten entfernt.
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Der schwierigste operative Schritt ist die iiber die Vagina erfolgende Aufsuchung und
Darstellung der Ureteren, welche auf jeden Fall zu schonen sind. Die Absetzung der
Parametrien darf daher erst bei Sicherung der beiden Ureteren erfolgen und zwar medial
davon unter Mitnahme des Ramus descendens der Arteria uterina. Der verbleibende
aufsteigende Ast dieser Arterie gewihrleistet die weitere Durchblutung der verbleibenden
Gebdrmutteranteile. Die Amputation der Zervix erfolgt auf Hohe des Isthmus cervicis

uteri.

Die Fertilitdt der behandelten Patientinnen bleibt durch diesen operativen Eingriff erhalten,
allerdings ist die Schwangerschaftsrate durch die verdnderten morphologischen
Gegebenheiten des Uterus etwas verringert (70 - 80%) (36,37). Weiters steigt durch die
fehlende Schutzfunktion der Zervix das Risiko aufsteigender Infektionen wéhrend der
Schwangerschaft, weshalb ein kompletter Verschluss des Zervixstumpfes in der
Frithschwangerschaft empfohlen wird. Die Entbindung muss auf jeden Fall aufgrund der
Cerclage operativ im Rahmen einer Sectio caesarea erfolgen. Die inneren Genitalorgane
werden dank der laparoskopischen Lymphadenektomie nicht durch postoperative

intraperitoneale Verwachsungen beeintrachtigt.

1.7.4.2 Hysterektomie (Modifizierte Klassifikation von Piver)
Fiir die Behandlung kurativer Stadien von Zervixkarzinomen ergeben sich verschiedenste

mogliche chirurgische Interventionen, welche bereits im Jahre 1974 durch Piver, Rutledge
und Smith (38) in 5 Klassen unterteilt, und so in weiten Teilen der Welt durch ihre
Verbreitung zu einer Standardisierung der Operationstechniken fiihren sollte. Versuche
diese Klassifikation im Sinne eine Verbesserung zu modifizieren fithrten wieder zu einer
Veruneinheitlichung, was die Vergleichbarkeit auswertbarer Daten auf internationalem
Niveau erschwerte.

Die Gynecological Cancer Group (GCG) of the European Organization for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) machte es sich deshalb 2007 zur Aufgabe, die
urspriingliche Klassifikation radikaler Hysterektomien im Sinne einer besseren klinischen
Durchfiihrbarkeit, Verwertbarkeit und Standardisierung zumindest fiir den Raum Europa
zu revidieren (39). Die vorliegende Klassifikation besteht nach wie vor aus 5

unterschiedlichen Gruppen, definiert aber das chirurgische Procedere genauer als bisher:

1. Einfache Hysterektomie (Typ I): Bezeichnet die totale extrafasziale abdominale

Hysterektomie mit minimaler Entfernung der Parametrien.
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. Modifizierte radikale Hysterektomie (Typ II): Nach Darstellung und Ablosung
der Ureteren bis zu ihrer Miindung in die Harnblase werden der Uterus,
parazervikales Gewebe und die obere Vagina (1 - 2 cm) entfernt. Die Aa. uterinae
werden ligiert und die mediale Hélfte der Parametrien und die proximalen

uterosakralen Biander werden reseziert.

. Radikale Hysterektomie (Typ III): En bloc-Entfernung des Uterus mit dem
oberen Drittel der Vagina und dem paravaginalen und parazervikalen Gewebe. Die
uterinen Gefdfle werden an ihrem Ursprung ligiert, das gesamte Parametrium wird
bilateral entfernt. Ebenso wird der grof3tmogliche Anteil der uterosakralen Bander

reseziert.

. Ausgedehnte radikale Hysterektomie (Typ IV): Unterschied zu Typ III ist die

Entfernung von drei Vierteln der Vagina und des paravaginalen Gewebes.

. Teilweise Exenteration (Typ V): Die distalen Anteile des Ureters oder Anteile von
Harnblase oder Rektum werden zusammen mit dem Uterus und dem Parametrium

entfernt.

A) Die Hysterektomien vom Typ II — V werden durch eine systematische bilaterale

pelvine Lymphadenektomie vervollstandigt. Dabei enthalten sind: Die halbe
Strecke der A. iliaca communis bis zum Femoralring inklusive présakrale,
beidseitige Externa-, Interna- und Interiliacale plus Obturatorius-Lymphknoten (bis

auf Hohe des gleichnamigen Nerves)

B) Die Entfernung der Tuben und Ovarien ist kein Teil der radikalen Hysterektomie

per se.

1.8 Prognose des Zervixkarzinoms

Um den Verlauf eines diagnostizierten Zervixkarzinoms mit einiger Sicherheit vorhersagen

zu konnen, bieten sich zahlreiche prognostische Faktoren an, welche durch bereits in der

Vergangenheit durchgefiihrte Studien als statistisch signifikant fiir das Uberleben der

Patienten bewertet wurden (2,40):
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Tabelle 10: Traditionelle Prognosefaktoren des Zervixkarzinoms (2006)

Prognosefaktor Beschreibung
FIGO Stadium Ausdehnu_ng des T!Jmors in d. Region
(Parametrium, Vagina)
Lymphknotenmetastasierung Zahl positiver Lymphknotenstationen

Tumorvolumen -

Lymphgefainvasion Einbruch in Lymphgefalle

Histologische Differenzierung Plattenepithel- vs. Adenokarzinom

Als bedeutende prognostische Faktoren, welche die Dimension des Tumors in Bezug auf
die Morphometrie genauer beriicksichtigen, wurde mit Anwendung statistischer Verfahren
bereits in der Vergangenheit (1988) ein Ranking morphologischer Kriterien gestaltet, um

eine Abschitzung des Uberlebens nach Zervixkarzinom machen zu kénnen (2).

Basierend auf der Vermessung histologischer GroB3flichenschnitte von Zervixkarzinomen,
bei denen auch eine Abschidtzung des Volumens der Cervix uteri durchgefiihrt wurde, galt
als wesentlichster Survival-Faktor das Verhéltnis von Tumor- zu Zervixvolumen, der so
genannte Tumor-Zervix-Quotient. Dieser beschreibt prozentual die Ausdehnung des
Tumors (den Anteil des Tumors) in der Cervix uteri und berlicksichtigt die
Wahrscheinlichkeit, das ein Tumor mit vorgegebener Grofle in einer kleinen Zervix
(=hoher Tumor-Zervix-Quotient) die Randzone in das Parametrium eher durchbricht, als
ein Tumor derselben GroBe in einer groBen Zervix (=kleiner Tumor-Zervix-Quotient)

(41).

Ein weiteres ergdnzendes morphologisches Kriterium des Tumors stellt seine
Wachstumsform dar. Dabei lassen sich grob mit exophytischem, endophytischem, endo-
exophytisch  gemischtem und endozervikalem Wachstum vier verschiedene
Wachstumsmuster unterscheiden. Mehrere Studien legten darauf besonderes Augenmerk
und ermittelten die exophytische Wachstumsform des Karzinoms als negativen
prognostischen Faktor (2,42,43). Beispielsweise betrug in der Arbeit von Pickel et al.
einer Untersuchung an 359 Patientinnen das Fiinfjahresiiberleben bei Tumoren mit
exophytischem Wachstum lediglich 65%, wéhrend Karzinome mit endophytischem
Wachstum mit 81,2% die beste Flinfjahresiiberlebensrate aufwiesen, gefolgt von

endozervikalen Tumoren mit 80,3%.
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Tabelle 11: Signifikante morphologische Prognosefaktoren in absteigender statistischer Signifikanz
(Pickel et al, 1988)

Morphologische Prognosefaktoren

1. Tumor-Zervix-Quotient

2. Anzahl positiver Lymphknotengruppen

3. Bindegewebsinfiltration

4. Exophytisches Wachstum des Tumors

5. Beteiligung des Parametriums

6. Lymphknotenbeteiligung

7. Zahl der nachgewiesenen Mitosen

In jlingerer Vergangenheit konnten auch auf molekularer Ebene Faktoren bestimmt
werden, die es ermdglichen, das Uberleben bzw. die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs
vorhersagen zu konnen. Dazu gehort zum einen ein sauerstoffarmes Milieu des Tumors,
verursacht durch duflere Faktoren, wie die tumorassozierte Andmie des Patienten, welche
die Effektivitdt einer potentiell durchgefiihrten Radiotherapie abschwécht (44), und zum
anderen hypoxische Tumorareale, welche per se auch in anderen Korperregionen wegen
Zeichen einer zunehmenden Resistenz gegen Apoptose und erhohtem Risiko eines
invasiven Fortschreitens bzw. einer Metastasierung aufgrund verringerter Differenzierung,
mit einem schlechteren Uberleben vergesellschaftet sind (45). Eine Messung der
Oxygenation der Tumorregion kann zum einen iiber Nadelelektroden erfolgen (Eppendorf
Histografie) oder iiber immunhistochemische Verfahren bzw. einen intrinsischen Marker
(HIF-1oo = hypoxia-inducible transcription faktor 1, «-Untereinheit) welcher durch
immunhistochemische = Verfahren detektiert werden kann. Im  Falle einer
Sauerstoffmangelsituation tritt dieser Transkriptionsfaktor vermehrt in Kernumgebung auf
und bindet an Genregionen, die zum einen durch ihre Funktion (Erythropoiese,
Angiogenese etc.) den Zustand der Hypoxie zu iiberwinden versuchen, zum anderen
allerdings auch das Wachstum und Uberleben der Tumorzellen positiv beeinflussen und
daher die Prognose der Patientinnen verschlechtern (46).

Eine weitere prognostische Rolle spielt die GefdBversorgung des Tumors, respektive seine
Tendenz, die Bildung neuer Gefifle zu seiner Versorgung zu stimulieren. Da die
Angiogenese des Tumors ein dynamischer Prozess ist, wurde bereits in der Vergangenheit
die prognostische Bedeutung der Gefdfineubildungen anhand des Endproduktes, der Dichte
an kleinsten Gefilen (MVD = microvessel density) bestimmt und mit dem Uberleben der

Patientinnen in Zusammenhang gebracht (47). Die Bestimmung der MVD erfolgt dabei
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meistens durch die Beurteilung des sogenannten vascular hot-spots, also derjenigen Region
histologischer Schnitte in geringer optischer VergrofBerung, die durch Endothelmarker
(CD31, CD34 etc.) immunhistochemisch markiert die grofite Zahl an Kapillargefa3en
aufweisen  (48-50). Zahlreiche Studien konnten bereits eine erhohte MVD als
unabhiingigen prognostischen Faktor fiir ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben und

Gesamtiiberleben bei zervikaler Neoplasie identifizieren (47,49,50).

Neben der Dichte an KapillargefiBen kommt dem Nachweis gefdl3spezifischer
Wachstumsfaktoren eine besondere Rolle zu. Ein wesentlicher Marker dabei ist VEGF
(vascular endothelial growth factor), der mit erhohter MVD in Zusammenhang steht. Er
kommt in hohen Konzentrationen vor allem bei hochgradigen intraepithelialen Lasionen
der Zervix und invasiven Formen des Karzinoms vor (51). Seine groBe klinische
Signifikanz zeigt VEGF bei der ErschlieBung neuer Therapieformen, indem durch einen
spezifischen Antikérper (Bevacizumab = Avastin) eine Angiogenese und ein Progression
des Tumorwachstums selbst bei fortgeschrittenem Stadium eingeddmmt werden kann

(52,53).

Untergruppen des VEGF (VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3) zeigen sich auBlerdem fiir die
Neubildung von LymphgefiBen verantwortlich. Die Lymphangiogenese des Tumors,
ebenso iiber die Dichte an Lymphgefilen (lymphatic vessel density) definiert, wird
besonders bei peritumoraler Lokalisation, im Gegensatz zu intratumoraler, mit besonders
hoher = Wahrscheinlichkeit einer Lymphknotenmetastasierung und  schlechtem

krankheitsfreiem und Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht (54,55).

1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit soll es sein, anhand histologischer Priparate von Zervixkarzinomen aus
dem Patientenkollektiv der Universititsklinik fiir Gynédkologie und Geburtshilfe Graz eine
exakte computergestiitzte GroBenvermessung der Tumore durchzufiihren. Dafiir wurde
eigens ein kostengiinstiges (ca. 1000 Euro) und einfach ausfiihrbares Messverfahren mit
geringem apparativem Aufwand entwickelt. Im Rahmen einer morphometrischen Analyse
der erhobenen Daten soll mithilfe mathematischer Modelle eine moglichst genaue
Abschitzung des Tumorvolumens fiir jede vermessene Tumorschnittfliche erfolgen. Nach
Ermittlung des posttherapeutischen Krankheitsverlaufs der Patientinnen aus dem

Datenpool der Nachsorgeambulanz der Klinik ist es die Absicht des Untersuchers,
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unterstiitzt durch ausgewéhlte statistische Verfahren einen unmittelbaren Zusammenhang
zwischen Tumorvolumen und Uberleben der Patientinnen zu zeigen. Begleitet wird diese
Arbeit von der allgemeinen Idee, durch verlédssliche Prognose tendenziell das Ausmal3
therapeutischer Mafnahmen (Radikalitdt) bei gleichbleibender Lebenserwartung der
Patientinnen zu verringern, um die Rate an schwerwiegenden behandlungsassozierten

Nebenwirkungen zu verkleinern.
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2 Material und Methoden
2.1 Studienaufbau

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden Daten aus dem Patientenkollektiv der Grazer
Frauenklinik vom Jahr 1994 bis 2007 bearbeitet. Es handelte sich dabei zum einen um
archivierte histologische GroBenflichenschnitte der Cervix uteri mit enthaltenem
Zervixkarzinom, welche nach erfolgter Tumoroperation hergestellt wurden. Eine gute
Darstellung mit sicherer Tumorbegrenzung war dabei die Vorraussetzung fiir eine genaue
und sichere Vermessung der Schnitte. 30 Schnitte wurden fiir das Landeskrankenhaus
Salzburg gefertigt und zur VergroBBerung der Fallzahl im Sinne verbesserter statistischer
Signifikanz mitbewertet. Zum anderen wurden Daten zur Person der Patientinnen und
archivierte Verlaufsprotokolle ausgehoben, um den Verlauf der Erkrankung nach
operativer und adjuvanter Therapie zu beobachten. In Summe wurden so die Daten von 73
Frauen im Alter von 25 — 73 Jahren ermittelt und einer statistischen Auswertung

unterzogen.

2.2 Methoden

2.2.1 OP-Praparate als Vermessungsgrundlage

Grundlage fir die Gewinnung von histologischen Schnitten bildeten die
Operationspraparate von Tumorpatienten. Diese gingen im vorliegenden Fall von
Zervixkarzinomen am hiufigsten aus Wertheim-Meigs-Operationen hervor. Das bedeutet,
derartige Prédparate enthielten en bloc die Cervix uteri mit Scheidenmanschette und die
Parametrien beidseits. In einzelnen Fillen wurde bei den betroffenen Frauen bereits in der
Vorgeschichte eine Konisation der Zervix durchgefiihrt, welche auch das Aussehen der
OP-Préparate verdnderte und das im Schnitt enthaltene Zervixvolumen verminderte. Je
nach Ausdehnung und GroBe wurde der vom Karzinom befallene Teil der Zervix mit

seinem Halteapparat entfernt.

2.2.2 Histologische Aufarbeitung der OP-Praparate
Fir die Erstellung der histologischen Schnitte galten die Arbeitsanweisungen der

Gyniékologischen Universitétsklinik Graz fiir GroB3flachenschnittpréaparate:

Die gewonnenen Nativprdparate wurden makroskopisch durch einen Pathologen

beschrieben und zugeschnitten. Um die natiirlichen Groenverhdltnisse des Gewebes zu
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erhalten, wurde das Prdparat an den Parametrien auf einer Korkplatte aufgespannt und die
Scheidenmanschette mit einem Gazestreifen ausgestopft. Mit 4% Formalin wurde das
Gewebe fiir 24 Stunden lang fixiert. Es folgte der Zuschnitt des OP-Préparates, wobei der
Corpus uteri abgetrennt und die Cervix uteri mit Scheidenmanschette und Parametrien
frontal halbiert wurde. Die rechte Seite des Praparates wurde zur besseren Orientierung mit
Tusche markiert. Anschlieend wurde das Priparat in 10% gepufferten Formaldehyd fiir

mindestens 24 bis 48 Stunden nachfixiert.

Fiir die im Anschluss erfolgende Paraffin-Einbettung war eine vorherige Entwésserung des
Praparates notwendig. Dies geschah durch eine aufsteigende Alkoholreihe in der
Reihenfolge 70% - 96% - 96% - 100% Alkohol fiir jeweils 24 Stunden. Zur Hértung des
Gewebes wurde es - in Abhédngigkeit von der GroB3e des Préparates - weiters fiir 8 bis 24
Stunden in Aceton eingelegt. Mit der Durchtrinkung durch heifles Paraffin mit einer
Temperatur von 56 — 58°C {iber 24 Stunden und dem Ausgieflen in Paraffin mit derselben
Temperatur, wobei die Tumorschnittfliche plan aufliegen musste, erhielt man nach
griindlicher Abkiihlung auf Raumtemperatur iiber eine dafiir vorgesehene Kilteplatte durch
die Aushértung des Paraffins den bendtigten Gewebeblock (Tetranderblock). Um diesen
Block moglichst diinn schneiden zu kénnen, wurde das Préparat auf einen Metallstempel
aufgeblockt, mit dessen Hilfe die korrekte Positionierung auf dem

GroB3flichenschnittmikrotom erfolgen konnte.

Bei der Schnittanfertigung war es von groBer Bedeutung, zum einen den Bereich der
maximalen Tumorausdehnung zu erfassen und zum anderen die Lymphknoten des
Parametriums abzubilden. Als Schichtdicke wurde eine Stirke von 7 — 9 um und Schnitte
mit einem Schnittebenenabstand von etwa 300 — 400 um gewihlt. Die angefertigten
Schnitte wurden sogleich in ein 42°C warmes Wasserbad gelegt und geglittet auf einen
Objekttrager gezogen. Zur Trocknung gelangten die Objekttrager, nachdem sie bereits fiir
den Farbeprozess in spezielle Objekttrager-Farbegestelle eingereiht wurden fiir 30 Minuten
in einen auf 70°C geheizten HeiBluftschrank. AbschlieBend erfolgte die Farbung der
Gewebepriparate mit einer Himatoxylin — Eosin — Férbung, fiir die zu allererst eine
Entparaffinierung des histologischen Schnittes notwendig war. Im Rahmen der
sogenannten hinteren Reihe, einer absteigenden Alkoholreihe mit 96% bis 50% Alkohol,

wurde der histologische Schnitt zur Gewebefarbung entparaftiniert:
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Tabelle 12: Arbeitsschritte der Entparaffinierung des Priparates

Reihenfolge der Arbeitsschritte

1. Tissue clear

2. Tissue clear / 96% Alkohol im Verhaltnis 1:1

3.4 x 96% Alkohol

4. 70% Alkohol

5.2 x 50% Alkohol

6. 2 x Aqua dest

Durch die so genannte vordere Reihe erhielt der Schnitt schlielich seine typische Farbung
und auch Konservierung. Die Farbstoffe Hadmatoxylin und Eosin wurden dabei
nacheinander im Sinne einer Sukzedanfirbung angeboten, was eine bessere
Differenzierung der unterschiedlich gefdarbten Anteile ermdglichte. Die Reihenfolge der

dafiir notwendigen Schritte ist im Folgenden aufgefiihrt:

Tabelle 13: Arbeitsschritte zur Fiarbung des Priparates

Arbeitsschritt Dauer
1. Hamatoxylin GILL IlI 30 Sekunden
2. FlieRendes heiles Wasser 10 Minuten
3. 70% Alkohol 10 x tauchen
4. 96% Alkohol 10 x tauchen
5. Eosin — Phloxin 4 Sekunden
6. 4 x 96% Alkohol 10 x tauchen
7.2 x 100% Alkohol 10 x tauchen

Es folgte die Trocknung des Schnittes und die Eindeckung mit Mountex, einem
Eindeckmittel zur Konservierung des Gewebes, woraufhin eine weitere Trocknung tiber
etwa eine halbe Stunde in einem dafiir vorgesehenen Digestorium notig wurde.

Durch die basische Eigenschaften des Farbemittels Himatoxylin reichert sich dieses im
gefiarbten Gewebe vor allem in Regionen an, in denen Siuren {iberwiegen, also in
Bereichen mit hoher Kerndichte, welche Nukleinsduren in grolen Mengen beinhalten und
als basophil bezeichnet werden. Als ein solcher Bereich mit hoher Kerndichte ldsst sich
auch das Zervixkarzinom identifizieren. Das Tumorgewebe zeigt aufgrund -einer
pathologisch gesteigerten Proliferationsrate in charakteristischer Weise eine Hiufung von
atypischen Epithelzellen resp. Zellkernen pro Flacheneinheit, was sich makroskopisch als
dunkelblauer Bezirk darstellt. Das Zytoplasma der tibrigen Zellen des Zervixschnittes, also

gesundem Myo-, Peri- und Parametriums verhilt sich tiberwiegend acidophil, es zieht also
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aufgrund seiner Eigenschaften vorwiegend den sauren Farbstoff Eosin an und férbt sich

daher rotlich.

2.2.3 Auswertung der histologischen Praparate

Die Vermessung der GroBfldchenschnitte musste auf hindischem Weg erfolgen. Im Sinne
der Reproduzierbarkeit der Messungen und einer besseren Kontrolle der getétigten
Arbeiten durch Zweit- oder Drittpersonen wurde dieser Teil der Untersuchung
computergestiitzt digitalisiert durchgefiihrt. Ein optisches Einlesen (Scannen) der
gewonnenen Zervixschnitte war dafiir notwendig, und wurde durch Verwendung eines
konventionellen Flachbettscanners (Hewlett Packard PSC 750 : Optische Aufldsung: 600 x
1200 dpi; Interpolierte Auflosung: 9600 x 9600 dpi; Grauskalentiefe: 8 bit; Farbtiefe: 24
bit) bewerkstelligt. Um auf der einen Seite eine ausreichende Messgenauigkeit zu
gewihrleisten und auf der anderen Seite den Bedarf an Speicherplatz moglichst gering zu
halten, wurde eine Scan-Aufldsung von 300 dpi (dots per inch) fiir ausreichend erachtet.
Alle histologischen Schnitte wurden somit einheitlich mit derselben Aufldsung und
derselben Orientierung im Scanner eingelesen und als Rohbilder mit laufender Histologie-
Nummer gespeichert. Bei Vorliegen mehrerer serieller Schnitte von Zervix und Tumor von
ein und demselben Préparat, wurde aufgrund der Kriterien Grofe der Zervix und des
Tumors, Form und Férbung des gesamten Schnittes, sowie Abgrenzbarkeit des Tumors
vom umgebenden Gewebe der reprasentativste Schnitt der ganzen Serie zur Vermessung,
beziehungsweise zum Einlesen ausgewdhlt. Zervixschnitte mit sowohl makroskopisch, als
auch mikroskopisch nicht definierbaren Tumorgrenzen mussten aus der Messung
ausgeschlossen werden. In ausgewihlten Féllen wurden mithilfe einer Farbmarkierung auf
den vorliegenden histologischen Schnitten durch einen gynikologisch spezialisierten

Pathologen die Zervix- und Tumorgrenzen definiert.
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Abbildung 3: Eingelesenes Rohbild mit Stiftmarkierung der Zervix und des Karzinoms (Mitte) durch
den Pathologen

Die Vermessung der eingelesenen GroBfldchenschnitte erfolgte an einem Macintosh
Computer iiber die Verwendung des Open source - Progammes Image] (56), ein
Bildverarbeitungsprogramm, welches von den NIH (National Institutes of Health, USA)

aus seinem Macintosh-Vorldufer ,,NIH Image* entwickelt wurde.
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Abbildung 4: Benutzeroberfliche des Bildverarbeitungsprogrammes ImageJ (fiir Macintosh-
Computer)

Da es sich um ein Java-basiertes Programm handelt, kann es plattformunabhéngig auf
jedem System mit Java verwendet werden. ImageJ ist durch seine Architektur besonders
fiir die Verarbeitung von wissenschaftlichen, speziell medizinischen Bilddaten geeignet.
Eine wesentliche Stirke des Programms ist seine enorme Erweiterbarkeit. Fertige Pluglns
konnen bedarfsabhiingig aus frei verfligbaren Sammlungen geladen und in das Programm
integriert werden. Die Software bietet auch die Moglichkeit in der programmeigenen
Makrosprache Befehlssequenzen zu erstellen , bzw. mit Java ist es moglich spezifische

Pluglns zu erstellen.

33



Im Sinne der hoheren Genauigkeit und groBeren Benutzerfreundlichkeit erfolgte die
Bildverarbeitung der Zervixschnitte manuell mit Hilfe eines Grafik-Tabletts (Wacom®
Graphic Tablet, Modell: CTE-640). Die Begrenzungen der gesuchten Flichen wurden
dabei mit einem speziellen Stift, unter visueller Kontrolle iiber den Computerbildschirm,

auf dem Sensorfeld des Grafik-Tabletts eingezeichnet.

Zur Bearbeitung wurden die Bilder in Image] gedffnet und bedarfsgerecht zur leichteren
Beurteilung und Unterscheidung einer VergroBerung von 50 — 100% unterzogen. Uber die
Funktion ,Freehand selections® und eine ausgewéhlte Farbe, wurden die gesuchten
Flachen innerhalb des eingelesenen Bildes mit einer geschlossenen Linie eingezeichnet.
Durch den Befehl ,,Measure aus dem Menii ,,Analyze” von ImageJ wurde die Messung
der eingezeichneten Flache vom Programm durchgefiihrt und die Messwerte in Form einer
Excel-Tabelle ausgegeben. Dies waren nach vorheriger Einstellung der Messwertausgabe,
die Bildbezeichnung mit fortlaufender Histologie-Nummer, der Feret-Durchmesser des
gezeichneten Feldes, und die Grofe des gezeichneten Feldes in Anzahl an enthaltenen
Bildpunkten. Aus der Bildinformation (Aufldsung 300 dpi) errechnet das Programm
unabhingig vom aktuellen VergroBerungsgrad am Bildschirm die Zahl an in den

gezeichneten Rahmen eingefassten Bildpunkten (Pixel).
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Abbildung 5: ImageJ bei der Vermessung histologischer Schnitte (auf Mac OS X 10.5 Leopard)

34



Im Anschluss erfolgte die Ubertragung der generierten Zahlenwerte (Fliche in Pixel) in die
dafiir vorgesehene Excel-Tabelle. Das beschriebene Procedere wurde zweimal, ein
Rahmen fiir die Zervix, einer fiir das Karzinom, durchgefiihrt. Des Weiteren konnte unter
der Verwendung einer geraden Linie in der Funktion ,,Straight line selections® der Abstand
des Tumors zum parazervikalen Bindegewebe vermessen werden. Als Bezeichnung dafiir

wurde der Begriff ,,Tumorfreie Randzone* gewéhlt.

Zervixkanal

o —

Feret

Tumaorfliche

Vagina

Abbildung 6: Illustration der am Karzinom getitigten Messungen

Zusétzlich wurde eine visuelle Beurteilung der groben Form des Tumors getétigt. Im Sinne

einer Standardisierung standen dafiir 4 Bezeichnungen zur Auswahl:

o Kreis (Numerische Exzentrizitit € = 0)
o Ellipse (0 < Numerische Exzentrizitit € < 1)
o Rechteck

o Irreguliare Form
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Abbildung 7: Formel der numerischen Exzentrizitiit € als MaB fiir die Abweichung eines
Kegelschnittes von der Kreisform. (a=grofle Halbachse, b=kleine Halbachse der Ellipse)

Fiir die Formanalyse erwies sich ein weiterer abgenommener Messwert in Form des Feret-
Durchmessers in zwei rechtwinkelig zueinander stehenden Achsen (Feret X und Feret Y)
als sehr hilfreich. Dabei wurde nach Anlegen einer Tangente am jeweiligen Tumorrand die
maximale Tumorausdehnung in X- und Y-Ebene gemessen.

Die gewihlte Hard- und Softwarekombination erlaubt eine relativ einfache Durchfiihrung
der Messungen mit einem geringen Material- und Kosteneinsatz (Standard-PC, Scanner,
und Grafiktableau mit Gesamtkosten unter 1000 €) und soll in dieser Form auch in Zukunft

an der Universititsfrauenklinik verwendet werden.

2.2.4 Zervix und Karzinom — Von der Flache zum Volumen

Als primédre Ergebnisse der Vermessungsarbeiten an den histologischen Schnitten der
Cervices wurden von der angewandten Software Lingen- beziehungsweise Flacheninhalte
in Form von Pixelwerten ausgegeben. Um eine verbesserte Weiterverarbeitung der
erhaltenen Daten und Messwertinterpretation zu erzielen, wurde eine Umrechnung in das
metrische FEinheitenssystem als sinnvoll erachtet. Dabei wurde wie in folgenden

Einzelschritten aufgelistet, vorgegangen:

Umrechnung auf metrisches Einheitensystem

Bildauflésung nach Scannvorgang: 300 x 300 dpi (=Bildpunkte pro Zoll)

Wie viele Bildpunkte befinden sich auf 1 cm? ?

Inch = Zoll = 2,54 cm = 25,4 mm

300 Punkte pro Zoll — 300/ 2,54 = 118,11 Punkte pro Zentimeter

118,11 x 118,11 = 13949,972 Punkte pro Quadratzentimeter

Abbildung 8: Umrechnung auf metrisches Maf}

Dies bedeutet, dass bei einer Verwendung der Zahl 13949,972 als Divisor, der Pixelwert
einer vermessenen Fliche iiber eine Division in die metrische Einheit Quadratzentimeter

umgerechnet werden kann. Fiir Langenmalle wurde die Zahl 118,11 als Divisor gewéhlt

36



um eine Linge in Zentimetern zu erhalten. Uber die Verwendung eines vordefinierten
Testbildes mit Objekten bekannter GroBe (Flichen und Geraden), welches ebenso mit
Hilfe des Scanners eingelesen und folgend mit Image] bearbeitet wurde, konnte die

Validitdt und Reliabilitit des Messverfahrens und der Umrechnung gezeigt werden.

Zur Entwicklung einer mdglichst exakten Anndherung an das tatsédchliche Volumen der
Cervices und Zervixkarzinome musste eine Formel gefunden werden, die es ermdglichte,
aus den berechneten Flichen eine genaue Abschitzung des dazugehorigen Volumens zu
machen. Eingehende Untersuchen auf diesem Gebiet waren zu diesem Zeitpunkt bereits
durch Vorarbeiten in den 1980er Jahren (3) bekannt, in denen verschiedenste Formeln zur
Beschreibung geometrischer Korper analysiert und miteinander verglichen wurden. Im
vorliegenden Fall standen Messwerte fiir jeweils einen représentativen histologischen
Schnitt aus Serien vieler Schnitte eines Tumors/einer Zervix fiir eine Volumsberechnung
zur Verfiigung. Notwendig war eine Volumenformel, fiir welche alle bendtigten Variablen
bekannt waren, und die ndherungsweise die rdumliche Gestalt beschrieb, welche einen
Grofiteil der Karzinome am besten charakterisieren wiirde. Das geeignete mathematische
Modell dafiir bildete das Ellipsoid, flir dessen Berechnung lediglich der Durchmesser des
Objektes, als auch die maximale Flache (des Tumors am Schnitt) von Noten war, um das

Volumen zu erhalten.

V=8/3hA,.

Abbildung 9: Volumenformel des Ellipsoids; h entspricht Durchmesser, A, entspricht grofiter
gemessener Fliche

2.2.5 Behandlungsprotokolle von Tumorpatienten

Um die fiir die Auswertung bedeutenden Kontextinformationen zu den Patientinnen der
analysierten histologischen Schnitte zu erhalten, mussten aus der Nachsorgeambulanz der
Universititsfrauenklinkk ~ Graz ~ die  archivierten = Behandlungsprotokolle  der
Zervixkarzinompatienten ausgehoben werden. Informationen, die fiir die weitere Analyse
essentiell waren, mussten auf diese Weise gewonnen, und in die Wertetabelle eingefiigt
werden. Die notwendige Verkniipfung mit den Patientendaten war durch die fortlaufende

Histologienummer gegeben, welche sowohl auf den histologischen Schnitten, als auch auf
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den Protokollen der Patientinnen vorhanden war. Auf diese Weise wurden
patientenspezifische Daten, wie Vor- und Nachname, das Alter (Geburtsdatum) der
Patientinnen, Ort der Behandlung (Graz oder Salzburg), Behandlungsjahr, OP-Datum, OP-
Typ, Tumorstadium, Lymphknotenstatus etc. gewonnen. Zusétzlich konnte aus den
beigefiigten datierten Ambulanzaufzeichnungen auf das Follow-up der Patientinnen
riickgeschlossen werden, und ob zum Zeitpunkt der aktuellsten ambulanten Kontrolle ein

Rezidivtumor oder Tumorfreiheit vorlagen.

2.2.6 Datenerfassung und Statistik

Um die erhobenen Daten in geordneter Weise zu sichern und einer spéteren statistischen
Analyse zufiihren zu kénnen, wurden die Messwerte in eine speziell angefertigte Datei des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft® Excel eingelesen. Zur ausfiihrlichen
statistischen Analyse wurden die Messergebnisse der Jahre 1991 — 1996 einer voran-
gegangenen Studie mit den aktuellen Messergebnissen von 1994 — 2007 in einer mit dem
Programm FileMaker Pro 6 (FileMaker Inc.) erstellten Datenbank zusammengefiihrt, und
die sortierten Datensidtze mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
I1) einer eingehenden statistischen Analyse unterzogen. Um die folgenden Erkenntnisse zu

gewinnen, wurden im Anschluss aufgelistete statistische Verfahren ausgewéhlt:

o Kreuztabelle
Durch die Anlage einer Kreuztabelle konnte eine grobe Ubersicht iiber die
moglichen Zusammenhidnge von Tumoreigenschaften (Stadium, Volumen)
visualisiert werden. Kreuztabellen werden zur Darstellung von Zusammenhingen

kategoriellen Merkmalen verwendet.

o Chi-Quadrat-Test
Mit Hilfe von Chi-Quadrat-Tests wird die Unabhéngigkeit von zwei oder mehreren
kategoriellen Merkmalen gepriift, etwa Tumorstadien und (klassierter)

TumorgrdBe.

o Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse
Den groBten Anteil der statistischen Analyse bildete die Untersuchung des
Uberlebens der behandelten Patientinnen, fiir welche aufgrund der
unterschiedlichen Beobachtungszeitriume die Kaplan-Meier Methode als ideal

erachtet wurde. Mit ihrer Hilfe gelang es, eine Abschiitzung des Uberlebens
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inklusive Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit, abhingig vom
diagnostizierten Tumorstadium, vom errechneten Tumorvolumen und von der
Kombination aus Stadium und Volumen durchzufiihren. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit und besseren Verwertung wurden die Fille abhingig vom
Tumorvolumen in drei Gruppen zusammengefasst, in welchen Zervixkarzinome
der GroBen bis 5 cm’, 5,001 — 15 cm’® und iiber 15 cm’® entsprechend zugeordnet
wurden. Die gewonnenen Resultate der Analyse wurden auch grafisch in Form von

Uberlebensfunktionen dargestellt.

o Log Rank (Mantel-Cox) Test
Uber diesen Test sollte durch Uberpriifung der Nullhypothese (entspricht der
Behauptung, die Uberlebensfunktionen der getesteten Gruppen wiiren gleich) ein
signifikanter Unterschied im Uberleben der einzelnen Gruppen, wie urspriinglich
angenommen, bestitigt werden.
Als Signifikanzgrenze wurde generell a=0,05 verwendet; p-Werte <0,05 wurden als

signifikant ausgewiesen.

2.2.7 Textverarbeitung und Layout

Zur  Eingabe und Bearbeitung des  vorliegenden  Textes wurde das
Textverarbeitungsprogramm Microsoft® Word 2004 fiir Mac in der Version 11.3
verwendet. Die Verwaltung des Literaturverzeichnisses erfolgte dabei durch eine fiir das
Betriebssystem Mac OS X geeignete Software namens Sente 4.2 (Third Street Software,
Inc.). Tabellen und Diagramme wurden ebenso mit Hilfe von Microsoft® Excel 2004 fiir

Mac (Version 11.3.7) erstellt und in den Word-Text eingefiigt.
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3 Ergebnisse

In dieser vorliegenden Folgeuntersuchung der bereits vorliegenden Studie von 1988 (Haas)
wurden in einem beobachteten Zeitraum von 13 Jahren (von 1994 bis 2007) bei 73
Patientinnen mit diagnostiziertem Zervixkarzinom und anschlieBender radikaler
Hysterektomie, eine histologische Untersuchung der Cervix uteri im Sinne eines
Grofiflaichenschnittes des OP-Priparates und anschlieBend eine computergestiitzte
GroBenvermessung von Tumor und Zervix durchgefiihrt. Der Altersdurchschnitt der
betroffenen Patientinnen betrug bei dieser Untersuchung 45,1 Jahre bei einer

Standardabweichung von 12,03 Jahren. Die Altersspanne reichte dabei von 25 bis 73 Jahre.

Altersverteilung

Haufigkeit

20 30 40 50 60 70 80
Alter in Jahren

Abbildung 10: Altersverteilung des untersuchten Patientenkollektivs

3.1 Resultate des computergestiitzten Messverfahrens

Im Sinne einer Aktualisierung des bereits bekannten Daten der Universitétsklinik flir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe Graz wurden archivierte histologische Schnitte der
vergangenen Jahre sowohl des Grazer Patientenkollektivs als auch histologische Schnitte

aus Salzburg, welche noch keiner Vermessung und statistischen Auswertung zugefiihrt
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worden waren, in das aktuelle Messvorhaben einbezogen. Es handelte sich dabei um 73

Serien von GrofBflachenschnitten der Cervix uteri aus einem Zeitraum von 1994 bis 2007.

Tabelle 14: Datierung und Anzahl analysierter histologischer Schnitte

Jahr Anzahl von Serien
1994 1
1997 12
2002 10
2003 9
2004 17
2005 6
2006 13
2007 5

Aus der Vermessung des reprdsentativsten Schnittes jeder Serie ergingen in Abhdngigkeit
der eingelesenen Auflosung der Schnittbilder von 300 dpi die Flacheninhalte der
eingefassten Zervixanteile und des Tumorschnittes als errechnete Pixelwerte in die
Wertetabelle ein. Die dabei ermittelte Zervixfliche in Quadratmillimetern reichte von
377,9 mm?® bis 2429,4 mm> (Mittelwert: 1135,7 mm?; Median: 1011,7 mmz) wiahrend die
Tumorflidche in einem Bereich von 21,6 mm? bis zu 2010,1 mm?® (Mittelwert: 517,8 mm?;
Median: 385,7 mm?) rangierte. Die beiden Maximalwerte stammten von ein und
demselben Schnitt, sodass die groBte Cervix uteri der Untersuchungsgruppe auch das

grofite Karzinom enthielt.
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Abbildung 11: Verteilung der ZervixschnittfliichengrofSen am untersuchten Patientenkollektiv
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Tumorschnittflaiche in mm?
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Abbildung 12: Verteilung der Tumorschnittflichengréofien am untersuchten Patientenkollektiv

Als weiterer Messwert konnte der kiirzeste Abstand der dufleren Tumorgrenze zum
Zervixrand (= Tumorfreie Randzone) als mdglicher Pradiktor fiir eine Invasion des Tumors
und folgliche Verschlechterung der Prognose ermittelt werden. Die Werte reichten dabei
vom groBiten Abstand zwischen Tumorinvasionsfront und Zervixrand von 8,9 mm, bis 0
mm bei Erreichen beziehungsweise Uberschreiten der Zervixgrenze durch wachsendes

Tumorgewebe und Infiltration des parazervikalen Bindegewebes (Mittelwert: 1,7 mm;
Median: 0,9 mm).
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Tumorfreie Randzone in mm
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Abbildung 13: Verteilung der Tumorfreien Randzone am untersuchten Patientenkollektiv

Des Weiteren erfolgte eine visuelle Beurteilung der geometrischen Gestalt des Tumors mit

anschlieBender Zuordnung zu vier bereits definierten Gruppen, die folgendes Ergebnis
brachte:

Geometrische Gestalt des Karzinoms

Anzahl

Kreis

Ellipse Rechteck

Form

Irregulére Form

Abbildung 14: Verteilung der geometrischen Form analysierter Zervixkarzinome
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Obiges Diagramm zeigt eine deutliche Dominanz der irreguldren Wachstumsform von
Zervixkarzinomen bei 29 Patientinnen, fiir welche sich keine definitive Zuordnung zu
einem zweidimensionalen geometrischen Modell durchfiihren lieB. Der Rest der
Untersuchungsgruppe lieB sich in etwa gleichen Mengen auf die iibrigen 3 Gruppen
verteilen. 17 Patientinnen zeigten einen Tumor mit ellipsoider Schnittfliche, in die
Tumorschnittfliche von 15 Patienten liel sich ein Kreis mit konstantem Radius legen
(kreisformiger Tumor) und lediglich bei 12 Patientinnen zeigte der Tumor eine annihernd

rechteckige Form.

Der kleinste horizontale Feret-Durchmesser (Feret X) betrug 6,4 mm, der grofite 59,3 mm
(Mittelwert: 27,0 mm; Median: 27,0 mm). Der vertikale Feret-Durchmesser (Feret Y) hatte

eine Spanne von 5,2 mm bis 57,8 mm (Mittelwert: 27,6 mm; Median: 27,7 mm).

Feret - Durchmesser des Tumors in X - Achse

Haufigkeit

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
Millimeter

Abbildung 15: Horizontaler Feret-Durchmesser der untersuchten Tumoren
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Feret - Durchmesser des Tumors in Y - Achse
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Abbildung 16: Vertikaler Feret-Durchmesser der untersuchten Tumoren

Die mit Hilfe der Volumenformel errechneten Volumina reichten fiir die Karzinome von
93,0 mm’ bis 77483,0 mm’ (Mittelwert: 12141,3 mm’; Median: 8504 mm’). Der im
Anschluss ermittelte Tumor-Zervix-Quotient, als Mall der beiden Gréfen zueinander,

reichte von 0,02 bis 1,05.

3.2 Informationsgewinn durch Behandlungsprotokolle und
Nachbeobachtung

Insgesamt mussten im Rahmen der aktuellen Arbeit 73 Patientenakten mit dem Ziel einer
genauen Verlaufsbeobachtung ausgehoben werden. Von den benétigten 73 Akten mit
Angaben zur Person des Patienten, Daten des stationdren Aufenthalts und der Operation
bzw. der weiteren Therapie und dokumentierten Verlaufskontrollen in der
Gynékologischen Ambulanz konnten 18 mit vollstindigem Inhalt angetroffen, und im
Sinne einer kombinierten Datenerfassung die bendtigten Informationen in die dafiir
erstellte Datenbank transferiert werden. Fiir 55 Fille konnten ausschlieBlich die

Messergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Auswertung herangezogen werden, 30
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Patienten davon stammten aus dem Salzburger Kollektiv, fiir welche bis zum Zeitpunkt der
Auswertung keine spezifischen Patienteninformationen in Form von Behandlungs- bzw.
Verlaufsprotokollen vorlagen. Aus den Behandlungsprotokollen (Wertheim-Protokollen)
konnte die klinische Einschitzung des Tumors in Bezug auf GroBe und Lage bzw.
histologische Klassifikation und Lymphknotenstatus der Patientin gewonnen werden.
Wurden die Nachsorgekontrollen der behandelten Patientinnen wahrgenommen, bedeutete
dies einen Fintrag in der Ambulanzkarte und ermdglichte durch die Information der
Kontrolluntersuchungen und derer Ergebnisse das Follow-up der Patientinnen bzw.

Rezidivauftreten der Tumorerkrankung im Sinne von Metastasen festzustellen.

3.3 Zusammenfiihrung der erhobenen Daten und statistische
Auswertung

Um eine brauchbare Zahl an Fillen fiir die Auswertung der Daten zu erhalten, wurden zu
den 73 Fallen, welche im Rahmen dieser Arbeit vermessen wurden, weitere 74 Patienten
einer frilheren Messserie hinzugefiigt. Basierend auf den gesammelten Informationen
durch das optische Messverfahren und den Daten aus den Wertheim-Protokollen bzw.
Patientenakten, konnte die statistische Auswertung nun mit einer Gesamtpatientenzahl von
147 Frauen durchgefiihrt werden. Einzelne Tests mussten aber bei Fehlen der essentiellen
Daten mit einer geringeren Fallzahl generiert werden. Die beiden Durchmesser Feret X
und Feret Y, beziehungsweise die Tumorform und Tumorfreie Randzone standen bei der

alten Serie nicht zur Verfiigung resp. wurden damals nicht erhoben.

Ein statistischer Vergleich der Untersuchungsgruppe ,Neu“ (N = 73) mit der
Untersuchungsgruppe ,,Alt“ (N = 74) wurde durchgefiihrt, um die Aquivalenz der
Eigenschaften beider Gruppen zu iiberpriifen. Dies geschah im Rahmen einer ANOVA-
Tabelle, in welcher die Parameter Zervixflache, Karzinomflache, Tumor-Zervix-Quotient
und Tumorvolumen der beiden Gruppen einander gegeniibergestellt wurden. Dabei ergab
sich fiir den Messwert ,,Zervixflache* erwartungsgemdl kein Unterschied (p = 0,127), da
anzunehmen war, dass sich bei addquaten Messverfahren die Grofle der Zervix bei
Vergleich der beiden Gruppen nicht verdndert haben konnte. Auch fiir das Tumorvolumen
konnte knapp kein signifikanter Unterschied (p = 0,051) gefunden werden, wihrend bei
Betrachtung der Karzinomfliache alleine bzw. des Tumor-Zervix-Quotienten sehrwohl ein
signifikanter Unterschied bestand (p = 0,006 bzw. p = 0,008). Die Ursache dafiir zeigte

sich bei der Auflistung der Tumorstadien zum Zeitpunkt der Diagnose mit der Erkenntnis,
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dass in der Vergangenheit Zervixkarzinome oft erst in fortgeschritteneren Stadien entdeckt
wurden, als dies zum jetzigen Zeitpunkt der Fall ist. Mit einer mittleren Karzinomfliche
der Untersuchungsgruppe ,,Alt* von 738,3 mm* (Median: 612,0 mm?) lag die TumorgrdBe

auch tatsachlich iiber jener der aktuellen Reihe.

In Bezug auf das klinische Stadium des Tumors bei Operation (FIGO-Klassifikation)
wurde eine Unterteilung des Kollektivs in drei Gruppen vorgenommen (IB, IIA, IIB) fiir

welche sich die dargestellte Verteilung fiir die beiden Untersuchungsgruppen zeigte:

Verteilung nach FIGO-Stadium (Alte Serie)

60
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30 -

Anzahl

20

10

B A
Stadium

Abbildung 17: Stadiumabhéingige Verteilung des analysierten Patientenkollektivs der
Untersuchungsgruppe ,,Alt*

Verteilung nach FIGO-Stadium (Neue Serie)

Anzahl
oo

1B A 1IB

Tumorstadium

Abbildung 18: Stadiumabhéingige Verteilung des analysierten Patientenkollektivs der
Untersuchungsgruppe ,,Neu“
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Insgesamt stellte also die Gruppe der Tumoren mit FIGO-Stadium ,,IB*“ mit einer Anzahl
von 62 Patienten das groBite Kontingent der untersuchten Gruppe mit einem
Tumorvolumen von 50 mm® bis 51300 mm’, gefolgt von 25 Fillen mit Stadium ,,JIB* mit
einem Tumorvolumen von 2199 mm’ bis 52500 mm’® und einer geringen Anzahl von 5

Tumoren des Stadiums ,,IIA* mit einer Volumsspanne von 2900 mm® bis 30700 mm’.

Tabelle 15: Tumorvolumina in Abhéngigkeit von untersuchter Gruppe und Stadium

Stadium Untersuchungsgruppe Volumen

Mittelwert Min. Max.

IB ALT 11295,6 50 51300
NEU 5574,9 393 27821

A ALT 12100,0 2900 30700
NEU 17432,0 17432 17432

1B ALT 31230,0 8200 52500
NEU 79443 2199 19006

Mit einer weiteren ANOVA-Tabelle konnte nun unter Riicksichtnahme auf die drei nach
FIGO-Stadium sortierten Gruppen untersucht werden, ob und in welchen beobachteten
Parametern sich die Gruppen IB,IIA und IIB unterscheiden wiirden. Ein deutlich
signifikanter Unterschied konnte demnach fiir die Zervixfliche (groBere Tumoren treiben
die Zervix weiter auf), die Karzinomflache, das Karzinomvolumen und den Tumor-Zervix-

Quotienten ermittelt werden (jeweils p = 0,000).

Mit Hilfe einer Kreuztabelle konnten die beiden beschriebenen Parameter Volumen und
klinisches Stadium fiir insgesamt 87 Félle einander gegeniibergestellt werden. Durch die
tabellarische Auflistung konnte bereits ein Zusammenhang in Betracht gezogen werden,
der sich durch Anwendung von Chi-Quadrat-Tests (Asymptotische Signifikanz p = 0,000)
bestdtigen lie}: Karzinome niedrigeren Stadiums (IB) haben eher ein kleineres Volumen,
machen also einen GroBteil der ersten bzw. zweiten Gruppe mit einem Volumen von 5 bis
15 cm® aus. Umgekehrt sind Tumore fortgeschrittenen Stadiums (IIB) groBer und bilden

den groflten Anteil der Gruppen gro3en Tumorvolumens.
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Tabelle 16: Kreuztabelle mit klinischem Stadium und Tumorvolumen

Klinisches Stadium
Volumen Gesamt
IB 1A 1B
<=5cm’ 27 (45,8%) 1 (20,0%) 2 (8,7%) 30 (34,5%)
5,001 —15 cm’ 21 (35,6%) 2 (40,0%) 5(21,7%) 28 (32,2%)
>15 cm’® 11 (18,6%) 2 (40,0%) 16 (69,9%) 29 (33,3%)
Gesamt 59 (100%) 5 (100%) 23 (100%) 87 (100%)

Klinisches Stadium und Tumorvolumen beeinflussten einander folglich mit statistischer

Signifikanz.

Erwartungsgemall konnte das gleiche Ergebnis in Zusammenschau von Zervixfliche und

klinischem Stadium gefunden werden. Die Grofe des Tumors beeinflusste durch

Auftreibung des umgebenden Gewebes signifikant (p = 0,009) die GroBe der Zervix, resp.

wurden Tumoren fortgeschritteneren Stadiums in groeren Zervices gefunden (Aus

Griinden der Ubersichtlichkeit wurde das untersuchte Kollektiv in 3 etwa gleich grofe

Gruppen eingeteilt):

Tabelle 17: Kreuztabelle mit klinischem Stadium und Zervixfliche

e : Klinisches Stadium
Zervixflache in
) Gesamt
mm
IB 1A 1B
<=1000,0 24 (38,7%) 2 (40,0%) 4 (16,0%) 30 (32,6%)
1000,1 — 1500,0 32 (51,6%) 3 (60,0%) 11 (44,0%) 46 (50,0%)
> 1500,0 6 (9,7%) 0 (0,0%) 10 (40,0%) 16 (17,4%)
Gesamt 62 (100%) 5 (100%) 25 (100%) 92 (100%)
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Auch fiir den Tumor-Zervix-Quotienten, als MaB fiir das Gréenverhéltnis von Tumor- zu
ZervixgroBBe konnte nach Entwurf einer Kreuztabelle ein deutlich statistisch signifikanter
Zusammenhang (p = 0,000) mit dem klinischen Stadium gefunden werden (Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit wurde das untersuchte Kollektiv in 3 etwa gleich groBe Gruppen
eingeteilt):

Tabelle 18: Kreuztabelle mit klinischem Stadium und Tumor-Zervix-Quotient

. Klinisches Stadium
Tumor-Zervix-
Gesamt
Quotient
IB 1A 1B
<=0,33 26 (41,9%) 1 (20,0%) 2 (8,0%) 29 (31,5%)
0,34 — 0,67 29 (46,8%) 2 (40,0%) 6 (24,0%) 37 (40,2%)
> 0,67 7 (11,3%) 2 (40,0%) 17 (68,0%) 26 (28,3%)
Gesamt 62 (100%) 5 (100%) 25 (100%) 92 (100%)

Ein kleiner Tumor-Zervix-Quotient bedeutet demnach relativ betrachtet einen in einer
grolen Zervix befindlichen kleinen Tumor. In frithen klinischen Stadien nimmt die
gesunde Zervix anteilsmiBig grolen Raum ein, mit wachsender Tumormasse gibt sie
jedoch trotz Auftreibung Anteile an den Tumor ab. Der Tumor-Zervix-Quotient steigt

daher mit dem Tumorwachstum und dem klinischen Stadium.

Der Parameter ,,Tumorfreie Randzone* wurde als mdglicher neuer prognostischer Faktor
fiir das Uberleben der Patientinnen angenommen, und daher auch der statistischen
Uberpriifung zugefiihrt. Ermittelt wurde er im Rahmen der Vermessung der aktuellen Serie
an 73 Patientinnen, von denen jedoch bis zum Zeitpunkt dieser Auswertung lediglich in 18
Féllen Daten zu klinischem Stadium und weiterem Verlauf bekannt waren. In der
statistischen Auswertung konnte mit einer asymptotischen Signifikanz von p = 0,513 kein
Zusammenhang zwischen Randzone und Stadium gefunden werden. Genaue
Untersuchungen nach Vervollstindigung der Datensdtze miissen noch folgen, da bei

reprasentativer Fallzahl an einen statistisch signifikanten Zusammenhang zu denken ist.
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Die Untersuchung der geometrischen Gestalt der Tumoren wurde in 73 Féllen
durchgefiihrt, wobei ein Zusammenhang der Tumorform mit Zervixflache, Karzinomflidche
und ,,Tumorfreier Randzone* analysiert wurde. Es ergab sich weder bei Zusammenschau
von Zervixflaiche und Form (p = 0,201), noch bei Karzinomfldche und Form (p = 0,144)
ein signifikanter Unterschied zwischen kreisformigen, ellipsoiden, rechteckigen oder
irreguliren Tumoren. Fiir die ,,Tumorfreie Randzone* waren die Ergebnisse nicht
konklusiv und selbst eine Zusammenfassung der Formen Kreis, Ellipse und Rechteck zu
einer Gruppe (= Reguldre Form) ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,095) zur

Gruppe der Tumoren irreguldrer Gestalt.

Um das Uberleben der Patientinnen einer statistischen Analyse zu unterziehen, wurde mit
unterschiedlichen Variablen das rezidivfreie Uberleben mit Hilfe der Kaplan-Meier-
Methode ermittelt. In der ersten Tabelle wurden die Félle abhingig vom diagnostizierten
Stadium in drei Gruppen in ansteigender Beobachtungszeit aufgelistet, und nach jedem
Ereignis die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die Anzahl der verbliebenen Fille
ausgegeben. Uber das gesamte analysierte Kollektiv (N = 92) konnte abhingig vom
Stadium ein Mittelwert von 5,9 Jahren bei Stadium IB, 6,3 Jahren bei Stadium IIA und 7,2
Jahren bei Stadium IIB fiir das Uberleben bestimmt werden. Mit einer Signifikanz von p =
0,527 im Log Rank Test war ein signifikanter Unterschied der Uberlebensfunktionen fiir
die drei klinischen Stadien von Zervixkarzinomen nicht nachzuweisen. Als Ursache dafiir
diirfte die geringe Zahl an untersuchten Fillen anzusehen sein.

Von den insgesamt 92 Patientinnen starben 12. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug auf das

gesamte Kollektiv bezogen 71,7%.

Bei Betrachtung des Tumorvolumens (N = 87) wurde fiir die Gruppen <= 5 cm’, 5,001 - 15
cm’ und > 15 cm® ein mittleres Uberleben von 4,8, 4,3 und 8,5 Jahren erhoben. Auch hier
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Uberleben der einzelnen Gruppen (p =
0,224).

Von 87 untersuchten Fillen hatten 10 Patientinnen ein Ereignis. Das 5-Jahres-Uberleben in

dieser Gruppe lag bei 85,0%.

Der Tumor-Zervix-Quotient als prognostischer Faktor fiir das Uberleben wurde mit 92
Fillen untersucht und ergab fiir das Patientenkollektiv ein mittleres Uberleben von 4,6

Jahren fiir Quotienten kleiner-gleich 0,33, 7,7 Jahren bei Quotienten zwischen 0,34 und
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0,67, und 7,9 Jahren fiir die Gruppe mit Quotienten iiber 0,67. Der erwartete signifikante

Unterschied im Uberleben der Gruppen konnte auch in diesem Fall nicht bewiesen werden

(p=0,515).

Aufgeteilt auf die einzelnen Subgruppen von Patienten ergaben sich in Tabelle 19

aufgelistete 5-Jahres-Uberlebensraten:

Tabelle 19: Ubersicht iiber das 5-Jahres-Uberleben, aufgelistet nach Patientensubgruppen

: . 5-Jahres-
Prognosefaktor | Stadium/Gruppe Anzahl Todesfalle Oberleben
FIGO Stadium B 62 6 0,884
A 5 1 0,500
1B 25 5 0,767
Tumorvolumen <=5¢cm° 30 1 0,958
5,001 - 15 cm® 28 5 0,751
>15cm’ 29 4 0,841
IUMORZSIVIXSNNS) __ ) 53 29 2 0,915
Quotient
0,34 - 0,67 37 5 0,822
> 0,67 26 5 0,766
Zur  Visualisierung der ermittelten Ergebnisse wurden die vorliegenden

Uberlebensfunktionen ausgegeben:
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion, gruppiert nach FIGO-Stadium

Abhidngig vom Stadium bei Diagnose ergaben sich aufgeteilt auf die drei untersuchten

Stadien IB, ITA und IIB 5-Jahres-Uberlebensraten von 88,4%, 50,0% und 76,7%. Die

schlechte Rate der Gruppe IIA ist auf die geringe Fallzahl zuriickzufiihren (1 ,,frithes*

Ereignis bei 5 Fillen).

Oben beschriebenes Prozedere wurde auch mit 3 definierten Gruppen von Tumorvolumina

durchgefiihrt und fiihrte dabei zu folgenden Ergebnissen:
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion, gruppiert nach Tumorvolumen

Das 5-Jahres-Uberleben der drei Gruppen von ansteigendem Tumorvolumen betrug fiir die

Gruppen <=5cm’ , 5,001 -15¢cm’ und >15c¢m’ in gleicher Reihenfolge 95,8%, 75,1% und
84,1%.

Die Analyse des Uberlebens in Abhiingigkeit vom vorliegenden Tumor-Zervix-Quotient

brachte folgende Funktion:
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion, gruppiert nach Tumor-Zervix-Quotient

Fiir das 5-Jahres-Uberleben ergab dies fiir die drei Gruppen (<= 0,33 / 0,34 — 0,67 / >0,67)

mit ansteigendem Quotienten die Werte 91,5%, 82,2% und 76,6%.
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4 Diskussion

4.1 Uberlegungen zur Arbeit

Um eine mdglichst suffiziente Vergleichbarkeit von Erkrankungsverldufen und/oder
Behandlungsergebnissen unterschiedlichster Krankheitsentitdten zu erhalten, ist es ein
grofBes Bestreben der Medizin objektive Parameter (2) zu finden, die, egal von welcher
Person erhoben, immer dasselbe Ergebnis zur Folge haben, in diesem Sinne Beobachter-
unabhingig sind. Der Suche nach solchen Parametern ging der besonders in
morphologischen, speziell chirurgischen Fachern giangige Usus voraus, Krankheitsbilder
klinisch mit subjektiven Kriterien zu beurteilen, was im Einzelfall ausreichend exakt, im
Vorliegen groBer Fallzahlen fiir Studien oder epidemiologische Betrachtungen, ein grof3es
Problem fiir die Auswertung darstellte. Die Absichten gingen daher bereits in der
Vergangenheit in die Richtung, objektive Parameter filir die Prognose des Zervixkarzinoms
zu finden und deren statistische Relevanz zu iiberpriifen. Da es sich im Falle der
gynidkologischen Onkologie um einen morphologischen Fachbereich handelt, und
molekulargenetische Analysen mitte der 80er-Jahre noch nicht entwickelt waren, stiitzte
sich die Prognoseabschitzung auf die morphometrische Analyse des Karzinoms. Pickel et
al. (1988) wverglichen und analysierten in einer Serie von 359 Patientinnen mit
Zervixkarzinom sieben unterschiedliche Prognosefaktoren (Tumor-Zervix-Quotient, Zahl
positiver Lymphknoten, Infiltration groer Gefif3e, exophytisches Wachstum, Invasion des
Parametriums, Lymphknotenbeteiligung, Zahl von Mitosen), wobei bei statistischer
Analyse fiir das Uberleben als bedeutendster Faktor die Relation von TumorgroBe zu
ZervixgroBBe (Tumor-Zervix-Quotient) hervor ging (2). Ausschlieflich das Ausmal3 der

Tumormasse korrelierte zudem als Prognosefaktor mit anderen untersuchten Faktoren.

Die Grofle eines Tumors liefert eine nahe liegende Moglichkeit einer objektiven Messung,
welche klinisch, pathologisch oder durch radiologische Bildgebung des Tumorareals durch
den Untersucher verhidltnismaBig einfach bestimmt werden kann. Sowohl im Falle
radiologischer Darstellung, sei es durch Ultraschall, Magnetresonanztomografie oder
Computertomographie, als auch bei histologischer/pathologischer Aufarbeitung erfolgt die
Vermessung von Fliachen aus Schnittbildern der zu interessierenden Struktur. Der
dreidimensionalen Ausdehnung von Koérpern muss also in Form mathematischer Modelle
Rechnung getragen werden. Die theoretische Grundlage dafiir liefert die Stereologie (3),

welche es ermdoglicht, aus Messresultaten zweidimensionaler Strukturen (in diesem Falle
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histologische GroBflichenschnitte der Zervix) Riickschliisse auf den dreidimensionalen
Korper, welchen die Summe der einzelnen Schnittserien ergeben wiirde, zu ziehen. Die
Morphometrie ermoglicht als Ergénzung die Charakterisierung der Form von Kdrpern,

indem sie deren geometrische Eigenschaften beschreibt.

4.2 Andere Arbeitsgruppen und deren Ergebnisse

Mit der prognostischen Relevanz von Tumorvolumen speziell gynékologischer Tumoren
beschéftigten sich bereits Arbeitsgruppen in den 1980ern. Neben der bereits zuvor
erwiahnten Studie von Pickel et al. (1988), in der TumorgroBe als ein bedeutender
prognostischer Faktor aus der statistischen Analyse einer Vielzahl morphometrischer
Faktoren hervorging, gab es auch in den Folgejahren immer wieder Arbeiten zum Thema
Zervixkarzinom, die sich mit der prognostischen Relevanz von Tumorvolumen
beschiftigten. So wurde unter anderem von Winter et al. (57) bei einer Gruppe von 351
Zervixkarzinom-Patientinnen, welche nachweislich frei von pelvinen Lymphknoten-
metastasen waren eine mogliche neoplastische Beteiligung des Parametriums in
Abhidngigkeit vom Tumorvolumen untersucht. Es zeigten sich bei steigendem
Tumorvolumen ein signifikanter Anstieg in der Zahl der Félle mit parametrialer
Beteiligung und ein damit verbundenes schlechteres Uberleben. (Tu-Vol.: < Sml — 6,7%
Wahrscheinlichkeit fiir parametriale Beteiligung; Tu-Vol.: > 20ml — 33% parametriale

Beteiligung)

In der Mehrzahl der Fille wurde bei der Vermessung des Karzinoms auf ein bildgebendes
Verfahren zuriickgegriffen. Als am besten geeignetes Verfahren wurde dabei die
Magnetresonanz (MRI) erachtet (58), welche ausgezeichnet durch guten Weichteil-
kontrast, den anderen Verfahren wie Computertomographie (CT) oder gar klinische
Untersuchung in punkto GroBenbestimmung und Beteiligung des restlichen Uterus
(Corpus uteri) iiberlegen war (Spearman Korrelationskoeffizient: MR/Pathologie rs = 0,54;
CT/Pathologie rs = 0,45; Klinische Untersuchung/Pathologie rs = 0,37). Mitchell et al.
ermittelten allerdings auch, dass selbst die MRI aufgrund schlechter Detailauflosung und
Artefaktanfélligkeit fiir die Beurteilung des zervikalen Bindegewebes (Parametrium) nicht

das geeignete Verfahren sei.

Sahdev et al. (59) beobachteten die Rolle der MRI an einem Kollektiv von 150 Patienten,

indem  Tumorlokalisation, Grofe, parametriale und myometriale Invasion,
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LymphknotengroBe und —lokalisation mittels MR bestimmt und durch chirurgische
MaBnahmen, pelvine Lymphadenektomie und histologische Untersuchung {tberpriift
wurden. Lediglich die Beurteilung der pelvinen Lymphknoten wurde durch die
Verwendung der Magnetresonanz in dieser Untersuchung aufgrund der kleinen
Dimensionen nur unbefriedigend gelost (7 detektierte Félle von 19 betroffenen Patienten).
Eine gute Ubereinstimmung konnte bei Vergleich von MR- versus histologisches Staging
und bei der Volumetrie (MR versus Pathologie) mit einer durchschnittlichen Abweichung
von 9 mm. Die Messwerte sowohl aus dem MR als auch aus der histopathologischen
Auswertung wurden dabei durch eine Vermessung des sichtbaren Tumors in
anteroposteriorer, craniocaudaler und lateraler Ausdehnung und Auswahl der Dimension

mit maximaler Tumorausbreitung ermittelt.

Eine dhnliche Vorgehensweise wurde von Narayan et al. (60) gewahlt, der die Bedeutung
des Tumorvolumens und der Infiltration des Corpus uteri fiir das Uberleben von
Patientinnen mit fortgeschrittenem Zervixkarzinom (FIGO Stadium IB — IVA) untersuchte.
Die 179 untersuchten Patientinnen wurden radiotherapeutisch behandelt, die Messung und
Beurteilung erfolgte an MR-Aufnahmen, (Durchmesser in drei Dimensionen und
Volumsberechnung mit 7/6) und brachte den Schluss einer engen Korrelation zwischen
FIGO Stadium, Tumorvolumen und Corpusinvasion. Bei der Untersuchung des
Gesamtiiberlebens der Patientinnen stellten sich bei der univariaten Analyse mit 6
verschiedenen prognostischen Faktoren (FIGO Stadium, Klinischer Tumordurchmesser,
Histologie, Alter bei Behandlungsbeginn, Corpusinvasion, Tumorvolumen) Volumen und
Corpusinvasion als Faktoren mit grofter statistischer Signifikanz (p < 0,001) heraus,
beeinflussten das Gesamtiiberleben also nachhaltig. In der multivariaten Analyse waren
diese beiden Faktoren die einzigen unabhdngigen Variablen in Bezug auf das

Gesamtiiberleben.

4.3 Limitationen der Arbeit

Die Grundlage fiir diese Arbeit bildete ein computergestiitztes Messverfahren und die
Berechnung von Volumina. Es stand dabei die Frage im Raum, wie genau ein solches
Verfahren sein miisse, um die offene Fragestellung befriedigend beantworten zu koénnen.
Das verwendete Messverfahren ist aufgrund seiner einfachen Anwendung sehr rasch auf
einer Menge histologischer Schnitte umzusetzen. Eine Schwiche zeigt dieses Verfahren

allerdings, da es mit dem Messergebnis ausschlieflich einer reprdsentativen Schicht
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auskommen muss, um eine Abschédtzung des Volumens ermitteln zu konnen. Im Idealfall
miissten Messungen mit einer Serie von histologischen Schnitten aus einem Tumor mit
moglichst geringem Abstand zwischen den gefertigten Schnittbildern durchgefiihrt und mit
einem aufwendigeren mathematischen Modell anschlieBend eine Volumsbestimmung
erfolgen. Dies hitte geringe Auswirkungen bei der Bestimmung des Volumens in
einzelnen Fillen. Des Weiteren finden sich bei genauer Betrachtung auch andere Faktoren,
welche eine Abweichung der gemessenen von der tatsdchlichen GroBle verursachen
konnten. So variiert die GroBe des histologischen Préparates in Abhéngigkeit von
Streckung oder Stauchung zum Zeitpunkt der histologischen Aufarbeitung bis zur
Einbettung. Die Markierung von Tumor- und Zervixgrenzen mit Stift durch den
Pathologen garantiert die korrekte Messung; durch eine Dicke der Markierung von 1 — 2
mm ergibt sich im markierten Bereich aufgrund der nicht differenzierbaren exakten Grenze

zwischen Zervix- und Tumorgewebe ein gewisser Messfehler.

Bei Anwendung desselben Messverfahrens auf alle beobachteten Fille einer Gruppe ergibt
sich jedoch auch der gleiche Messfehler fiir alle getesteten Individuen. Die statistische
Uberpriifung beweist deshalb trotz des zu erwartenden Messfehlers den prognostischen

Wert von Tumorvolumen auf das Uberleben.

Einen limitierenden Faktor auf die statistische Auswertung stellt die zum Zeitpunkt der
Erstellung dieser Arbeit vorliegende geringe Fallzahl von Patienten mit vollstindigen
Datensatz zu Behandlung und Verlauf dar. Ergédnzungen in diesem Bereich bzw. eine
Erhohung der Fallzahl auf reprisentatives Niveau wiirden sich positiv auf die Gewinnung
konklusiver Ergebnisse auswirken und die Bedeutung der untersuchten Faktoren

untermauern.

4.4 Perspektiven fiir die Zukunft

Zur Erfillung der Aufgabenstellung wurde ein einfaches, aber exaktes Messverfahren
entwickelt, welches aufgrund seines geringen technischen, personellen und damit
finanziellen Aufwands in die Routine iibergehen kann. Es bedarf weiterer Untersuchungen
bei Vorliegen der gesamten gewonnenen Datenmenge, um zum einen die prognostische
Relevanz untersuchter Faktoren (Tumorvolumen, Tumor-Zervix-Quotient) zu beweisen,
und zum anderen, um im Messverfahren erhobene neue Werte wie die ,,Tumorfreie

Randzone* auf ihre Bedeutung hin zu iiberpriifen. Untersuchungen sind weiters auf dem
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Gebiet der Formanalyse zu titigen, um erwartete Messfehler (Uberschitzung des
Volumens durch Verwendung des Feret-Durchmessers bei irreguldrer Tumorform) auf ein
moglichst geringes MaB3 zu reduzieren (Modelluntersuchungen und Entwicklung eines

Umrechnungsfaktors).
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