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Referat

Referat

In der vorliegenden Arbeit wurde der Hormonrezeptorstatus von Mammakarzinomen in
Athiopien untersucht. Dazu wurden immunhistochemische, pathologische und klinische
Daten von insgesamt 337 Féallen retrospektiv aus Patientenakten ausgewertet. Zum
Vergleich wurden zusétzlich 31 Falle immunhistochemisch durch ein Referenzlabor in
Deutschland bestimmt (Ostrogen- und Progesteronrezeptor, HER2, Ki-67, EGFR und
Ck5/6).

In beiden Gruppen zeigten sich ahnliche klinische und pathologische Merkmale. Vor
allem jlungere Patientinnen mit hauptsachlich duktalen Grade-2-Karzinomen in
fortgeschrittenen Tumorstadien und mit involvierten Lymphknoten wurden gefunden.
Es konnte gezeigt werden, dass weniger als die Halfte der Falle hormonrezeptor-
negativ war (38%) und knapp ein Drittel positiv fur HER2 (32%). Der Anteil tripel-
negativer Tumore lag bei 32%. Die fernmetastasenfreie Uberlebensrate betrug 77%
nach zwei Jahren. Ein Unterschied zwischen hormonrezeptor-positiven und
hormonrezeptor-negativen Patientinnen in Bezug auf das fernmetastasenfreie
Uberleben konnte nicht ermittelt werden. Tripel-negative Tumore hatten im Vergleich
zu den anderen immunhistochemischen Typen das schlechteste Uberleben.

Die Ergebnisse dieser Promotion bestédtigten das Bild von Mammakarzinomen in
ostafrikanischen L&ndern aus aktuellen wissenschaftlichen Publikationen. Es konnte
geschlussfolgert werden, dass - durch den Uberwiegenden Anteil hormonrezeptor-

positiver Patientinnen in Athiopien - Tamoxifen eine gute Behandlungsoption darstellt.

Knauf, Erdme: Das immunhistochemische Profil von Mammakarzinomen in Athiopien
im Vergleich zu anderen Regionen weltweit.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 61 Seiten, 2017
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1 Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Dissertation wurde stellvertretend fur weibliche und mannliche

Patienten stets die weibliche Form ,Patientinnen® genutzt.

1.1 Epidemiologische Daten zum Mammakarzinom

Die meisten wissenschaftlichen Erkenntnisse Uber das Mammakarzinom stammen aus
Europa und Nordamerika. Die Anzahl entsprechender Daten aus oder Uber Lander mit
mittleren und niedrigen Einkommen stieg in den letzten Jahren zwar an, ist aber immer
noch vergleichsweise gering (Kantelhardt et al. 2015).

Mit ca. 1,7 Millionen Neuerkrankungen an Brustkrebs im Jahr 2012 ist es die haufigste
Krebserkrankung bei Frauen weltweit und spiegelt damit 25% aller Krebsarten wider
(GLOBOCAN Cancer Fact Sheets: Breast cancer). Frauen in westlich gepragten
sogenannten ,Industrielandern erkranken am haufigsten im Alter von 60 bis 64 Jahren
(Engel et al. 2010). In afrikanischen Landern liegt das durchschnittliche Diagnosealter
zwischen 43 und 52 Jahren (Bhikoo et al. 2011). Dies ist u.a. der jingeren
Bevdlkerungsstruktur in diesen Landern geschuldet.

Dabei variieren die epidemiologischen Daten je nach geographischer Region weltweit
sehr stark. Obwohl die Pravalenz in ,starker entwickelten L&andern® bis vor wenigen
Jahren noch generell als hdher angegeben wurde, registrierte man im Jahr 2012
794.000 Falle fur diese Regionen, aber 883.000 fur ,weniger stark entwickelte Lander"
(Ferlay et al. 2015; Torre et al. 2015).

Eine &hnliche Tendenz konnte in den vergangenen Jahren im Falle der Inzidenzraten
beobachtet werden. Obwohl diese in Landern mit geringem Einkommen derzeit noch
niedriger liegen als in westlichen ,Industrienationen, nahmen sie ebenfalls in letzter
Zeit stark zu. Die Grinde dafir sind nicht vollstandig aufgeklart. Sie hangen aber
mdglicherweise mit steigenden Lebenserwartungen und dem damit verbundenem
Bevolkerungswachstum sowie mit der Angleichung an westliche Lebensweisen
(geringere Anzahl an Kindern, spéateres Gebaren, kalorienreiche Ernédhrung, geringe
sportliche Aktivitat, etc.) zusammen. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass trotz geringerer
Inzidenzrate die Mortalitatsrate in &rmeren Regionen sehr hoch und vor allem hdher als
in wohlhabenderen Landern ist. Ursachen dafir sind wahrscheinlich ein in der
Bevolkerung nur unzureichend verbreitetes Bewusstsein fir dieses Krankheitsbild
(Rizwan und Saadullah 2009) sowie der eingeschrankte Zugang zu
Friherkennungsmalnahmen und optimalen Behandlungsmoglichkeiten (Jemal et al.
2010).
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1.2 Atiologie des Mammakarzinoms
Beim Mammakarzinom wird Ublicherweise zwischen einer spontanen (90 bis 95% der
Falle) und einer hereditaren Form unterschieden. Neben einer erblichen Komponente
gibt es also ebenfalls verschiedene Umweltfaktoren, die fur ein erhodhtes
Brustkrebsrisiko verantwortlich zu sein scheinen. Zu diesen gehdren (Hanf und Korner
2010):
- Bestimmte Medikamente und extern zugefiihrte Hormone (z.B. Hormontherapie
postmenopausaler Beschwerden)
- Fruhe Menarche
- Spate Menopause
- Spate erste Schwangerschaft
- Nulliparitat
- Radioaktive Strahlung
- Zugehorigkeit zu  hoheren  soziobkonomischen  Klassen  (langere
Ausbildungszeit und konsekutiv spatere erste Schwangerschaft)
- Westliche Lebensweise (wenig Bewegung, falsche Essgewohnheiten, z.B.
hoher Konsum tierischer Fette)

Schon bei der Aufzahlung dieser Risikofaktoren wird deutlich, dass Ostrogene und
Gestagene bei fast allen dieser Punkte eine besondere Rolle spielen. Dabei steigert
ein langerer Einfluss von Ostrogen auf das undifferenzierte Brustdriisenparenchym das
Risiko, an Brustkrebs zu erkranken. Durch Schwangerschaft und Stillzeit kommt es zu
einer bemerkenswerten Senkung des Erkrankungsrisikos und auch das Alter zur Zeit
der Schwangerschaft hat einen Einfluss (Clemons und Goss 2001; Thomssen 2005).
Nicht nur das generelle Erkrankungsrisiko wird hierdurch verandert, sondern auch das
Auftreten der einzelnen immunhistochemischen Typen (siehe 1.3.4): So konnte gezeigt
werden, dass Paritat, jungeres Alter zur ersten Schwangerschaft und Stillen ein
geringeres Risiko fiir hormonrezeptorpositive Mammakarzinome bedingten. Letzteres
verringerte dabei aul3erdem die Wahrscheinlichkeit fur tripel-negativen Brustkrebs
(Lambertini et al. 2016).

1.3 Ausgewahlte Einteilungen des Mammakarzinoms

1.3.1 TNM-Klassifikation nach UICC und Staging nach AJCC

Entsprechend der S3-Leitlinie flr Brustkrebs sollten alle Patientinnen hinsichtlich der
Tumorausbreitung zunachst vollstandig klinisch untersucht und auch anhand von
bildgebenden Verfahren nach dem TNM-System der UICC (Union for international

Cancer Control) Kklassifiziert werden (Kreienberg et al. 2013). Anhand der

2
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Resektionsergebnisse kann durch den Pathologen daraufhin die pathologische TNM-
Klassifikation erfolgen. Dabei beschreibt T die Tumorgrofle des invasiven
Primartumors in cm, N den Status der regionédren Lymphknoten und M das Vorliegen
von Fernmetastasen. Aus der TNM-Klassifikation kann das Staging nach den
Vorgaben des AJCC (American Joint Comittee on Cancer) festgelegt werden. Beides
macht eine bessere Prognoseabschéatzung fur die Patientinnen madglich und erleichtert

die Therapieentscheidung.

1.3.2 Histopathologische Klassifikation der World Health Organization (WHO)

Die WHO-Klassifikation stellt den morphologischen Phanotypus der Gewebe in den
Vordergrund und unterteilt in invasive und nicht-invasive Mammakarzinome. Insgesamt
gibt es 22 invasive Typen, von denen der Hauptteil durch das invasive Karzinom ,no
special type“ (friher: ,invasiv duktal) mit 40 bis 75% aller Karzinome gebildet wird. Es
folgt das invasiv-lobuldre Karzinom, welches ca 10 bis 15% der invasiven
Mammakarzinome ausbilden. Alle anderen Formen kommen seltener vor (Lebeau und
Mitze 2010).

1.3.3 Grading

Bei allen invasiven Karzinomen sollte neben der histopathologischen Typisierung auch
ein Grading durchgefiihrt werden (Kreienberg et al. 2013). Es dient der Einschatzung
des Malignitats- und Differenzierungsgrades und stellt somit einen wichtigen
prognostischen Faktor dar. Heutzutage wird das durch Elston und Ellis modizifizierte
Grading-System von Bloom und Richardson genutzt. Es hat sich wegen seiner guten
Reproduzierbarkeit als brauchbar bewiesen und basiert auf einer Scoresumme, die aus
Punktwerten  folgender drei Kategorien errechnet wird:  Tubulusbildung,
Kernpleomorphie und Mitoserate. Fur die Zuordnung der Scorewerte ist die
Bertcksichtigung der individuellen GesichtsfeldgroéRe des Mikroskops erforderlich.
Somit werden die Karzinome eingeteilt in G1 (gut differenziert), G2 (malig
differenziert) und G3 (schlecht differenziert). Patientinnen mit G1-Tumoren haben
dabei eine signifikant bessere Uberlebenschance als G2- und G3-Patientinnen (Elston
und Ellis 1991).

Neben der prognostischen Aussagekraft spielt das Grading auch als pradiktiver Marker
fur das Ansprechen auf eine Chemotherapie eine Rolle, da G3-Tumoren
erfahrungsgemar besser auf eine adjuvante und neoadjuvante Therapie ansprechen
als G1-Tumoren (Lebeau und Mitze 2010).
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1.3.4 Immunhistochemische Einteilungen

Normale Gewebszellen und Tumorzellen kénnen Rezeptoren ausbilden, die sie
sensibel fir bestimmte Botenstoffe machen. Uber diese kann das Mammakarzinom
immunhistochemisch klassifiziert werden. Eine Auswahl, der fur diese Arbeit wichtigen
Marker soll hier vorgestellt werden.

Steroidhormonrezeptoren (HR): Ostrogen(ER)- und Progesteron(PR)-rezeptoren

Die Expression von ER und PR hat als pradiktive Marker eine hohe klinische Relevanz.
Der HR-status gilt als positiv, wenn mindestens 1% der Zellen immunhistochemisch
nachweislich ER und/oder PR ausbilden. Die Analyse erfolgt semiquantitativ und nutzt
entweder den in Deutschland Ublichen Remmele-Stegner-Score (IRS, Immunreaktiver
Score) oder den Allred-Score (Kantelhardt et al. 2012). Beim erstgenannten wird
mittels des Produktes aus den Punktwerten der Anzahl gefarbter Zellen und deren
Farbeintensitat eine Aussage getroffen (Remmele und Stegner 1987), bei dem zweiten

erfolgt dies liber die Summe (Harvey et al. 1999).

Tab. 1. Semiquantitative Methode nach Remmele und Stegner
(MVZ fur Histologie, Zytologie und Molekulare Diagnostik)

Farbeintensitat
- Keine Farbung nachweisbar
- Geringe Farbeintensitat der Kerne
- MalRige Farbeintensitat der Kerne
- Starke Farbeintensitat der Kerne

wWNEF O

Anzahl positiver Zellen
- Keine positiven Kerne nachweisbar
- < 10% positive Zellen (Kernfarbung)
- 10 - 50% positive Zellen (Kernfarbung)
- 51 - 80% positive Zellen (Kernfarbung)
- > 80% positive Zellen

ArwWNPEFLO

Bewertung:

Score = Farbeintensitat x Anzahl positiver Zellen
- Negativ 0-2
- Positiv 3-12

Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)

Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) gilt heute als wichtiger
prognostischer und pradiktiver Marker. Seine Bestimmung wird somit im Rahmen der
Primardiagnostik empfohlen und eine Einteilung des Mammakarzinoms in HER2-
positiv bzw. -—negativ ist sinnvoll. Die Bestimmung kann entweder durch
immunhistochemische Analysen mittels standardisierter Testkits oder durch in-situ
Hybridisierung (FISH, CISH, SISH 0.4.) durchgefuhrt werden.
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Bei der immunhistochemischen Analyse liegt ein positives Ergebnis (und damit ein zu
erwartender Nutzen einer Trastuzumab-Therapie) vor, wenn eine immunhistochemisch
nachgewiesene Uberexpression in mehr als 10% der invasiven Tumorzellen bei

vollsténdiger Farbung gefunden werden konnte (Wolff et al. 2013).

Ki-67

Auch die Frage nach einer erhdhten Expression von Ki-67 ist flr die Einteilung der
Karzinome von Bedeutung. Ki-67 gilt als Proliferationsfaktor und wird vor allem in
Zellen mit hoher Teilungsaktivitat exprimiert. Damit zeigt es neben prognostischer
Relevanz auch eine pradiktive Bedeutung, da stark proliferierende Tumoren besser auf
adjuvante Chemotherapien ansprechen, als niedrig-proliferierende. Nachgewiesen wird
er mit Hilfe des Antikérpers MIB-1, jedoch ist ein konkreter Schwellenwert fir
prognostische und therapeutische Entscheidungen noch nicht gefunden. Es gibt
gegenwartig noch recht unterschiedlich hohe Werte fiir die einzelnen Fragestellungen.
Aktuelle Empfehlungen orientieren darauf, dass nur Werte unter 10% und tber 20%
verwendet werden sollten, da der Bereich dazwischen durch methodische
Unsicherheiten als nicht unproblematisch einzuschétzen ist (Kantelhardt et al. 2012).

Immunhistochemische Einteilung des Mammakarzinoms

Ausgehend von den Genexpressionprofilen und Clusteranalysen von Perou et al. im
Jahr 2000 konnten verschiedene molekulare Typen des Mammakarzinoms bestimmt
werden: Luminal A, Luminal B, HER-2, basaler Typ und ,normales Brustgewebe®
(Perou et al. 2000; Sgrlie et al. 2001). Sie unterscheiden sich deutlich in ihrer
Tumorbiologie, ihrem Metastasierungsmuster, Therapieverhalten und ihren Prognosen
(Parker et al. 2009). Haufig genannte Beispiele sind die hthere Aggressivitat, die
erhdhte Fernmetastasenrate, die schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeit nach
Rezidiv und so die insgesamt prognostisch schlechten Eigenschaften des basalen
Typs (Serlie et al. 2003).

Ausgehend von dieser molekularen Einteilung des Mammakarzinoms konnten
immunhistochemische Typen eingeteilt werden. Sie basieren auf den
Rezeptorexpressionsprofilen des Gewebes. Eine Ubersicht tiber diese Einteilung findet
sich unter 1.5.2. In der Gruppe der tripel-negativen Mammakarzinome weist die
Mehrzahl der Karzinome die molekularen Eigenschaften des basalen Typs auf. Eine
synonyme Verwendung ist dennoch kritisch zu betrachten, da bei ca. 15 — 45% des
basalen Typs auch Steroidhormonrezeptoren bzw. HER2 auftreten. Andersherum
kénnen bei den tripel-negativen Karzinomen in 16 — 44% der Falle die basalen Marker
(u.a. Ck 5/6, EGFR) fehlen (Rakha et al. 2009; Goldhirsch et al. 2011).
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Epidermal growth factor receptor (EGFR) und Zytokeratin 5/6 (CK 5/6)

Darum ist es durchaus sinnvoll, zwei weitere immunhistochemische Marker zur

Identifizierung des basal-likes Typs unter den tripel-negativen Mammakarzinomen zu
bestimmen. Zumal diese Gruppe anscheinend den Hauptanteil des negativen
prognostischen Einflusses der tripel-negativen Mammakarzinome ausmacht. Unter
Verwendung der von Niehlsen et al. publizierten “5-Marker-Methode” (HR-, HER2-
negativ, CK 5/6- und/oder EGFR-positiv) konnten so die basalen Typen unter den
tripel-negativen Mammakarzinomen identifiziert und Unterschiede im Gesamtiberleben
festgehalten werden (Nielsen et al. 2004; Cheang et al. 2008; Rakha et al. 2009).

Der Epidermal growth factor receptor (EGFR oder auch HERL1) ist Teil einer Familie
von Tyrosinkinaserezeptoren (ErbB-Rezeptortyrosinkinasen), zu denen ebenfalls
HER2 gehdrt. Nicht nur HER2, sondern auch EGFR stehen beim Thema Brustkrebs in
Zusammenhang mit einem aggressivem Verlauf und unglnstiger Prognose der
Erkrankung. Mutierte und dadurch autokrin-daueraktivierte EGF-Rezeptoren flhren zu
einer verstarkten Proliferation und Apoptoseverhinderung in Tumorzellen, zur Induktion

von Angiogenese und zur Ausbildung von Metastasen (Holbro et al. 2003).

Zytokeratine sind Intermediarfilamente, die durch ihre Expression in verschiedenen
Epithelzellen Aussagen Uuber die Art der Epithelzellen, den Zustand des
Gewebewachstums und seinen Differenzierungsgrad sowie seine Funktionalitéat
zulassen. Auch zur Unterscheidung verschiedener Tumorzellen kdnnen sie
herangezogen werden. In Brustkrebsgewebe wird CK 5/6 hauptsachlich von

myoepithelialen Zellen exprimiert.

1.4 Prognostische und pradiktive Faktoren

Prognostische und pradiktive Faktoren helfen, eine auf die individuellen Eigenschaften
der Patientin und deren jeweilige Erkrankungssituation ,malRgeschneiderte“ Therapie
festzulegen (Kantelhardt et al. 2012).

Entsprechend der aktuellen Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft Gyné&kologische
Onkologie e.V. (AGO e.V.) gehodren zu den am besten untersuchten Prognosefaktoren:
Alter, pTNM-Status (siehe 1.3.1), Resektionsrand, histologischer Typ (siehe 1.3.2),
Grading (siehe 1.3.3) und ER- bzw. PR-Status (siehe 1.3.4). Auch Gefaldinvasion, das
Vorliegen des Proliferationsmarkers Ki-67 (siehe 1.3.4) oder des Invasionsfaktors
uPA/PAI-1 (uPA: Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ, PAI-1: Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ 1), die Diagnose eines tripel-negativen Tumortyps sowie ein

entsprechender Lebensstil (z.B. regelmafiger Alkoholkonsum von mindestens 6g/d)

6



1 Einleitung

und ein BMI gréRer als 25 kg/m?® werden als Prognosefaktoren empfohlen (AGO e.V.
2012).

Die alleinige prognostische Aussagekraft des HR- und HER2-status scheint eher
gering zu sein. ER-positive und —negative Patientinnen haben die gleiche 10-
Jahresrezidivrate (Kantelhardt et al. 2012), allerdings entwickeln Patientinnen ohne
HR-expression zeitiger Rezidive, sind aber im Gegensatz zu den HR-positiven nach
einer rezidivfreien Zeit von 2 Jahren, insgesamt weniger rezidivgefahrdet (Schmitt et al.
1997).

Der HER2-status als Prognosefaktor wird noch diskutiert: Es gibt Studien, die fur
HER2-positive Tumoren durch deren aggressiveren Wachstums eine ungtinstigere
Prognose voraussagen (Slamon et al. 1989; Gonzalez-Angulo et al. 2009). Dies kdnnte
aber auch der mehrheitlichen Unempfindlichkeit oder Resistenz dieser Tumoren
gegenuber vielen Therapien geschuldet sein (Pegram et al. 1998; Meng et al. 2015).
Eine eigenstandige, unabhangige prognostische Bedeutung ist daher noch umstritten.
Ein Uberlebensnachteil der tripel-negativen Gruppe der Mammakarzinome gegeniiber
den nicht-tripel-negativen konnte in zahlreichen epidemiologischen Studien gezeigt
werden und verhdlt sich ahnlich wie HR-negativ zu HR-positiv.: hoheres
Fernrezidivrisiko v.a. innerhalb der ersten drei Jahre nach initialer Therapie, hohere
Mortalitdt v.a. in den ersten 5 Jahren nach Erstdiagnose, kirzeres medianes
Uberleben nach Rezidiv, aber auch 50% Risikoreduktion fur Spatrezidive (> 5 Jahre
nach Erstdiagnose) fir tripel-negative im Vergleich zu nicht-tripel-negativen
Mammakarzinomen (Kandel et al. 2006; Dent et al. 2007).

1.5. Versorgungsstrukturen und Therapiestandards in Deutschland

1.5.1 MalBnahmen der Friherkennung

Zu den Maflinahmen der Brustkrebsfriherkennung in Deutschland gehéren neben der
Aufklarung Uber die Risikofaktoren die flr Frauen ab dem 30. Lebensjahr einmal
jahrliche Klinische Brustuntersuchung sowie das im Abstand von zwei Jahren
durchzufiilhrende Mammographiescreening fur Frauen zwischen dem 50. und 70.
Lebensjahr. Frauen mit einem erhghten genetischen Risiko haben Anspruch auf eine

intensivierte Friherkennung.
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1.5.2 Operative Therapie und adjuvante Radiotherapie

Laut der S3-Leitlinie des Jahres 2012 wird fir alle lokoregional begrenzten
Mammakarzinome zunéchst die Tumorresektion in sano (R0O-Resektion) empfohlen.
Brusterhaltende Therapie (BET) mit anschlieRender Bestrahlung der gesamten Brust
und modifiziert radikale Mastektomie (MRM) sind dabei im Hinblick auf das Uberleben
gleichwertig (Kreienberg et al. 2013). Noch nicht in der Leitlinie verankert, aber auf der
St.-Gallen-Konsensus-Konferenz 2015 mehrheitlich beflirwortet, wurde der Vorschlag,
dass sogar in Fallen der Multizentrizitat und Mulitfokalitat die BET als operativer
Goldstandard zu bewerten ist, wenn RO-Resektion und anschlieRende Strahlentherapie
gewadhrleistet werden kénnen (Gnant et al. 2015). Trotzdem gibt es immer noch
Kriterien, die eine MRM empfehlen (z.B. inflammatorisches Mammakarzinom, diffuse
ausgedehnte Kalzifikation vom malignen Typ, etc.). Auch hier ist eine anschlieRende
plastische Rekonstruktion der Brust méglich und eine Radiotherapie angebracht.

Bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen wird eine primare (neoadjuvante)
Systemtherapie zum Erreichen der Operabilitat gefolgt von Operation und
postoperativer Bestrahlung empfohlen. Eine neoadjuvante Strahlentherapie sollte
simultan zur neoadjuvanten Systemtherapie angeboten werden, falls diese keine
Erfolge zeigt (Kreienberg et al. 2013).

Um den Nodalstatus zu bestimmen, ist es Standard im Zuge des operativen Eingriffs
auch eine Sentinellymphknotenentfernung (SLNE) durchzufuhren. Eine Axilladissektion
ist nur in begrenzten Fallen anzustreben (AGO e.V. 2012).
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1.5.3 Systemische adjuvante Therapie

Die medikamentdse Therapie héngt von den verschiedenen Eigenschaften und dem
immunhistochemischen Typ des Mammakarzinoms ab. Man unterscheidet endokrine,
Anti-HER2- und Chemotherapie. Einen Uberblick lber die einzelnen Phanotypen und
Therapieoptionen liefert Tabelle 2.

Tab. 2: Immunhistochemisch definierte Typen des Mammakarzinoms und
entsprechende Therapieempfehlungen nach St. Gallen 2011 (Harbeck 2012; Gnant et
al. 2015; Kantelhardt et al. 2012)

Luminal A Luminal B Luminal B HER2-positiv | Tripel-negativ
HER2-negativ | HER2-positiv
ER-pos. ER-pos. ER-pos. ER-neg. und ER-neg. und
und/oder PR- und/oder PR- und/oder PR- PR-neg. PR-neg.
pos. pos. pos.
HER2-neg. HER2-neg. HER2-pos. HER2-pos. HER2-neg.
Ki-67 niedrig Ki-67 erhoht jedes Ki-67 jedes Ki-67 jedes Ki67
(<14%) (>14%)
(Gnant et al. (Gnant et al.
2015): 2015):
<20-29%) >20-29%
G1, G2 G1,G2,G3 Gl, G2, G3 Gl, G2, G3 Gl, G2, G3
ET ET und ChT ET und ChT ChT und Anti- ChT
(Gnant et al. und Anti- HER2-
2015: ChT nur HER2- Therapie
bei hohem Therapie
Risiko)

(ER — Ostrogenrezeptor, PR — Progesteronrezeptor, HER2- Human epidermal growth
factor receptor 2, Ki-67 — Kiel 67, G1-3 — Grade 1-3, ET — Endokrine Therapie,

ChT — Chemotherapie, pos. — positiv, neg. - negativ)

Der Zeitpunkt des Therapiebeginns kann dabei vor oder nach der Operation liegen. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine gut kalkulierte systemische
Therapie die Rezidivrate und die Mortalitat gesenkt werden konnten (Ferguson et al.
2007; Peto et al. 2012).

Eine Indikation fur eine endokrine Therapie ist nur dann sinnvoll, wenn die Patientin
auch positiv fir ER und/oder PR getestet wurde. Fir pramenopausale Frauen ist dafir
5 Jahre, GnRH-Analoga), fur

postmenopausale Frauen ebenso, bzw. bei postmenopausalen Patientinnen mit

Tamoxifen (Uber haufig in Kombination mit
ungunstigeren Prognosefaktoren Aromatasehemmer der 3. Generation (Uber 5 Jahre)
vorgesehen. Es kénnen aber auch kombinierte Therapieschemata beider Praparate
angewendet werden (Gnant et al. 2015).

konnte bereits in
Lokal- und

Gesamtiiberlebens bei

Der positive Einfluss des Tamoxifen auf den Krankheitsverlauf
1980er/1990er

Fernrezidivrisikoreduktion,

Studien aus den Jahren gezeigt werden:

sowie Verbesserung des
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vergleichsweise geringer Nebenwirkungsrate (Fisher und Redmond 1992; Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG) 2005).

Die adjuvante Chemotherapie sollte ein Taxan (Paclitaxel, Docetaxel) und
Anthrazykline (Doxorubicin, Epirubicin) enthalten und fur eine Dauer von 18 bis 24
Wochen durchgefiihrt werden. Heutzutage werden die FEC-Kombination (5-
Fluorouracil, Epirubicin und Cyclophosphamid) oder die FAC-Kombination (5-
Fluorouracil, Adriamycin, Cyclophosphamid) als gangige Therapieschemata
empfohlen. Die Anti-Her2-Therapie mit Trastuzumab bietet fir Patientinnen mit HER2-
Uberexpression und einer TumorgroRe iiber 1 cm Vorteile. Es ist ein monoklonaler
Antikodrper, welcher an HER2-Rezeptoren bindet und dadurch die intrazellulare
Signalweiterleitung verhindert. Auch wenn der Tumor kleiner ist, aber eine Indikation

fir eine Chemotherapie vorliegt, sollte es verabreicht werden. (Kreienberg et al. 2013).

Um einem ganzheitlichen Therapiekonzept in Deutschland gerecht zu werden, spielt

natirlich auch die psychoonkologische Betreuung eine wesentliche Rolle.

1.6 Versorgungsstrukturen und Therapiestandards in Athiopien

Das Land Athiopien gehort trotz seiner interessanten Geschichte und den kulturellen
Besonderheiten zu den &rmeren Regionen unseres Planeten. Mit Rang 173 von 187 ist
es eines der Schlusslichter der Human-Development-Index-Rangliste (United Nations
Development Programme). Mehrere Hungersnote in den 1970er und 1980er Jahren,
fehlende Infrastruktur, schlechte Bildung der jungen Generationen (vor allem in den
landlichen Gebieten) und eine schlechte Situation auf dem Arbeitsmarkt sind Aspekte,
die das Leben der athiopischen Bevolkerung erschweren.

Insgesamt gibt es 122 6ffentliche und 50 private Krankenhauser im Land. Der arztliche
Verteilungsschliissel liegt bei 0,4 Arzten pro 10.000 Einwohner (Kantelhardt et al.
2014a). Wie in vielen Landern mit niedrigen Einkommen galt die Hauptaufmerksamkeit
des offentlichen Gesundheitssystems und vieler Hilfsorganisationen lange Zeit den
Infektionskrankheiten. Maligne Neoplasien wurden demgegeniber vernachlassigt
(Seife T et al. 2012). Darum ist es nicht verwunderlich, dass es in ganz Athiopien trotz
einer Krebspatientenzahl von mehr als 2000 im Jahr 2010 lediglich ein einziges
Krebszentrum in der Hauptstadt Addis Abeba gibt. Von den insgesamt 600 Betten des
Universitatskrankenhauses sind 18 fir Krebspatientinnen reserviert. Bei einer
Gesamtzahl von 201 angestellten Arzten gibt es nur zwei Hamatologen, vier klinische
und zwei chirurgische Onkologen, vier Strahlentherapeuten und einen
Kinderonkologen. Auch das Personal fir die Palliativversorgung ist unzureichend.

Hinzu kommen technische Engpasse mit nur einem CT- und einem MRT-Gerat sowie
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einem Cobalt-60-Gerat zur Strahlentherapie, welches durch die Uberlastung héaufig
ausfallt und so nur mit Unterbrechungen verfligbar ist. Die Wartezeit fur eine
onkologische Behandlung betragt durchschnittlich sechs Monate. Private Termine sind
eher mdoglich, allerdings fir den Durchschnitt der Bevolkerung nicht erschwinglich
(Woldeamanuel et al. 2013). Fur mittellose Menschen gibt es die Moglichkeit, sich vom
Einwohnermeldeamt ein Dokument ausstellen zu lassen, welches ihnen eine
kostenfreie Behandlung — allerdings mit langen Wartezeiten - ermdglicht (Kantelhardt
et al. 2014a).

Viele Patientinnen stellen sich erst in fortgeschrittenen Stadien bei Schulmedizinern
vor. Dies liegt einerseits daran, dass ein umfassendes Bewusstsein fur die Erkrankung,
sowie der Zugang Zu Screeningprogrammen und weitergehenden
Aufklarungsinformationen kaum vorliegen (Birhane et al. 2015). Andererseits
bevorzugen vor allem die Menschen aus landlichen Regionen traditionelle Heiler, da
sie dem offentlichen Gesundheitssystem wenig Vertrauen schenken (Anderson 2014).
Nach einer Studie aus dem Jahr 2014 von Kantelhardt et al. entspricht die Versorgung
der Brustkrebspatientinnen trotz all dieser Widrigkeiten zum grof3en Teil den Vorgaben
der Breast Cancer Global Initiative 2005 fur Lander mit begrenzten Ressourcen
(Anderson et al. 2006). In dieser retrospektiven Studie wurden die Patientenakten von
1070 Brustkrebspatientinnen fir den Zeitraum von 2006 bis 2010 des
Universitatskrankenhauses in Addis Abeba ausgewertet. Es zeigte sich, dass fast alle
Patientinnen eine operative Versorgung erhielten. In der Mehrheit der Félle wurde eine
modifizierte radikale Mastektomie durchgefuihrt. Brustkrebschirurgie wird dabei in
vielen Stadten Athiopiens von Allgemeinchirurgen durchgefiihrt. 80% der Patientinnen
bekamen anschlieRend eine Anthrazyklin-haltige Chemotherapie (am haufigsten nach
dem FAC-Protokoll, ansonsten auch Anthrazyklin und Cyclophosphamid und zu einem
geringen Teil auch CMF-Schema). 83,7% dieser Patientinnen erhielten dabei volle
sechs Zyklen.Taxane waren aber nicht enthalten. Im Rahmen des Hilfsprojektes
,Ethiopian Breast Cancer Project* wurden alle HR-positven und Patientinnen mit

unbekanntem Status kostenfrei mit Tamoxifen behandelt (Kantelhardt et al. 2014a).

Athiopien und viele andere sogenannte ,Entwicklungslander® werden sich in den
nachsten Jahren groRen Herausforderungen bei der Pravention, Diagnostik und
Behandlung von Brustkrebs stellen missen. Eine umfassende Einschatzung und
Charakterisierung der zukinftigen Belastung sowie eine realistische Beschreibung
bereits existierender praventiver, kurativer und palliativer Versorgungsstrukturen wéren

dafir der erste Schritt. Daflr braucht man auch ein gut funktionierendes
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Registrierungssystem. Erst danach kénnen gezielte Interventionen und Programme im

sogenannten ,low-resource setting“ geplant werden (Woldeamanuel et al. 2013).

Die Daten und Ergebnisse meiner Dissertation sollen langfristig einen Beitrag zur
verbesserten Patientenversorgung in Athiopien leisten und lieferten einen Beitrag zur
ersten Studie, welche den Hormonrezeptorstatus von Mammakarzinomen in Athiopien
— einem Land mit medizinisch gesehen eingeschrankten Ressourcen — untersuchte
(Kantelhardt et al. 2014b).
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Das Mammakarzinom als haufigste Krebserkrankung und haufigste malignom-bedingte
Todesursache der Frau ist nach wie vor eine schwerwiegende Erkrankung weltweit
(GLOBOCAN Cancer Fact Sheets: Breast cancer). Mit der Einfihrung der endokrinen
Therapie fur HR-positive Patientinnen wurde ein Therapieverfahren entdeckt, welches
die Mortalitats- und Rezidivraten von Brustkrebs erheblich senken konnte (Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG) 2005) und welches im Vergleich mit
anderen medikamentdsen systemischen Behandlungsverfahren ein relativ geringes
Nebenwirkungsspektrum sowie einen relativ geringen Kostenaufwand aufweist (Rote
Liste Service Gmbh).
In Athiopien ist der HR-status der Mehrzahl der Brustkrebspatientinnen unbekannt.
Eine Auswertung uUber die Verteilung der HR-positiven Brustkrebsféalle und die damit
verbundenen endokrinen Therapiemdglichkeiten ist somit von besonderer Bedeutung
fur die medizinische Versorgung der athiopischen Patientinnen.
Diese Promotion ist ein Beitrag zur ersten Studie, welche das immunhistochemische
Profil von Mammakarzinomen in Athiopien untersuchte (Kantelhardt et al. 2014b).
Dazu wurden die Daten von insgesamt 337 Brustkrebspatientinnen des Addis-Abeba-
Universitatskrankenhauses retrospektiv aus den dortigen Krankenakten ausgewertet.
Zusatzlich fand eine Analyse ausgewahlter Falle in einem deutschen Referenzlabor
statt. Ziele der hier vorgestellten Untersuchung waren:
- Die Erfassung der Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen
Tumoren bei Mammakarzinompatientinnen in Athiopien
- Die Erfassung der Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen
Tumoren bei Mammakarzinompatientinnen in Athiopien in klinischen und
pathologischen Gruppen
- Die Bestimmung des Einflusses klinischer und pathologischer Merkmale auf die
Wahrscheinlichkeit fur die ER/PR-negativitat
- Die Erhebung weiterer immunhistochemischer Marker (HER2, Ki-67, EGFR, CK
5/6) fur einen Hinweis auf die Verteilung immunhistochemischer Typen bei
athiopischen Frauen mit Mammakarzinom
- Die Darstellung des fernmetastasenfreien Uberlebens und ihr Vergleich bei HR-
positivitat und —negativitdt. HR-positive Patientinnen hatten die Option zur

Einnahme von Tamoxifen.
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3.1 Patientenkohorten

Untersucht wurden zwei Kohorten von Mammakarzinompatientinnen, deren Daten auf
verschiedene Weise zusammengetragen wurden. Ein positives Ethikvotum fur die
Untersuchung wurde vom Ethikkomitee der medizinischen Fakultdt des

Universitatskrankenhauses in Addis Abeba, Athiopien eingeholt.

Die Hauptkohorte A bestand aus Daten von 337 Patientinnen von Februar 2004 bis
September 2013, fur  welche die klinischen, pathologischen und
immunhistochemischen Befunde aus den Patientenakten des Instituts flr Pathologie
und des Krebsregisters des Universitatskrankenhauses in Addis Abeba dokumentiert
werden konnten. Analysen zum fernmetastasenfreien Uberleben konnten in 269 Fallen
durchgefuhrt werden.

Die Angaben stammten einerseits aus der Datensammlung der retrospektiven Studie
zur Erfassung aller Brustkrebsneudiagnosen des oben genannten Krankenhauses
(Kantelhardt et al. 2014a) sowie zur Weiterfuhrung dieser Datensammlung aus Daten,
welche wéhrend meines Aufenthalts am Universitatskrankenhaus in Addis Abeba im
Frahjahr 2014 erhoben wurden.

Zur Uberpriifung der lokal in Addis Abeba erhobenen Befunde und fiir die Bestimmung
weiterer Marker wurde eine Kohorte B zusammengetragen. Dazu wurden FFPE-Blocke
aus Addis Abeba nach Deutschland gebracht und dort in einem zertifizierten
Referenzlabor untersucht. In diese Kohorte wurden 31 Patientinnen einbezogen,
welche im Zeitraum Marz 2005 bis Januar 2010 am Universitatskrankenhaus Addis
Abeba behandelt wurden und zu denen Tumorbldcke durch Dr. Yonas Bekuretsion,
Institut fir Pathologie des Universitatskrankenhauses Addis Abeba im Februar 2013
bereit gestellt werden konnten.

Das nach Deutschland gesendete Material wurde am Institut fir Pathologie in Diren
mittels HE-F&rbung nach dem Routineverfahren bearbeitet. Unter der Leitung von
Professor Steffen Hauptmann wurden die zu analysierenden Schnitte ausgewahlt,
wobei ein grol3er Teil der gesendeten Paraffinblocke (n=99) aufgrund von anderer
Entitat (n=49) oder unzureichender Qualitat (n=19) verworfen werden musste. Mit den
verbliebenen 31 Proben stand schlielich Material zur Bestimmung der
immunhistochemischen Eigenschaften zur Verfigung. Die immunhistochemische
Analyse fand am MVZ fir Histologie, Zytologie und Molekulare Diagnostik in Trier statt.

Sowohl der HR- als auch der HER2-status konnten in 28 Féallen erhoben werden.
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Zusétzlich wurden die Marker Ki-67, CK 5/6 und EGFR analysiert. Die
immunhistochemische und histologische Bewertung unter dem Lichtmikroskop erfolgte
ebenfalls durch Dr. Yonas Bekuretsion, Addis Abeba.

Die klinischen Daten der Patientinnen konnten aus der Datensammlung der bereits
erwadhnten Studie (Kantelhardt et al. 2014a) gewonnen und das metastasenfreie
Uberleben in 27 Fallen berechnet werden (Abb. 1).

Brustkrebsdiagnosen AA
2005-2010
n=1287
Keine Tumorbldcke verfligbar
v n=1178
Tumorbldcke verfligbar
n =99
Tumorblock enthélt kein
> Brustgewebe
v n =49
Brustkrebsgewebe in Tumorblock
enthalten
n =50

Schlechte Qualitat des Gewebes,
keine Beurteilung méglich

A 4

A 4

n=19
Immunhistochemisch analysierbar
n=31
| HR-status UND HER2-status nicht
v bekannt
HR-status UND HER2-status n=3
bekannt
n=28
> Keine Angabe zu
v fernmetastasenfreiem Uberleben
Kaplan-Meier-Kurven erstellbar n=1
n=27

Abb. 1: Flussdiagramm Kohorte B
(AA — Universitatskrankenhaus Addis Abeba, HR — Steroidhormonrezeptoren, HER2 —
Human epidermal growth factor receptor 2)
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Ein individueller Vergleich der immunhistochemischen Ergebnisse beider Kohorten
konnte jedoch nicht stattfinden. Es war logistisch nicht moglich, die Aalteren
Blocke/Zytologien aus der Kohorte A zusammen zu tragen, um sie in Deutschland
erneut zu bestimmen. Verfugbar waren nach gleichem Protokoll behandelte FFPE-
Blocke von zeitlich etwas spéter behandelten Patientinnen.

Daher wurden beide Kohorten getrennt betrachtet und die Verteilung des HR-status in
Kohorte B als Kontrolle fir die Kohorte A genutzt (Abb. 2).

Brustkrebsfalle 2004 — 2013
Universitatskrankenhaus, Addis Abeba: n = 1811

Pathologie in Athiopien
aUSgewertet Kohorte A
n=1811 ¢ Retrospektive Erfassung des
- HR-status und klinischer
, Merkmale aus
IHCnv_eg;gbar Patientenakten (n=337)
- e Kaplan-Meier-Analysen
(n=269)
Kohorte B
Pathologie in Deutschland e Bestimmung von HR und /
ausgewertet oder HER2-status (n=31)
n=299 e Einteilung in
- immunhistochemische Typen
) (n=28)
IHC verfugbar e Retrospektive Erfassung
n=31 klinischer Merkmale aus
Patientenakten (n=31)
e Kaplan-Meier-Analysen
(n=27)

Abb. 2: Kohorten A und B
(IHC = Immunhistochemie, HR — Steroidhormonrezeptoren, HER2 — Human
epidermal growth factor receptor 2)
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3.2 Immunhistochemische Verfahren

Durch immunhistochemische Verfahren konnen Antigene mittels Antikdrpern im
Gewebe sichtbar gemacht werden. Dabei bedient man sich des Mechanismus, dass
bestimmte Antikdrper spezifisch an bestimmte Antigensequenzen (Epitope) binden.
Hiermit kénnen zusatzliche Informationen tber die Eigenschaften der Gewebszellen
erhalten werden, die durch andere konventionelle Farbe- und Darstellungstechniken
verborgen bleiben wirden (Elling und Pink 1992, S. 118).

Die Antikodrper, welche an die Antigene binden, sind entweder unmarkiert, direkt mit
einem Farbstoff verbunden oder gekoppelt an Enzyme, welche eine zunachst farblose
Substrat-Chromogen-Ldsung in ein farbiges Produkt umsetzen. Dabei gibt es
verschiedene Methoden mit unterschiedlichen Anzahlen an Zwischenschritten
(Sekundar-, Tertiar-Antikérper, etc.). Die einzelnen Detektionssysteme der Antigene
variieren in ihrer Methodik und zwischen den einzelnen Herstellern, darum sollen kurz
die beiden in dieser Untersuchung verwendeten Verfahren der Kohorten A und B

vorgestellt werden.

Kohorte A: Zwei-Schritt-Polymer-Methode
Bei dieser Methode bindet ein Sekundéar-Antikdrper mit einem angehangten

enzymmarkierten Polymer-Molekil an den Primarantikorper, welcher an die Antigen-
Sequenz des Gewebes gekniipft ist. Durch Zugabe der Substrat-Chromogen-Lésung
kommt es zum farblichen Effekt und darauf folgt die Gegenfarbung mit Hamalaun.
Durch das angehéngte Polymer-Molekil wird die Sensitiviat des Verfahrens gesteigert.
Relativ geringer Arbeitsaufwand, geringere Gesamtdauer, Unbeeinflussbarkeit durch
endogenes Biotin und die Mdglichkeit, auch sehr geringe Antigenmengen zu
detektieren, sind Vorteile dieser Methode, die Erhdéhung der unspezifischen
Hintergrundfarbung in dichtem Gewebe ein Nachteil (Lang 2013, S. 291-292).

Kohorte B: Indirekte Biotin-Streptavidin-Methode

Bei diesem Verfahren wird die starke Bindungsaffinitat und Spezifizitat von Streptavidin
zu Biotin fur die Markierung ausgenutzt. Es bindet ein biotinylierter Sekundar-
Antikdrper an den unkonjugierten Primarantikorper. An diesen Sekundar-Antikorper
bindet darauf ein Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex und durch Zugabe der Substrat-
Chromogen-Losung kommt es zum farblichen Umschlag. Daraufhin erfolgt die
Gegenfarbung mit Hamalaun. Im Vergleich zu Detektionsmethoden mit konjugierten
Primarantikérpern hat dieses Verfahren eine hohe Sensitivitat (Herbst und Hibner).

Vorteil dieser Methode ist auch, dass so mehrere Marker an den Ort des Antigens

gebracht werden konnen. Der Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex kann mit jedem
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biotinylierten Sekundar-Antikorper eingesetzt werden. Geachtet werden muss
allerdings auf das Auftreten von endogenem Biotin (Lang 2013, S.291-292). In
Geweben mit hohem Anteil endogenen Biotins wird dieses vorher blockiert oder es
wird gleich auf eine Farbemethode mittels Polymersystem ausgewichen.

3.2.1 Ablauf der immunhistochemischen Farbung der Kohorte A (Addis Abeba)

Das Material fur die pathologische und immunhistochemische Analyse wurde einerseits
Uber Feinnadelaspiration / Zytologie (FNAC), andererseits Uber die Untersuchung der
gewonnenen Operationsresektate bereitgestellt. Es wurden die Daten von
Primartumoren und - im Falle, dass eine immunhistochemische Analyse laut
Patientenakte erst zu spaterer Zeit nach Diagnosestellung erfolgte — auch von

Lokalrezidiven verwendet.

Bei der Feinnadelaspiration werden mit einer Nadel der suspekte Befund in der Brust
punktiert und Uber einen Unterdruck Zellen in die dazugehorige Spritze gesogen. Als
minimalinvasives Verfahren hat das den Vorteil des geringeren Aufwands, geringerer
kosmetischer Beeintrachtigungen sowie geringerer Kosten- und Zeitaufwendungen.
AnschlieRend werden die gewonnenen Zellen auf Objekttragern verteilt, gefarbt und
begutachtet (Fischer 2014, S. 199).

Die Angaben Uber das Verfahren der immunhistochemischen Aufbereitung der
Operationsresektate stammten von Herrn Assaf, Medizinisch-Technischer-Assistent
am Institut fir Pathologie des Universitdtskrankenhauses, Addis Abeba. Die
immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Novolink Polymer Detection
System Novocastra der Firma Leica Biosystems (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch Deutschland) durchgefiihrt.

Die FFPE-Blocke wurden zunachst in 4 um dinne Schnitte geschnitten und fur 5
Minuten zur Deparaffinierung in Xylen eingelegt. Darauf folgte die Rehydratation durch
mehrmaliges Eintauchen des Objektrdgers in eine Alkoholreihe absteigender
Konzentration. Die einzelnen Schritte hierbei waren jeweils 5 Minuten zuerst zweimal in
absolutem Alkohol, darauf einmal in 96%igen, 90%igen und 87%igen Alkohollésungen.
Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte fir 20 Minuten mit Citratpuffer inkubiert
und anschlieRend in destilliertem Wasser gewaschen. Falls der Citratpuffer nicht zur
Verfiigung stand, wurden auch andere Losungen mit einem pH < 6 benutzt.

Um die gewebseigenen Peroxidasen zu hemmen, nutzte man einen Peroxid-Block
(RE7101, Firma Leica Biosystems, Novocastra) und inkubierte fir 5 Minuten, um

darauffolgend den Proteinblock (RE7102, Firma Leica Biosystems, Novocastra) fur
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ebenfalls 5 Minuten zu applizieren. Zwischen und nach diesen beiden Schritten wurde
jeweils zweimal fur je 5 Minuten mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, phosphat
buffered saline) gespuilt.

AnschlieBend inkubierte man die Schnitte mit den monoklonalen Maus-
Priméarantikorpern (Tab. 3) und spulte sie wieder zweimal fir je 5 Minuten mit PBS.

Tab. 3. Kohorte A: Verwendete Antikorper, Klon-Nummern, Verdinnung,
Inkubationszeiten und -temperaturen

Antigen Antikdrper Klon- | Verdlin- | Inkubations- | Inkuba-
Nr. nung zeit tions-
temperatur
Ostrogenrezep- | Novocastra 6F11 | 1:50 30 min 25°C
tor (ER) Flussiger
(Leica Monoklonaler
Biosystems Maus-Antikdrper
Newcastle Ltd) Estrogen
Receptor
Progesteronre- | Novocastra 1A6 1:40 60 min 25°C
zeptor (PR) Flussiger
(Leica Monoklonaler
Biosystems Maus-Antikdrper
Newcastle Ltd) Progesterone
Receptor

Jetzt folgte das Einlegen fir je 30 Minuten in den Post Primary Block (RE7111, Firma
Leica Biosystems, Novocastra) und das Inkubieren mit Novo Link Polymer (RE7112,
Firma Leica Biosystems, Novocastra). Dazwischen und danach wurde wieder zweimal
fur jeweils 5 Minuten mit PBS gespdilt.

Zum Schluss wurden die Schnitte 5 Minuten mit 50 ul 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) und
1 ml DAB Substratpuffer Polymer (RE7143, Firma Leica Biosystems, Novocastra)
versetzt und mit Wasser gewaschen. Es folgt die Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin
(RE7107 Firma Leica Biosystems, Novocastra), gefolgt von dem sogenannten Blauen

in Wasser fur 5 Minuten.
Die Einschatzung des HR-status erfolgte durch erfahrene Pathologen des

Universitatskrankenhauses Addis Abeba nach dem Remmele-Stegner-Score und

wurde retrospektiv aus den Akten erhoben.
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3.2.2 Ablauf der immunhistochemischen Farbung der Kohorte B (Duren, Trier)
Die HE-Farbung nach dem Routineverfahren und die Auswahl der
immunhistochemisch zu analysierenden Tumorbldcke erfolgte unter der Leitung von
Professor Steffen Hauptmann am Institut fir Pathologie in Diren. Daraufhin wurde das
paraffineingebettete Tumorgewebe am MVZ fir Histologie, Zytologie und Molekulare
Diagnostik in Trier weiterbearbeitet.

Zunachst wurden die Tumorblocke am Feinschnittmikrotom mit der Gblichen
Schnittdicke von 2 bis 4 um geschnitten. Es folgte darauf die Glattung im heil3en
Wasserbad, das Aufziehen auf den Objekttrager und schlie3lich die Trocknung bei ca.
37°C Uber Nacht.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem automatisierten [HC-
Farbeautomat ,IHC Benchmark XT“ der Firma Roche-Ventana (Ventana Medical
Systems, Inc., Tucson, Arizona, U.S.A). und den folgenden kommerziell-erhéltlichen

monoklonalen Antikdrpern durchgefihrt (Tab. 4).

Tab. 4: Kohorte B: Verwendete Antikorper, Klon-Nummern, Verdinnung,
Inkubationszeiten und -temperaturen

Antigen Antikdrper Klon- | Verdin- Inkuba- Inkubations-
Nr. nung tionszeit temperatur
Ostrogenrezep- | ANTI-ER SP1 gebrauchs- | 32 min 37°C
tor (ER) (Kaninchen- fertig
IgG)
Progesteron- anti-PR 1E2 gebrauchs- | 32 min 37°C
rezeptor (PR) (Kaninchen- fertig
IgG)
Oncoprotein ANTI-HER- 4B5 gebrauchs- | 32 min 37°C
c-erbB-2 2/INEU fertig
(Kaninchen-
IgG)
Ki-67 ANTI-KI-67 30.9 gebrauchs- | 32 min 37°C
(Kaninchen- fertig
IgG)
Zytokeratin 5/6 | Cytokeratin 5/6 | D5/16 | gebrauchs- | 32 min 37°C
(CK 5/6) (Maus-1gG) B4 fertig
Epidermal ANTI-EGFR 5B7 gebrauchs- | 32 min 37°C
growth factor (Kaninchen- fertig
receptor (EGFR) | IgG)

Die Farbung folgte der indirekten Streptavidin-Biotin-Methode und nutzte vorgefertigte
Farbekits der Firma Roche-Ventana (I VIEW DAB Detection Kit).
Nach dem Farbeprotokoll wurde das Gewebe zunachst mittels EZ-Prep-Losung

entparaffiniert und die Zellen durch einen Cell-Conditioner (Cell-Conditioner Nr. 1,
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Ventana) zur Demaskierung der Bindungsstelle aufbereitet. Danach wurde der
jeweilige Primarantikdrper hinzugefigt und das Gewebe fir die o0.g. Dauer inkubiert.
Um die Farbung unter dem Lichtmikroskop sichtbar zu machen, wurden nun die
einzelnen Detektionskomponenten angefigt. Dazu gehotrten der biotinylierte
Sekundarantikorper (I-VIEW BIOTIN Ig, Ventana, 1 Tropfen), gekoppelt mit einem
Meerrettichperoxidase-Enzym-Konjugat (I-VIEW SA-HRP, Ventana, 1 Tropfen), sowie
das Chromogen DAB (I-VIEW DAB, Ventana, 1 Tropfen), Wasserstoffperoxid als
Substrat (I-VIEW H.O,, Ventana, 1 Tropfen) sowie LCS zur
Austrocknungsverhinderung. Es wurde jeweils fir 8 Minuten inkubiert und
zwischendurch mit dem Reaktionspuffer gespullt. Die Peroxidase oxidiert das
Wasserstoffperoxid und das DAB fallt als Reaktionsprodukt mit braunlicher Farbe aus.
Im Falle der HER2-Farbung wurde vor der Zugabe des Detektionssystems noch jeweils
ein Tropfen AMPLIFIER A bzw. B (Ventana) hinzugefugt und jeweils fir 8 min
inkubiert.

Zum Schluss folgte I-VIEW COPPER (1 Tropfen, Inkubation fir 4 min) und zur
Gegenfarbung 1 Tropfen Hamatoxylin sowie nochmals LCS flr 4 min.

Das immunhistochemische Labor am MVZ fir Histologie, Zytologie und Molekulare
Diagnostik in Trier hat im Jahr 2011 und 2012 an Ringversuchen zu Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, HER2/neu und Ki-67 erfolgreich teilgenommen.

Die Einschatzung des HR-status mit dem Lichtmikroskop wurde nach dem Remmele-
Stegner-Score durchgefihrt, die des HER2-status nach dem bereits in der Einleitung
erwahnten Scorekritierien (siehe 1.3.4). Beide Bewertungen wurden durch Dr. Yonas

Bekuretsion vorgenommen.

3.3 Statistische Verfahren

Fur die statistische Analyse wurde das Programm SPSS (Statistical Package for the
Social Siences) der Version 22 verwendet. Die Merkmale der Patientinnen und
Tumoren wurden dber Mittelwerte bzw. Mediane oder absolute und relative
Haufigkeiten beschrieben. Die fernmetastasenfreie Uberlebenszeit wurde durch
Kaplan-Meier-Kurven und 1- und 2-Jahres-Uberlebensraten dargestellt. Um den
Einfluss Klinisch-pathologischer Faktoren auf den Anteil HR-negativer Félle und das
fernmetastasenfreie Uberleben zu erfassen, wurden eine binare logistische

Regressionsanalyse und eine Cox-Regressionsanalyse durchgefihrt.

21



3 Material und Methoden

3.3.1 Einschlusskriterien

Es wurden alle Falle eingeschlossen, zu welchen mindestens ein Ergebnis zum ER-
oder PR-Status vorlag.

Der HR-status wurde positiv bewertet, wenn ER und/oder PR positiv erfasst war
(Kantelhardt et al. 2012).

Falle, die einen bekannten HR- und HER2-status vorwiesen (Kohorte B), wurden nach

folgendem Schema in immunhistochemische Typen klassifiziert:

Tab. 5: Einteilung IHC-Typen nach HR- und HER2-status

HR+/HER2- HR+/HER2+ HR-/HER2+ Tripel-negativ

HR positiv und HR positiv und HR negativ und HR negativ und

HER2 negativ HER2 positiv HER2 positiv HER2 negativ
(IHC - Immunhistochemisch, HR - Steroidhormonrezeptoren, HER2 - Human

epidermal growth factor receptor 2)

3.3.2 Deskriptive Statistik und Haufigkeitsverteilung

Die Verteilungen der Haufigkeiten der einzelnen immunhistochemischen Marker (ER,
PR, HER2, Ki-67, CK5/6, EGFR) wurden berechnet. Zur klinischen Beschreibung der
Kohorten wurden zusatzlich Geschlecht, Alter bei erstem Krankenhausbesuch,
Herkunft (innerhalb Athiopiens), Anzahl der Kinder, Menopausenstatus, Grading,
Staging, Histologische Klassifikation und das Material fir die pathologische
Diagnosestellung festgehalten. Bei unbekanntem Menopausenstatus wurde dieser

Uber das Alter geschatzt (< 50 Jahre: pramenopausal, =2 50 Jahre: postmenopausal)

Die Angaben zum Staging wurden aus den Krankenakten Gbernommen. In Féllen, in
denen ein klinisches T4-Stadium erwahnt wurde, wurde diesem Vorrang vor jeglichen
pathologischen T-Stadien eingeraumt. In jenen, in denen keine Operation
stattgefunden hat, wurde ebenfalls das klinische T-Stadium dokumentiert.

Falls keine Informationen zur Verfigung standen, wurde nach den Vorgaben der TNM-
Klassifikation mit Hilfe der Tumorgrof3e in cm, des Nodalstatus sowie dem Auftreten
von Fernmetastasen das Staging festgelegt (siehe 1.3.1). Da beim Nodalstatus nicht
immer die veranschlagte Anzahl der zu untersuchenden Lymphknoten zur Verfiigung
stand, wurde festgelegt, dass fir N1 mindestens die Halfte der untersuchten

Lymphknoten, fir N2 vier bis neun und fir N3 mindestens 10 Lymphknoten betroffen
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sein mussten. Fernmetastasen wurden bei verdachtigen klinischen Symptomen oder
einem positiven Rontgenbefund angenommen.

Das Grading wurde nach dem Schema von Elston und Ellis (siehe 1.3.3) durchgefuhrt.

Um Unterschiede zwischen beide Kohorten bzw. zwischen HR-positiven und -
negativen Patientinnen zu bewerten, wurden folgende Grenzwerte angenommen:
Altersunterschiede von mehr als 5 Jahren sowie prozentuale Unterschiede in den
Verteilungen von mindestens 10% wurden als erwahnenswerter Unterschied

dargestellt.

3.3.3 Bestimmung des Einflusses klinischer und pathologischer Merkmale auf
die Wahrscheinlichkeit der Hormonrezeptornegativitat

Die Verteilung der HR-positiven und -negativen Tumoren in den einzelnen klinischen
und pathologischen Gruppen wurde zusammengefasst und eine binare logistische
Regression mit sequentiellem Ausschlussverfahren fir das Auftreten von HR-
negativitat in Abhangigkeit von den unabhangigen Variablen Alter ( </=z 50 Jahre),
Herkunft (innerhalb Athiopiens: Addis Abeba/ Nicht-Addis-Abeba), Staging (Stage 1
und 2/ Stage 3 und 4) und histologischer Klassifikation (duktal/ lobuldar/ andere)
durchgefihrt. Das Grading wurde aufgrund der groRen Anzahl fehlender Werte nicht in
die Analyse einbezogen. Zur Aufnahme bzw. zum Ausschluss aus dem Modell wurde
ein p-Wert von 0,1 bzw. 0,2 festgelegt und die Odds Ratios (OR) mit 95%igem
Konfidenzintervall (KI) berechnet. Im Ergebnisteil wurden die Endergebnisse der

Modellierung dargestellt.

3.3.4 Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens

Eingeschlossen in die Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens wurden alle
Patientinnen, welche zum Diagnosezeitpunkt noch keine Fernmetastasen vorwiesen
(n=269). Fur die Uberlebenszeitanalyse wurden Kaplan-Meier-Schatzer genutzt.

Als Startpunkt diente das Datum der ersten Bestatigung des Karzinoms durch eine
pathologische Diagnostik (FNAC oder Operation). Lag dieses nicht vor, wurde das
Datum der endgultigen pathologischen Diagnose eingetragen, welches héaufig in
Zusammenhang mit der HR-analyse in den Akten des Instituts fir Pathologie am
Universitatskrankenhaus, Addis Abeba auftauchte. Im Falle, dass auch dieses nicht
vorhanden war, wurde das Datum eingetragen, welches auf den Patientenakten notiert
war und somit fur den ersten Kontakt zum Krankenhaus stand. Das
fernmetastasenfreie Gesamtuberleben berechnete sich aus der Zeitspanne von

Startpunkt bis zur dokumentierten Fernmetastase (Ereignis) bzw. bis zum letzten
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Datum des Patientenkontakts (Zensierung). Bei Fallen, die zensiert wurden, ist also bis
zum Ende der Beobachtung keine Fernmetastase aufgetreten: die Patientin ist
verstorben oder nicht mehr zur Nachbeobachtung erschienen.

Fur diese Arbeit lagen fur die Nachbeobachtung nur Informationen aus den
Krankenakten des Universitatskrankenhauses, Addis Abeba vor. Die Patientinnen
erhielten im Rahmen eines Projektes kostenfrei Tamoxifen, sodass sie einen Anreiz
hatten, weiter an der Klinik betreut zu werden. Allerdings war bei vielen Patientinnen
ein Abbruch der Behandlung zu sehen (Patientin kommt z.B. nach sechs Monaten
nicht mehr in die Sprechstunde). Dies ist typisch fir Lander mit begrenzten
Ressourcen, wo die Patientinnen z.B. auf Grund ihrer finanziellen Situation nicht mehr
in das Krankenhaus kommen. Um herauszufinden, ob etwaige Uberlebensvorteile
zwischen den untersuchten Gruppen durch stark differierende Zensierungsmuster
bedingt sein kdnnten, wurde im Rahmen einer Sensitivitdtsanalyse eine Kaplan-Meier-
Kurve mit der Zensierung als Outcome erstellt. Dabei sollte festgestellt werden, ob
Patientinnen mit negativem HR-status aufgrund ihrer schlechteren Prognose friiher aus
der Behandlung ausstiegen und nicht mehr zur Behandlung kamen (z.B. weil sie
bereits zu Hause verstorben sind).

Zur multivariaten Schéatzung des Einflusses von HR-status, Alter, Herkunft, Staging und
histologischer Klassifikation auf die fernmetastasenfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit
wurde ein Cox-Regressions-Modell mit sequentiellem  Ausschlussverfahren
durchgefuhrt und die Hazard Ratios mit 95%igem Konfidenzintervall berechnet
(Aufnahme-p-Wert 0,1; Ausschluss-p-Wert 0,2). Auch hier wurde das Grading aufgrund

der grof3en Anzahl fehlender Werte nicht in die Analyse aufgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Verteilung und Haufigkeiten von Ostrogen-, Progesteron- und
Hormonrezeptoren in Kohorte A und B

In Kohorte A mit einer Fallzahl von n=337 waren 38% (n=127) der dokumentierten
Falle HR-negativ bzw. negativ fur ER. Der Anteil PR-negativer Tumoren lag etwas
héher bei 52% (n=167). Bei diesen retrospektiv erhobenen Daten zeigte sich damit,
dass der Anteil HR-negativer Tumoren bei den untersuchten Patientinnen weniger als
die Halfte betrug (Tab. 6).

Die immunhistochemische Analyse der Kohorte B wurde in einem Referenzlabor in
Deutschland durchgefuhrt und diente der Kontrolle der in Athiopien erhobenen
immunhistochemischen Daten. Ein individueller immunhistochemischer Vergleich der
Tumorproben war allerdings nicht moglich.

Der ER-Status war in Kohorte B bei ca. der Halfte der Tumorblécke negativ (n=15;
52%). PR-negativ waren 57% (n=17).

Insgesamt wurden HR-negative Ergebnisse in 45% (n=14) des untersuchten Materials
festgestellt (Tab. 6).

Tab. 6: Verteilung: Ostrogen-, Progesteron- und Hormonrezeptorstatus in Kohorte A
und B

Merkmal Kohorte A Kohorte B
Anzahl n (%) Anzahl n (%)

Ostrogenrezeptorstatus n=332 n=29

- positiv 205 (62) 14 (48)

- negativ 127 (38) 15 (52)
Progesteronrezeptorstatus n=318 n=30

- positiv 151 (48) 13 (43)

- negativ 167 (52) 17 (57)
Hormonrezeptorstatus n=337 n=31

- positiv 210 (62) 17 (55)

- negativ 127 (38) 14 (45)

4.2 Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen Tumoren in klinischen
und pathologischen Gruppen in Kohorte A und B
Durch die z.T. lickenhafte Dokumentation in den Patientenakten konnten nicht alle

Falle zu jeder Variable ausgewertet werden. Eine Aufstellung der
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Haufigkeitsverteilungen der klinischen und pathologischen Merkmale jeweils der
gesamten Kohorte und aufgeteilt nach dem HR-status liefern die folgenden
Ubersichten.

4.2.1 Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen Tumoren in
klinischen und pathologischen Gruppen in Kohorte A

Die Daten der Kohorte A wurden retrospektiv aus den Patientenakten des
Universitatskrankenhauses in Addis Abeba erhoben.

Von den 337 betrachteten Patienten waren 3 (0,9%) mannlich. Das mediane Alter der
Patientinnen war 40 Jahre, wobei die jingste Patientin 20 und die alteste 80 Jahre alt
war. Die mittlere Anzahl Kinder betrug drei. Es Uberwogen die Patientinnen, die aus
Addis Abeba kamen (n=173; 62%). Zum Zeitpunkt der Diagnose wiesen 50% (n=156)
der Patientinnen einen pramenopausalen und 50% (n=157) einen postmenopausalen
Status auf.

Es wurden groftenteils Tumoren mit Grade 2 und 3 dokumentiert (n=115; 85%).
Insgesamt 163 Patientinnen (56%) verzeichneten mindestens ein T3-Stadium und bei
191 Patientinnen (81%) traten Lymphknotenmetastasen auf. Tumore in
fortgeschrittenen Stadien (mindestens Stage 3) Uberwogen mit 77% (n=188).
Histologisch traten vor allem duktale Karzinome auf (n=238; 73%) und der Anteil
lobularer Karzinome lag bei 7% (n=21). Zur Bestimmung der pathologischen
Eigenschaften wurden in 68% (n=200) der Falle das Operationsresektat und in 32%
(n=92) der Falle Zellen aus der FNAC genutzt (Tab. 7).

In der Aufteilung der klinischen und pathologischen Merkmale der Kohorte A nach dem
HR-status stellten sich beide Gruppen mit ahnlichen Verteilungen dar.

Die HR-negativen Patientinnen waren geringfligig junger im Vergleich zu den HR-
positiven Patientinnen (38 vs. 42 Jahre medianes Alter). Herkunft, Anzahl der Kinder,
Menopausenstatus, Grading, TumorgroRRe und das Auftreten von
Lymphknotenmetastasen waren in beiden Gruppen &ahnlich verteilt. Tumore mit Stage
3 traten unter den HR-negativen Patientinnen etwas haufiger auf (72% vs. 62%).
Pathologische Analysen, die an Zellen der FNAC durchgefiihrt wurden, waren in
weniger Fallen HR-negativ als bei der histologischen Aufbereitung von Gewebe aus

Operationsresektaten.
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Tab. 7: Klinische und pathologische Eigenschaften Kohorte A

4 Ergebnisse

Merkmal Kohorte A HR-positiv HR-negativ
gesamt
Anzahl n Anzahl n (%) Anzahl n (%)
(%)
Medianes Alter in Jahren 40 (20 — 80) 42 (24 — 80) 38 (20 -77)
(Min. — Max. Alter)
Alter (in Jahren) n=332 n=208 n=124
- <30 34 (10) 22 (11) 12 (10)
30-39 120 (36) 66 (32) 54 (44)
40-49 75 (22) 47 (23) 28 (22)
50-59 45 (14) 30 (14) 14 (12)
=60 58 (18) 43 (20) 15 (12)
Unbekannt 5(2) 2 (1) 3(2
Herkunft n=281 n=178 n=103
- AA 173 (62) 114 (64) 59 (57)
Nicht-AA 108 (38) 64 (36) 44 (43)
Unbekannt 56 (17) 32 (15) 24 (19)
Anzahl der Kinder n=231 n=141 n=90
Bis 3 144 (62) 85 (60) 59 (66)
4 bis 6 45 (20) 32 (23) 13 (14)
Mehr als 6 42 (18) 24 (17) 18 (20)
Unbekannt 106 (32) 69 (33) 37 (30)
Menopausenstatus bei
Diagnose n=313 n=199 n=114
Pramenopausal 156 (50) 98(49) 58 (51)
Postmenopausal 157 (50) 101 (51) 56 (49)
Unbekannt 24 (7) 11 (5) 13 (10)
Grading n=136 n=83 n=53
- Gl 21 (15) 15 (18) 6 (11)
G2 73 (54) 43 (52) 30 (57)
G3 42 (31) 25 (30) 17 (32)
Unbekannt 201 (60) 127 (61) 74 (58)
TumorgrofRe: T-Stadium (cT
und pT) n=292 n=183 n=109
- T 71 (24) 49 (27) 22 (20)
T2 58 (20) 37 (20) 21 (19)
T3 50 (17) 27 (15) 23 (21)
T4 113 (39) 70 (38) 43 (40)
Unbekannt 45 (13) 25 (8) 20 (7)
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Auftreten von

Lymphknotenmetastasen n=235 n=141 n=94
- Ja 191 (81) 116 (82) 75 (80)
- Nein 44 (19) 25 (18) 19 (20)
- Unbekannt 102 (30) 69 (33) 33 (26)

Stage n=246 n=154 n=92
-1 18 (7) 11 (7) 7(7)
- 2 40 (16) 29 (19) 11 (12)
- 3 161 (66) 95 (62) 66 (72)
- 4 27 (11) 19 (12) 8(9)
- Unbekannt 91 (27) 56 (27) 35 (28)

Histologische Klassifikation n=326 n=205 n=121
- Duktal 238 (73) 143 (70) 95 (78)
- Lobular 21 (7) 12 (6) 9(8)
- Muzints 8 (2) 8 (4) 0 (0)
- Andere 59 (18) 42 (20) 17 (14)
- Unbekannt 11 (3) 5(2) 6 (5)

Material fir pathologische

Diagnose n=292 n=179 n=113
- Feinnadelaspiration/ 92 (32) 63 (30) 29 (23)

Zytologie

- Operationsresektat 200 (68) 116 (70) 84 (77)
- Unbekannt 45 (13) 31 (15) 14 (11)

(HR = Steroidhormonrezeptoren, AA = Addis Abeba, cT = klinisch festgestelltes T-
Stadium, pT = T-Stadium durch Pathologen)

4.2.2 Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen Tumoren in klinischen
und pathologischen Gruppen in Kohorte B

Von den Brustkrebspatientinnen der Kohorte B wurden 31 Tumorbldcke nach
Deutschland geschickt und hier ausgewertet. Unter Beachtung der geringen Fallzahl
zeigten sich folgende Ergebnisse:

Unter allen Patienten befand sich ein mannlicher Brustkrebspatient (3%). Das mediane
Alter betrug 40 Jahre, wobei die jiingste Patientin 22 und die Alteste 68 Jahre alt
waren. Uber die Halfte der Patientinnen lebte in Addis Abeba (n=10; 59%), waren
pramenopausal (n=19; 70%) und hatten im Durchschnitt vier Kinder.

Tumoren mit Grade 2 und 3 Gberwogen auch hier deutlich gegeniiber Grade 1 (n=27,;
93%). Von 27 verfugbaren Ergebnissen wiesen die meisten ein T2-Stadium auf (n=12;
44%). T3 oder T4 wurde in 41% (n=11) der Falle dokumentiert und ca. 70% (n=14) der
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Patientinnen verzeichneten Lymphknotenmetastasen. Tumore in fortgeschrittenen
Stadien dominierten also auch hier, wobei Tumoren in Stage 1 gar nicht auftraten. Die
histologischen Untersuchungen ergaben, dass zu 84% (n=26) duktale Karzinome
vorlagen und zu 17% (n=5) seltenere Formen. Lobuldre Karzinome waren nicht
vertreten. Die pathologischen und immunhistochemischen Eigenschaften wurden alle
anhand von Tumorbldcken aus Operationsresektaten festgestellt (Tab. 8).

Durch die geringen Fallzahlen ist die Auswertung der klinischen und pathologischen
Eigenschaften aufgeteilt hach dem HR-status nur wenig aussagekraftig und wird an

dieser Stelle in der Tabelle nur der Vollstandigkeit halber mit aufgefiihrt.

Tab. 8: Klinische und pathologische Eigenschaften Kohorte B

Merkmal Kohorte B HR-positiv HR-negativ
gesamt
Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%)

Medianes Alter in Jahren 40 (22 - 68) 40 (22 - 67) 38 (26 — 68)
(Min. — Max. Alter)
Alter in Jahren n=30 n=16 n=14

- <30 3(11) 1(6) 2 (14

- 30-39 11 (36) 6 (38) 5 (36)

- 40-49 11 (36) 5(31) 6 (43)

- 50-59 0 (0) 0 (0) 0 (0)

- 260 5 (17) 4 (25) 1(7)

- Unbekannt 1(3) 1(6) 0 (0)
Herkunft n=17 n=10 n=7

- AA 10 (59) 5 (50) 5(72)

- Nicht-AA 7 (41) 5 (50) 2 (28)

- Unbekannt 14 (45) 7 (41) 7 (50)
Anzahl der Kinder n=31 n=17 n=14

- Bis3 13 (42) 8 (47) 5 (36)

- 4bis6 9 (29) 5(29) 4 (28)

- Mehrals 6 9 (29) 4 (24) 5 (36)

- Unbekannt 0(0) 0(0) 0(0)
Menopausenstatus bei
Diagnose n=27 n=15 n=12

- Pramenopausal 19 (70) 9 (60) 10 (83)

- Postmenopausal 8 (30) 6 (40) 2(17)

- Unbekannt 4 (13) 2(12) 2(14)
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4 Ergebnisse

Grading n=29 n=16 n=13
- G1 2(7) 2(12) 0(0)
G2 15 (52) 8 (50) 7 (54)
G3 12 (41) 6 (38) 6 (46)
Unbekannt 2(7) 1(6) 1(7)
TumorgrofRe: T-Stadium (cT
und pT) n=27 n=14 n=13
- T 4 (15) 2 (14) 2 (15)
T2 12 (44) 7 (50) 5(39)
T3 9 (33) 3(21) 6 (46)
T4 2(8) 2 (14 0(0)
Unbekannt 4 (13) 3(18) 1(7)
Auftreten von
Lymphknotenmetastasen n=20 n=12 n=8
Ja 14 (70) 8 (67) 6 (75)
Nein 6 (30) 4 (33) 2 (25)
Unbekannt 11 (36) 5 (29) 6 (43)
Stage n=20 n=11 n=9
-1 0(0) 0 (0) 0(0)
2 8 (40) 5 (45) 3(33)
3 9 (45) 5 (46) 4 (45)
4 3(15) 1(9) 2(32)
Unbekannt 11 (36) 6 (35) 5 (36)
Histologische Klassifikation n=31 n=17 n=14
- Duktal 26 (84) 14 (82) 12 (86)
Lobular 0 (0) 0 (0) 0(0)
Muzinds 3(9) 2(12) 1(7)
Andere 2(7) 1(6) 1(7)
Unbekannt 0(0) 0 (0) 0 (0)
Material fir pathologische
Diagnose n=31 n=16 n=15
Feinnadelaspiration/ 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Zytologie
Operationsresektat 31 (100) 16 (100) 16 (100)
Unbekannt 0 (0) 0 (0) 0 (0)

(HR = Steroidhormonrezeptoren, AA = Addis Abeba, cT = klinisch festgestelltes

T-Stadium, pT = T-Stadium durch Pathologen)
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Das mediane Alter der Patientinnen war in beiden Kohorten A und B gleich (40 Jahre)
und auch die mittlere Anzahl der Kinder, die Herkunftsverteilungen sowie das Auftreten
von mehrheitlich m&Rig bis schlecht differenzierten Karzinomen zeigte ahnliche Muster.
Kohorte A verzeichnete allerdings mehr fortgeschrittene Tumorstadien (T3/4: A: 56%
vs. B: 42%; Stage 3/4: A: 77% vs. B: 60%) und mehr postmenopausale Patientinnen
als Kohorte B. In beiden Kohorten waren die duktalen Karzinome am weitaus
haufigsten vertreten; der prozentuale Anteil lag in Kohorte B deutlich héher (73% vs.
84%). Dadurch, dass die pathologischen Diagnosen der Kohorte B an nach
Deutschland gesendeten Tumorblocken gestellt wurden, bestand auch bei diesem
Merkmal ein weiterer Unterschied. Die in Athiopien gestellten pathologischen

Diagnosen wurden zu 35% (n=110) aus Zellen der FNAC gewonnen.

4.3 Bestimmung des Einflusses klinischer und pathologischer Merkmale auf die
Wahrscheinlichkeit fir Hormonrezeptornegativitat

Um den Einfluss Klinischer und pathologischer Merkmale auf den HR-status zu
bestimmen, wurde eine bindre logistische Regressionsanalyse mit n=203 Fallen
durchgefihrt (siehe 3.3.3).

Die unabh&ngigen Variablen Alter, Stage und Histologie wurden in das Modell
aufgenommen. Es zeigte sich, dass jingere Patientinnen (<50 Jahre) sowie
Patientinnen mit fortgeschrittenem Karzinom (Stage 3 und 4 vs. Stage 1 und 2) ein
erhohtes Risiko fir einen negativen HR-status hatten. Das Risiko der HR-negativitat
war bei duktalen Karzinomen im Vergleich zu anderen Karzinomen um das 3,1-fache
(95%KI 1,2 - 7,8) erhoht. Lobulare Karzinome hatten im Vergleich zu anderen
histologischen Typen ein 2,5-faches Risiko (95%KI 0,5 — 12,0) (Tab. 9).

Tab. 9: Ergebnisse der Logistischen Regressionsanalyse

p-Wert OR (95%Ki)
Schritt | Alter (< 50 Jahre) 0,149 1,7 (0,8-3,5)
2° Stage (3/4) 0,075 2,0 (0,9-4,3)
Histologie (duktal) 0,019 3,1(1,2-7,8)
Histologie (lobul&r) 0,236 2,5(0,5-12,0)

(OR — Odds Ratio, 95% Kl — 95%iges Konfidenzintervall)
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4.4 Erweiterte immunhistochemische Charakterisierung der Kohorte B

Die in Deutschland analysierten Tumorblocke (Kohorte B) wurden einer erweiterten
immunhistochemischen Charakterisierung unterzogen. Dazu gehdrte die Bestimmung
des HER2-status und der Marker Ki-67, EGFR und CK 5/6.

HER2-status

Fur die Angaben des HER2-status standen 28 Proben zur Verfigung. 68% (n=19)
wurden dabei als negativ befundet (Tab. 10).

Tab. 10: Verteilung: Haufigkeiten HER2 in Kohorte B

Merkmal Kohorte B
Anzahl n (%)

HER2-status n =28
- positiv 9 (32)
- negativ 19 (68)

(HER2 — Human epidermal growth factor receptor 2)

Dadurch konnte der jeweilige Anteil der einzelnen immunhistochemischen Typen unter
den Fallen, welche vollstandig fir ER, PR sowie HER2 klassifiziert wurden (n=28),
dargestellt werden (Abb. 3). Unter den HR-pos./ HER2-neg. (n=10) gab es acht Félle
(80%) mit erhbhtem Ki-67. Weiterhin wurde deutlich, dass der Anteil tripel-negativer

Tumoren der untersuchten Proben bei 32% (n=9) lag.

HR-pos. HERZ-neg.
n=10 (36%)

Tripel-neq.
n=9 (32%)

0%) mit
-6

davon n=8
hohemn

HER2-pos.

HR-pos. HER2-pos.
n=5(18%)

n=4 (14%)

Abb. 3: Immunhistochemische Typen in Kohorte B
(HR — Steroidhormonrezeptoren, HER2 — Human epidermal growth factor
receptor 2, Ki-67 — Kiel 67, pos. — positiv, neg. — negativ)
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Ki-67, EGFR und Ck5/6

Ki-67 konnte in 26 Tumorproben getestet werden und war in der Mehrzahl der Falle
mindestens maRig positiv (n=19; 73%). EGFR und CK 5/6 wurden jeweils in 29 Féallen
bestimmt. EGFR war dabei in 19 Fallen negativ (65%) und CK 5/6 in 15 Fallen (52%).

Tab. 11: Verteilung von Ki-67, EGFR und Ck5/6 in Kohorte B

Merkmal Kohorte B
Anzahl n (%)
Ki-67 n=26
- niedrig positiv 7 (27)
(<14%)
- malRig positiv 9 (35)
- stark positiv 10 (38)
EGFR n=29
- positiv 10 (35)
- negativ 19 (65)
CK 5/6 n=29
- positiv 14 (48)
- negativ 15 (52)

(Ki-67 — Kiel 67, EGFR — Epidermal growth factor receptor, CK 5/6 — Zytokeratin 5/6)
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4.5 Analysen des fernmetastasenfreien Uberlebens

4.5.1 Bestimmung des Einflusses klinischer und pathologischer Merkmale auf
das fernmetastasenfreie Uberleben

In die Cox-Regressionsanalyse mit den Variablen HR-status, Herkunft, Alter, Stage
und Histologie wurden n=161 Félle eingeschlossen (siehe 3.3.4).

Es wurden die Variablen Herkunft, Staging und Histologie in das Modell aufgenommen.
Sowohl die Herkunft aus Addis Abeba (im Vergleich zu anderen Regionen innerhalb
Athiopiens) und fortgeschrittene Karzinome (Stage 3/4 im Vergleich zu 1/2), als auch
lobulére histologische Typen (im Vergleich zu duktalen Karzinomen) zeigten dabei

einen Trend zum erhéhten Risiko, Metastasen zu entwickeln (Tab. 12).

Tab. 12: Auszug aus den Ergebnissen der Cox-Regressionsanalyse

Hazard Ratio
p-Wert (95%KI)
Schritt 3 | Herkunft (aus Addis Abeba) 0,165 1,6 (0,8-3,0)
Stage 3/4 0,207 1,7 (0,8-3,6)
Histologie (duktal) 0,057 0,5 (0,3-1,0)
Histologie (lobular) 0,412 1,6 (0,5-4,5)

(95% KI — 95%iges Konfidenzintervall)

4.5.2 Analysen des fernmetastasenfreien Uberlebens durch Kaplan-Meier-
Analysen

Mit den Kaplan-Meier-Analysen wurde die Zeitspanne von Beginn der Beobachtung bis
zum Auftreten von Fernmetastasen dargestellt (siehe 3.3.3). Fir die Kohorte A wurden
die gesamte Kohorte (n= 269) und der Einfluss des HR-status (n=269, HR-neg. n= 99,
HR-pos. n=170) untersucht. Zum Vergleich sind daneben die Ergebnisse der Kaplan-
Meier-Analysen von Kohorte B abgebildet (Gesamtkohorte n= 27, HR-neg. n=12, HR-
pos. n=15). Zuséatzlich wurde der Einfluss der einzelnen immunhistochemischen Typen
in Kohorte B (siehe 3.3.1, n=24) auf das fernmetastasenfreie Uberleben analysiert. HR-

positive Patientinnen hatten die Option zur Einnahme von Tamoxifen.
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Fernmetastasenfreie Gesamtiberlebenswahrscheinlichkeit

Die fernmetastasenfreie 1-Jahres-Uberlebensrate in Kohorte A betrug 89%. Zu diesem
Zeitpunkt waren 185 der 269 Patientinnen unter Beobachtung und hatten noch keine
Metastasen entwickelt. Nach 2 Jahren betrug der Anteil der Patientinnen ohne
Metastasen noch 77%: 95 Patientinnen aller Patientinnen, fir welche noch
Informationen vorlagen, hatten noch keine Fernmetastasen entwickelt. Das mediane
Follow-up betrug 19 Monate.

In Kohorte B betrug die fernmetastasenfreie 1-Jahres-Uberlebensrate 78%. 14 der 27
Patientinnen waren unter Beobachtung und fernmetastasenfrei. Das mediane Follow-

up betrug 14 Monate.

0,64 0,64

-
",
.

Kohorte A Kohorte B
0,0 n=269 0.0+ n=27

0,44

Geschétzte fernmetastasenfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit
Geschitzte fernmetastasenfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit

T T 1 T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120 0 12 24 3|6 48 50 12
Zeit in Monaten Zeit in Monaten

Patienten unter Beobachtung Patienten unter Beobachtung
n 269 185955221 14 4 2 1 1 O n 27 14 2 2 1 0 0

Abb. 4: Kaplan-Meier-Analyse fir Kohorte A und B
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Einfluss des HR-status auf die fernmetastasenfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit

Fur die Kaplan-Meier-Analysen - aufgeteilt nach HR-status - standen in Kohorte A 269
Falle zur Verfigung. 63% davon waren HR-positiv (n=170), 37% waren HR-negativ
(n=99). Die fernmetastasenfreie 1-Jahres-Uberlebensrate betrug fir HR-positive
Patientinnen in beiden Gruppen 89% bei 113 von 170 Patientinnen unter Beobachtung
(HR-pos.) und 71 von 99 Patientinnen unter Beobachtung (HR-neg.). Nach zwei
Jahren hatten von den HR-positiven Patientinnen 80% noch keine Fernmetastasen
entwickelt (63 Patientinnen unter Beobachtung) und von den HR-negativen
Patientinnen 72% (31 Patientinnen unter Beobachtung). Das mediane Follow-up unter
HR-positiven und HR-negativen Patientinnen betrug jeweils 19 Monate.

In Kohorte B war die 1-Jahrestiberlebensrate 83% (HR-pos.) bzw. 71% (HR-neg.). Das
mediane Follow-up betrug unter HR-positiven Patientinnen 16 Monate, unter HR-

negativen 12 Monate.

1,09
e [HR-positivi
L n=15 |

" HFJ-n-sg_[ati-.-‘

n=12

044

HR-negatv | e

024 n=99 _‘ -

Kohorte A Kohorte B
0,0— n=269 0,0+ n=2T7

Geschatzte fernmetastasenfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit
Geschétzte fernmetastasenfreie

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,24

T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 43 60 72 84 96 108 120 0 12 24 3% 48 80 12
Zeit in Monaten Zeit in Monaten
Patientinnen unter Beobachtung Patientinnen unter Beobachtung
HR+ 17011363 35 1512 4 1 1 1 O HR+ 15 8 2 2 2 1
HR- 99 713116 5 1 0 0 0O O O HR- 12 5 0 0 0 0

o o

Abb. 5: Kaplan-Meier-Analyse fiir Kohorte A und B beziiglich des HR-status
(HR+ — Steroidhormonrezeptor-positiv, HR- - Steroidhormonrezeptor-negativ)
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In einer Sensitivitatsanalyse wurde untersucht, ob sich die Zensierungen der
Patientinnen mit unterschiedlichem HR-status unterschieden (siehe 3.3.4). Es konnte
jedoch kein Unterschied hinsichtlich der Zeitpunkte der Zensierung zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden.

1,04 1‘;\__}

0,5 LM

0,44 ‘f:a}

0,29 1

Geschéatzte fernmetastenfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,04

0 12 24 36 43 60 72 84 96 108 120
Zeitin Monaten
Abb. 6: Zeitlicher Verlauf der Zensierungen HR-pos. und HR-neg. Patientinnen in
Kohorte A
(HR-pos. — Steroidhormonrezeptor-positiv, HR-neg. - Steroidhormonrezeptor-negativ)
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Einfluss der immunhistochemischen Typen auf die fernmetastasenfreie

Uberlebenswahrscheinlichkeit

24 Tumorblocke konnten fur die Uberlebenszeitanalyse immunhistochemisch wie folgt
eingeteilt werden: HR-pos./HER2-neg., HR-pos./HER2-pos., HER2-pos. und Tripel-
negativ (siehe 3.3.1).

Die vier HR-pos./HER2-pos. Patientinnen blieben wahrend des
Beobachtungszeitraums alle fernmetastasenfrei. Von den vier HER2-pos. Patientinnen
wurde bei einer Patientin nach zehn Monaten Metastasen festgestellt. In der Gruppe
der HR-pos./HER2-neg. Patientinnen entwickelten zwei Patientinnen jeweils nach acht
Monaten Fernmetastasen. Das schlechteste Outcome bei der fernmetastasenfreien
Uberlebenszeit hatten die Patientinnen mit tripel-negativen  Karzinomen
(Fernmetastasen wurden bei drei Patientinnen jeweils nach vier, neun und 16 Monaten
festgestellt) (Abb.7).
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Abb. 7: Kaplan-Meier-Analyse fur Kohorte B beziiglich der immunhistochemischen
Klassifizierung

(HR — Steroidhormonrezeptoren, HER2 - Human epidermal growth factor receptor 2,
pos. — positiv, neg. - negativ)
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung und Hauptergebnisse

Diese  Dissertation  untersuchte das  immunhistochemische  Profil  von
Mammakarzinomen in Athiopien. Es wurde der vor Ort bestimmte HR-status (ER und
PR) in insgesamt 337 Fallen retrospektiv aus Patientenakten ausgewertet (Kohorte A).
Zum Vergleich (jedoch ohne der Mdglichkeit eines individuellen Vergleichs) wurden
zusatzlich 31 Falle durch ein Referenzlabor in Deutschland bestimmt und es fand eine
erweiterte immunhistochemische Analyse statt (Kohorte B: Bestimmung von ER, PR,
HER2, Ki-67, EGFR und CK 5/6).

In beiden Kohorten zeigten sich ahnliche klinische und pathologische Merkmale: vor
allem jungere (< 49 Jahre) Frauen mit hauptsachlich duktalen Grade-2-Karzinomen
und mit involvierten Lymphknoten wurden gefunden. Das Material fir die
pathologischen Diagnosen stammte in Kohorte A in 35% der Falle von Zellen der
FNAC, in Kohorte B ausschlie3lich von Operationsresektaten.

Es konnte gezeigt werden, dass mehr als die Hélfte der Falle HR-positiv waren und
knapp ein Drittel positiv fur HER2 (32%). Der Anteil tripel-negativer Tumore lag bei
32%. Jungere Patientinnen, fortgeschrittenere und duktale Karzinome tendierten zu
einem erhohten Risiko der HR-negativitat.

Die fernmetastasenfreie Uberlebensrate in Kohorte A betrug 89% nach einem und 77%
nach zwei Jahren. Ein Unterschied zwischen HR-positiven und HR-negativen
Patientinnen in Bezug auf das fernmetastasenfreie Uberleben konnte nicht ermittelt
werden. Tripel-negative Tumore hatten im Vergleich zu den anderen
immunhistochemischen Typen das schlechteste Uberleben (1-Jahres-Uberlebensrate:
70%).

Patientinnen aus Addis Abeba, fortgeschrittene Tumorstadien und nicht-duktale

Histologien zeigten einen Trend fiir ein erhdhtes Risiko Fernmetastasen zu entwickeln.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Ostrogen-, Progesteron- und Hormonrezeptorstatus

Die wissenschaftlichen Publikationen zum HR-status von Brustkrebs in Landern mit
niedrigen und mittleren Einkommen haben in den letzten Jahren stark zugenommen.
Aber lediglich zwei Publikationen zum Thema HR-status aus oder tber Patientinnen in

Athiopien konnten gefunden werden (Kantelhardt et al. 2014b; Jiagge et al. 2016).
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Vergleich mit anderen afrikanischen Landern

Betrachtet man Veroffentlichungen aus anderen ostafrikanischen Gebieten, zeigt die
Mehrzahl der Studien einen wesentlich hoheren Anteil ER-negativer Falle als die
Ergebnisse meiner Analyse (Kohorte A: 38%, Kohorte B: 52%). Dies gilt z.B. fir eine
Studie aus Kenya, in welcher 76% der Falle ER-negativ und 66% als negativ fur
sowohl ER als auch PR dargestellt wurden (Bird et al. 2008). Weitere Beispiele sind
eine frihere Studie aus Tansania, in der 67% als ER-negativ und Uber 80% als PR-
negativ bestimmt wurden (Mbonde et al. 2001) und eine neuere Veroffentlichung aus
Tansania, in der der Anteil HR-negativer Falle bei 52% lag (Amadori et al. 2014). In
den bisherigen Veroffentlichungen aus Athiopien lag der Anteil ER-negativer Falle bei
35% (Kantelhardt et al. 2014a) und 29% (Jiagge et al. 2016) (Tab. 13).

Tab. 13: Ostafrika: Auswahl an Veroffentlichungen zum HR-status

Region Anzahl n Zeitraum ER- Autor
der der negativ
untersuch- | Datener- in %
ten Falle hebung

Ostafrika
Kenia 120 2001-2007 76 (Bird et al. 2008)
Tansania 60 1995-1997 67 (Mbonde et al. 2001)
Uganda 65 1993-2002 65 (Nalwoga et al. 2007)
Tansania 69 2003-2010 52 (Amadori et al. 2014)
Athiopien 352 2005-2010 35 (Kantelhardt et al. 2014a)
Athiopien 94 1998-2014 29 (Jiagge et al. 2016)

(Pubmed-Recherche am 6.10.2015 mit den Suchbegriffen ,AFRICA®, ,BREAST

CANCER" und ,HORMONE RECEPTOR" oder ,ESTROGEN RECEPTOR", erweitert
mit Jiagge et al. 2016)
(ER - Ostrogenrezeptor, et al. — et alii)

40




5 Diskussion

Auch in Westafrika findet man hauptsachlich einen hohen Anteil ER-negativer
wurde auf der Basis von 507
Brustkrebspatientinnen der Jahre 1996 bis 2007 bei 76% ein negativer ER-Status

Patientinnen (Tab. 14). In Nigeria und Senegal

ermittelt (Huo et al. 2009). Noch deutlicher wurde es in der Studie von Ugiagbe et al.
aus Nigeria aus dem Jahr 2012, die feststellte, dass 83% negativ fir den ER waren
(Ugiagbe et al. 2012). Auch Studien mit Populationen aus Mali und Uganda zeigten die
gleiche Tendenz (Roy und Othieno 2011; Ly et al. 2012). Lediglich eine Studie aus
Kenia (Sayed et al. 2014) und eine aus Nigeria (Adebamowo et al. 2008) verwiesen auf

geringere Anteile HR-negativer Tumore.

Tab.14: Westafrika: Auswahl an Verdéffentlichungen zum HR-status

Region Anzahl n Zeitraum ER- Autor
der der negativ
untersuch- | Datener- in %
ten Falle hebung
Westafrika
Nigeria 135 2003-2007 83 (Ugiagbe et al. 2012)
Ghana 147 n.a. 79 (Proctor et al. 2015)
Nigeria/Senegal 507 1996-2007 76 (Huo et al. 2009)
Ghana 75 2007-2008 76 (Stark et al. 2010)
Ghana 100 2006-2011 75 (Pang et al. 2012)
Ghana 51 2007-2010 76 (Adjei et al. 2014)
Ghana 74 2004-2007 67 (Yarney et al. 2008)
Mali 114 2008-2011 61 (Ly et al. 2012)
Uganda 45 2000-2004 60 (Roy und Othieno 2011)
Ghana 68 2004-2009 53 (Ohene-Yeboah und Adjei
2012)
Nigeria 133 2004-2005 35 (Adebamowo et al. 2008)
Kenia 301 2011-2013 27 (Sayed et al. 2014)

(Pubmed-Recherche am 6.10.2015 mit den Suchbegriffen ,AFRICA®, ,BREAST
CANCER*® und ,HORMONE RECEPTOR* oder ,ESTROGEN RECEPTOR®)
(ER - Ostrogenrezeptor, et al. — et alii, n.a. — nicht angegeben)

Eine Metaanalyse von insgesamt 80 Studien mit insgesamt 17.021 Patientinnen aus
Afrika zum Thema ER, PR sowie HER2 (Eng et al. 2014) beschrieb die z.T. sehr
unterschiedliche Angaben zum Rezeptorstatus in afrikanischen Landern. Hier wurde
Uber sehr heterogene Angaben der einzelnen Studien und prozentuale Anteile ER-
positiver Tumore von 40-80% in Nordafrika bzw. 20-70% in den Sidsaharagebieten
berichtet. Unabh&ngig von der Region ermittelten die Autoren einen Anteil ER-positiver

Falle von 59% (95%KI 56-62%) unter prospektiv-gesammelten Daten.
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Vergleich mit L&ndern mit héherem Einkommen

Diese Metaanalyse von Eng et al. (2014) beschrieb auch, dass beim Vergleich der
Ergebnisse von prospektiv gesammelten Tumorblécken aus Afrika mit denen
schwarzer US-Amerikanerinnen der gleiche Anteil ER-positiver Félle gefunden wurde
(0,64). Die Daten der schwarzen US-Amerikanerinnen stammten dabei aus dem
Nationalen Krebsregister der USA (National Cancer Institute, NCI; Surveillance,
Epidemiology and End Results, SEER).

Stark et al. analysierten Brustkrebspatientinnen aus Ghana, Afroamerikanerinnen und
weille Amerikanerinnen resultierend in Anteilen an ER-positiven Tumoren von 24%,
64% und 78%. Allerdings waren die Unterschiede weniger gravierend, nachdem fir
einen héheren Stage adjustiert wurde (Stark et al. 2010).

Auch in einer Studie aus den USA, in der wei3e und schwarze in den USA geborene
Frauen und US-Amerikanerinnen afrikanischer bzw. jamaikanischer Abstammung
untersucht wurden, gab es deutliche Unterschiede zwischen den Patientinnen. Die
Patientinnen afrikanischer Herkunft zeigten einen héheren prozentualen Anteil ER-
negativer Tumoren als wei3e US-Amerikanerinnen (22% Ostafrika, 33% Westafrika,
29% Jamaika, 31% USA-Schwarze, 18% USA-Weil3e). Es wird aber auch deutlich —
ebenso wie bei den Ergebnissen meiner Berechnungen aus Athiopien — dass die
Pravalenzen der ER-negativen Tumoren ostafrikanischer Patientinnen geringer waren
als die Westafrikanischer und zu den Ergebnissen US-amerikanischer Weilder
tendierten (Jemal und Fedewa 2012).

Die bereits erwahnte Vertffentlichung von Jiagge et al. (2016) publizierte ebenfalls
Daten zum Vergleich der Brustkrebsphanotypen von ostafrikanischen (aus Athiopien),
westafrikanischen (aus Ghana) sowie von weiBen und schwarzen US-
Amerikanerinnen. Die immunhistochemische Rezeptorbestimmung erfolgte dabei fir
alle Falle in zertifizierten Laboren in den USA. Es wurde bestatigt, dass ER-negative
Tumoren (71% unter Westafrikanerinnen, 37% unter Afroamerikanerinnen vs. 20%
unter weiBen Amerikanerinnen, 29% unter Athiopierinnen) sowie tripel-negative
Brustkrebstypen (53% und 30% % vs. 16% und 15%) weitaus haufiger bei

Afroamerikanerinnen und Westafrikanerinnen auftraten (Jiagge et al. 2016).

5.2.2 Verteilung des Anteils an ER- und/oder PR-negativen Tumoren in klinischen
und pathologischen Gruppen in Kohorte A und B

Durch die geringe Fallzahl in Kohorte B war es nicht sinnvoll, Kohorte A und B mittels
statistischer Tests auf Unterschiede in den Kklinischen und pathologischen
Merkmalsverteilungen zu prifen. Eine gesicherte Aussage, ob Kohorte B als

reprasentative Stichprobe der Kohorte A gewertet werden kann, ist dadurch schwierig.
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Eindeutig ist aber die Tatsache, dass beide Kohorten sich aus klinisch-pathologischer
Sicht gut in die bisherigen Erkenntnisse zu Mammakarzinomen in Afrika einpassten:
u.a. junges Diagnosealter, sowie fortgeschrittene Tumorgrof3e und -stadium bei
Diagnose (Eng et al. 2014). Ausgenommen werden muss das Grading, da vor allem in
Westafrika uber einen hoheren Anteil an high-grade-Tumoren (G3: 54%-78%) — im
Gegensatz zu meinen Ergebnissen (G3: Kohorte A: 31%, Kohorte B: 41%) - berichtet
wurde (Ly et al. 2012; Ohene-Yeboah und Adjei 2012).

84% der Patientinnen aus Kohorte A waren Teil einer Publikation aus Athiopien und die
Proportionen inrer Merkmale sind jenen aus der Studie d@hnlich. In dieser Studie waren
ebenfalls mehr als 50% pramenopausale, junge (< 40 Jahre) Patientinnen mit vor allem
duktalen, fortgeschrittenen (pN+ 81%, Stage 3: 50%) Grade-2-Tumoren vertreten
(Kantelhardt et al. 2014a).

In Kohorte A traten als zweithaufigste histologische Gruppierung die lobuléren
Karzinome (7%) auf. Dies entspricht ebenfalls den Haufigkeitsverteilungen bisheriger

Erkenntnisse aus Athiopien (Kantelhardt et al. 2014a).

Im Vergleich zu Daten weil3er Bevdlkerungsgruppen aus den USA zeigte sich, dass die
Patientinnen aus der vorliegenden Analyse zum Diagnosezeitpunkt jinger waren und
fortgeschrittenere Tumorstadien sowie high-Grade-Karzinome haufiger vertreten
waren. Dieses Bild konnte bereits in mehreren afrikanischen Studien bestatigt werden

(Eng et al. 2014). Ursache ist vor allem die junge Bevolkerungsstruktur in Athiopien.

5.2.3 Einflussfaktoren auf die Hormonrezeptornegativitat

Es ist bekannt, dass ER-negativitdt mit der Tumorgrof3e, dem Grading (Putti et al.
2005) und jungerem Alter (Anders et al. 2008) korreliert. Die Metaanalyse (Eng et al.
2014) ermittelte weiterhin Herkunft Westafrika und retrospektives Studiendesign als
wesentliche Einflussfaktoren auf die HR-negativitat von Mammakarzinomen in Afrika.
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ergaben fiir HR-negative Patientinnen
ebenso erhohte Risiken fur ein fortgeschrittenes Tumorstadium wie fir ein jingeres
Alter. Sowohl lobulare als auch duktale Karzinome hatten ein erhdhtes Risiko fur ER-
negativitat im Vergleich zu anderen histologischen Typen. Allerdings war bis auf das
erhohte Risiko der duktalen Karzinome keines der berechneten Ergebnisse signifikant,
wodurch ein zufalliger Unterschied nicht ausgeschlossen werden kann. Lobular
invasive Karzinome wurden in friheren Studien mit einer geringeren

Wabhrscheinlichkeit fur ER-negativitat beschrieben (Christgen et al. 2016).
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Zusammenfassend bestatigte die Verteilung klinischer, pathologischer und
immunhistochemischer Eigenschaften der Brustkrebsphanotypen der vorliegenden
Auswertung das Bild der bisherigen sparlichen Angaben aus der Literatur. Der Anteil
HR-negativer Falle der untersuchten athiopischen Patientinnen war zwar niedriger als
in anderen afrikanischen Landern, jedoch immer noch hoéher als in ,westlichen
Industrienationen®.

Auch in der 0.g. Metaanalyse von Eng et al. wurde festgestellt, dass afrikanische im
Vergleich zu westlichen Frauen bei Diagnosestellung ein jlingeres Alter, ein
fortgeschritteneres Tumorstadium und ein hoheres Grading hatten. Diese Faktoren
standen im Zusammenhang mit einem gré3eren Anteil ER-negativer Falle. Studien mit
mindestens 40% Patientinnen mit high-Grade-Tumoren (Grade 3) hatten ca. 9%
weniger ER-positive Ergebnisse als jene mit weniger als 40% Grade-3-Pratientinnen
(Eng et al. 2014). Zahlreiche Studien haben ebenso bereits beschrieben, dass
Brustkrebsphénotypen jungerer Patientinnen haufiger ein fortgeschritteneres und
aggressiveres Verhalten, sowie eine Tendenz zur ER-negativtat zeigten (Shannon und
Smith 2003; Anders et al. 2008). Die Unterschiede im HR-status zwischen Landern mit
hohen bzw. niedrigen Einkommen konnte von daher auch durch die jingere
Altersstruktur der Bevélkerung in zweitgenannten, das spatere Vorstellen beim Arzt
und den begrenzteren Zugang zu medizinischen Leistungen hervorgerufen werden,
denn aus diesen Faktoren resultiert ein hoherer Anteil fortgeschrittenerer
Tumorstadien. Wenn diese also assoziiert mit dem Auftreten ER-negativer Féalle sind,
konnte der hohe Anteil in den sogenannten ,Entwicklungslandern® erklart werden. Die
Autoren vermuteten sogar, dass die Verteilung des HR-status durch diese Faktoren
und nicht durch die Herkunft und den Unterschied zwischen weil3er und schwarzer

Bevolkerung bedingt sein kénnte (Eng et al. 2014).

5.24 HER2-status, immunhistochemische Typen und weitere
immunhistochemische Marker

In der Metaanalyse von Eng et al. 2014 wurden Anteile von HER2-positiven Tumoren
zwischen 0,14 und 0,59 in Nordafrika und 0,04 und 0,39 in den Siudsaharagebieten
festgehalten. Mein Ergebnis mit 32% HERZ2-positiven Fallen stimmte daher mit diesen
Angaben Uberein. Studien aus Westafrika beschrieben dabei weniger HER2-positive
Félle (Yarney et al. 2008, Sayed et al. 2014, Proctor et al. 2015) und ein héaufigeres
Auftreten tripel-negativer Brustkrebsphanotypen (Huo et al. 2009). Ostafrikanische
Studien beschrieben Anteile von 27% (Bird et al. 2008) und 26% (Amadori et al. 2014).
Bei der Studie von Jiagge et al. 2016 war die HER2-Expression bei den Athiopierinnen

mit 33% signifikant hoher als in den Vergleichspopulationen aus Ghana und den USA.
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Eng et al. 2014 beschrieben auch beim HER2-Status eine grol3e Heterogenitat
zwischen den einzelnen Studien.

Ein Unterschied in der Verteilung nach geographischen Regionen liel3 sich in dem
Sinne ermitteln, dass Studien aus Westafrika die niedrigsten Anteile an HER2-
positivem Brustkrebs hatten und Studien aus Stdafrika die hochsten (Eng et al. 2014).

Immunhistochemische Typen

Tripel-negative Mammakarzinome athiopischer Frauen wurden in bisherigen Studien
mit ca. 16% angegeben. Sie hatten damit eine ahnliche Haufigkeit wie die weilRer US-
Amerikanerinnen (Jiagge et al. 2016). In der bereits erwahnten Metaanalyse von Eng
et al. wurde eine Quote von tripel-negativen Karzinomen von 0,21 (0,17-0,25) fir ganz
Afrika berechnet. Diese lag ebenfalls geringfligig hoher als bei der weil3en Bevdlkerung
und ungefahr gleich hoch wie bei schwarzen US-Amerikanerinnen. Ein dominierender
immunhistochemischer Typ wurde nicht benannt (Eng et al. 2014). Westafrikanische
Studien beschrieben weitaus hohere Anteile tripel-negativer Karzinome (Huo et al.
2009; Stark et al. 2010).

Weitere immunhistochemische Marker (Ki-67, EGFR, CK 5/6)
Der Proliferationsmarker Ki-67 wurde bisher in nur wenigen Studien aus Afrika

erwahnt. Auch in Deutschland diskutiert man tber die zu verwendenden cut-off-Werte
fur entsprechende Therapieanpassungen. Bis jetzt gelten Werte unter 10% und Uber
20% als moglich (Kantelhardt et al. 2012).

So gesehen ist das heterogene Bild an Studienergebnissen nicht verwunderlich. Eine
Studie aus Mali berechnete Prévalenzen von 76% an Tumoren mit Ki-67-
Uberexpression (positiv, wenn >20% der Zellen angefarbt) (Ly et al. 2012), eine aus
Agypten nur 15% (positiv, wenn > 1% der Zellen angefarbt) (Salhia et al. 2011) und
eine aus Uganda 21% (wenn > 15,4% der Zellen angeféarbt) (Nalwoga et al. 2008).

Bei einer Fallzahl von n=26 waren knapp 73% meiner Falle zumindest mafig positiv (>
14% der Zellen angefarbt).

Auch der EGFR wurde in der Studie von Nalwoga et al. (2008) in Uganda untersucht,
mit dem Ergebnis, dass ca. 23% positiv waren. Bei wenig differenzierten, ER-negativen
Tumoren waren die Anteile hoher (Nalwoga et al. 2008). In &lteren Publikationen
wurden EGFR-positive Mammakarzinome haufig mit ca. 30-40% genannt (Nicholson et
al. 1994; Walker und Dearing 1999).
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CK 5/6 wurde in einer Studie aus Uganda berechnet und war in 26% der Falle positiv
(Staining-Index = 1). Mein Ergebnis lag weitaus hoher (Ck5/6 positiv: 48%, n=29). Die
Autoren fassten auch andere Studien zum Thema CK 5/6 und basal-like-Phanotypen
zusammen und kamen auf einen Anteil von 34% (Nalwoga et al. 2007). Allerdings
wurden hierbei nur die basal-like-Phanotypen eingeschlossen.

5.2.5 Fernmetastasenfreies Uberleben

Die meisten wissenschaftlichen Publikationen zum Thema Brustkrebs in afrikanischen
Landern berechnen das Gesamtiiberleben. Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben anderer
Regionen weltweit reicht von ca. 90% in westlichen Industrienationen bis zu 46% in
Uganda, 39% in Algerien und 12% in Gambia (Youlden et al. 2012; Kantelhardt et al.
2014a).

Einfluss auf das fernmetastasenfreie Uberleben (Cox-Regressionsanalyse)

Patientinnen mit fortgeschrittenen Tumorstadien, die Herkunft aus Addis Abeba, sowie
invasiv-lobulare Karzinome wiesen einen Trend zu erhohten Risiken fur das Auftreten
von Fernmetastasen auf. Auch hier ist zu bemerken, dass sich keines der Ergebnisse,
als signifikant darstellte. Dass das Tumorstadium positiv. mit Fernmetastasen
korrelierte, ist plausibel, da bei Tumorprogress die Wahrscheinlichkeit fiir Metastasen
steigt. Invasiv-lobulédre Karzinome sind assoziiert mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit
fur HR-positivitdt und HER2-negativitat (Christgen et al. 2016), was den Erwartungen
zufolge — unter entsprechender Therapie - zu einer Verbesserung des
fernmetastasenfreien  Uberlebens gefilhrt haben sollte. Die tatsachliche
Tamoxifeneinnahme der Patientinnen wurde nicht kontrolliert. Dies konnte Einfluss auf
mein Ergebnis gehabt haben.

Patientinnen, die aus Addis Abeba stammten, sind in dieser Untersuchung im
Vergleich zur Bevélkerungsverteilung in Athiopien (berreprasentiert. Ca. 97% der
athiopischen Bevolkerung leben auf dem Land und haben im Vergleich zur
Bevolkerung in der Stadt ein geringeres Einkommen und einen schwierigeren Zugang
zum Gesundheitssystem. Es ist davon auszugehen, dass die Gruppe an Patientinnen
vom Land mit schlechterer Prognose (wahrscheinlich fortgeschrittenes Tumorstadium
bei Erstkontakt im Krankenhaus, unzuverlassigere Compliance, etc.) in diesen
Kohorten fehlen (Kantelhardt et al. 2014a). Das Ergebnis, dass Patientinnen aus Addis
Abeba ein erhdhtes Risiko fur Fernmetastasen hatten, wéare somit falschlicherweise zu
hoch.
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Einfluss des HR-status auf das metastasenfreie Uberleben

Patientinnen mit HR-positiven Tumoren profitieren von einer endokrinen Therapie
(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG) 1998). Die HR-positiven
Patientinnen meiner Untersuchung hatten ebenfalls die Moglichkeit der
Tamoxifeneinnahme. Einen Einfluss des HR-status auf das fernmetastasenfreie
Uberleben konnte ich nicht feststellen. Eine zuséatzliche Sensitivitatsanalyse
untersuchte den zeitlichen Verlauf der Zensierungen in beiden Gruppen (siehe 4.5.2).
Es zeigte sich kein Unterschied im Anteil zensierter Falle im zeitlichen Verlauf. Somit
beeinflusste das Merkmal ,HR-status” nicht die Zensierung. Dies hatte ein Bias sein
kénnen. In Landern mit begrenzten Ressourcen kommt es haufig vor, dass die
Patientinnen aus finanziellen Griinden nicht zum vereinbarten
Wiedervorstellungstermin erscheinen oder die Behandlung abbrechen. Dieses
Verhalten scheint sowohl bei HR-positiven als auch bei HR-negativen Patientinnen
vorzukommen.

Ein Grund fur den unerwartet geringen Unterschied zwischen den
fernmetastasenfreien Uberlebensraten von HR-positiven und —negativen Patientinnen
konnte die unzuverlassige Einnahme des Tamoxifen sein. Das Medikament wurde den
Patientinnen kostenlos zur Verfiigung gestellt, auch um einen zuséatzlichen Anreiz fir
eine regelméalige Wiederkehr zu den vereinbarten Arztterminen zu schaffen. Ob eine
regelmalige Einnahme stattgefunden hat, konnte allerdings nicht Gberprift werden.
Bei zukinftigen Studien sollte daher dringend auf die tatsachliche
Medikamenteneinnahme geachtet bzw. diese mit erfasst werden.

Als weitere Ursache kdnnte man ebenfalls falsch bestimmte Rezeptoren vermuten, da
die pathologischen und immunhistochemischen Ablaufe in den &athiopischen Laboren
zwar nach vorgeschriebenem Protokoll, aber nicht wie in Deutschland in zertifizierten
Referenzlaboren stattfanden (siehe 5.3.1).

Ebenso sind zugunsten hoherer Fallzahlen z.T. unterschiedliche Startpunkte fir die
fernmetastasenfreie Uberlebenszeit angenommen worden. Wie in 3.3.4 beschrieben,
wurde bei den Patientinnen, bei welchen das genaue erste Diagnosedatum (festgestellt
durch FNAC oder Operation) nicht vorlag, das Datum der endgultigen pathologischen
Diagnose genutzt. Dieses Datum war haufig das Datum der immunhistochemischen
HR-bestimmung. Lag auch dieses nicht vor, wurde das Datum der Patientenakte
genutzt. Weiterhin ist es mdglich, dass die Zeitangaben, welche durch Aussagen der
Patientinnen und nicht durch eine arztliche Feststellung im Krankenhaus
aufgenommen wurden, eine gewisse zeitliche Varianz enthielten. So ist es ein
bekanntes Problem, dass sich beispielsweise Altersangaben von athiopischen

Patientinnen mit zunehmenden Jahren nur unverhaltnismaRig verandern und genaue
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Geburtsdaten nicht existieren. Der Einfluss dieses Vorgehens sollte allerdings gering
sein, denn sie wurden sowohl bei HR-positiven als auch -negativen Patientinnen
angewandt.

Der HR-status von Brustkrebspatientinnen kann sich im Verlauf der Erkrankung
verandern. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen Priméartumor und Rezidiv
unterschieden und eine mehrmalige Rezeptorbestimmung wurde nicht dokumentiert.
Sollte es also zu einer Anderung der immunhistochemischen Marker gekommen sein,
wurde die Therapie nicht angepasst, was ebenfalls zur Verschiebung der
Uberlebenskurven beigetragen haben konnte. Allerdings muss hier erwéahnt werden,
dass der Anteil HR-negativer Tumoren mit dem Fortschreiten der Erkrankung eher
zunimmt, wodurch diese Patientinnen auch nicht von einer zusatzlichen endokrinen

Therapie profitieren wirden (Thompson et al. 2010).

5.3 Diskussion der Methoden

5.3.1 Qualitat des zu analysierenden Materials und immunhistochemische
Verfahren

Die Daten fur Kohorte A wurden aus den Krankenakten des Universitatskrankenhauses
in Addis Abeba erhoben. Die Verarbeitung der FFPE-Proben erfolgte nach einem
vorgeschriebenen Protokoll in Addis Abeba (keine Zertifizierung). Bei einem Teil der
Falle (n= 110, 35%) wurde die pathologische Diagnose mittels FNAC erhoben. Sie
waren haufiger HR-negativ. Trotz, dass die FNAC nicht der Goldstandard zur
Erfassung des HR-status ist, konnte in Studien gezeigt werden, dass die Ergebnisse
durchaus jenen der Bestimmung aus Tumorblécken entspricht (Skoog et al. 1990;
Tafjord et al. 2002; Domanski et al. 2013).

In Kohorte B zeigte sich eine mehrheitlich nicht ausreichende Qualitat des Materials bei
der Vorauswahl der Blécke fir die immunhistochemischen Farbungen. Eine gro3ere
Anzahl (n= 68) konnte nicht analysiert werden. Diese Qualitatsprobleme kénnten auch
bei der Farbung in Addis Abeba einen Einfluss auf die Auswertung des HR-status der
Kohorte A gehabt haben. Es ist bekannt, dass die Rezeptordegradierung sehr frih
einsetzt, wenn das Material nicht zeitnah formalin-fixiert wird (Khoury et al. 2009). Das
bedeutet, die praanalytischen Ablaufe im Sinne von zu spéter, inadaquater oder
prolongierter Fixation, die Auswahl des Fixierungsmittels, die Paraffinqualitdt oder die
Dehydrierungsabldufe spielen eine wichtige Rolle. Es gilt aber, dass das
Mammanormalgewebe als gute interne Kontrolle diente. Sollten die Rezeptoren wegen
Qualitatsproblemen degradiert gewesen sein, dann ware das normale Mammagewebe

auch nicht angefarbt und die Probe somit nicht beurteilbar gewesen.
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Der urspringlich angedachte individuelle Vergleich immunhistochemischer Analysen
der jeweils gleichen Tumorproben in Athiopien und Deutschland (Kohorte B) konnte
aufgrund prozessaler Hindernisse bei der Identifikation der nach Deutschland zu
sendenden Tumorblécke nicht durchgefiihrt werden. Der hohe Anteil anderer
histologischer Diagnosen (siehe 3.1, Abb.1) war h&ufig aber nicht einer tatsachlichen
Fehldiagnose der Pathologen in Athiopien zuzuschreiben, sondern der falschen
Tumorblockauswahl aus den Archiven (Problem der Zuordnung, Schreibfehler der
Block-Nummer, etc). Von daher konnten die in Kohorte B verwendeten pathologischen
und immunhistochemischen Angaben zu den Blécken mit Mammakarzinomgewebe
trotzdem verwertet werden. Nichtsdestotrotz konnten die Tumorblocke von
Patientinnen, deren HR-status bereits aus den Patientenakten dokumentiert worden
war, in den meisten Fallen nicht gefunden werden. Und andersherum konnten die
urspriinglich nach Deutschland gesendeten Blocke nicht noch einmal in Athiopien
bestimmt werden, da zu diesem Zeitpunkt im dortigen Labor keine
immunhistochemische Analyse stattfand. Eine vergleichende Aussage Uber die
Qualitdt der &athiopischen immunhistochemischen Laborarbeit konnte somit nicht
getroffen werden. Eine Vergleichsanalyse der Ergebnisse der drtlichen Pathologie mit
einem deutschen Referenzlabor und eine Standardisierung der pathologischen Ablaufe
sind aber dringend no6tig und sollten in zukunftigen Studien unbedingt beachtet werden.
Durch die o.g. Problematik stellte die geringe Fallzahl der Kohorte B eine
entscheidende Limitation meiner Arbeit dar, welche zu einer geringen Prézision meiner
Ergebnisse flihrte. Deshalb konnten lediglich erste Schatzungen der Verteilungen
klinischer, pathologischer und immunhistochemischer Eigenschaften in Kohorte B

gegeben werden.

5.3.2 Retrospektive Erhebung der Daten

Die Sichtung der Krankenakten fir die Dokumentation der Klinischen und
pathologischen Eigenschaften, sowie des Krankheitsverlaufes erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Peter Zerche.

Durch die zum Teil unubersichtliche, schwierig zu lesende und unvollstédndige
Dokumentation in den Krankenakten erwies sich die Datenerhebung als sehr
kompliziert. Deswegen und der Tatsache geschuldet, dass sie von zwei verschiedenen
Personen durchgefihrt wurde, konnten Fehler und Inkonsistenzen nicht
ausgeschlossen werden.

In der Metaanalyse von 80 Studien zum Thema HR-status in afrikanischen Landern
von Eng et al. des Jahres 2014 wurde berichtet, dass retrospektiv untersuchtes im

Gegensatz zu prospektiv gesammeltem Material eine geringere ER-expression
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aufzeigte, da es durch die Aufbewahrung der Tumorblécke zur Antigendegradierung
kommen kann. Es wurde ein geringerer Anteil von 10% (4-17%) angegeben (Eng et al.
2014). Da die Ergebnisse von Kohorte A durch die Routineablaufe des Krankenhauses
bestimmt wurden, halte ich die Aufbewahrungszeit und die damit verbundenen
Gewebeveranderungen fiir gering. Fir Kohorte B stand fest, dass von der Entnahme
des Gewebes bis zur Auswertung in Deutschland eine Zeitspanne von mehreren
Monaten verging, was laut o.g. Studie zu falsch-hohen Anteilen ER-negativer

Ergebnisse gefiihrt haben kdnnte.

5.4 Schlussbetrachtung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zur verbesserten Behandlung von
Brustkrebs in Athiopien leisten. lhre Daten wurden zum Teil bereits publiziert
(Kantelhardt et al. 2014a).

Beschaftigt man sich generell mit der Datenlage zum Thema Brustkrebs aus
afrikanischen Landern, wird deutlich, dass es erstens an Studien mangelt, die aus den
betroffenen L&ndern selbst stammen, zweitens zu wenig transparente, replizierbare
methodische Strategien angewendet wurden und drittens mehr systematische,
hochqualitative Studiendesigns genutzt werden sollten. Um evidenz-basierte
Empfehlungen fur Versorgungsleitlinien auch in Low-resource-Settings zu kreieren und
damit langfristig Mortalitat und Morbiditat zu senken, braucht es darum dringend mehr
qualitativ-hochwertige Studien in den betroffenen Regionen (Demment et al. 2015).
Als Ausblick dieser Arbeit kann festgehalten werden, dass sich dringend weitere
Studien zum Thema HR-status anschlie3en sollten und dabei vor allem auf eine
zuverldssige Medikamenteneinnahme sowie auf replizierbare, standardisierte
labortechnische Ablaufe geachtet werden sollte. Denn die Unterschiede in den
Rezeptorexpressionen der einzelnen Lander Afrikas kdnnten einerseits hervorgerufen
werden durch die natlrliche Populationsdiversitdt (genetische Faktoren,
Umweltfaktoren, Lebensstile, etc.), andererseits konnte sie aber auch ein Hinweis auf
fehlende standardisierte Methoden bei den immunhistochemischen Prozeduren,
Antigendegeneration oder Fehler bei der Probandenauswahl sein (Kantelhardt et al.
2014b).

Erwdhnenswert und ein Schritt in die richtige Richtung ist hierbei das Aira-
Tamoxifenprojekt im landlichen Athiopien, welches aus der langjahrigen
Zusammenarbeit zwischen dem Universitatskrankenhaus in Addis Abeba und der
Klinik fur Gynékologie des Universitatskrankenhaus Halle entwickelt werden konnte. In
diesem Projekt wird die Compliance zwecks Medikamenteneinnahme dokumentiert

und die immunhistochemische Bestimmung der Tumorproben erfolgt in Deutschland.
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In Landern mit begrenzten Ressourcen gibt es haufig nicht die Mdglichkeit, jede
Patientin individuell auf ihren Rezeptorstatus zu testen. So wird h&ufig auch aus
Kostengrinden schlie3lich gar keiner Patientin eine endokrine Therapie empfohlen.
Trotz der Empfehlungen der ,Breast Health Global Initiative” (Anderson et al. 2006)
gehort die Bestimmung des HR-status auch in Athiopien noch nicht zum klinischen
Alltag. Eine generelle Bestimmung des HR-status bei jeder Patientin, sowie dessen
standardisierte Registrierung und Auswertung sollte zu einer der oberen Prioritaten in
der onkologischen Versorgung gehdren und konsequenter umgesetzt werden. Vor
allem junge Frauen mit Brustkrebs in noch niedrigen Tumorstadien sollten getestet
werden, da fur sie der Benefit einer endokrinen Therapie am gro3ten ware (Eng et al.
2014). Solange jedoch der HR-status noch nicht generell bestimmt werden kann,
unterstitzt die vorliegende Arbeit die Schlussfolgerung der Studie von Eng et al. 2014,
dass in diesem Fall von einer mehrheitlichen Rezeptorpositivitat in Athiopien
ausgegangen werden sollte. Eine endokrine Therapie mit Tamoxifen ist dann fur die

Patientinnen mit unbekanntem Rezeptorstatus zu empfehlen.
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6 Zusammenfassung

Der HR-status von Brustkrebspatientinnen ist ein wichtiger und anerkannter
prognostischer und pradiktiver Marker. Seine Bestimmung gehort in Deutschland zur
leitliniengerechten Diagnostik, um eine mdglichst individuelle Therapie zu ermdglichen.
In Landern mit begrenzten Ressourcen wie Athiopien gehort dies bis dato jedoch nicht
zur alltaglichen Klinikroutine.

Diese Arbeit untersuchte retrospektiv den HR-status von 337 Brustkrebspatientinnen
aus Athiopien und bestimmte zusétzliche immunhistochemische Marker an 31
Tumorproben in einem deutschen Referenzlabor (ER, PR, HER2, Ki-67, EGFR,
Ck5/6).

Die klinischen und pathologischen Merkmale beider Gruppen glichen jenen von
Mammakarzinomen in afrikanischen Landern. Immunhistochemisch waren weniger als
die Halfte der Félle HR-negativ. Zum Zeitpunkt der Untersuchung zu Beginn des
Jahres 2014 bildete dieses Ergebnis einen Kontrast zu bis dahin publizierten Studien
aus Westafrika, welche den Anteil HR-negativer Tumore in Afrika weitaus hoher
beschrieben. Auch der tripel-negative Typ wurde unter Beachtung der geringen
Fallzahl (n=28) seltener festgestellt, als die bis dahin bekannten Verdffentlichungen
beschrieben. Weiterhin waren 32% der Falle positiv fir HER2.

Die fernmetastasenfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit nach zwei Jahren betrug 77%.
Beim Vergleich des fernmetastasenfreien Uberlebens zwischen HR-positiven und —
negativen Patientinnen konnte trotz der Option der Tamoxifeneinnahme bei positivem
Rezeptorstatus kein Unterschied festgestellt werden. Ein Grund hierflr kénnte unter
anderem die vermutete unzuverlassige Medikamenteneinnahme und eine
unzureichende Testqualitiat bei der Rezeptorbestimmung in Athiopien gewesen sein.
Unter den immunhistochemischen Typen hatte der tripel-negative Typ die schlechteste
fernmetasenfreie Uberlebensrate.

Inzwischen wurden mehr wissenschaftliche Studien zum HR-status in afrikanischen
Landern publiziert. Neuere Studien bestatigten den geringeren Anteil HR-negativer
Tumoren in Ostafrika. Es konnte geschlussfolgert werden, dass - bei unbekanntem
Rezeptorstatus bzw. fehlender Mdglichkeit einer individuellen immunhistochemischen
Analyse - die Mehrzahl der Brustkrebspatientinnen in Athiopien von einer Therapie mit

Tamoxifen profitieren wirde.
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10.

Weniger als die Halfte der untersuchten Falle waren immunhistochemisch
negativ fur Ostrogen- und/ oder Progesteronrezeptor. Mehr als die Halfte der
Falle waren damit fur eine endokrine Therapie mit Tamoxifen geeignet.
Tamoxifen sollte bei der Behandlung von Mammakarzinompatientinnen mit
unbekanntem Rezeptorstatus in Athiopien empfohlen werden.

Die immunhistochemischen Ergebnisse bildeten einen Kontrast zu bis zum
Zeitpunkt der Datenerhebung publizierten Studien aus westafrikanischen
Landern, die Uberwiegend hormonrezeptor-negative Tumore beschrieben. Eine
mittlerweile  publizierte Metaanalyse bestédtigte den hoheren Antell
hormonrezeptor-positiver Tumoren in Ostafrika im Gegensatz zu Westafrika
(Eng et al. 2014).

Ein Trend fur ein erhdhtes Risiko fir Hormonrezeptornegativitat konnte bei
jungerem Alter der Patientinnen, fortgeschrittenem Tumorstadium sowie
invasiv-duktaler oder invasiv-lobuldrer Histologie im Vergleich zu anderen
histologischen Typen festgestellt werden.

Ca. 32% der untersuchten Félle waren positiv fur den Human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2).

Ca. 32% der untersuchten Félle konnten immunhistochemisch dem tripel-
negativen Typ zugeordnet werden.

Die fernmetastasenfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 2 Jahren betrug
77%.

Ein Unterschied zwischen dem fernmetastasenfreien Uberleben HR-positiver
und —negativer Patientinnen konnte trotz Option zur Tamoxifentherapie nicht
gezeigt werden.

Patientinnen aus Addis Abeba, mit fortgeschrittenen Tumorstadien und mit
invasiv—lobularen  Karzinomen zeigten Hinweise fur eine erhohte
Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung von Fernmetastasen.

Es wurden hauptsachlich duktale, high-grade Mammakarzinome in
fortgeschrittenen Tumorstadien von jungen, athiopischen Frauen dokumentiert.

Diese Kklinischen und pathologischen Merkmale tber Mammakarzinome in
Athiopien glichen den Angaben bisheriger Studien aus Ostafrika.
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