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Vorwort

Teilergebnisse der vorliegenden Dissertation wurden in der folgenden Arbeit vorab 

zur Veröffentlichung eingereicht am 7.10.2017, angenommen am 05.03.2018 und am 

17.04.2018 bei Oncotarget publiziert. (Weidenbusch et al., 2018)  

1. Einleitung

1.1 Pädiatrische Knochen und Weichteilsarkome

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Sarkome sind bösartige Tumore, die aus mesenchymalen Geweben z.B. Knochen-, 

Knorpel-, Muskel-, Fett- und Bindegeweben in verschiedenen Körperteilen entstehen 

können. Obwohl Sarkome generell als seltene Erkrankungen gelten, treten sie 

häufiger bei Kindern und Jugendlichen auf (rund 20% der soliden malignen 

Krebserkrankungen in dieser Altersgruppe). (Bleyer et al.,2006)

Nach Daten des umfangreichen epidemiologischen epidemiologischen Surveillance, 

Epidemiology, and End Results (SEER) Programms in den USA liegt die 

Fünfjahresüberlebensrate für pädiatrische Sarkome (Sarkome die im Kindesalter 

diagnostiziert sind) bei fast 60% und bleibt trotz aggressiver multimodaler Therapie 

bei Rezidiven und metastasierten Fällen bei rund 20-30%. (Bleyer et al., 2006) Daten 

aus Studien in Europa und in Deutschland zeigen ähnliche Zahlen zu den Daten aus 

den USA. (Pastore et al., 2006; Verdecchia et al., 2007) Die ersten Symptome sind oft 

unspezifisch, was eine frühzeitige Diagnose erschwert und was zu einer Verzögerung 

bei der Therapie und eventuell zur Metastasierung führt. (Ilaslan et al., 2010, 

Ahrensberg et al., 2012)

Histologisch sind mehr als 50 Subtypen den Sarkomen zuzuordnen. Diese können je 

nach vorhandenen molekularen Veränderungen in zwei Gruppen unterteilt werden: 

Die erste Gruppe ist durch komplexe Karyotypen charakterisiert und betrifft 

vorwiegend Erwachsenen, während die zweite durch spezifische chromosomale 

Translokationen oder aktivierende Mutationen charakterisiert ist. Von Letzterer sind 

mehr Kinder als Erwachsene betroffen (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Sarkome mit definierten chromosomalen Veränderung.

Tumorart Translokation Fusion

Ewing Sarkom t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1

t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG

t(7;22)(p22;q12) tEWS-ETV1

t(17;22)(q21;q12) EWS-ETV4

t(2;22)(q33;q12) EWS-FEV

t(16;21)(p11;q22) FUS-ERG

t(2;16)(q35;p11) FUS-FEV

t(1;22)(p36.1;q12) EWS-ZSG

t(20;22)(q13;q12) EWS-NFATc2

Ewing Sarkom-ähnliche Tumore t(6;22)(p21;q12) EWS-POU5F1

 t(1;22)(q36.1;q12) EWS-PATZI

t(2;22)(q31;q12) EWS-SP3

t(4;19)(q35;q13) CIC-DUX4

X chromosomaler Inversion 

*

BCOR-CCNB3

Klarzellsarkom t(12;22)(p13;q12) EWS-ATF1

t(2;22)(q33;q12) EWS-BREB1

Desmoplastisches klein, blau, 

rundzelliges Tumor 

t(11;22)(p13;q12) EWS-WT1

t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG

Myxoides Liposarkom t(12;16)(q13;q11) FUS-DDIT3

t(12;22)(q13;q12) EWS-DDIT3

Extraskeletales Myxoides 

Chondrosarkom

t(9;22)(q22-31;q11-12) EWS-NR4A3

t(9;17)(q22;q11) TAF15-NR4A3

t(9;15)(q22;q21) TCFI2-NR4A3

t(9;22)(q22;q15) TFG-NR4A3

Niedriggradiges Fibromyxoides Sarkom t(7;16)(q33;p11) FUS-CREB3L2

t(11;16)(p11;p11) FUS-CREB3L1

Angiomatoid faseriges Histiozytom t(12;16)(q13;p11) FUS-ATF1
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t(12;22)(q13;q12) EWS-ATF1

t(2;22)(q33;q12) EWS-CREB1

Alveolares Rhabdomyosarkom t(2;13)(q35;q14) PAX3-FOXO1

t(1;13)(q36;q14) PAX7-FOXO1

t(2;2)(p23;q35) PAX3-NCOA1

t(2;8)(q35;q13) PAX3-NCOA2

t(8;13;9)(p11.2;q14;9q32) FGFR1-FOXO1

Alveolares Weichteilsarkom t(X;17)(p11;q25) ASPSL-TFE3

Infantiles Fibrosarkom t(12;15)(p13;q25) ETV6-NTRK3

Angeborenes mesoblastisches Nephrom t(12;15)(p13;q25) ETV6-NTRK3

Inflammatorischer myofibroblastischer 
Tumor

t(1;2)(q25;q23) TPM3-ALK

t(2;19)(q23;q13) TPM4-ALK

t(2;17)(q23;q23) CLTC-ALK

t(2;2)(p23;q13) RANBP2-ALK

Synovialsarkom t( X;18)(p11;q11) SS18-SSX1

t(X;18)(p11;q11) SS18-SSX2

t(X;18)(p11;q13) SS18-SSX4

t(X;20)(p11;q13) SS18L1-SSX1

Endometriales Sarkom t(7;17)(p15;q21) JAZF1-SUZ12

t(6;7)(p21;p15) JAZF1-PHF1

t(6;10)(p21;p11) EPC1-PHF1

Dermatofibrosarkom protuberans t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB

Giant-cell Fibroblastom t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB

* (Pierron et al., 2012), Tabelle modifiziert Von (Anderson et al., 2012)

1.1.2 Jugendliche und junge Erwachsene 

Jugendliche und junge Erwachsene (engl. adolescents and young adults) oder kurz 

(AYAs) sind Patienten im Alter zwischen 15 und 39 Jahren. Mit Ausnahme des 

Kaposi-Sarkoms haben Jugendliche und junge Erwachsene mit Knochen- und 

Weichteilsarkomen am wenigsten von den Behandlungsfortschritten in der Onkologie 

in den letzten Jahren profitiert. Die durchschnittliche jährliche prozentuale 
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Veränderung der 5-Jahres-Überlebensrate nimmt in den Altersgruppen zwischen 15-

45 Jahre ab, während sie in älteren Patientenpopulationen ansteigt. (Bleyer et al., 

2005; Bleyer et al., 2006; Pastore et al., 2006; Stiller et al., 2006; Verdecchia et al., 

2007; Kaatsch et al., 2016) Traditionell wurden diese Patienten entweder von Kinder- 

und Jugendmedizinern oder von Internisten gemäß den entsprechenden 

Studienprotokollen für Kinder bzw. Erwachsene behandelt. 

Klinische Studien, die sich an den Bedürfnissen dieser Altersgruppe spezifisch 

orientieren, sind eher die Ausnahme.  Die Aufnahme in den verschiedenen Studien für 

Sarkome bei Erwachsenen oder Kindern (sog. “Cross-enrollment”) ist aufgrund 

organisatorischer und manchmal auch finanzieller Gründe selten. (Davis et al., 2017) 

Die häufigsten pädiatrischen Sarkome bei AYAs sind Osteosarkome (OS), Ewing 

Sarkome (ES), Rhabdomyosarkome (RMS), Synovialsarkome (SS) und Fibrosarkome 

(FS). 

1.1.3 Ewing Sarkom

Das Ewing Sarkom (ES) ist der zweithäufigste bösartige Knochentumor bei Kindern 

und Jugendlichen. Es tritt in einem Verhältnis von 3:2 häufiger bei männlichen als bei 

weiblichen Patienten auf und ist häufiger bei Patienten mit europäischer Herkunft als 

bei Patienten mit afrikanischer oder asiatischer Herkunft. (Jawad et al., 2009) 

1.1.3.1 Pathologie und Molekularpathologie  

Ewing Sarkome sind laut Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, 

kurz “WHO’”) als Tumore mit einer FET-ETS Genfusion definiert. (Sankar & 

Lessnick, 2011) Pathologisch ähnliche Tumore, die andere Genfusionen zeigen, 

werden als “Ewing-like sarcomas” also Ewing-ähnliche Tumore bezeichnet.

Die Ursprungszelle des Ewing Sarkoms bleibt bisher umstritten. (Toomey et al., 

2010; Ross et al., 2013) Ergebnisse aus verschiedenen Studien deuten entweder auf 

mesenchymale Stammzellen oder primitive neuroektodermale Stammzellen als 

Ursprungszellen des Ewing Sarkoms hin. (Ewing 1921, Schmidt 1985, Lipinski et 

al.,1987; Torchia et al., 2003, Staege 2004). Die Genfusionen im Ewing Sarkom sind 

sehr gut definiert (Tabelle 2).  Es handelt sich um eine Fusion eines FET-Gens mit 

einem ETS-Gen. FET-Proteine sind RNA gebundene Proteine, die Transkription und 

Spleißen vermitteln. ETS sind Transkriptionsfaktoren, die für Zellproliferation, 
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Zelldifferenzierung, Zellzyklus-Kontrolle, Angiogenese und Apoptose zuständig sind. 

(Grünwald et al., 2018) 

Durch die Genfusion entsteht ein chimäres Peptid, welches eine aminoterminale 

Domäne der FET-Proteins mit einer DNA-Bindungsdomäne des ETS-Proteins 

verbindet. (Grünwald et al., 2018) In ca. 85% der Fälle handelt es sich um eine 

EWSR1-FLI1 Genfusion (Delattre et al., 1992) und in ca. 10% der Fälle ist 

stattdessen eine EWSR1-ERG Genfusion vorhanden (Ruzanov et al., 2024). Das 

Fusionsprotein EWSR1-FLI1 dereguliert durch epigenetische Mechanismen die 

Expression hunderter Gene durch Bindung an Ewing-spezifische Enhancer 

(Transkriptionsverstärker) in GGAA Mikrosatelliten. (Staege et al., 2004; Riggi et al., 

2014; Boulay et al., 2017; Grünewald et al., 2018) Polymorphismen in der EWSR1-

FLI1-abhängigen EGR2 Expression wurden bei Patienten mit afrikanischer Herkunft 

beobachtet und könnten die niedrige Inzidenz von Ewing Tumoren bei diesen 

Patienten erklären. (Grünewald et al., 2016) 

Tabelle 2: Chromosomale Translokationen und Fusionsgenen bei Ewing 
Sarkomen

FET ETS Fusionsgen Chromosomale 
Translokation

Häufigkeit

FUS FEV FUS–FEV t(2;16)(q35;p11) <1%

ERG FUS–ERG t(16;21)(p11;q22) <1%

EWSR1 FLI1 EWSR1–FLI1 t(11;22)(q24;q12) 85%

ERG EWSR1–ERG t(21;22)(q22;q12) 10%

ETV1 EWSR1–ETV1 t(7;22)(p22;q12) <1%

ETV4 EWSR1–ETV4 t(17;22)(q21;q12) <1%

FEV EWSR1–FEV t(2;22)(q33;q12) <1%

 Adaptiert von (Burchill, 2003; Grünewald et al., 2018) 

1.1.3.2 Klinisches Bild

Das Ewing Sarkom (ES) entsteht hauptsächlich in den Knochen, kann aber in weniger 

als 10% der Fälle in den Weichteilen auftreten. (Hotowitz et al.,1992) Die ersten 
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Beschwerden sind meistens lokalisierte Schmerzen oder eine lokalisierte Schwellung 

in den Weichteilen. (Widhe & Widhe, 2000) 

Wie bei anderen Knochentumoren sind bildgebende Untersuchungen unumgänglich 

für die Diagnose des Ewing Sarkoms. Ein Röntgenbild oder eine 

Magnetresonanztomographie (MRT) ist wichtig für die Diagnose des primären 

Tumors. Für den Nachweis von Metastasen ist eine Computertomographie (CT) der 

Thorax (zur Erfassung von Lungenmetastasen), ein Knochenmarkaspirat sowie eine 

Biopsie der verdächtigen Lymphknoten (LK) sehr wichtig.

Außerdem liefert die 18F-Fluorodeoxyglucose-Positronenemissionstomographie 

(18F-FDG-PET) bzw. PET/CT (mit oder ohne ergänzende 

Magnetresonanztomographie, MRT) wertvolle Informationen zum 

Tumormetabolismus, zum Vorliegen von Metastasen und zum Therapieansprechen. 

(Gerth et al., 2007; Kaste, 2011) 

Für die endgültige Diagnose des primären Tumors ist eine Biopsie mit 

histopathologischen, zytologischen und molekularpathologischen Befunden 

erforderlich. 

1.1.3.3 Behandlung

Aktuell werden Patienten in Deutschland und vielen anderen Ländern gemäß dem 

EURO EWING 99 Protokoll als Nachfolger der CESS/EICESS Studie initial mit 4-6 

Zyklen Vincristine, Ifosfsmid, Doxorubicin, und Etoposide (VIDE) als 

Induktionstherapie behandelt. Es folgt eine Operation (OP) mit oder ohne 

Radiotherapie, um den primären Tumor und die vorhandenen Metastasen zu 

entfernen. Danach werden Patienten mit einer weiteren Konsolidierungstherapie mit 

Vincristin, Actinomycin D und entweder Ifosfamide oder Cyclophosphamid 

behandelt (VAI vs. VAC). (Juergens et al., 2006 ; Ladenstein et al., 2006; Le Deley et  

al., 2014)

Abbildung 1: EURO-EWING 99 Therapieprotokoll

(EUROpean Ewing tumour Working Initiative of National Groups Ewing Tumour 
Studies 1999, 2010).
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1.1.3.4 Prognose

Die 5-Jahres-Überlebenschancen von Patienten mit lokalisiertem Tumor liegen 

zwischen 65% und 75%. Patienten mit isolierten Lungenmetastasen haben ein 

besseres ereignisfreies Überleben (29% bis 52%) als Patienten mit anderen 

Metastasen. Bei initial metastasierter Erkrankung bleibt die Prognose mit 30% 

Gesamtüberleben und 8% bis 25% ereignisfreies Überleben schlecht. (Gaspar et al., 

2015) 

1.1.4 Osteosarkom

Osteosarkom (OS) ist ein osteoidproduzierender, maligner Tumor. Er ist die häufigste 

Art von primärem Knochenkrebs bei Kindern und Jugendlichen. Das Osteosarkom ist 

sehr selten bei Kindern unter 5 Jahren. Die Inzidenz erhöht sich mit dem Alter und ist 

höher bei männlichen Patienten, sowie bei Patienten mit afroamerikanischer und 

hispanischer Herkunft. (Mirabello et al., 2009) Außerdem sind Osteosarkome häufig 

bei Patienten mit genetischen Tumorprädispositionssyndromen wie dem Li-Fraumeni 
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Syndrom, dem hereditären Retinoblastom und dem Rothmund Thomson Syndrom. 

(Calvert et al., 2012) 

1.1.4.1 Pathologie und Molekularpathologie

Primäre Osteosarkome werden nach der Klassifikation der WHO in folgende 

Kategorien eingeordnet: Konventionell intramedullär/zentral hochgradig 

(osteoblastisch, chondroblastisch und fibroblastisch), kleinzellig, teleangiektatisch, 

zentral-niedriggradig und oberflächlich (Paraosteal, Periosteal und hochgradig). 

(Kundu, 2014) 

Molekulargenetisch sind Osteosarkome sehr komplexe Krebserkrankungen mit 

zahlreichen genetischen Veränderungen und einer sehr hohen Heterogenität. (Engert 

et al., 2017) Als Hauptmechanismus scheint die durch strukturelle Genvariationen 

(engl. structural variation „SV”) und Kopiezahlvariationen (engl. copy number 

variations „CNV”) verursachte genomische Instabilität in den DNA-Reparatur und 

Tumorsuppresorgenen eine große Rolle zu spielen. (Chen et al.,2014) 

Amplifikationen in MDM2 und CDK4 sind sehr häufig, besonders bei paraostealem 

und zentral-niedriggradigen Osteosarkomen. (Baumhoer et al., 2019) 

Keimbahnmutationen wie TP53 und RB1 können zur Entstehung von Osteosarkomen 

besonderes bei jüngeren Patienten beitragen. (Chen et al., 2014; Kovac et al., 2015) 

Dabei scheint eine Art lokalisierte Hypermutation, genannt “Kataegis” eine große 

Rolle zu spielen. (Nik-Zainal et al., 2012) Andere wichtige Gene bei der Pathogenese 

von Osteosarkomen sind ATRX sowie andere Gene im PI3K/mTOR Signalweg. 

(Perry et al., 2014) Auf somatischer Ebene wurden viele chromosomale Brüche und 

Umlagerungen in Osteosarkomen nachgewiesen (Chromothripsis). (Behjati et al., 

2017) Diese genomische Instabilität und die vielen genetischen Veränderungen führen 

zu einem genomischen Profil sehr ähnlich den Tumoren mit BRCA-Mutationen (die 

sog. „BRCAness“). Diese sind mit Mutationen in der DNA-Reparatur, in der 

chromosomalen Trennung, und im Zellzyklus charakterisiert. (Kovac et al., 2015; 

Barenboim et al.,2021) 

1.1.4.2 Klinisches Bild 

Osteosarkome entwickeln sich häufiger in den metaphysären Bereichen der langen 

Röhrenknochen wie im distalen Femur, der proximalen Tibia und dem proximalen 
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Humerus. Zunehmende lokale Knochenschmerzen sind oft das leitende Symptom. 

(Prater & McKeon, 2023) 

Bei rund 15-20% der Erstdiagnosen sind Metastasen vorhanden, darunter sind 

Lungenmetastasen sehr häufig (ca. 80% der Metastasen). (Bielack et al., 2022; Isakoff 

et al., 2015) Bei dem Verdacht auf ein Knochensarkom ist ein einfaches Röntgenbild 

auf zwei Ebenen indiziert. Danach folgt ein MRT, Thorax CT oder sogar PET-CT/ 

PET-MRT zum weiteren Staging. (Buchbender et al., 2012) Eine Biopsie ist für die 

endgültige Diagnose unumgänglich und sollte von einem multidisziplinären Team mit 

altersspezifischer operativer Erfahrung bei Knochentumoren angeordnet und 

entsprechend durchgeführt werden. (Bielack et al., 2009; Casali et al., 2018) 

1.1.4.3 Behandlung

Hochgradige Osteosarkome werden chirurgisch mit zusätzlicher Chemotherapie vor 

und nach dem chirurgischen Eingriff behandelt. Eine optimale Operation sollte den 

Primärtumor sowie möglicherweise alle Metastasen entfernen. Niedriggradige 

paraosteale Osteosarkome werden ausschließlich chirurgisch behandelt. (Laitinen et 

al., 2015) Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit primären Osteosarkomen 

werden weitgehend gemäß dem internationalen multizentrischen EURAMOS -1 

Studienprotokoll behandelt. Dieses besteht aus zwei präoperativen Zyklen 

Cisplatin/Doxorubicin (Adriamycin) und vier Zyklen Methotrexat (kurz “MAP”). 

Nach der Resektion des primären Tumors werden Patienten je nach Tumoransprechen 

entweder in eine MAP/MAP anschließend PEGyliertes Interferon-α (MAPifn) oder in 

eine MAP/MAP anschließend Ifosfamid/Etoposid (MAPIE) Gruppen randomisiert. 

(Whelan et al., 2015) Bei rezidivierenden Osteosarkomen werden Ifosfamid, 

Cyclophosphamid mit oder ohne Etoposid/Carboplatin als Second-line 

Chemotherapie eingesetzt. (Casali et al., 2018) 

Abbildung 2: EURAMOS-1 Protokoll

Eine randomisierte Studie der europäischen und amerikanischen Osteosarkom 
Studiengruppe. (Whelan et al., 2015)
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1.1.4.4 Prognose

Die Prognose unterscheidet sich je nach histologischem Grad, Größe des primären 

Tumors und Vorhandensein von Metastasen bei der Erstdiagnose. (Clark et al., 2008; 

Eleutério et al., 2015) Das Ansprechen nach der präoperativen Chemotherapie spielt 

eine deutliche prognostische Rolle für die Prognose bei Patienten mit lokalisierten 

Osteosarkomen in den Extremitäten. (Davis et al., 1994) Eine Analyse von 1702 

Patienten mit Osteosarkomen hat auf eine schlechtere Prognose bei proximaler 

Lokalisierung hingewiesen. (Bielack et al., 2002) Die Tumorgröße war auch 

prognostisch relevant, obwohl sie nicht mit dem therapeutischen Ansprechen 

korrelierte. Die Autoren führten diese Korrelation zwischen Tumorgröße und 

Rezidivwahrscheinlichkeit auf das parallele Vorhandensein von Metastasen bei den 

größeren Tumoren zurück. Außerdem haben männliche Patienten sowie Patienten mit 

axialen Osteosarkomen (nicht in den Extremitäten) eine deutlich schlechtere 

Prognose. (Bielack et al., 2002) 

1.1.5 Rhabdomyosarkom

Rhabdomyosarkom (RMS) ist ein Weichteilsarkom mit hauptsächlich myogener 

Differenzierung der Tumorzellen. Es ist die häufigste Art von Weichteilsarkomen bei 

Kindern. Ca. 50% der Weichteilsarkome bei zwischen 0 und 14 Jahre sind RMS. 

(Gurney et al., 1999) Der Rest der Weichteilsarkome bei Kindern und Jugendlichen 
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wird als nicht-rhabdomyosarkomatoses Weichteilsarkom Kurz (NRSTS) bezeichnet. 

(PDQ Cancer Information Summaries, 2024) 

1.1.5.1 Pathologie und Molekularpathologie

Nach der Definition der WHO werden RMS in vier Kategorien unterteilt: 

embryonales RMS (eRMS), alveolares RMS (aRMS), spindelzelliges/sklerosierendes 

RMS und pleomorphes RMS. (Jo & Doyle, 2016; Rudzinski et al., 2015) 

Morphologisch sind RMS-Zellen sehr heterogen bestehend aus undifferenzierten und 

differenzierten Rhabdomyoblasten. (Dziuba et al., 2018) 

Aktuell werden RMS entsprechend dem Vorhandensein genomischer Fusionen 

entweder als Fusion-positives RMS (FPRMS) oder als Fusion-negatives RMS 

(FNRMS) klassifiziert. (Hettmer & Wagers, 2010; Skapek et al., 2019) eRMS sind 

häufiger bei Patienten unter vier Jahre, während pleomorphe RMS häufiger bei 

Patienten zwischen 15 -19 Jahren auftreten. (Perez et al., 2011) Bei den meisten 

Patienten mit aRMS konnte eine t(2;13)(q35;q14) oder eine t(1;13)(p36;q14) 

Translokation nachgewiesen werden. Die resultierenden Fusionsgene sind jeweils 

PAX3-FOXO1 oder PAX7-FOXO1.(Galili et al., 1993; Davis et al., 1994) Das 

Fusionsprotein fungiert als Oncoprotein (Marshall und Grosveld, 2012; Bennicelli et 

al. 1999) in dem es gleichzeitig andere Transkriptionsfaktoren, die als sog. „Super-

Enhancer“ funktionieren, aktiviert. (Gryder et al., 2017) 

Mutationen in den RAS–RAF–MAPK oder den PI3K–AKT–mTOR-Signalwege sind 

bei rund 50% der Patienten mit FNRMS vorhanden. (Martinelli et al., 2009; Seki et 

al., 2015; Skapek et al., 2019) FGFR4 ist bei rund 7% der FNRMS Patienten mutiert. 

(Taylor et al., 2009) Außerdem wurde eine erhöhte genetische Expression der IGF 

sowie der Wnt Signalwege beschrieben. (Bridge et al., 2002; Annavarapu et al., 2013) 

1.1.5.2 Klinisches Bild

Während die meisten eRMS im Kopf- und Nackenbereich, sowie im 

Urogenitalbereich manifestieren, treten aRMS häufiger in den Extremitäten auf. 

(Enterline und Horn, 1958) Grundsätzlichen können RMS überall im Körper 

vorkommen. Die ersten Symptome sind oft eine schmerzfreie Schwellung in den 

Weichteilen oder andere unspezifische Symptome, die aus der Kompression der 

Organe durch den Tumor oder die Metastasen resultieren. Bei rund 20% den 

betroffenen Kindern sind Metastasen bereits bei der Erstdiagnose vorhanden. 

(Hawkins et al., 2013) Häufig sind dann bereits Lungen-, Knochen-, Knochenmark- 
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und Lymphknotenmetastasen vorhanden. (Jawad & McHugh, 2019) Eine Biopsie mit 

histopathologischen sowie molekularpathologischen Befunden ist für die Diagnose 

entscheidend. (Rudzinki et al., 2014) Für die Diagnose von Lungenmetastasen ist ein 

Lungen CT sehr wichtig.  Ein FDG-PET/CT ist hilfreich um die Tumorgröße, 

Lokalisation und Metastasen, und im Verlauf Ansprechen auf die Therapie zu 

evaluieren. (Jawad & McHugh, 2019; Federico et al., 2013; Voss, 2019) 

1.1.5.3 Behandlung

Eine OP entfernt möglichst den Tumor sowie weitere Metastasen, allerdings ohne 

Mutilation. Danach werden Patienten nach den Richtlinien der Cooperative 

Weichteilsarkom Studiengruppe /European Pediatric Soft Tissue Sarcoma Study 

Group (CWS/ EpSSG) RMS 2005 je nach Risikogruppe behandelt. RMS-Patienten 

mit niedrigem Risiko werden mit 8 Zyklen Vincristin und Actinomycin-D (VA) 

behandelt. (van Ewijk et al., 2021; Bisogno et al., 2023) Patienten mit Standardrisiko 

werden mit Radiotherapie und 9 Zyklen Vincristin und Actinomycin D (VA) mit oder 

ohne Ifosfamid (IVA) nach dem 4. Zyklus behandelt. Patienten mit erhöhtem Risiko 

werden mit 4 Zyklen IVA oder IVADo (IVA mit Doxorubicin) und danach mit 5 

Zyklen IVA behandelt. Patienten mit einem extrem erhöhten Risiko bekommen dazu 

eine Erhaltungstherapie mit Vinorelbin und Cyclophosphamid. (Bisogno et al., 2023; 

Bisogno et al., 2022; Sparber-Sauer et al., 2024) 

Abbildung 3: CWS/ EpSSG RMS 2005 Protokoll für Patienten mit Metastasen 

  

https://paperpile.com/c/MprIbh/R60d
https://paperpile.com/c/MprIbh/R60d
https://paperpile.com/c/MprIbh/R60d
https://paperpile.com/c/MprIbh/R60d


17

1.1.5.4 Prognose

Patienten mit lokalisiertem RMS weisen vergleichsweise bessere Heilungschancen 

(rund 70%) auf. Die Prognose bleibt für Patienten mit initial metastasierter oder 

rezidivierter Erkrankung sehr schlecht. Relevante Faktoren für die Prognose sind 

TNM-Status, Tumorgröße, Lokalisation, histologischer Typ und Alter des Patienten. 

(Koscielniak et al., 2002)

1.1.6 Synovialsarkom 

Rund 8-10% der pädiatrischen Weichteilsarkomen sind Synovialsarkome (SS).(Okcu 

et al., 2003) Synovialsarkome sind selten bei Kindern unter 10 Jahren. Männliche 

Patienten sind dabei öfter betroffen als weibliche. (Okamoto et al., 2000) 

1.1.6.1 Pathologie und Molekularpathologie

Die Ursprungszelle des Synovialsarkoms ist bisher nicht endgültig nachgewiesen. 

Synovialsarkome entstehen vermutlich aus multipotenten mesenchymalen 

Stammzellen. (Fiore et al., 2021) 90-95% der Synovialsarkome sind durch die 

chromosomale Translokation t(X,18; p11,q11) charakterisiert. (Lagarde et al., 2013) 

Das resultierende Fusionsprotein SS18-SSX dysreguliert weitere 

Multiproteinkomplexe wie den SWItch/Sucrose Non-Fermentable (SWI/SNF) 

Komplex (BAF Komplex) und die Polycomb Repressive Komplexe 1 und 2 (PRC1 

und PRC2). Der ATP-abhängige Chromatin-Remodellierungskomplex BAF 

https://paperpile.com/c/MprIbh/bRlC
https://paperpile.com/c/MprIbh/bRlC
https://paperpile.com/c/MprIbh/bRlC
https://paperpile.com/c/MprIbh/JcMk
https://paperpile.com/c/MprIbh/JcMk
https://paperpile.com/c/MprIbh/JcMk
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(mammalian SWI/SNF complex) ist für die Regulation der Genexpression und 

Differenzierung von entscheidender Bedeutung. (Schick et al., 2020; Boulay et al., 

2021)

1.1.6.2 Klinisches Bild

70% der Synovialsarkome entstehen in den Extremitäten, besonders in den weichen 

Geweben rund um das Knie. (Bakri et al., 2012) Lungenmetastasen sind am 

häufigsten zu beobachten. (Sultan et al., 2009; Ferrari et al., 2012) Im Vergleich 

treten Lymphknotenmetastasen eher selten auf (weniger als 1% der Patienten). 

(Orbach et al., 2011) Ein MRT ist für die Diagnose sowie für das weitere Staging 

unverzichtbar. (Kransdorf et al., 1989) 

1.1.6.3 Behandlung

Patienten werden nach Empfehlungen der EpSSG NRSTS 2005 Protokoll behandelt. 

Dieses Studienprotokoll ersetzte das früheren CWS 81 Protokoll und empfiehlt, dass 

Patienten mit drei oder vier Zyklen Doxorubicin und Ifosfamid mit oder ohne 

Radiotherapie je nach Risikogruppe behandelt werden. Operative Behandlung ist 

wichtig, um den Tumor sowie weitere Metastasen zu entfernen. Kleine 

Synovialsarkome mit niedrigem Risiko werden dabei nur operativ behandelt. 

(Ladenstein et al., 1993; Ferrari et al., 2017; Ferrari et al., 2021) Die risikobasierte 

operative Behandlung bei Patienten mit lokalisierter Erkrankung führt zu einer 

günstigen Prognose und reduziert die Notwendigkeit und Exposition zu Radiotherapie 

bei Kindern und Jugendlichen. (Venkatramani et al., 2021)

Abbildung 4: Behandlung von SS nach dem EpSSG NRSTS Schema

 (Ferrari et al., 2015)  
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1.1.6.4 Prognose

Die Prognose des Synovialsarkoms hängt vom Risikostatus und dem Vorhandensein 

von Metastasen ab. (Kerouanton et al., 2014; Venkatramani et al., 2021) Bei Kindern 

und Jugendlichen ist die Prognose, im Vergleich zu Erwachsenen, deutlich besser. 

(Sultan et al., 2009) 

1.1.7 Fibrosarkom

1.1.7.1 Pathologie und Molekularpathologie

Fibrosarkome (FS) sind Weichteilsarkome, die auch in den Knochen entstehen 

können. Histologisch wurden einige genetische Translokationen wie COL1A1-

PDGFB, ETV6-NTRK3, und FUS-CREB3L2 bei Fibrosarkomen beschrieben (Kaye, 

2009; Knezevich et al. 1998). Fibrosarkome zeigen einen ausgeprägten 

Pleomorphismus und sind daher meist Ausschlussdiagnosen . (Davia et al., 2023) 

1.1.7.2 Klinisches Bild und Behandlung

Es wird zwischen dem infantilen Fibrosarkom und dem adulten Fibrosarkom 

unterschieden. Infantile Fibrosarkome entstehen bei Kindern unter 5 Jahren, während 

adulte Fibrosarkome klinisch aggressiver sind und 

bei Kindern sowie Jugendlichen und jungen Erwachsenen entstehen. 
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Fibrosarkome zählen nicht zu den Chemotherapie-sensiblen Tumoren. Sie sind 

Weichteilsarkome, die aus Fibroblasten (Bindegewebszellen) entstehen, und gehören 

zu den Tumoren, die in der Regel eine geringe Chemotherapieempfindlichkeit 

besonders im Kindesalter aufweisen. Obwohl Chemotherapie in bestimmten Fällen 

von Fibrosarkomen eingesetzt wird, insbesondere bei metastasierten oder 

rezidivierenden Tumoren, wird sie nicht als primäre Therapie angesehen. Der 

Hauptfokus der Behandlung liegt auf der chirurgischen Entfernung des Tumors, 

sofern dies möglich ist, und in einigen Fällen auch auf der Strahlentherapie, um die 

Heilungschancen zu erhöhen und das Risiko eines Rezidivs zu senken.

Eine Ifosfamid-Doxorubicin-Therapie könnte bei ausgewählten fortgeschrittenen 

Fibrosarkomen die Tumorlast reduzieren und eine Resektion ermöglichen. (Sparber-

Sauer et al., 2020) 

Das Ansprechen auf die Therapie hängt von Tumorgröße und -stadium sowie 

molekulare und genetische Merkmale des Tumors. Die Ansprechrate auf 

Chemotherapie bei Kindern mit Fibrosarkomen liegt bei 20-30%. Bei metastasierten 

oder fortgeschrittenen Fibrosarkomen könnten die Ansprechraten jedoch noch 

niedriger sein.

1.1.7.3 Prognose

Infantile Fibrosarkome sind mit einer sehr guten Prognose assoziiert (80% komplette 

Remission). (Cecchetto et al. 2001) Adulte Fibrosarkome zeigen wenig Ansprechen 

auf Chemotherapien und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert. (Ferrari et 

al., 2022)
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1.2 Das Cancer Hallmarks Modell 

 Zur Gewinnung präziser Daten über genetische Hintergründe und Zusammenhänge 

von Krebserkrankungen wurden in den letzten Jahrzehnten mehrere nationale und 

internationale Forschungskooperationen initiiert. Diese haben das Ziel, das Genom 

verschiedener Tumorarten bei zahlreichen Patientinnen und Patienten zu analysieren, 

zu dokumentieren und vergleichend auszuwerten. Beispiele sind das The Cancer 

Genome Altas (TCGA) und das The Cancer Genome Anatomy Project (CGAP) des 

National Cancer Institut (NCI) in den Vereinigten Staaten sowie mehreren nationalen 

und internationalen Kooperationsprojekten. Viele dieser einzelnen Projekte wurden in 

das International Cancer Genome Consortium (ICGC) integriert und als eine Art 

globales Register für zahlreiche Krebsarten dienen.

Die Ergebnisse aus diesen Projekten ermöglichten eine genaue Charakterisierung der 

genetischen Veränderungen in Krebszellen und inspirierten eine übergreifende 

Klassifizierung solcher Veränderungen, unabhängig von der Krebsart, in bestimmten 

Schlüsselmerkmalen genannt “Hallmarks of Cancer“. (Hanahan & Weinberg, 2002) 

Nach dem Cancer Hallmark Modell von Hanahan und Weinberg entsteht die maligne 

Veränderung normaler Zellen durch komplexe genetische Schritte, die zum 

Überleben, Vermehrung und Verbreitung von Krebszellen dienen. Nach dem ersten 

Modell, welches im Jahr 2000 veröffentlicht wurde, sind diese Schlüsselmerkmale: 

Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, Umgehung von wachstumshemmenden 

Signalen, unbegrenztes Vermehrungspotential, Umgehung des programmierten 

Zelltods, Angiogenese und die Invasion der normalen Blutgefäße, Invasion der 

Gewebe und die Fähigkeit zur Metastasierung. (Hanahan & Weinberg, 2000) 

Im Jahr 2011 wurden zwei weitere Schlüsselmerkmale zu diesem Modell hinzugefügt: 

die Änderung von Energiestoffwechsel und die Umgehung des 

Immunabwehrsystems. Dabei wurden zwei Eigenschaften definiert, die den gesamten 

malignen Prozess ermöglichen: die genomische Instabilität und der inflammatorische 

Zustand in Krebs- und Krebsvorläuferzellen. (Hanahan & Weinberg, 2011) 

Abbildung 5: Schlüsselmerkmale und Eigenschaften von Krebszellen 

Übersetzt von (Hanahan & Weinberg, 2011)
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Im Jahr 2022 wurden zwei weitere Schlüsselmerkmale und zwei weitere 

Eigenschaften von Hanahan vorgeschlagen: die Entsperrung phänotypischer 

Plastizität in Form von Dedifferenzierung, blockierter Differenzierung und 

Transdifferenzierung, sowie die mutationsfreie epigenetische Umprogrammierung; 

das polymorphe Mikrobiom und die Zellseneszenz. (Hanahan, 2022) 
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Abbildung 6: Das neue Cancer Hallmarks Modell 

Übersetzt von (Hanahan, 2022) 

1.3 Zielgerichtete Krebstherapie

Zielgerichtete Krebstherapien sind neue Therapien die im Gegensatz zur 

“konventionellen”, zytotoxischen Chemo- und Radiotherapie die individuellen 

genetischen Veränderungen oder bestimmte dysregulierte Signalwege in den 

Tumorzellen gezielt ansteuern. Unterschieden werden monoklonale Antikörper (mAk) 

sowie niedermolekulare Inhibitoren (NMI), darunter sind Kinaseinhibitoren (KI), 

Proteasomeinhibitoren (PI) sowie Histon-Deacetylase Inhibitoren (HDACi) und 

Histon-Methyltransferase Inhibitoren (HMi). (Hanahn & Weinberg, 2011; Crisci et 

al., 2019) Als therapierbare Ziele („Actionable Targets“) können chromosomale 

Translokationen, somatische Mutationen sowie Veränderungen in der Genexpression 

bezeichnet werden. (Topper et al., 2019)
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Die zielgerichtete Therapie (“Targeted Therapy”) bietet die Möglichkeit, wichtige 

Mechanismen für das Überleben sowie die Vermehrung und Metastasierung von 

Krebszellen gezielt anzugreifen. (Hanahan & Weinberg, 2011) Außerdem könnte die 

Therapie durch genetische Untersuchung der Tumorgewebe je nach Tumor und 

Patient spezifisch angepasst werden („personalisierte Medizin“ oder 

„Präzisionsmedizin”). (Schütte et al., 2017) 

2. Forschungshypothese und Zielsetzung

Diese Arbeit basiert auf folgender Forschungshypothese: die personalisierte, 

genexpressionsbasierte, zielgerichtete Therapie ist eine sinnvolle Therapieoption bei 

Patienten mit chemotherapierefraktären pädiatrischen Knochen- und 

Weichteilsarkomen. 

Hauptziel ist die Realisierbarkeit und Wirksamkeit dieser Therapie zu untersuchen. 

Parameter für die Realisierbarkeit sind die Umsetzbarkeit der Abläufe von 

Patientenauswahl und Probengewinnung bis zur Therapieauswahl und 

Verlaufskontrollen, sowie das Vorhandensein therapierbarer Ziele.

Parameter für die Wirksamkeit sind das Ansprechen auf die Therapie, sowie das 

Gesamtüberleben (OvS) und das progressionsfreie Überleben (PFS). 

Als Nebenziele sind die Therapieverträglichkeit durch Lebensqualität (Quality of 

Life, “QoL”) und unerwünschte Ereignisse (Adverse Events, “AE”) zu untersuchen. 
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3. Material und Methoden

3.1 Material

RNA-Isolierung 

TRIzol Reagent Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, 
DE

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, DE

Markierung

IVT Labeling Kit Affymetrix, Santa Clara, USA

one cycle cDNA synthesis Kit Affymetrix, Santa Clara, USA

Sample Cleanup Modules Affymetrix, Santa Clara, USA

Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit Affymetrix, Santa Clara, USA

Hybridisierung 

Hybridization Control Kit Affymetrix, Santa Clara, USA

Histologie

Paraffin Merck, Darmstadt, DE

Ammoniumpersulfat (APS) BioRad, München, DE

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, 
DE

Xylol Merck, Darmstadt, DE

Ethanol Merck, Darmstadt, DE

Periodic acid-Schiff (PAS)-Reagenz Bio-Optica, Mailand, IT

Hämatoxylin Merck, Darmstadt, DE

Methanol Merck, Darmstadt, DE

Wasserstoffperoxide H2O2 Merck, Darmstadt, DE

Antigen-Demaskierungslösung Vector, Burlingame, CA, USA

Avidin Vector, Burlingame, CA, USA

Biotin Vector, Burlingame, CA, USA

Superblock ID Labs, London, ON, Canada
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ABC-Substrat-Lösung Vector, Burlingame, CA, USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck, Darmstadt, DE

3,3’-diaminobenzidine (DAB) Sigma-Aldrich, St.Loius, USA

NiCl Sigma-Aldrich, St.Loius, USA

Methylgrün-Färbelösung Fluka/Sigma-Aldrich, München, DE

Vecta Mount® Einbettmedium Vector, Burlingame, CA, USA

Objektträger BioRad, München, DE

ABC-Substrat-Lösung Vector, Burlingame, CA, USA

Vecta Mount® Einbettmedium Vector, Burlingame, CA, USA

Antikörper

biotinylierte anti-Kaninchen IgG (H+L) 
Ziegenantikörper (ZRB 1001)

Linaris, Mannheim, DE

Biotinylierte anti-Maus IgG2b 
Rattenantikörper (550333)

BD Pharmingen, San Diego, USA 

Biotinylierte anti-Maus IgG1 
Rattenantikörper (406604)

Biolegend, San Diego, USA

TOP2A Antikörper (ab180393) Abcam, Cambridge, UK

FGFR1 Antikörper (HPA056402) Sigma-Aldrich, St.Loius, USA

RET Antikörper (HPA008356) Sigma-Aldrich, St.Loius, USA

HDAC2 Antikörper (ab32117) Abcam, Cambridge, UK

Geräte

GeneChip® Fluidics Station 450 Affymetrix, Santa Clara, USA

GeneChip® Scanner 3000 7G Affymetrix, Santa Clara, USA

GeneChip® Human Genome 1.0 ST Array Affymetrix, Santa Clara, USA

GeneChip™ Human Genome U133Plus 2.0 
Array

Affymetrix, Santa Clara, USA

Bioanalyzer 2100 Agilent, Santa Clara, USA

Elektrophoresekammer BioRad, München, DE
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Gefrierfach (-80℃) Hera freeze Heraeus, Hanau, DE

Gefrierfach (-20 ℃) Cool vario Siemens, München, DE

Gefrierfach (+4℃) Cool vario Siemens, München, DE

Mikrowelle Siemens, München, DE

Autoklav Systec, Linden, DE

Flüssigstickstofftank L-240 K Taylor-Wharton, Husum, DE

Micropipetten 0.5-10μl, 10-100μl, 20-
200μl, 100-1000μl)

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipetting assistent Easypet Eppendorf, Hamburg, DE

Wasserreinigungssystem TKA GenPure TKA GmbH, Niederelbert, DE

Microscope DMIL Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Schneidgerät Jung CM 3000 LeicaMicrosystems, Wetzlar, DE

Lichtmikroskop Leica DMRBE Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Lichtmikroskop Leica Wild MPS52 Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Digitale Kamera DC 300F Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Waage BP 110S Sartorius, Göttingen, DE

Waage Mettler PJ 3000 Mettler Toledo, Gießen, DE

Software

macOS Sierra Version 10.12.6 Apple, CA, USA

Word® for Mac 2011 Microsoft, Redmond, WA, USA

Excel® for Mac 2011 Microsoft, Redmond, WA, USA

Expression console, v.1.1. Affymetrix, Santa Clara, USA

TARGETgene 2.0 beta BMSR, University of Southern 
California

RMAExpress 1.1.0. Online GUI, Ben Bolstad

GraphPad Prism Version 6.0h GraphPad Software, San Diego. USA

ENDNOTE x7.8 Thomson-Reuters, New York, NY, USA
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R Studio Version 1.0.136 R. RStudio, PBC, Boston, USA

GSEA Software 2.2.x Broad Institute

3.2 Patienten

Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit refraktären, rezidivierenden (zwei 

Rezidive oder mehr) oder progressiven pädiatrische Knochen- und 

Weichteilsarkomen wurden im Rahmen eines interdisziplinären Tumorboards in der 

Kinderklinik der Technischen Universität München als potentielle Kandidaten für die 

zielgerichtete Therapie ausgewählt. 

Das interdisziplinäre Tumorboard besteht i.d.R aus pädiatrischen Onkologen und ggf. 

Onkologen, einer Pathologin, Radiologen/Nuklearmedizinern, Kinderchirurgen, und 

einem Biologen. 

Die Entnahme der Gewebeproben, die genetische Analyse des Tumormaterials und 

die Erfassung der klinischen Daten in einer Registerstudie wurden vom Ethikkomitee 

der Technischen Universität München bewilligt (2562/09). Gewebeproben wurden 

nach Einverständniserklärung der volljährigen Patienten oder der Eltern bzw. der 

Sorgeberechtigten und nur, wenn klinisch indiziert, entnommen. Der Zweck der 

Probenentnahme und die wissenschaftlichen Grundlagen des Forschungsprojektes 

wurden im Rahmen eines persönlichen Gesprächs mit den Patienten und deren Eltern 

bzw. deren Sorgeberechtigten in einfacher, verständlicher Sprache durch die 

behandelnden Ärzte ausführlich erklärt. 

3.3 Gewebeproben

Gewebeproben wurden vom primären Tumor oder von einer repräsentativen 

Tumormetastase mittels minimalinvasiver Biopsie oder ggf. durch eine Operation 

gewonnen. 

Die Bestätigung der Diagnose bzw. des Rezidivs erfolgte in dem schockgefrorenen 

Material durch die Pathologie.  Gewebeproben mit mindestens 70% Tumorinhalt 

wurden zur weiteren Analyse verwendet.  Dafür wurden Tumorproben möglichst aus 

der aktuellen Rezidiv- bzw. Progressionsstelle analysiert.
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3.4 Histologische Untersuchungen
 

3.4.1 Färbungen

Probenmaterial aus Stichbiopsien oder Resektionsmaterial wurden nach Entnahme 

und initialer klinisch histologischer Untersuchung in 4% Formalin fixiert und in 

Paraffin eingebettet. Weitere forschungsbezogene histologische Bewertungen wurden 

im Rahmen dieser Arbeit retrospektiv an den vorhandenen Paraffin-Blöcken 

durchgeführt. In dieser Bewertung wurden hochexpremierte Gene, die als 

Therapieziele für die Behandlung definiert wurden, histologisch untersucht.  Hier 

wurden nur Proben aus bereits behandelten zielgerichtete Therapie-Patienten (zT 

Patienten) retrospektiv ausgewertet. Die Auswahl des primären Antikörpers (Produkt 

und Hersteller) wurde angesichts der tumorspezifischen Referenzfärbungen in der 

online Datenbank Human Protein Atlas getroffen. (The Human Protein Atlas) (Uhlén 

et al., 2015; Uhlen et al., 2017) Technische Daten für den jeweiligen Antikörper 

wurden nach Herstelleranweisungen bzw. Datenblatt des Produktes evaluiert. 

Für die Vorbereitung der histologischen Untersuchung wurden aus den archivierten 

Blöcken jeweils 2 µm dicke Schnitte auf Ammoniumpersulfat-beschichteten 

Objektträgern für 12 Stunden bei 37° C getrocknet.

3.4.2 Rückgewinnung des Antigens

Die Schnitte wurden dreimal für je fünf Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer 

Alkoholreihe mit absteigenden Konzentrationen (100%, 96% und 70%) jeweils für 

zwei Minuten rehydriert und anschließend in phosphatgepufferte Salzlösung 

(phosphate-buffered saline; PBS) zweimal für jeweils eine Minute gewaschen. Um 

die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte in 20 ml 30% 

Wasserstoffperoxid (H2O2) auf 180 ml Methanol für zwanzig Minuten im Dunkeln 

inkubiert und danach zweimal für eine Minute in PBS gewaschen. Für die 

Demaskierung des Antigens wurden je 300 ml destilliertes Wasser mit 3 ml 

Antigendemaskierlösung in der Mikrowelle für drei Minuten zum Kochen gebracht. 
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Die Schnitte wurden dann bei 1 bar für 20 Minuten autoklaviert, für 40 Minuten 

abgekühlt und anschließend in PBS gewaschen. 

3.4.3 Detektion des Antigens

Für die Blockierung des endogenen Biotins wurde zunächst 1 Tropfen Avidin für 15 

Minuten appliziert, dann kurz in PBS gewaschen, anschließend 1 Tropfen Biotin für 

15 Minuten appliziert und zuletzt für 7 Minuten in PBS gewaschen.

Bei polyklonalen Kaninchen-Antikörpern wurde die Blockierlösung „Superblock“ bei 

Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert und anschließend kurz in PBS gewaschen. 

Bei Einsatz eines sekundären Ziegen-Antikörpers betrug die Inkubationszeit 10 

Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde der primäre Antikörper appliziert und 

über Nacht bei 4℃ inkubiert. 

3.4.4 Visualisierung des Antigens

Biotinylierte sekundäre Antikörper wurden in einer 1:300 Verdünnung in PBS-für 30 

Minuten inkubiert und anschließend für 7 Minuten in PBS gewaschen. Danach 

wurden die Schnitte für 30 Minuten mit der ABC-Substrat-Lösung (Avidin-Biotin 

Komplex) in einer feuchten Kammer inkubiert und anschließend in PBS und 50 mM 

Tris-HCl, pH 7,6 jeweils für 5 Minuten gewaschen. Für die Färbung wurden 200 ml 

Tris bei 37℃ vorgewärmt. Eine Lösung aus 4ml DAB (3,3’-diaminobenzidine) und 

1ml NiCl und 500µl 3% H2O2 wurde für die Färbung verwendet und mit Methylgrün 

für 1 bis 2 Minuten gegengefärbt und in eine aufsteigende Alkoholreihe ab 96% und 

in Xylol für jeweils 10 Sekunden eingetaucht. Anschließend wurden die Präparate mit 

VectaMount eingedeckt.

3.4.5 Bewertungen

Die Schnitte wurden hinsichtlich Tumorinhalt und Qualität der Färbung bzw. der 

Immunhistochemie (IHC) evaluiert. Die erwartete normale Lokalisation des 

untersuchten Antikörpers in den entsprechenden Tumorgeweben (Nukleus, 

Zytoplasma, Membran, etc.) wurde mittels der Referenzdaten der Human Protein 

Atlas Datenbank evaluiert bzw. ausgesuchter Referenzfotos verglichen.

Als Antikörperkontrolle wurden Schnitte von normalen Geweben mit einer bekannten 

natürlichen Hochexpression des entsprechenden Ziels (RNA-Expression und 
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Proteinexpression bzw. Anteil der positiv gefärbten Zellen) mit den untersuchten 

Proben gefärbt. 

Für die Bewertung der Ziele bzw. des Proteins wurden je nach Möglichkeit zwischen 

drei und fünf Schnitte pro Ziel und Block verwendet. Das Vorhandensein des 

Zielproteins in jedem Schnitt wurde durch die Betrachtung positiv gefärbter Zellen 

unter mindestens 100x Vergrößerung in einer Skala zwischen 0% und 100% mit einer 

Gittermethode geschätzt und von einer erfahrenen Histologin bestätigt. Daraus wurde 

ein Durchschnittswert pro Probe und Ziel bzw. Protein berechnet.

Ein Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde berechnet, um mögliche statistische 

Zusammenhänge zwischen RNA-Expression mittels Array-Analyse und 

Proteinexpression mittels IHC zu evaluieren. Dasselbe wurde für die Untersuchung 

des Zusammenhangs zwischen dem Gesamtüberleben bzw. PFS und der IHC 

berechnet.

Ein Wilcoxon-Mann-Whitney Test wurde zusätzlich verwendet um die 

Proteinexpression mittels IHC (hoch: definiert mit 35% oder mehr positiven Zellen 

und gering: mit weniger als 35 %) mit der RNA-Expression bzw. des Fold Changes 

mittels Arrays (hoch: definiert mit 3 oder mehr Fold Change und gering: mit weniger 

als 3 Fold Change) zu vergleichen.

3.5 Genexpressionanalyse 

3.5.1 Hintergrund 

Die Genexpressionsanalyse bietet die Möglichkeit, einen dynamischen Überblick über 

das Genom zu schaffen, in dem die Expression von Messenger RNAs (mRNA) 

quantitativ analysiert wird. (San Segundo-Val & Sanz-Lozano, 2016) 

Die Microarray Technologie basiert auf in situ Hybridisierung und erlaubt die 

gleichzeitige Analyse tausender Gene. Bei den GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, 

CA) handelt es sich um DNA-Sequenzen, die auf einer Quartz Basis mittels 

Photolithographie befestigt sind. (Dalma‐Weiszhausz et al., 2006)

cDNA-Moleküle werden mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (eine RNA-

abhängige DNA-Polymerase) aus mRNA in der Untersuchungsprobe generiert und 

amplifiziert. Danach werden sie fluoreszenzmarkiert und mit künstlich hergestellten 
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Proben im Array hybridisiert. Wenn die Untersuchungsprobe sich mit der 

komplementären Probe im Array hybridisiert, erhöht sich das Fluoreszenzsignal, wird 

durch einen Scanner gemessen und entsprechend dokumentiert.

Abbildung 7: Ablauf einer GeneChip Microarray Untersuchung

von (Dalma-Weiszhausz et al., 2006)

 

Abbildung 8: Technische Informationen eines GeneChip Microarray 
Experiments.

 (Affymetrix Data Sheet)
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Die Technologie von Affymetrix GeneChip verwendet Probesets. Jedes Probeset hat 

16-20 Oligonukleotidpaare (ProbeNpaare) und erprobt ein spezifisches Gen. (Liu et 

al., 2003) Ein ProbeNpaar besteht aus einer ”Perfect Match Probe (PM)” die das Ziel 

perfekt komplementiert und eine “Mismatch Probe (MM)” mit einer zentralen 

mismatch Base, um Hintergrundsignale möglichst zu minimieren. (Jiang et al., 2008) 

Der numerische Output des Fluoreszenzscanners repräsentiert die Intensität des 

Fluoreszenzsignals und korreliert mit der Hybridisierung der ProbeNpaare. Diese 

werden oft als Rohdaten betrachtet, weiterbearbeitet und mittels verschiedener 

statistischer Methoden zusammengefasst.
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3.5.2 Das Array Experiment

3.5.2.1 Vorbereitung der RNA 

Die gesamte RNA wurde vom Biopsiematerial mittels Phenol/Chloroform/IAA 

(TRIzol) extrahiert und mit einem RNeasy Mini Kit purifiziert. Die Qualität und 

Menge der gesamten RNA wurde mittels eines Bioanalyzers bewertet.  Dafür wurden 

zwei gut definierte Peaks (die mit der Visualisierung der 18S und 28S RNA-Banden 

in der Agarosegel-Elektrophorese korrespondieren) benötigt.  Für die Poly-A 

Kontrollen (spike-in control) wurde ein Poly-A Control Kit mit Probesets für einige 

B.subtilis Gene (lys, phe, thr, und dap), die in eukaryotischen Proben fehlen, benutzt. 

Die Kontrollen wurden dann mit Hilfe der Untersuchungsproben amplifiziert und 

markiert. Hier wurde die Reihenfolge lys < phe < thr < dap als relative Signalstärke 

erwartet. 

3.5.2.2 Synthese der cDNA und cRNA

Für die cDNA-Synthese wurden One-Cycle cDNA Synthesis-Kits und SuperScript II 

Kits mit RNA/T7-Oligo(dT) Primer und T4 DNA Polymerase gemäß der 

Herstelleranleitung verwendet. Anschließend wurden Biotin-markierte cRNA mittels 

eines GeneChip IVT Labeling Kits generiert und mit dem GeneChip Sample Cleanup 

Module gereinigt. Die Qualität und Quantität der cRNA wurde mittels eines 

Bioanalyzers kontrolliert (Absorbanz A260/A280). Die aufgearbeitete cRNA-Menge 

wurde schließlich an die jeweils eingesetzte Gesamt-RNA- und cDNA-Menge 

angepasst.

angepasster cRNA Inhalt = RNAm - (gesamt RNAi) (y)

RNAm = Menge der cRNA nach IVT (μg)

gesamt RNAi = Ausgangsmenge der gesamten RNA (μg)

y = Anteil der in IVT eingesetzten cDNA 

Für die optimale Hybridisierung wurde die cRNA mittels metallinduzierter Hydrolyse 

in 35 bis 200 Basen fragmentiert. 

3.5.2.3 Hybridisierung und Scannen

Die cRNA wurde mittels eines Hybridiserungskontrollkits gemäß der 

Herstelleranleitung für 16 Stunden zu den Affymetrix Human Gene 1.0 ST oder 

GeneChip U133 Plus 2.0 Array (Probe-Arrays) hybridisiert.
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Abbildung 9: Beispiel eines Affymetrix GeneChips 

Ein GeneChip® Scanner und die Expression Console Version 1.1 Software von 

Affymetrix® wurden für das Scannen und die Generierung der Daten verwendet.

3.5.3 Bearbeitung der Array Daten 

Die aus dem Scanner generierten Rohdaten sind Affymetrix.CEL Dateien, die auch 

als zweispaltige Excel Dateien bearbeitet werden können (Probesets und 

Expressionswerte). Für die weitere Bearbeitung der Rohdaten wurde R Studio 

Version 1.0.136 verwendet. (RStudio Team, 2020) 

3.5.3.1   Normalisierung und Generierung von Fold Change Werten

Die Daten wurden mittels “Robust Multi-array Average” (RMA) bearbeitet und 

zusammengefasst. Die RMA-Methode normalisiert Daten aus PM-Proben und 

präsentiert sie als Log-Daten. (Irizarry et al., 2003) Transkripte wurden auch nach 

Funktion mit GO-Annotationen annotiert. (Balakrishnan et al., 2013) 

Um Referenzexpressionswerte zu generieren wurden 23 Proben aus verschiedenen 

normalen Geweben analysiert (21 Gewebearten für Human Gene ST1.0 Arrays (GEO: 

GSE45544) und 22 Gewebearten für U133 Plus 2.0 Arrays (GSE18674) und daraus 

ein arithmetischer Mittelwert für jedes Gen generiert.  (Miya, 2012; Richter, 2016)

Folgende Referenzgewebe wurden verwendet: Normale PBMC (mononukleäre Zellen 

des peripheren Blutes), Knochenmark, Milz, Thymus, zwei Magen Proben, 

Dünndarm, Kolon, Herz, Leber, Lunge, Skelettmuskulatur, Gehirn, Zerebellum, 

Rückenmark, Luftröhre, Speicheldrüse, Prostata, HodenKonsi, Uterus, fetales Gehirn, 
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fetale Leber. Die gemessenen Genexpressionswerte in der Untersuchungsproben 

wurden dann mit der Expression derselben Gene in normalen Geweben (dessen 

Mittelwerts) mittels der n-Fach Veränderung (fold change) und eines zweistichproben 

t-Testes verglichen.  Als hochexpremierte Gene wurden Gene mit zweifach höheren 

(2-fold) Expressionswerten im Vergleich zu den RMA normalisierten, linearisierten 

Expressionswerten in den normalen Geweben definiert. 

3.5.3.2 TARGETgene

Um die generierten Daten weiter zu filtern und hochexpremierte Gene mit 

funktioneller Relevanz in den Tumorgeweben einfacher identifizieren zu können, 

wurde eine maschinelle Lernsoftware (TARGETgene) verwendet. (Wu et al., 2012) 

TARGETgene wurde in der University of Southern California (USC) entwickelt und 

basiert auf funktionellen Gen-Gen Netzwerken, die aus der Literatur generiert und für 

einige gutdefinierte Referenztumore angepasst wurden. Es ist damit möglich 

differenziell exprimierte Gene je nach Krankheitsrelevanz und Therapierbarkeit 

einzuordnen. Entscheidend sind dabei zwei Werte: der “hub score” (Gene im 

Mittelpunkt des analysierten Gennetzwerks) und der “seed gene association score” 

(Gene, die mit einem gut definierten Tumor-Gen assoziiert sind). Der Output von 

TARGETgene wird in einer benutzerdefinierten Tabelle visualisiert. Dabei ist es 

möglich die analysierten Gene nach den folgenden Kriterien zu ordnen: Rang (Rank), 

Gensymbol (Gene symbol), Entrenz ID, n-Fach Veränderung in den 

Expressionswerten (fold change), Anzahl der Zitate in der Literatur bei allen 

Krebsarten und die Anzahl der Zitate in Bezug auf die aktuelle probenspezifische 

Krebsart.  Außerdem bietet TARGETgene einen Überblick über die verfügbaren 

Wirkstoffe für jedes hoch exprimierte bzw. hochrangige Gen und ordnet diese in 

Hinblick auf den Zulassungsstatus, sowie die Anzahl und den Rang der therapierbaren 

Zielgene ein. Es ist auch während der Analyse möglich einzelne hochexpremierte 

Gene und Wirkstoffe nach bestimmten Kriterien einzuordnen und weiter in der 

Literatur zu recherchieren. Unter den in dieser Studie untersuchten 

Tumorerkrankungen wurde nur ES als Referenztumor im TARGETgene integriert. 

Deshalb wurde der Rangwert nur bei ES berücksichtigt. Bei allen anderen Tumorarten 

wurden Gene mit einer hohen n-fachen Veränderung bzw. hochexprimierte Gene 

priorisiert.
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Abbildung 10: Beispiel der Benutzeroberfläche bei TARGETgene

 
Von (Wu et al., 2012) 

3.5.3.3 Visualisierung und funktionelle Analyse

Für die Visualisierung der differenziell exprimierten Gene innerhalb der Signalwege 

wurden online verfügbare Datenbanken wie KEGG und REACTOME verwendet. 

(Kanehisa & Goto, 2000; Croft et al., 2011) Zusätzlich wurde die Gene Set 

Enrichment Analysis (kurz GSEA) vom Broad Institute für die Analyse der 

hochexprimierten Gene eingesetzt. GSEA ist eine Berechnungsmethode für die 

Analyse von Expressionswerten in Bezug auf eine A-Priori definierte Genliste (z.B. 

für ein bestimmtes Signalweg, das gleiche Funktion, oder dasselbe Genkategorie). 

Außerdem bietet GSEA einen Überblick über das Vorhandensein von Genen, die eine 

Resistenz gegen eine bestimmte Therapie verursachen können, was bei der 

Therapieauswahl wichtig ist. (Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005) 

Abbildung 11: Beispiel einer GSEA-Analyse
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Von (Zhao et al., 2020)

3.5.3.4 Weitere Array Analysen - Immuninfiltration

Der Immunzellgehalt einer Biopsie bzw. die Immuninfiltration wurde in silico mit 

CIBERSORT geschätzt. CIBERSORT (Cell-type Identification By Estimating 

Relative Subsets Of known RNA Transcripts) ist ein online verfügbarer Algorithmus 

bzw. Tool welches die Signatur von 22 gut definierten Subsets von Immunzellen in 

Arraydaten berechnet. Diese Signaturen wurden mittels des TCGA-Projekts 

identifiziert. Die Ergebnisse werden als gestapeltes Balkendiagramm und als Heatmap 

visualisiert. (Chen et al., 2018) 

Der Output umfasst einen P-Wert für jede Probe. Ein Schwellenwert von <0.05 wurde 

dafür definiert.  Die Ergebnisse der Dekonvolution wurden als relative Bruchteile des 

gesamten Inhalts von Leukozyten (zu 1 normalisiert) präsentiert. (Chen et al., 2018) 

3.6 Identifizierung von Zielen (Targetanalyse)

Ziele wurden als hochexprimierte Gene, die eine zentrale Rolle in einem für die 

Entstehung, das Wachstum und die Metastasierung der Krebszellen wichtigen 

Signalwegen, definiert. Diese Gene wurden mit Hilfe des TARGETgene Algorithmus 

und der oben genannten Analyse- und Visualisierungsmethoden identifiziert. Dafür 

wurden die ersten hundert “hub genes” als relevant für die Analyse in ES und nur 

hochexprimierte Gene, also ohne den „hub score“ für OS und STS, verwendet. Ein 

mögliches Zielgen sollte idealerweise eine zentrale Rolle und eine bekannte annotierte 

Funktion in einem Krebssignalweg spielen. Eine Liste mit möglichen Zielen wurde 

dann individuell pro Probe generiert und nach Relevanz priorisiert.
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3.7 Auswahl von Therapeutika

Nach der Zielidentifizierung wurden Therapeutika, die hochrangige bzw. 

hochexprimierte Ziele in der Zielliste spezifisch angreifen, ausgesucht. Diese wurden 

entweder mittels der eingebauten Funktionen im TARGETgene oder der Online-

Datenbank Drugbank einzeln identifiziert und in der Literatur weiter recherchiert. 

(Wishart et al., 2006) Kriterien für die Auswahl der Therapeutika sind: Verfügbarkeit, 

vorherige Anwendung bei Patienten (um Verträglichkeit und Resistenzen zu 

identifizieren), Krankheitsspezifische Zitierung in der Literatur, Zitierung in Bezug 

auf Krebserkrankungen, Nebenwirkungen, Wechselwirkungen, kumulative Toxizität, 

Möglichkeit der oralen Anwendung und Zulassungsstatus. Eine Liste von 

Therapeutika wurde dann entsprechend diesen Kriterien generiert und in einem 

therapieorientierten internen Tumorboard diskutiert. Dieses bestand i.d.R. aus drei 

pädiatrischen Onkologen, einer klinischen Pharmakologin, einem Biologen und einer 

Studienärztin (die Autorin dieser Arbeit).  Eine patientenspezifische, pharmazeutische 

Expertise wurde dann mit der Apotheke in Anbetracht der Auswahlkriterien, sowie 

der kumulativen Dosis von bisherigen Therapien generiert.  Diese umfasst ebenfalls 

potenzielle Nebenwirkungen und gibt Empfehlungen für individuelle 

Verlaufskontrollen.

3.8 Therapie und Verlaufskontrollen

Die Therapie erfolgte entweder stationär oder in der onkologischen Tagesklinik. Bei 

den meisten Patienten handelte es sich um einen individuellen Heilversuch. Bei 

palliativen Patienten erfolgte die orale Therapie in der häuslichen Umgebung.

Die Reihenfolge und das Zeitfenster für die empfohlenen Therapien, sowie die 

Verlaufskontrollen wurden in Anbetracht der pharmazeutischen Expertise in der 

Patientenakte festgelegt. Die Wirksamkeit der Therapie wurde bei den meisten 

Patienten im Rahmen regelmäßiger, klinischer und radiologischer Verlaufskontrollen 

dokumentiert. Das Ansprechen auf die Therapie wurde nach den RECIST 1.1 

Kriterien „Response Evaluation Criteria in Solid Tumors“ möglichst monatlich 

ausgewertet. (Eisenhauer et al., 2009) 

Verlaufskontrollen erfolgten monatlich auch für Patienten, die eventuell keine 

zielgerichtete Therapie bekommen haben (KzT Gruppe) um Krankheitsverlauf, 

Überleben und Lebensqualität zu evaluieren und einen Vergleich mit den mit 
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zielgerichteter Therapie behandelten Patienten (zT Gruppe) zu ermöglichen.  

Nebenwirkungen (NB) wurden nach den “Common Terminology Criteria for Adverse 

Events “ Kriterien des “National Cancer Institute “(NCI-CTCAE) Version.4.03. in 

fünf Stufen gradiert und entsprechend dokumentiert. Die Kausalität der Therapie 

wurde in diesem Zusammenhang nach den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation 

(WHO-UMC) Kategorien als sicher, wahrscheinlich, möglich, unwahrscheinlich, 

vorbehaltlich und nicht abschätzbar eingestuft. (U.S.Department Of Health And 

Human Services, 2010; Meyboom & Royer, 1992) Ein Dokumentationsbogen wurde 

in jeder Patientenakte hinterlegt und von den behandelten Ärzten entsprechend 

ausgefüllt. (Anlage 1)

Die Häufigkeit der dokumentierten Nebenwirkungen und unerwünschten Ereignisse 

in den verschiedenen Stufen wurde zu zwei vordefinierten Zeitpunkten (zu Beginn der 

Studie, nach vier, und nach acht Monaten) in zT und KzT Patienten mittels eines Chi-

square Tests evaluiert. Der Anfangszeitpunkt wurde als der Zeitpunkt der Aufnahme 

in die Studie definiert. 

Die gesundheitsbezogene Lebensqualität und der Leistungszustand der Patienten 

wurden mittels der Karnofsky-Skala (für Patienten ab 16 Jahre) oder der Lansky-

Skala (für Patienten jünger als 16 Jahre) bei allen Patienten an den obengenannten, 

vordefinierten Zeitpunkten dokumentiert. (Lansky et al., 1987; Verger et al.,1992) 

(Anlage 1)

Um die Lebensqualität und den Leistungszustand der Patienten in den zwei Gruppen 

zu vergleichen, wurde ein Zweistichproben-T-Test für den Vergleich der Mittelwerte 

für gleiche Varianzen verwendet.

3.9 Überlebensanalyse

Das Gesamtüberleben (Overall Survival OvS) wurde als die Zeitspanne zwischen der 

Aufnahme des Patienten in die Studie und dem Datum der letzten Verlaufskontrolle 

bzw. dem Todesdatum definiert. Das progressionsfreie Überleben „Progression Free 

Survival PFS“ wurde als die Zeitspanne zwischen der Aufnahme des Patienten und 

dem Datum einer radiologisch bewiesenen Krankheitsprogression oder dem 

Todesdatum definiert. Die OvS und PFS wurden anschließend mittels der Kaplan-

Meier-Methode zwischen den zwei Patientengruppen verglichen. (Dudley et al., 

2016) 
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Die Überlebensanalyse wurde mittels GraphPad Prism Version V6.0h Software 

durchgeführt und grafisch dargestellt.

Zusätzlich wurden folgende Risikofaktoren zwischen beiden Gruppen mittels eines 

Chi-2-Unabhängigkeitstest verglichen: Geschlecht, Alter bei der ersten Diagnose, 

Alter am Aufnahmezeitpunkt, Die Zeitspanne zwischen der ersten Diagnose und dem 

Aufnahmezeitpunkt, Krankheitsstadium am Aufnahmezeitpunkt (Anzahl der 

Rezidive) und Tumorart. 

4  Ergebnisse

Absätze 1, 4, 5, 6 und 7 dieses Kapitels sind eine überarbeitete Fassung des bereits 

publizierten Aufsatzes in (Weidenbusch et al., 2018).

4.1 Patienten

Über eine Zeitspanne von knapp drei Jahren erfüllten 20 Patienten mit refraktären, 

pädiatrischen Sarkomen die Voraussetzungen für eine personalisierte, zielgerichtete 

Therapie (12 männliche und 8 weibliche). Die primäre Diagnose war ES in zehn 

Patienten, OS in fünf, RMS in drei, sowie zwei weitere Patienten jeweils mit SS und 

FS.

Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der ersten Diagnose war 15.35 Jahre (6 - 28 

Jahre). Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Registerstudie 

bzw. die Erfüllung der Voraussetzungen für die zielgerichtete Therapie war 19.75 

Jahre (8 - 35.3 Jahre). Das Zeitintervall zwischen der Erstdiagnose und der Aufnahme 

im Register war durchschnittlich 4.25 Jahre (1- 15.5 Jahre).  Alle Patienten hatten 

mindestens ein zweites Rezidiv bzw. eine Progression der Erstdiagnose und waren 

refraktär bzw. progressiv unter konventionellen Therapien. 

Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Registerstudie wurden in 

Anlage 2 zusammengefasst.

Bei 9 von 20 der teilnahmequalifizierten Patienten erfolgte eine zielgerichtete 

Therapie basierend auf der Expressionsanalyse des Tumormaterials (zT- Gruppe). 
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Diese Therapie erfolgte im Rahmen von Heilversuchen. Bei den 11 weiteren Patienten 

erfolgte keine zielgerichtete Therapie (KzT- Gruppe). 

Bei Patient 10 (PT10) war die Qualität des Biopsiematerials nicht ausreichend und der 

Patient war leider verstorben, bevor ein erneuter Versuch zur Gewinnung von 

Tumormaterial erfolgte. Patienten 11 (PT11), 13 (PT13), 14 (PT14), 16 (PT16), 18 

(PT18), 19 (PT19) und 20 (PT20) bzw. deren Sorgeberechtigten haben sich gegen 

eine zielgerichtete Therapie entschieden. Patient 12 (PT12), sowie Patient 17 (PT17) 

erhielten andere experimentelle Therapien aufgrund ärztlicher Entscheidung. Patient 

15 (PT15) litt unter massiven Schluckbeschwerden und wurde anschließend rein 

palliativ behandelt. 

Der Anteil von Patienten mit ES in den zwei Gruppen war wie folgt: In der zT-

Gruppe waren 5 von 9 Patienten mit ES (55%) mit durchschnittlich 2,4 Rezidive im 

Vergleich zu 5 von 11 ES Patienten mit durchschnittlich 2,4 Rezidive in der KzT-

Gruppe (45%), p-Wert der Chi-Quadrat-Test (�2-Test) für den Anteil der ES in den 

zwei Gruppen ist 0.65. 

Weitere Risikofaktoren in der zT-Gruppe und der KzT-Gruppe: Geschlecht, Alter bei 

der ersten Diagnose, Alter bei Registrierung in der Studie, Intervall zwischen die erste 

Diagnose und die Aufnahme in der Registerstudie, Krankheitsstatus im Zeitpunkt der 

Aufnahme im Register (Anzahl der Rezidive). Diese Risikofaktoren wurden zwischen 

beiden Gruppen verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 3: Risikofaktoren zwischen die zT-Gruppe und die KzT-Gruppe

Risikofaktor zT KzT P Wert

Geschlecht
5 männlich

4 weiblich

7 männlich

4 weiblich
0.71*

Alter bei der ED

J (D ± V)
17.2 ± 7.3 13.8 ± 3.9 0.2†

Alter bei der Registrierung

J (D ± V)
21.1 ± 6.7 18.6 ± 6.6 0.42†

Zeitintervall zwischen der ED und 

der Registrierung
3.6 ± 2.9 4.8 ± 4.8 0.48†
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J (D ± V)

Krankheitsstatus bei Aufnahme in 

die Registerstudie

(Anzahl der Rezidive)

2.4 3.2 0.22 †

* p-Wert der Chi-Quadrat-Test (�2 -Test)

† p-Wert eines Zweistichproben-t-Test
J: Jahre, D: Durchschnitt, V: Varianz, ED: Erstdiagnose.
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4.2 Immunhistochemie

PT1- ES 
Ziel  HDAC2
Lokalisation Nuklear
Fold change  3.2404
a) x 100 Vergrößerung b) x200 Vergrößerung c) x400 Vergrößerung

PT1- ES
Ziel  TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change  10.0484
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400
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PT2- ES
Ziel TOP2A 
Lokalisation Nuklear
Fold change 3.342
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400

PT2- ES
Ziel  HDAC2
Lokalisation Nuklear
Fold change 2.3777
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400

PT2- ES
Ziel  FGFR1
Lokalisation 
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 6.474

a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400
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PT3- ES
Ziel TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 2.9749
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400

PT3- ES
Ziel  FGFR1
Lokalisation 
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 2.834

a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400

PT4- RMS
Ziel FGFR1
Lokalisation 
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 3.7466

a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400
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PT4- RMS
Ziel TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 5.1575
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400 

PT5- SYS
Ziel  TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 1.6785
a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400

PT5- SYS
Ziel  FGFR1
Lokalisation 
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 1.3641

a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400 
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PT7- ES
Ziel  TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 3.4151
a) Vergrößerung x100            b) Vergrößerung  x200        c) Vergrößerung  x400

PT7- ES
Ziel  RET
Lokalisation 
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 7.1312

a) Vergrößerung x100 b) Vergrößerung x200 c) Vergrößerung x400 

Kontrollgewebe 
anti FGFR1 in der Niere
_ The human protein atlas_

Kontrollgewebe 
anti HDAC2 in der Tonsille
_ The human protein atlas_

Kontrollgewebe 
anti TOP2A in der Tonsille
_ The human protein atlas_
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Kontrollgewebe 
anti RET in der Niere
_ The human protein atlas_

Tabelle 4: Zusammenfassung der gefärbten Ziele

Der geschätzte durchschnittliche Inhalt des Zielproteins in den untersuchten 

repräsentativen Proben mit der Intensität der Färbung und die korrelierende Fold 

Change der Genexpressionsanalyse 

Patient Ziel Fold 
Change

% Positive Zellen 
im IHC

Intensität der 
Färbung

PT1 TOP2A 10.0484 14% stark positiv

HDAC2 3.2404 80% stark positiv

PT2 HDAC2 2.3777 96% stark positiv

FGFR1 6.474 96% positiv

TOP2A 3.342 4% stark positiv

PT3 TOP2A 2.9749 10% stark positiv

FGFR1 2.834 80% schwach positiv

PT4 TOP2A 5.1575 17% Stark positiv

FGFR1 3.7466 90% schwach positive

PT5 FGFR1 1.3641 80% schwach positive

TOP2A 1.6785 7% stark positiv

PT7 RET 7.1312 95% Positiv

TOP2A 3.4151 30% stark positiv
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Abbildung 12:  Die Genexpression und der Anteil der positiven Ziele der IHC 

Der mRNA-Expressionswert berechnet durch den Fold Change und der korrelierende 

geschätzte Anteil des Zielproteins in der IHC. Für Patienten PT6, PT8 sowie PT9 waren 

keine Immunhistochemie-Daten vorhanden. 
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Es besteht keine Korrelation zwischen dem gemessenen Fold Change auf der mRNA-

Ebene und dem geschätzten Anteil der positiv gefärbten Zellen bzw. Zielen in der 

Immunhistochemie. In einer einfachen linearen Regression beträgt das Bestimmtheitsmaß 

R² = 0.0016 und die Regressionsgerade y = -0.0025x + 4.2716. 

Weitere Analysen zeigen ebenso keine Korrelation zwischen dem Überleben ab 

Therapiebeginn (R² = 0.0002, y = -0.0299x+171.22), dem progressionsfreien Überleben 

ab Therapiebeginn (R² = 0.0286, y = -0.1427x + 75.75) und dem geschätzten Anteil der 

positiv gefärbten Ziele in der Immunhistochemie. Diese Ergebnisse wurden als 

Streudiagramme in Abbildungen 13, 14 und 15 illustriert. 

Abbildung 13: Streudiagramm für das mRNA und die IHC
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Abbildung 14: Streudiagramm für das Überlebens und die IHC

Abbildung 15: Streudiagramm für das progressionsfreies Überleben und die IHC
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4.3 Immuninfiltration 

Die geschätzte Immuninfiltration wurde mittels der online Plattform CIBERSORT als 

gestapeltes Balkendiagramm (Abbildung 16) und als Heatmap (Abbildungen 17 und 18) 

illustriert

Abbildung 16: Gestapeltes Balkendiagramm der CIBERSORT Analyse

Der geschätzte relative Inhalt von Immunzellen illustriert als Bruchteile des geschätzten 

gesamten Inhalts von Leukozyten in jeder Patientenprobe (zu 1 normalisiert). Die 

verschiedene Immuzellen sind wie in der Legende rechts farblich markiert.  

Plasmazellen, M0-Makrophagen und CD8⁺-T-Zellen waren in den meisten Proben 

überwiegend vertreten.
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Abbildung 17: Ausschnitt der Heatmap der CIBERSORT Analyse

Ausschnitt aus der Heatmap des geschätzten Immunzellanteils basierend auf der 

CIBERSORT-Dekonvolutionsanalyse im Vergleich zur integrierten LM22-

Immunsignatur. Rotmarkierte Felder bzw. Zellen sind hochexprimiert und blaumarkierte 

sind unterexprimiert bzw. unverändert im Vergleich zur LM22. Für die Qualitätskontrolle 

der Analyse wurde ein globaler P-Wert, ein R2- Wert, der Pearson-

Korrelationskoeffizient (die Korrelation der Ergebnisse mit der Signaturprobe, 1 bedeutet 

absolute Korrelation) sowie eine Wurzel des mittleren quadratischen Fehlers kurz RMSE 

(der Unterschied zu der Signaturprobe bzw. der Durchschnittliche Unterschied in der 

Expression im Vergleich zur Signalprobe) für jede Patientenprobe berechnet. Für die 

Analyse wurden 100 Permutationen definiert sowie ein P-Schwellenwert von unter 0.05. 
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Abbildung 18: Gesamte Heatmap der CIBERSORT Analyse

Gesamte Heatmap des geschätzten Inhalts von Immunzellen nach der 

Dekonvolutionsanalyse von CIBERSORT im Vergleich zur integrierten LM22 

Immunsignatur. Die Ergebnisse sind wie in Abbildung 17 zu interpretieren. 
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4.4 Identifizierte Ziele und empfohlene Medikamente

Die Zielanalyse wurde an frisch gewonnenem Tumormaterial des aktuellen Progresses 

bzw. Metastase durchgeführt. Dadurch sollten potenziell therapierbare Ziele in allen 

untersuchten Biopsien identifiziert werden.

TOP2A (DNA topoisomerase II alpha) und FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) 

wurde in allen Proben am häufigsten hochexprimiert (n=14/20 bzw. n=9/20 Biopsien). In 

den ES Biopsien wurde CCND1 (Cyclin D1) sowie PDGFRB (platelet-derived growth 

factor receptor beta) hochexprimiert (n=8/20, n=5/20).

In den OS Biopsien war VEGFA (vascular endothelial growth factor A) hochexprimiert 

(n=3/20). Weitere hochexpremierte Ziele waren ANXA1 (annexin A1), HDAC2 (histone 

deacetylase 2), ALK (anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase), FGFR3 (fibroblast 

growth factor receptor 3), NR0B1 (nuclear receptor subfamily 0 group B member 1) und 

PRKCB (protein kinase C beta). 

Abbildung 19: Zusammenfassung der identifizierten Ziele
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Es wurden insgesamt 20 verschiedene Arzneimittel als zielgerichtete Therapien bei den 

Patienten eingesetzt. Kinaseinhibitoren bzw. Tyrosinkinaseinhibitoren wie z.B: 

Ponatinib, Dasatinib, Gefitinib, Pazopanib, Crizotinib, Sorafenib und Imatinib wurden am 

häufigsten verwendet.  Zytotoxische Medikamente wie Topoisomerase-II-Inhibitoren, 

darunter Epirubicin, Etoposide und Idarubicin wurden auch häufig eingesetzt. Andere 

Medikamente die als zielgerichtet Therapien verwendet wurden sind der mTOR-Inhibitor 

Everolimus, das Taxan Paclitaxel, sowie Differenzierungsinhibitoren wie das Histon-

Deacetylase (HDACs) Inhibitor Vorinostat und das Vitamin-A-Säure bzw. all-trans-

Retinsäure Tretinoin. Außerdem wurden Gemcitabine (ein Nukleosi-Analogon), 

Celecoxib (ein nicht-steroidales Antirheumatikum), Triamteren (ein Diuretikum), ein 

Metalloid-Oxid (Arsentrioxid) sowie Vitamin E als zielgerichtete Therapien eingesetzt.

Abbildung 20: Medikamente die als zielgerichtet Therapien verwendet wurden

a. Eingesetzte zielgerichtete Therapien nach Diagnose 

 

b. Eingesetzte zielgerichtete Therapien nach Art der Medikamente
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Tabelle 5: Zusammenfassung der identifizierten Ziele und Medikamenten 

Patient Diagnose Ziel Medikament

PT1_1 Ewing Sarkom HDAC2 Vorinostat

STEAP1 Paclitaxel

PT1_2 Ewing Sarkom HDAC2 Vorinostat

BRAF Sorafenib

NR0B1 Tretinoin

SCNN1G Triamteren

PT1_3 Ewing Sarkom CCND1 Arsentrioxid

PRKCB Vitamin E

PT1_4 Ewing Sarkom ALK Crizotinib

PT2 Ewing Sarkom HDAC2 Vorinostat

FGFR1 Ponatinib
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TOP2A Idarubicin

STEAP1 Paclitaxel

PT3 Ewing Sarkom ALK Crizotinib

TOP2A Etoposide

FGFR1 Sorafenib

PT4 Rhabdomyosarkom MET Crizotinib

TOP2A Epirubicin

FGFR1 Ponatinib

PT5 Synovialsarkom FGFR1 Ponatinib

RRM1 Gemcitabine

TOP2A Etoposide

EGFR Gefitinib

PT6 Ewing Sarkom TOP2A Idarubicin

STEAP1 Paclitaxel

PT7 Ewing Sarkom RET Imatinib

PDPK1 Celecoxib

PDGFRB Dasatinib

TOP2A Epirubicin

PT8 Osteosarkom SRC, MAP2K1 Everolimus

PTEN Sorafenib

PT9 Osteosarkom FGFR3 Pazopanib

Cdkn2a/b Palbociclib

4.5 Therapie, Nebenwirkungen und Ansprechen auf Therapie
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Die eingesetzten, zielgerichteten Therapien, das Ansprechen auf Therapie sowie die 

aufgetretenen unerwünschten Ereignisse bzw. Nebenwirkungen und deren 

Zusammenhang mit der Therapie in der zT-Gruppe sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 6: die zielgerichteten Therapien, das Ansprechen und die unerwünschten 
Ereignisse 

Patient Therapie Ansprechen Unerwünschte 
Ereignisse

Grad Kausalität

PT1_1 Vorinostat
Paclitaxel 
Vincristine

Stabile 
Erkrankung
(7 Monate)

Lymphopenie 3 s

Thrombozytopenie 3 s

PT1_2 Vorinostat
Sorafenib
Triamteren
Tretinoin

Stabile 
Erkrankung
(2 Monate)

aPTT Verlängerung 2 m

Anämie 2 m

PT1_3 Arsentrioxid
Vitamin E

Progression Knochenschmerzen 4 uw

PT1_4 Crizotinib Progression Dyspnoe 3 uw

PT2 Vorinostat 
Ponatinib
Idarubicin 
Paclitaxel

Progression Lymphopenie 3 s

Neutropenie 2 s

PT3 Crizotinib 
Etoposide 
Sorafenib

Progression n.a.

PT4 Crizotinib, 
Epirubicin 
Ponatinib

Stabile 
Erkrankung 
(7 Monate)

Neutropenie 4 s

Lymphopenie 2 s

Erhöhtes AST Wert 3 w

Erhöhtes Bilirubin 
Wert

2 w

PT5 Gemcitabine
Etoposide
Ponatinib 
Gefitinib

Progression Neutropenie 4 s

Anämie 3 s

Lymphopenie 3 s



61

Husten 2 uw

Perikarderguss 2 uw

Pleuraerguss 1 uw

PT6 Idarubicin 
Vorinostat

n.a. n.a.

PT7 Imatinib
Dasatinib
Epirubicin
Celecoxib

Progression Angstattacken 4 s

Depression 4 s

Anämie 4 s

Neutropenie 4 s

Lymphopenie 4 s

Thrombozytopenie 4 s

Übelkeit 2 s

Erbrechen 2 s

PT8 Everolimus Stabile 
Erkrankung 
(7 Monate)

Panzytopenie 2 s 

Thrombozytopenie 3 s

Neutropenie 4 s

Knochenschmerzen n.a. s

Herzinsuffizienz n.a. s

Hand-Fuß-Syndrom 2 w

neuropathischer 
Schmerz

2 w

PT9 Pazopanib Stabile 
Erkrankung 
(5 M, Lunge) 
Progression 
(Abdomen)

Inaktivität
Müdigkeit
Übelkeit Neutropenie

n.a. s 

s: sicher, m: möglich, uw: unwahrscheinlich, w: wahrscheinlich, n.a.: nicht verfügbar, 
aPTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit, M: Monate.
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Bei den restlichen Patienten wurde keine zielgerichtete Therapie eingesetzt. Diese 

Patienten wurden entweder ambulant oder zuhause palliativ (symptomatisch und 

hauptsächlich gegen Schmerzen) behandelt. 

Die aufgetretenen, krankheitsbedingten, unerwünschten Ereignisse sind in Tabelle 6 

zusammengefasst.

Tabelle 7: Unerwünschte Ereignisse bei der KzT-Gruppe

Patient Unerwünschte Ereignisse Grad

PT10 Krampfanfall 2

Lungenödem 2

PT11

Hypokaliämie 1

kutanes Ödem 1

Anämie 2

Erhöhung des AST Wertes 2

Pleuraerguss 2

Harnwegsinfektion 2

Lymphopenie 3

Dyspnoe 3

Sepsis 4

PT12

Hypokaliämie 1

Erhöhung des AP Wertes 2

Anämie 3

Dysphagie 3

Lymphopenie 4

Sepsis 4

PT13 Sinusbradykardie 1
PT14 n.a.

PT15
Erhöhung des Amylases 1

Lymphopenie 3
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Dysphagie 3

PT16

Hyperkalzämie 1

Schmerzen 1

Anämie 2

Infusionsbedingte Reaktion 2

Tachykardie 3

PT17 Parästhesie n.a.

Hypokalämie n.a.

Erhöhte Leberfunktionswerte n.a.

PT18 n.a. n.a.

PT19 n.a. n.a.

PT20 n.a. n.a.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Häufigkeit von Grad-2, Grad-3 und 

Grad-4 der unerwünschten Ereignisse zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (Chi-

Quadrat Test jeweils P=0.98, 0.54 und 0.12). Die Grad-1 unerwünschten Ereignisse traten 

signifikant seltener bei den zT Patienten auf (Chi-Quadrat Test P=0.009). 
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Abbildung 21: Häufigkeit von Grad 1, Grad 2, Grad 3 und Grad 4 Nebenwirkungen 
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4.6 Lebensqualität 

Die Lebensqualität, eingeschätzt nach Karnofsky- und Lansky Skala, war nicht 

signifikant unterschiedlich am Anfangszeitpunkt sowie vier und acht Wochen nach 

Therapiebeginn zwischen den zwei Gruppen (jeweils P=0.33, 0.96 und 0.89)

Abbildung 22: Lebensqualität nach Karnofsky- und Lansky-Skala 

4.7 Überleben
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Gesamtüberleben (OvS)

Patienten, die eine zielgerichtete Therapie erhalten hatten (n = 9), wiesen ein signifikant 

erhöhtes Gesamtüberleben (OvS) im Vergleich zu Patienten ohne zielgerichtete Therapie 

(n = 11) auf. Im Mantel–Cox-Test betrug der P-Wert 0,0014, im Gehan–Breslow–

Wilcoxon-Test 0,0025. Das mediane OS lag bei 8,83 Monaten in der zT-Gruppe 

gegenüber 4,93 Monaten in der KzT-Gruppe. Das Hazard Ratio im Mantel–Haenszel-

Modell betrug 0,1435 (95 % KI: 0,0437–0,4714), im Log-Rank-Modell 0,2515 (95 % KI: 

0,0859–0,7362).

Abbildung 23: Kaplan_Meier Schätzung des Gesamtüberlebens 

Progressionsfreies Überleben PFS
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Patienten, die eine zielgerichtete Therapie erhalten hatten (n = 9), wiesen ein signifikant 

erhöhtes progressionsfreies Überleben im Vergleich zu Patienten ohne zielgerichtete 

Therapie (n = 11) auf. Im Mantel–Cox-Test betrug der P-Wert 0,0046, im Gehan–

Breslow–Wilcoxon-Test 0,0030. Das mediane PFS lag bei 6,17 Monaten in der zT-

Gruppe gegenüber 1,6 Monaten in der KzT-Gruppe. Das Hazard Ratio im Mantel–

Haenszel-Modell betrug 0,1785 (95 % KI: 0,05421–0,5876), im Log-Rank-Modell 

0,3044 (95 % KI: 0,1023–0,9059).

Abbildung 24: Kaplan_Meier Schätzung des progressionsfreien Überlebens 

5  Diskussion
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Pädiatrische Knochen- und Weichteilsarkome werden wie viele andere Krebsarten in 

erster Linie mit zytotoxischen Chemotherapien behandelt. Diese Therapien erfassen 

Zellen, die sich schnell vermehren, hauptsächlich also maligne Krebszellen aber auch 

normale, sich schnell multiplizierende Körperzellen. Die zielgerichteten Therapien sollen 

im Gegensatz dazu spezifische oder zumindest selektive Veränderungen in Krebszellen 

adressieren und zu weniger unerwünschten Wirkungen führen. Bei unerwünschten 

Wirkungen ist zwischen On und Off-Target-Effekten zu unterscheiden. (Waarts et al., 

2022)

Technologische Fortschritte und die Entwicklung funktioneller Methoden der 

Genomanalyse mittels Arrays und Next-Generation Sequencing (NGS) ermöglichen eine 

breite und schnelle Analyse des Krebsgenoms. Diese Methoden wurden in 

internationalen kooperativen Projekten eingesetzt, um die genomischen Veränderungen 

bei zahlreichen Krebsarten und Patienten zu analysieren, zu dokumentieren und daraus 

für viele Wissenschaftler öffentlich zugängliche Datenbanken zu generieren. 

Die Erkenntnisse aus diesen großen Projekten, sowie zahlreiche kleinere 

wissenschaftliche Untersuchungen, führten zu neuen Perspektiven in Hinblick auf 

Krebskrankheiten. Die vorher histologisch und anatomisch als distinkt betrachteten 

Krebsentitäten wiesen in diesen breiten Analysen ähnliche Eigenschaften und Merkmale 

auf. Das Cancer Hallmark Modell von Hanahan und Weinberg war revolutionär, aber 

auch wissenschaftlich sehr anerkannt, weil es die bisherigen Erkenntnisse über das 

Verhalten von Krebszellen und die Mechanismen für Überleben, Vermehrung und 

Metastasierung sehr gut zusammengefasst hat. 

Als diese Mechanismen und die unterliegenden und dazu notwendigen genetischen 

Veränderungen genauer untersucht wurden, konnten zahlreiche Therapien entwickelt 

werden, die diese Mechanismen und Veränderungen auf verschiedenen genetischen 

Ebenen gezielt angreifen. 

Das traditionelle Design von klinischen Studien wurde zunehmend durch neue, mehr 

umfassende Studiendesigns ersetzt. Die Basket-Studien zum Beispiel untersuchen 

Therapien, die spezifische genetische Veränderungen bzw. Mutationen bei Patienten mit 

verschiedenen Krebsarten angreifen. Dadurch wird ein einziges Arzneimittel in 

https://paperpile.com/c/MprIbh/ZYaT
https://paperpile.com/c/MprIbh/ZYaT
https://paperpile.com/c/MprIbh/ZYaT
https://paperpile.com/c/MprIbh/ZYaT
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histologisch unterschiedlichen Krebsarten eingesetzt und entsprechend untersucht. Die 

Umbrella-Studien andererseits untersuchen im Gegensatz dazu die Wirkung 

verschiedener Therapien bzw. Wirkstoffe auf verschiedene genetische Veränderungen in 

einer spezifischen Krebsart. (Taylor et al., 2011) 

Im Vergleich zu anderen Krebsarten bei Kindern und Jugendlichen, bleiben die 

Fortschritte bei der Therapie von Knochen- und Weichteilsarkomen besonders bei 

Rezidiven in Hinblick auf das 5-Jahres-Überlebensrate deutlich geringer. Die 5-Jahres-

Überlebensrate bleibt seit 1990 bei 67% für Jugendliche mit OS und seit 1995 bei 59% 

und 48% für Jugendliche mit ES bzw. RMS. Dies gilt besonders für Jugendliche und 

junge Erwachsenen zwischen 15 und 45 Jahren. (Bleyer et al., 2006; Pastore et al., 2006; 

Verdecchia et al.,2007; Emith et al., 2010) 

Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen diesen Ergebnissen bzw. den vergleichsweise 

geringen Fortschritten in dieser Altersgruppe und der Teilnahme an klinischen Studien 

wurde dazu festgestellt. (Bleyer et al., 2005) Traditionell konzipierte, klinische Studien 

orientierten sich entweder an pädiatrischen oder erwachsenen Altersgruppen und meist 

sind die Therapieprotokolle schwer anzupassen die verschiedenen Altersgruppen 

dazwischen. Allerdings ist die Biologie von diagnostisch gleich kategorisierten 

Krebsarten im Kindesalter und im Erwachsenenalter unterschiedlich. 

Die Etablierung genetischer Untersuchungen und die Anwendung zielgerichteter 

Therapien führten zu biologisch verankerten und pragmatischen Designs von klinischen 

Studien, die eine Präzisionsmedizin bei einzelnen Patienten in verschiedenen 

Altersgruppen ermöglichen. Diese Studiendesigns orientieren sich an dem Vorhandensein 

von spezifischen Mutationen bei der Therapieauswahl. Pädiatrische Tumore und 

besonders pädiatrische Knochen- und Weichteilsarkome zeigen deutlich weniger 

somatische Mutationen im Vergleich zu den Tumorerkrankungen bei erwachsenen 

Patienten. (Lawrence et al., 2013; Gröbner et al., 2018)

Die Mutationsanalyse soll eine Gesamtschau der zugrundeliegenden Mechanismen und 

Fähigkeiten von Krebszellen liefern. Die Expressionsanalyse ermöglicht im Vergleich zur 

Mutationsanalyse einen Überblick über die aktuelle, genetische Aktivität in den 

Krebszellen bei einzelnen Patienten und kann sich in verschiedenen Proben und 

Zeitpunkten auch ändern.
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Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit pädiatrischen Knochen- und 

Weichteilsarkomen, die trotz verschiedener konventioneller Therapieprotokolle mehrfach 

unter Rezidiven leiden, werden meist palliativ behandelt. Für diese Patienten sind die 

Therapieoptionen oft ausgeschöpft und daher ist die Lebensqualität in dieser Phase für sie 

sehr entscheidend. 

In dieser Registerstudie wurden Proben von 20 Kindern, Jugendlichen und jungen 

Erwachsenen mit refraktären pädiatrischen Knochen- und Weichteilsarkomen (OS, ES, 

RMS und SS) auf therapierbare Ziele untersucht. Die Analyse erfolgte durch 

Genexpressionsanalysen mittels GeneChip® Arrays, RMA-Normalisierung und im 

Vergleich zu Expressionswerten derselben Gene in normalen Geweben. Für die 

Zielanalyse wurde eine maschinelle Lernsoftware (TARGETgene), die funktionelle Gen-

Gen Netzwerke integriert, verwendet. Zusätzlich wurden online-verfügbare Datenbanken 

(KEGG und REACTOME) sowie GSEA für die Visualisierung der differentiell 

exprimierten Signalwege und der Zentralität und Funktionalität der hochexpremierten 

Gene verwendet. 

Im Rahmen dieser Studie wurden therapierbare Ziele in allen 21 Proben von 20 Patienten 

festgestellt. Das ist von großer praktischer Bedeutung in Hinblick auf die relativ geringe 

Mutationslast in pädiatrischen Knochen- und Weichteilsarkomen. 

Die funktionelle Genexpressionsanalyse in dieser Studie bietet besonders für Patienten, 

die konventionelle Therapieoptionen ausgeschöpft haben, weitere Therapieoptionen im 

Rahmen eines personalisierten Heilversuchs. Die Auswahl von Therapeutika erfolgte 

nach pharmazeutischer Expertise und wurde durch ein Tumorboard konsentiert. Es 

berücksichtigte die quantitative und qualitative Zielanalyse sowie Eigenschaften der 

passenden Therapeutika in Anbetracht der präzisen Wirkung, aber auch Neben-und 

Wechselwirkungen bei einer Kombinationstherapie. Eine solche Kombinationstherapie 

mit mehreren Wirkstoffen wurde angestrebt, um die wichtigsten hochexprimierten 

Signalwege im Tumor simultan zu blockieren und mögliche Escape-Mechanismen der 

Krebszellen zu verhindern oder zu erschweren. Dabei wurde eine gute Lebensqualität der 

palliativ behandelten, jungen Patienten bestrebt. 

9 von 20 Patienten im Alter von 8 und 35.3 Jahre wurden mit zielgerichteter Therapie 

behandelt.  Die Therapie erfolgte meistens als Kombinationstherapie mit verschiedenen 
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Wirkstoffen. Dabei wurden Tyrosinkinaseinhibitoren bzw. Topoisomerase II Inhibitoren 

am häufigsten eingesetzt. Die Letzteren zählen zu den zytotoxischen 

Krebsmedikamenten. Der Grund dafür war die Hochexpression von TOP2A bei den 

meisten Patienten (n=14/20 Patienten). Eine solche Hochexpression von TOP2A wurde 

mit einer schlechteren Prognose in erwachsenen Patienten mit hochgradigen 

Weichteilsarkomen korreliert. (Berclaz et al., 2021) Die Vermutung der Autorin war, 

dass eine solche Hochexpression von TOP2A mit einer Resistenz gegenüber 

Doxorubicin-haltiger-Therapien zu erklären ist. Weitere Analysen der Expressionsdaten 

zeigten, dass Patienten in der zT-Gruppe eine signifikant höhere Expression von TOP2A 

im Vergleich zu Patienten in der KzT-Gruppe aufweisen, was zu einer schlechteren 

Prognose führen könnte. 

Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit eine zielgerichtete Therapie mittels 

Expressionsanalyse erhalten haben (n=9) hatten ein signifikant höheres Gesamtüberleben 

mit einem medianen OS von 8.83 Monate verglichen mit Patienten, die einfach palliativ 

behandelt wurden (n=11) mit einem medianen OvS von 4.93 Monate. Das PFS war 

ebenfalls signifikant höher bei Patienten in der zT-Gruppe mit einem medianen PFS von 

6.17 Monate im Vergleich zu 1.6 Monate bei Patienten in der KzT-Gruppe.

Trotz des verbesserten OvS und der verbesserten PFS in den zT-Patienten im Vergleich 

zu den KzT-Patienten, könnte der Krankheitsverlauf bzw. die weitere Progression nicht 

verhindert werden. Eine Stabilisierung der Krankheit für mindestens sieben Monate 

erfolgte lediglich bei drei von neun behandelten Patienten.

Hier scheint die Hochexpression von TOP2A als Risikofaktor keine Rolle in Hinblick auf 

die Prognose bei den zT-Patienten zu spielen.

Weitere Risikofaktoren wie das Geschlecht, Alter bei der ersten Diagnose, Alter bei 

Registrierung in der Studie, Intervall zwischen die erste Diagnose und die Aufnahme in 

die Registerstudie und Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Aufnahme im Register waren 

nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen. 

Andere unbekannte Risikofaktoren könnten eine Rolle gespielt haben, wurden aber im 

Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

Die Lebensqualität von den mit zielgerichteter Therapie behandelten Patienten war trotz 

Kombinationstherapie nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den palliativ 
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behandelten Patienten. Die unerwünschten Ereignisse waren nicht signifikant häufiger in 

der zT-Gruppe. Allerdings traten die schweren G4 UEs dreifach öfter bei der zT-Gruppe 

im Vergleich zu der KzT- Gruppe (n=9 vs. n=3) auf. Die meisten davon wurden 

allerdings bei einem einzelnen Patienten festgestellt (n=6), was zu einer frühzeitigen 

Aussetzung der Therapie führte. Diese Daten deuten auf eine gute Verträglichkeit der 

zielgerichteten Therapie hin. 

Das Überleben ist deutlich höher bei dieser kleinen Patientengruppe. Die hier 

festgestellten Befunde sind allerdings, aufgrund der kleinen Patientenzahl, statistisch 

nicht aussagekräftig. Erfahrungsgemäß war die nach dieser Methode durchgeführte 

zielgerichtete Therapie klinisch machbar und hat den meisten Patienten wertvolle 

Lebenszeit geschenkt. Da die Biopsien ausnahmsweise klinisch indiziert waren, hat die 

Durchführung der Analyse keine zusätzliche Belastung für die Patienten dargestellt. Die 

daraus gewonnenen Informationen leiteten eine besser informierte klinische 

Entscheidungsfindung, insbesondere in Anbetracht der Ausschöpfung etablierter 

Therapiemöglichkeiten.

Die Ergebnisse dieser kleinen Registerstudie korrelieren mit den beobachteten 

Ergebnissen von mehreren ähnlichen, aber größeren nationalen und internationalen 

Studien. In der deutschen INFORM Registerstudie wurden 962 Proben von Kindern, 

Jugendlichen und jungen Erwachsenen mit refraktären Krebserkrankungen mittels 

Sequenzierung analysiert. (Worst et al., 2016) In 85.9% der analysierten Proben wurden 

„actionable Targets“ bzw. therapiebare Ziele identifiziert, 43% davon waren genetisch 

veränderte Ziele. In 33% der Patienten wurden passende zielgerichtete Therapien 

appliziert. In INFORM wurde kein signifikanter Unterschied in den PFS und den OvS bei 

den nach den Zielanalyse behandelten Patienten festgestellt. Allerdings bei einer 

Untergruppe der Patienten in dem die Ziele als „very high priority“ eingestuft wurden, 

wurde eine statistisch signifikante Verbesserung der PFS der behandelten Patienten 

festgestellt, korrelierend mit den Ergebnissen dieser Arbeit. (Van Tilburg et al., 2021) 

Ähnliche Studien der Päzisionsmedizin in der pädiatrischen Onkologie wurden bereits 

publiziert. Die amerikanische MATCH Studie untersuchte als „umbrella trial“ das 

Vorhandensein verschiedener genetische Veränderungen und behandelte den Patienten in 

den entsprechenden therapeutischen Armen bzw. Unterstudien. (Allen et al. 2017) Die 
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französische MOSCATO-01 analysierte Proben von 75 Patienten hauptsächlich mittels 

Sequenzierung und konnte in 60.9% der Patienten „actionable targets“ identifizieren. 

(Harttrampf et al., 2017) Ähnlich wurden in der SACHA Registerstudie 51% der 366 

Patienten mit zielgerichteten Therapien aufgrund der genetischen Untersuchung als off-

label Therapie behandelt. Messbares Ansprechen auf die Therapie als „partial response“ 

oder „best response“ wurde in 25% der behandelten Patienten festgestellt. (Berlanga et 

al., 2023). Weitere ähnliche Studien wurden in (Forrest et al., 2018) sowie in (Burdach et  

al., 2018) zusammengefasst. 

Die Verwendung von Genexpressionsanalysen ermöglichte bei unserer Arbeit 

behandelbare Ziele in allen analysierten Patienten festzustellen. Das Vorhandensein von 

genetischen Veränderungen mittels Sequenzierung wurde in diesem Rahmen nicht 

untersucht. Obwohl solche Untersuchung wertvolle Informationen liefern können, war 

die Genexpressionsanalyse in diesem Fall ausreichend, um eine informierte und teilweise 

effektive personalisierte Therapie zu ermöglichen. 

Im Laufe dieser Arbeit stellten sich einige Fragen bezüglich der Übertragbarkeit der 

Informationen von der Expressionsanalyse bzw. von der mRNA-Ebene auf die Protein-

Ebene. Die Frage war konkret, ob die hochexpremierten Gene sich auch als 

hochexpremierte Proteine aufweisen und von daher ansprechbar auf die zielgerichtete 

Therapie sind. Um diesen Fragestellungen zu beantworten, wurden die Proben, die für die 

Zielanalyse verwendet wurden, mittels Immunhistochemie gefärbt.

Es wurden zwei bis drei hoch exprimierte Ziele pro Probe auf das Vorhandensein von 

Zielproteinen untersucht und dabei der Anteil der geschätzten positiven Zellen berechnet. 

Obwohl die Expression der entsprechenden Proteine histologisch nachweisbar war, 

konnte keine Korrelation zwischen die Hochexpression der mRNA und der geschätzte 

Anteil der positiv gefärbten Zellen oder der Intensität der Färbung nachgewiesen werden. 

Da lediglich sechs von neun Proben histologisch untersucht wurden, sind diese 

Ergebnisse nur eingeschränkt aussagekräftig. Höchstwahrscheinlich spielen weitere 

Faktoren in der Expressionskaskade eine Rolle bzw. die Hochexpression von mRNA 

überträgt sich nicht direkt auf eine entsprechende Hochexpression des Zielproteins. Ob 

die gewählten zielgerichteten Therapien diese Proteine direkt angreifen, bleibt daher 

fraglich bzw. nicht nachweisbar. Wir gehen davon aus, dass die zielgerichteten Therapien 
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und Wirkstoffe, die exprimierten Ziele auf der Proteinebene angreifen. Letztlich kann 

diese Frage nur durch ein „Downstream Processing“ kurz (DSP) beantwortet werden. 

Allerdings war dies nicht Bestandteil der aktuellen Arbeit. Die Tatsache, dass die Ziele 

auf der Protein-Ebene vorhanden waren, bestätigt unter diesen Prämissen die 

beobachteten Effekte, allerdings ist die Intensität der Färbung bzw. der geschätzte Anteil 

der positiv gefärbten Zellen in der IHC mit den Überlebensdaten nicht korrelierbar. Dies 

gilt jedoch auch für etablierte Therapien wie z.B. die Checkpoint-Inhibition. Diese 

Analyse war eher ein präliminärer Versuch, mögliche Muster zu entdecken. Die 

quantitative Expression hat höchstwahrscheinlich keine zuverlässige Aussagekraft 

hinsichtlich des Ansprechens auf die Therapie. Eine zielgerichtete Therapie könnte große 

Effekt erzielen, in dem die Überlebens-und Vermehrungsmechanismen der Tumorzellen 

effektiv unterbunden werden. Dazu ist es wichtig zu evaluieren, ob die adressierte 

Zielstruktur für den Tumor verzichtbar oder unverzichtbar ist: Ein Ziel welches hoch 

exprimiert aber weniger zentral ist für den Tumor ist, wird weniger bestimmend sein in 

Hinblick auf die Effekte bzgl. des Überlebens und der Vermehrung der Tumorzellen. 

Vorausgesetzt, dass die gewählten zielgerichteten Therapien die entsprechenden Ziele 

angreifen, könnte eine Therapie, welche die häufig exprimierten und gleichzeitig 

zentralen Ziele angreift, die Tumorlast reduzieren und das Überleben verlängern. 

Hinsichtlich der Heterogenität im Tumor bzw. des angenommenen Vorhandenseins von 

verschiedenen Arealen im Tumor, die eine unterschiedliche Expression zeigen, ist eine 

einzige Biopsie nicht repräsentativ. Außerdem ist es wahrscheinlich, dass verschiedene 

Metastasen in einem einzigen Patienten unterschiedliche Genexpressionsprofile 

aufzeigen und entsprechend unterschiedlich auf die gewählten zielgerichteten Therapien 

reagieren. 

Eine Wiederholung der Biopsie im Laufe der zielgerichteten Therapie wäre 

wissenschaftlich und klinisch interessant, ist aber nur in Einzelfällen praktikabel oder 

vertretbar. 

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse vieler Studien der Päzisionsmedizin, weisen 

Wissenschaftler vermehrt auf die sog. angeborene darwinistische Evolution im Tumor 

hin, welche den Tumorzellen ermöglicht „escape pathways“ zu aktivieren und den 

Angriff durch die zielgerichtete Therapie auszuweichen. (Tannock & Hickman, 2016; 
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Burdach et al., 2018) Einige Arbeiten deuten auf eine partielle Inhibition der molekularen 

Ziele aufgrund der Plastizität der Signalwege im klinischen Setting hin. (Begley & Ellis, 

2012) Eine Kombinationstherapie, um mehrere Signalwege gleichzeitig anzugreifen, 

resultiert aufgrund der toxischen Effekten oft in einer Reduzierung der Dosis der 

einzelnen zielgerichteten Therapien und einer unzureichenden Blockierung der 

Signalwege. (Johnson et al., 2014) 

Tumorzellen, besonders in pädiatrischen Tumoren, zeigen eine ausgeprägte Plastizität auf 

der genetischen und auch der epigenetischen Ebene. Eine zielgerichtete Therapie, welche 

die onkogenabhängigen Signalwege bzw. „oncogene addiction pathways“ nicht 

blockieren, fördern eher eine Resistenz durch die alternativen Signalwege sog. „priming 

for resistence„. (Burdach, 2014) 

Die Frage der Tumormarker bleibt nach wie vor sehr interessant, besonders wenn es sich 

um weniger invasive Biopsien, die sog. „Liquid Biospy“ und funktionelle Bildgebung 

handelt. Extrazellulare Vesikel mit aberranten ETS-Proteinen wurden im Blut und Urin 

von ES Patienten nachgewiesen, konnten quantitativ sowie genetisch untersucht werden 

und bieten die Möglichkeit als Biomarker im Laufe der Therapie zu dienen. (Miller et al.,  

2013; Pachva et al., 2021; Ruzanov et al., 2024)

Einige Studien konnten die Genexpression mit den radiologischen Befunden korrelieren 

und sogar Modelle entwickeln, die das Überleben anhand dieser Informationen 

vorhersagen. (Zhou et al., 2018; Qiu et al., 2020) Ob eine klinisch relevante Vorhersage 

der Genexpression oder des Mutationsstatus mittels Bildgebung möglich wäre, ist eine 

intensiv bearbeitete Frage. (Mahajan et al., 2024; Hinterwimmer et al., 2024; Liu et al., 

2023)

Eine verbesserte Analyse der verschiedenen Tumorklone im Patienten im Rahmen der 

Präzisionstherapie ist weiterhin interessant in Hinblick auf die Therapieauswahl.

Die Informationen aus der Arrayanalyse sind vielseitig und interessant in Anbetracht 

klinischer sowie wissenschaftlicher Fragestellungen. Die Expressionswerte bieten nicht 

nur Informationen über die Tumorzellen, sondern auch über alle anderen Zellen, die in 

der Biopsie vorhanden sind. Mit Hilfe von Algorithmen, die bestimmte Signaturen von 

22 verschiedenen Immunzellen identifizieren, war es möglich, ein gewisses Muster in 

den Proben zu entdecken. 
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Alle Patienten zeigten eine Signatur von Plasmazellen, CD8 T-Zellen, M0 Makrophagen 

und Treg Zellen. Obwohl histologisch nicht untersucht, deuten diese Analysen auf eine 

den Tumor begünstigende Mikroumgebung hin, korrelierend mit früheren Studien, die 

auf eine immunsuppressive Mikroumgebung in ES bzw. OS hindeuten (Evdokimova et 

al, 2022). Auch wenn diese präliminären Befunde im Rahmen der aktuellen Arbeit nicht 

weiterverfolgt wurden, ist es vorstellbar, dass diese Informationen im Fall einer 

möglichen personalisierten Immuntherapie bedeutend sein könnten. 

Neben der experimentellen Reproduzierbarkeit der Daten sind die Array Informationen 

sehr von der rechnerischen und statistischen Analyse abhängig. Wissenschaftlich leiten 

sie zu weiteren Fragestellungen und Untersuchungen. Klinisch bieten sie einen Einblick 

in den Tumor auf der genetischen aktiven Ebene hinein und stellen eine Basis für 

mögliche individualisierte und personalisierte Therapien dar.

6  Zusammenfassung

Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit pädiatrischen Knochen und 

Weichteilsarkomen haben weniger von den Fortschritten der Krebstherapie in den letzten 

zwanzig Jahren profitiert als z.B. Kinder mit Leukämien. Die Prognose bei 

fortgeschrittenen und metastasierenden Erkrankungen bleibt schlecht. Traditionelle 

Therapien basieren meist auf zytotoxische Krebsmedikamenten. Informationen aus der 

Genanalyse von internationalen Projekten zeigten, dass Krebszellen trotz 

unterschiedlicher Histologie, ähnliche Wachstums- und Metastasierungs- Mechanismen 

verwenden. Die RNA-Expressionsanalyse mittels Arrays bietet eine stadardisierbare 

Methode, um einen Einblick in die Gen-Transkription des Tumors zu verschaffen. 

Tumorbiopsien bei refraktären Patienten wurden mittels GeneChip Arrays untersucht und 

mit Hilfe online verfügbare Datenbaken aus internationalen Kooperativen Projekten 

sowie online Algorithmen und Tools weiter analysiert. Dabei wurden therapierbare Ziele 

in allen untersuchten Proben festgestellt. Die Therapie wurde individuell für die Patienten 

anhand der Ergebnisse der Analysen ausgewählt. Im Vergleich zu Patienten, die keine 

zielgerichtete Therapie bekommen haben, zeigten Patienten, die mit einer 

personalisierten, zielgerichteten Therapie behandelt worden verlängertes 
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Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben. Die Lebensqualität blieb dabei nicht 

signifikant unterschiedlich. 

Die Daten aus der Expressionsanalyse ermöglichen eine evidenzbasierte Therapieauswahl 

bei refraktären Patienten und bieten vielen Informationen über den Tumor bei jedem 

einzelnen Patienten. Die Methode der Therapieauswahl ist wissenschaftlich 

reproduzierbar sowie klinisch anwendbar. 
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7  Anlagen 

Anlage 1 

Dokumentationsbogen für Nebenwirkungen und unerwünschten Ereignissen sowie für 

Lebensqualität QoL 
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Anlage 2: Patientencharakteristika im Zeitpunkt der Aufnahme in der Registerstudie
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8 Abkürzungsverzeichnis

SEER Surveillance, Epidemiology, and End 

Results

engl. englisch

AYAs adolescents and young adults

OS Osteosarkom

ES Ewing Sarkom

RMS Rhabdomyosarkom

SYS Synovialsarkom

FS Fibrosarkom

WHO World Health Organisation

MRT Magnetresonanztomographie 

CT Computertomographie

LK Lymphknoten

PET Positronenemissionstomographie 

18F-FDG 18F fluorodeoxyglucose

OP Operation

SV structural variation

CNV copy number variation

MAP Methotrexate + Doxorubicin + Cisplatin

MAPifn MAP anschließend PEGyliertes 

Interferon-α

MAPIE MAP anschließend  Ifosfamid/Etoposid
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eRMS embryonales RMS

aRMS alveolares RMS

FPRMS Fusion-positives RMS

FNRMS Fusion-negatives RMS

CWS Cooperative Weichteilsarkom 

Studiengruppe 

 EpSSG European Paediatric Soft Tissue Sarcoma 

Study Group 

VA  Vincristine und Actinomycin-D

IVA Vincristine und Actinomycin D mit oder 

ohne Ifosfamide

IVADo Vincristine und Actinomycin D mit oder 

ohne Ifosfamide mit Doxorubicin

NRSTS non-rhabdomyosarcoma soft tissue 

sarcomas 

TCGA The Cancer Genome Altas

CGAP The Cancer Genome Anatomy Project 

ICGC International Cancer Genome Consortium

OvS Gesamtüberleben, engl. Overall Survival

PFS Progresionsfreies Überleben

QoL Lebensqualität, engl. Quality of life

AE Unerwünschte Ereignisse, engl. Adverse 
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Events

i.d.R. in der Regel

ggf. gegebenenfalls 

IVT In Vitro Transcription 

PM Perfect Match Probe

MM Mismatch Probe

RMA Robust Multi-array Average

PBMC engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell, 

mononukleäre Zellen des peripheren 

Blutes

GSEA Gene set enrichment analysis 

RESIST Response Evaluation Criteria in Solid 

Tumors

KzT Patienten ohne zielgerichtete Therapie

zT Patienten mit einer zielgerichteten 

Therapie 

NB Nebenwirkungen 

NCI-CTCAE Common Terminology Criteria for 

Adverse Events Kriterien der National 

Cancer Institute 

WHO-UMC World Health Organisation- Uppsala 

Monitoring Center 

PBS phosphate-buffered saline
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ABC Avidin-Biotin Complex

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

DAB 3,3’-diaminobenzidine

IHC Immunhistochemie

NGS Next generation sequencing 
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