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Vorwort

Teilergebnisse der vorliegenden Dissertation wurden in der folgenden Arbeit vorab
zur Verodffentlichung 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 Padiatrische Knochen und Weichteilsarkome

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Sarkome sind bosartige Tumore, die aus mesenchymalen Geweben z.B. Knochen-,
Knorpel-, Muskel-, Fett- und Bindegeweben in verschiedenen Korperteilen entstehen
konnen. Obwohl Sarkome generell als seltene Erkrankungen gelten, treten sie
hdufiger 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
Fiinfjahresiiberlebensrate fiir padiatrische Sarkome (Sarkome die im Kindesalter
diagnostiziert sind) bei fast 60% und bleibt trotz aggressiver multimodaler Therapie
bei Rezidiven und metastasierten Féllen bei rund 20-30%. (Bleyer et al., 2006) Daten
aus Studien in Europa und in Deutschland zeigen &hnliche Zahlen zu den Daten aus
den USA. (Pastore et al., 2006; Verdecchia et al., 2007) Die ersten Symptome sind oft
unspezifisch, was eine friihzeitige Diagnose erschwert und was zu einer Verzégerung
bei der Therapie und eventuell zur Metastasierung fiihrt. (Ilaslan et al., 2010,
Ahrensberg et al., 2012)

Histologisch sind mehr als 50 Subtypen den Sarkomen zuzuordnen. Diese kénnen je
nach vorhandenen molekularen Verdnderungen in zwei Gruppen unterteilt werden:
Die erste Gruppe ist durch komplexe Karyotypen charakterisiert und betrifft
vorwiegend Erwachsenen, wahrend die zweite durch spezifische chromosomale
Translokationen oder aktivierende Mutationen charakterisiert ist. Von Letzterer sind

mehr Kinder als Erwachsene betroffen (Tabelle 1).



Tabelle 1: Sarkome mit definierten chromosomalen Veranderung.

Tumorart

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom-dhnliche Tumore

Klarzellsarkom

Desmoplastisches klein, blau,

rundzelliges Tumor

Myxoides Liposarkom

Extraskeletales Myxoides

Chondrosarkom

Niedriggradiges Fibromyxoides Sarkom

Angiomatoid faseriges Histiozytom

Translokation
t(11;22)(q24;q12)
t(21;22)(q22;q12)
t(7;22)(p22;q12)
t(17;22)(q21;q12)
t(2;22)(g33;q12)
t(16;21)(p11;q22)
t(2;16)(q35;p11)
t(1;22)(p36.1;q12)
t(20;22)(q13;q12)
t(6;22)(p21;q12)
t(1;22)(q36.1;q12)
t(2;22)(q31;q12)
t(4;19)(q35;q13)

X chromosomaler Inversion
sk

t(12;22)(p13;q12)
t(2;22)(q33;q12)
t(11;22)(p13;q12)

t(21;22)(q22;q12)
t(12;16)(q13;q11)
t(12;22)(q13;q12)
t(9;22)(q22-31;q11-12)

t(9;17)(q22;q11)
t(9;15)(q22;921)
t(9;22)(q22;q15)
t(7;16)(q33;p11)
t(11;16)(p11;p11)
t(12;16)(q13;p11)

Fusion
EWS-FLI1
EWS-ERG
tEWS-ETV1
EWS-ETV4
EWS-FEV
FUS-ERG
FUS-FEV
EWS-ZSG
EWS-NFATCc2
EWS-POUS5F1
EWS-PATZI
EWS-SP3
CIC-DUX4
BCOR-CCNB3

EWS-ATF1
EWS-BREBI1
EWS-WT1

EWS-ERG
FUS-DDIT3
EWS-DDIT3
EWS-NR4A3

TAF15-NR4A3
TCFI2-NR4A3
TFG-NR4A3
FUS-CREB3L2
FUS-CREB3L1
FUS-ATF1



Alveolares Rhabdomyosarkom

Alveolares Weichteilsarkom
Infantiles Fibrosarkom
Angeborenes mesoblastisches Nephrom

Inflammatorischer myofibroblastischer
Tumor

Synovialsarkom

Endometriales Sarkom

Dermatofibrosarkom protuberans

Giant-cell Fibroblastom

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

1.1.2 Jugendliche und junge Erwachsene

t(12;22)(q13;q12)
t(2;22)(g33;q12)
t(2;13)(q35;q14)
t(1;13)(q36;q14)
(2;2)(p23;935)
t(2;8)(q35;q13)
t(8;13;9)(p11.2;q14;9932)
t(X;17)(p11;q25)
t(12;15)(p13;925)
t(12;15)(p13;925)
1(1;2)(425;923)

t(2;19)(g23;q13)

t(2;17)(q23;923)
1(2;2)(p23;q13)

t( X;18)(p11;ql1)
t(X;18)(p11;q11)
t(X;18)(p11;q13)
t(X;20)(p11;q13)
t(7;17)(p15;921)
t(6;7)(p21;p15)
t(6;10)(p21;p11)
t(17;22)(q22;q13)
t(17;22)(q22;q13)

EWS-ATF1
EWS-CREBI1
PAX3-FOXO1
PAX7-FOXO1
PAX3-NCOA1
PAX3-NCOA?2
FGFR1-FOXO1
ASPSL-TFE3
ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3
TPM3-ALK

TPM4-ALK

CLTC-ALK
RANBP2-ALK
SS18-SSX1
SS18-SSX2
SS18-SSX4
SS18L1-SSX1
JAZF1-SUZ12
JAZF1-PHF1
EPC1-PHF1
COL1A1-PDGFB
COL1A1-PDGFB

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 jahrliche prozentuale



Veridnderung der 5-Jahres-Uberlebensrate nimmt in den Altersgruppen zwischen 15-
45 Jahre ab, wéhrend sie in dlteren 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 gemédl$ den entsprechenden
Studienprotokollen fiir Kinder bzw. Erwachsene behandelt.

Klinische Studien, die sich an den Bediirfnissen dieser Altersgruppe spezifisch
orientieren, sind eher die Ausnahme. Die Aufnahme in den verschiedenen Studien fiir
Sarkome bei Erwachsenen oder Kindern (sog. “Cross-enrollment”) ist aufgrund
organisatorischer und manchmal auch finanzieller Griinde selten. (Davis et al., 2017)
Die héufigsten pédiatrischen Sarkome bei AY As sind Osteosarkome (OS), Ewing
Sarkome (ES), Rhabdomyosarkome (RMS), Synovialsarkome (SS) und Fibrosarkome
(FS).

1.1.3 Ewing Sarkom

Das Ewing Sarkom (ES) ist der zweithaufigste bosartige Knochentumor bei Kindern
und Jugendlichen. Es tritt in einem Verhdltnis von 3:2 haufiger bei ménnlichen als bei
weiblichen Patienten auf und ist hdufiger bei Patienten mit europdischer 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 “WHQO’”) als Tumore mit einer FET-ETS Genfusion definiert. (Sankar &
Lessnick, 2011) Pathologisch dhnliche Tumore, die andere Genfusionen zeigen,
werden als “Ewing-like sarcomas” also Ewing-dhnliche 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

Spleifen vermitteln. ETS sind Transkriptionsfaktoren, die fiir Zellproliferation,



Zelldifferenzierung, Zellzyklus-Kontrolle, Angiogenese und Apoptose zustandig sind.
(Griinwald et al., 2018)

Durch die Genfusion entsteht ein chiméres Peptid, welches eine aminoterminale
Doméne der FET-Proteins mit einer DNA-Bindungsdoméne des ETS-Proteins
verbindet. (Griinwald et al., 2018) In ca. 85% der Fille handelt es sich um eine
EWSR1-FLI1 Genfusion (Delattre et al., 1992) und in ca. 10% der Fille 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
(Transkriptionsverstdrker) in GGAA Mikrosatelliten. (Staege et al., 2004; Riggi et al.,
2014; Boulay et al., 2017; Griinewald et al., 2018) Polymorphismen in der EWSR1-
FLI1-abhdngigen EGR2 Expression wurden bei Patienten mit afrikanischer Herkunft
beobachtet und konnten die niedrige Inzidenz von Ewing Tumoren bei diesen

Patienten erklédren. (Griinewald et al., 2016)

Tabelle 2: Chromosomale Translokationen und Fusionsgenen bei Ewing
Sarkomen

FET ETS Fusionsgen Chromosomale Haufigkeit
Translokation
FUS FEV FUS-FEV t(2;16)(g35;p11) <1%
ERG FUS-ERG t(16;21)(p11;922) <1%
EWSR1 FLI1 EWSR1-FLI1 t(11;22)(q24;q12) 85%
ERG EWSR1-ERG 1(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;912) <1%

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

1.1.3.2 Klinisches Bild

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

als 10% der Félle 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 unumgénglich
fiir die Diagnose des Ewing Sarkoms. Ein Rontgenbild oder eine
Magnetresonanztomographie (MRT) ist wichtig fiir die Diagnose des priméren
Tumors. Fiir den Nachweis von Metastasen ist eine Computertomographie (CT) der
Thorax (zur Erfassung von Lungenmetastasen), ein Knochenmarkaspirat sowie eine
Biopsie der verddchtigen Lymphknoten (LK) sehr wichtig.

AuBerdem liefert die 18F-Fluorodeoxyglucose-Positronenemissionstomographie
(18F-FDG-PET) bzw. PET/CT (mit oder ohne ergdnzende
Magnetresonanztomographie, MRT) wertvolle Informationen zum
Tumormetabolismus, zum Vorliegen von Metastasen und zum Therapieansprechen.
(Gerth et al., 2007; Kaste, 2011)

Fiir die endgiiltige Diagnose des primédren Tumors ist eine Biopsie mit
histopathologischen, zytologischen und molekularpathologischen Befunden

erforderlich.

1.1.3.3 Behandlung

Aktuell werden Patienten in Deutschland und vielen anderen Ladndern gemall 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 primédren 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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EURO-E.W.IN.G. 99
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1.1.3.4 Prognose

Die 5-Jahres-Uberlebenschancen von Patienten mit lokalisiertem Tumor liegen
zwischen 65% und 75%. Patienten mit isolierten Lungenmetastasen haben ein
besseres ereignisfreies Uberleben (29% bis 52%) als Patienten mit anderen
Metastasen. Bei initial metastasierter Erkrankung bleibt die Prognose mit 30%
Gesamtiiberleben und 8% bis 25% ereignisfreies Uberleben schlecht. (Gaspar et al.,

2015)

1.1.4 Osteosarkom

Osteosarkom (OS) ist ein osteoidproduzierender, maligner Tumor. Er ist die haufigste
Art von primdrem Knochenkrebs bei Kindern und Jugendlichen. Das Osteosarkom ist
sehr selten bei Kindern unter 5 Jahren. Die Inzidenz erhoht sich mit dem Alter und ist
hoher bei mannlichen Patienten, sowie bei Patienten mit afroamerikanischer und
hispanischer Herkunft. (Mirabello et al., 2009) Aullerdem sind Osteosarkome haufig

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

(Calvert et al., 2012)

1.1.4.1 Pathologie und Molekularpathologie

Primére Osteosarkome werden nach der Klassifikation der WHO in folgende
Kategorien eingeordnet: Konventionell intramedulldr/zentral hochgradig
(osteoblastisch, chondroblastisch und fibroblastisch), kleinzellig, teleangiektatisch,
zentral-niedriggradig und oberfldchlich (Paraosteal, Periosteal und hochgradig).
(Kundu, 2014)

Molekulargenetisch sind Osteosarkome sehr komplexe Krebserkrankungen mit
zahlreichen genetischen Verdnderungen und einer sehr hohen Heterogenitédt. (Engert
et al., 2017) Als Hauptmechanismus scheint die durch strukturelle Genvariationen
(engl. structural variation ,,SV”) und Kopiezahlvariationen (engl. copy number
variations ,,CNV”) verursachte genomische Instabilitdt in den DNA-Reparatur und
Tumorsuppresorgenen eine grofSe Rolle zu spielen. (Chen et al.,2014)
Amplifikationen in MDM2 und CDK4 sind sehr hédufig, besonders bei paraostealem
und zentral-niedriggradigen Osteosarkomen. (Baumhoer et al., 2019)
Keimbahnmutationen wie TP53 und RB1 koénnen zur Entstehung von Osteosarkomen
besonderes bei jiingeren Patienten beitragen. (Chen et al., 2014; Kovac et al., 2015)
Dabei scheint eine Art lokalisierte Hypermutation, genannt “Kataegis” eine gro3e
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 Briiche und
Umlagerungen in Osteosarkomen nachgewiesen (Chromothripsis). (Behjati et al.,
2017) Diese genomische Instabilitdt und die vielen genetischen Verdnderungen fiihren
zu einem genomischen Profil sehr dhnlich 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 haufiger in den metaphysaren Bereichen der langen

Roéhrenknochen 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 hdufig (ca. 80% der Metastasen). (Bielack et al., 2022; Isakoff
et al., 2015) Bei dem Verdacht auf ein Knochensarkom ist ein einfaches Réntgenbild
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 fiir die
endgiiltige Diagnose unumgdnglich und sollte von einem multidisziplindren Team mit
altersspezifischer operativer Erfahrung bei Knochentumoren angeordnet und

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

1.1.4.3 Behandlung

Hochgradige Osteosarkome werden chirurgisch mit zusatzlicher Chemotherapie vor
und nach dem chirurgischen Eingriff behandelt. Eine optimale Operation sollte den
Primértumor sowie moglicherweise alle Metastasen entfernen. Niedriggradige
paraosteale Osteosarkome werden ausschliellich chirurgisch behandelt. (Laitinen et
al., 2015) Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit primdren Osteosarkomen
werden weitgehend geméall dem internationalen multizentrischen EURAMOS -1
Studienprotokoll behandelt. Dieses besteht aus zwei préaoperativen Zyklen
Cisplatin/Doxorubicin (Adriamycin) und vier Zyklen Methotrexat (kurz “MAP”).
Nach der Resektion des primédren Tumors werden Patienten je nach Tumoransprechen
entweder in eine MAP/MAP anschliefend PEGyliertes Interferon-o (MAPifn) oder in
eine MAP/MAP anschlieBend 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 europdischen 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, Grée des priméaren
Tumors und Vorhandensein von Metastasen bei der Erstdiagnose. (Clark et al., 2008;
Eleutério et al., 2015) Das Ansprechen nach der préaoperativen Chemotherapie spielt
eine deutliche prognostische Rolle fiir die Prognose bei Patienten mit lokalisierten
Osteosarkomen in den Extremitdten. (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 TumorgréfSe war auch
prognostisch relevant, obwohl sie nicht mit dem therapeutischen Ansprechen
korrelierte. Die Autoren fiihrten diese Korrelation zwischen Tumorgrofle und
Rezidivwahrscheinlichkeit auf das parallele Vorhandensein von Metastasen bei den
grolleren Tumoren zuriick. Auferdem haben ménnliche Patienten sowie Patienten mit
axialen Osteosarkomen (nicht in den Extremitédten) eine deutlich schlechtere

Prognose. (Bielack et al., 2002)

1.1.5 Rhabdomyosarkom

Rhabdomyosarkom (RMS) ist ein Weichteilsarkom mit hauptsdchlich myogener
Differenzierung der Tumorzellen. Es ist die hdufigste 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



15

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
hdufiger bei Patienten unter vier Jahre, wiahrend pleomorphe RMS haufiger 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) Aulerdem wurde eine erhohte genetische Expression der IGF

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

1.1.5.2 Klinisches Bild

Wahrend die meisten eRMS im Kopf- und Nackenbereich, sowie im
Urogenitalbereich manifestieren, treten aRMS héaufiger in den Extremitéten auf.
(Enterline und Horn, 1958) Grundsétzlichen kénnen RMS iiberall im Korper
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) Haufig sind dann bereits Lungen-, Knochen-, Knochenmark-
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und Lymphknotenmetastasen vorhanden. (Jawad & McHugh, 2019) Eine Biopsie mit
histopathologischen sowie molekularpathologischen Befunden ist fiir die Diagnose
entscheidend. (Rudzinki et al., 2014) Fiir die Diagnose von Lungenmetastasen ist ein
Lungen CT sehr wichtig. Ein FDG-PET/CT ist hilfreich um die TumorgréiSe,
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 moglichst 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 erh6htem Risiko
werden mit 4 Zyklen IVA oder IVADo (IVA mit Doxorubicin) und danach mit 5
Zyklen IVA behandelt. Patienten mit einem extrem erhohten 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 fiir Patienten mit Metastasen
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| Ifosfamide 3 g/m? is given as a 3 hour intravenous infusion daily, with Mesna (3 g/m?) and
hydration, on days 1 & 2 for each course of treatment. (Total IFO dose/course = 6 g/m?).

\ Vincristine 1.5 mg/m? (maximum single dose 2 mg) is given as a single intravenous injection on
day 1 of each course and weekly, for a total of seven consecutive doses, from week 1 to 7.

A Actinomycin D 1.5 mg/m? (maximum single dose 2 mg) as a single intravenous injection on day
1 of each course of treatment.

Do Doxorubicin 30 mg/m? given as a 4-hour intravenous infusion daily on days 1 & 2 for courses 1-

4 of treatment (total dose per course = 60 mg/m?).

1.1.5.4 Prognose

Patienten mit lokalisiertem RMS weisen vergleichsweise bessere Heilungschancen
(rund 70%) auf. Die Prognose bleibt fiir Patienten mit initial metastasierter oder
rezidivierter Erkrankung sehr schlecht. Relevante Faktoren fiir die Prognose sind
TNM-Status, Tumorgrofe, Lokalisation, histologischer Typ und Alter des Patienten.
(Koscielniak et al., 2002)

1.1.6 Synovialsarkom
Rund 8-10% der padiatrischen Weichteilsarkomen sind Synovialsarkome (SS).(Okcu
et al., 2003) Synovialsarkome sind selten bei Kindern unter 10 Jahren. Mdnnliche

Patienten sind dabei 6fter betroffen als weibliche. (Okamoto et al., 2000)

1.1.6.1 Pathologie und Molekularpathologie

Die Ursprungszelle des Synovialsarkoms ist bisher nicht endgiiltig 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-abhédngige Chromatin-Remodellierungskomplex BAF
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(mammalian SWI/SNF complex) ist fiir 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 Extremitéten, besonders in den weichen
Geweben rund um das Knie. (Bakri et al., 2012) Lungenmetastasen sind am
hdufigsten 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 fiir die Diagnose sowie fiir 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 fritheren 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 fiihrt zu einer
giinstigen 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 hédngt 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
konnen. Histologisch wurden einige genetische Translokationen wie COL1A1-
PDGFB, ETV6-NTRK3, und FUS-CREB3L?2 bei Fibrosarkomen beschrieben (Kaye,
2009; Knezevich et al. 1998). Fibrosarkome zeigen einen ausgepragten

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, wihrend
adulte Fibrosarkome klinisch aggressiver sind und

bei Kindern sowie Jugendlichen und jungen Erwachsenen entstehen.
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Fibrosarkome zdhlen nicht zu den Chemotherapie-sensiblen Tumoren. Sie sind
Weichteilsarkome, die aus Fibroblasten (Bindegewebszellen) entstehen, und gehoren
zu den Tumoren, die in der Regel eine geringe Chemotherapieempfindlichkeit
besonders im Kindesalter aufweisen. Obwohl Chemotherapie in bestimmten Féllen
von Fibrosarkomen eingesetzt wird, insbesondere bei metastasierten oder
rezidivierenden Tumoren, wird sie nicht als primére Therapie angesehen. Der
Hauptfokus der Behandlung liegt auf der chirurgischen Entfernung des Tumors,
sofern dies moglich ist, und in einigen Fallen auch auf der Strahlentherapie, um die
Heilungschancen zu erhéhen und das Risiko eines Rezidivs zu senken.

Eine Ifosfamid-Doxorubicin-Therapie kdnnte bei ausgewdhlten fortgeschrittenen
Fibrosarkomen die Tumorlast reduzieren und eine Resektion erméglichen. (Sparber-
Sauer et al., 2020)

Das Ansprechen auf die Therapie hdangt von Tumorgréfle 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 konnten 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 praziser Daten iiber genetische Hintergriinde und Zusammenhénge
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 fiir zahlreiche Krebsarten dienen.

Die Ergebnisse aus diesen Projekten ermoglichten eine genaue Charakterisierung der
genetischen Verdanderungen in Krebszellen und inspirierten eine iibergreifende
Klassifizierung solcher Verdnderungen, unabhdngig von der Krebsart, in bestimmten
Schliisselmerkmalen genannt “Hallmarks of Cancer®. (Hanahan & Weinberg, 2002)
Nach dem Cancer Hallmark Modell von Hanahan und Weinberg entsteht die maligne
Verdnderung normaler Zellen durch komplexe genetische Schritte, die zum
Uberleben, Vermehrung und Verbreitung von Krebszellen dienen. Nach dem ersten
Modell, welches im Jahr 2000 veroffentlicht wurde, sind diese Schliisselmerkmale:
Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, Umgehung von wachstumshemmenden
Signalen, unbegrenztes Vermehrungspotential, Umgehung des programmierten
Zelltods, Angiogenese und die Invasion der normalen BlutgefdlSe, Invasion der
Gewebe und die Fahigkeit zur Metastasierung. (Hanahan & Weinberg, 2000)

Im Jahr 2011 wurden zwei weitere Schliisselmerkmale zu diesem Modell hinzugefiigt:
die Anderung von Energiestoffwechsel und die Umgehung des
Immunabwehrsystems. Dabei wurden zwei Eigenschaften definiert, die den gesamten
malignen Prozess ermoglichen: die genomische Instabilitdt und der inflammatorische

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

Abbildung 5: Schliisselmerkmale und Eigenschaften von Krebszellen

Ubersetzt von (Hanahan & Weinberg, 2011)
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Im Jahr 2022 wurden zwei weitere Schliisselmerkmale und zwei weitere
Eigenschaften von Hanahan vorgeschlagen: die Entsperrung phanotypischer
Plastizitdt 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

Ubersetzt von (Hanahan, 2022)

Neu entstehende
Schlisselmerkmale &
Entsperrung Eigenschaften Mutationsfreie

phanotypischer epigenetische
Pastizitat Umprogrammierung

Polymophes
Mikrobiom

1.3 Zielgerichtete Krebstherapie

Zielgerichtete Krebstherapien sind neue Therapien die im Gegensatz zur
“konventionellen”, zytotoxischen Chemo- und Radiotherapie die individuellen
genetischen Verdnderungen oder bestimmte dysregulierte Signalwege in den
Tumorzellen gezielt ansteuern. Unterschieden werden monoklonale Antikérper (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*) konnen chromosomale
Translokationen, somatische Mutationen sowie Verdnderungen in der Genexpression

bezeichnet werden. (Topper et al., 2019)
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Die zielgerichtete Therapie (“Targeted Therapy”) bietet die Mdglichkeit, wichtige
Mechanismen fiir das Uberleben sowie die Vermehrung und Metastasierung von
Krebszellen gezielt anzugreifen. (Hanahan & Weinberg, 2011) Auflerdem konnte die
Therapie durch genetische Untersuchung der Tumorgewebe je nach Tumor und
Patient spezifisch angepasst werden (,,personalisierte Medizin“ oder

,Prazisionsmedizin”). (Schiitte 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 chemotherapierefraktdren padiatrischen Knochen- und

Weichteilsarkomen.

Hauptziel ist die Realisierbarkeit und Wirksamkeit dieser Therapie zu untersuchen.
Parameter fiir die Realisierbarkeit sind die Umsetzbarkeit der Abldufe von
Patientenauswahl und Probengewinnung bis zur Therapieauswahl und
Verlaufskontrollen, sowie das Vorhandensein therapierbarer Ziele.

Parameter fiir die Wirksamkeit sind das Ansprechen auf die Therapie, sowie das
Gesamtiiberleben (OvS) und das progressionsfreie Uberleben (PFS).

Als Nebenziele sind die Therapievertraglichkeit durch Lebensqualitédt (Quality of

Life, “QoL”) und unerwiinschte Ereignisse (Adverse Events, “AE”) zu untersuchen.



3. Material und Methoden

3.1 Material

RNA-Isolierung

TRIzol Reagent

RNeasy Mini Kit
Markierung

IVT Labeling Kit

one cycle cDNA synthesis Kit
Sample Cleanup Modules
Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit
Hybridisierung
Hybridization Control Kit
Histologie

Paraffin

Ammoniumpersulfat (APS)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Xylol

Ethanol

Periodic acid-Schiff (PAS)-Reagenz
Hamatoxylin

Methanol

Wasserstoffperoxide H202
Antigen-Demaskierungslosung
Avidin

Biotin

Superblock
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Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe,
DE

Qiagen, Hilden, DE

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA

Merck, Darmstadt, DE
BioRad, Miinchen, DE

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE
Bio-Optica, Mailand, IT
Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Vector, Burlingame, CA, USA
Vector, Burlingame, CA, USA
Vector, Burlingame, CA, USA

ID Labs, London, ON, Canada



ABC-Substrat-Losung
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
3,3’-diaminobenzidine (DAB)

NiCl

Methylgriin-Féarbelsung

Vecta Mount® Einbettmedium
Objekttrager

ABC-Substrat-Lésung

Vecta Mount® Einbettmedium
Antikorper

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

Biotinylierte anti-Maus 1gG2b
Rattenantikorper (550333)

Biotinylierte anti-Maus IgG1
Rattenantikorper (406604)

TOP2A Antikorper (ab180393)
FGFR1 Antikorper (HPA056402)
RET Antikorper (HPA008356)

HDAC?2 Antikorper (ab32117)

Gerate
GeneChip® Fluidics Station 450
GeneChip® Scanner 3000 7G

GeneChip® Human Genome 1.0 ST Array

GeneChip™ Human Genome U133Plus 2.0
Array

Bioanalyzer 2100

Elektrophoresekammer

Vector, Burlingame, CA, USA
Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, St.Loius, USA
Sigma-Aldrich, St.Loius, USA
Fluka/Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Vector, Burlingame, CA, USA
BioRad, Miinchen, DE

Vector, Burlingame, CA, USA

Vector, Burlingame, CA, USA

Linaris, Mannheim, DE

BD Pharmingen, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA

Abcam, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, St.Loius, USA
Sigma-Aldrich, St.Loius, USA

Abcam, Cambridge, UK

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA

Agilent, Santa Clara, USA

BioRad, Miinchen, DE



Gefrierfach (-80°C) Hera freeze
Gefrierfach (-20 °C) Cool vario
Gefrierfach (+4°C) Cool vario
Mikrowelle

Autoklav

Fliissigstickstofftank L-240 K

Micropipetten 0.5-10pul, 10-100pl, 20-
200pl, 100-1000p1)

Pipetting assistent Easypet

Wasserreinigungssystem TKA GenPure

Microscope DMIL

Schneidgerét Jung CM 3000
Lichtmikroskop Leica DMRBE
Lichtmikroskop Leica Wild MPS52
Digitale Kamera DC 300F

Waage BP 110S

Waage Mettler PJ 3000

Software

macOS Sierra Version 10.12.6
Word® for Mac 2011

Excel® for Mac 2011
Expression console, v.1.1.

TARGETgene 2.0 beta

RMAEXxpress 1.1.0.

GraphPad Prism Version 6.0h

ENDNOTE x7.8
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Heraeus, Hanau, DE
Siemens, Miinchen, DE
Siemens, Miinchen, DE
Siemens, Miinchen, DE
Systec, Linden, DE
Taylor-Wharton, Husum, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

TKA GmbH, Niederelbert, DE
Leica Microsystems, Wetzlar, DE
LeicaMicrosystems, Wetzlar, DE
Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Sartorius, Gottingen, DE

Mettler Toledo, GielRen, DE

Apple, CA, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA

BMSR, University of Southern
California

Online GUI, Ben Bolstad

GraphPad Software, San Diego. USA

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 refraktdren, rezidivierenden (zwei
Rezidive oder mehr) oder progressiven padiatrische Knochen- und
Weichteilsarkomen wurden im Rahmen eines interdisziplindren Tumorboards in der
Kinderklinik der Technischen Universitdt Miinchen als potentielle Kandidaten fiir die
zielgerichtete Therapie ausgewahlt.

Das interdisziplindre Tumorboard besteht i.d.R aus padiatrischen 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 Universitdt Miinchen bewilligt (2562/09). Gewebeproben wurden
nach Einverstdndniserklarung der volljdhrigen 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 personlichen Gesprdachs mit den Patienten und deren Eltern
bzw. deren Sorgeberechtigten in einfacher, verstandlicher Sprache durch die

behandelnden Arzte ausfiihrlich erklart.

3.3 Gewebeproben

Gewebeproben wurden vom primédren Tumor oder von einer reprasentativen
Tumormetastase mittels minimalinvasiver Biopsie oder ggf. durch eine Operation
gewonnen.

Die Bestédtigung der Diagnose bzw. des Rezidivs erfolgte in dem schockgefrorenen
Material durch die Pathologie. Gewebeproben mit mindestens 70% Tumorinhalt
wurden zur weiteren Analyse verwendet. Dafiir wurden Tumorproben méglichst aus

der aktuellen Rezidiv- bzw. Progressionsstelle analysiert.



29

3.4 Histologische Untersuchungen

3.4.1 Farbungen

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-Blocken
durchgefiihrt. In dieser Bewertung wurden hochexpremierte Gene, die als
Therapieziele fiir die Behandlung definiert wurden, histologisch untersucht. Hier
wurden nur Proben aus bereits behandelten zielgerichtete Therapie-Patienten (zT
Patienten) retrospektiv ausgewertet. Die Auswahl des primdren Antikorpers (Produkt
und Hersteller) wurde angesichts der tumorspezifischen Referenzfarbungen in der
online Datenbank Human Protein Atlas getroffen. (The Human Protein Atlas) (Uhlén
et al., 2015; Uhlen et al., 2017) Technische Daten fiir den jeweiligen Antikérper
wurden nach Herstelleranweisungen bzw. Datenblatt des Produktes evaluiert.

Fiir die Vorbereitung der histologischen Untersuchung wurden aus den archivierten
Blocken jeweils 2 pm dicke Schnitte auf Ammoniumpersulfat-beschichteten

Objekttragern fiir 12 Stunden bei 37° C getrocknet.

3.4.2 Riickgewinnung des Antigens

Die Schnitte wurden dreimal fiir je fiinf Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer
Alkoholreihe mit absteigenden Konzentrationen (100%, 96% und 70%) jeweils fiir
zwei Minuten rehydriert und anschliefend in phosphatgepufferte Salzlosung
(phosphate-buffered saline; PBS) zweimal fiir jeweils eine Minute gewaschen. Um
die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte in 20 ml 30%
Wasserstoffperoxid (H>O,) auf 180 ml Methanol fiir zwanzig Minuten im Dunkeln
inkubiert und danach zweimal fiir eine Minute in PBS gewaschen. Fiir die
Demaskierung des Antigens wurden je 300 ml destilliertes Wasser mit 3 ml

Antigendemaskierlosung in der Mikrowelle fiir drei Minuten zum Kochen gebracht.



30

Die Schnitte wurden dann bei 1 bar fiir 20 Minuten autoklaviert, fiir 40 Minuten

abgekiihlt und anschliefend in PBS gewaschen.

3.4.3 Detektion des Antigens

Fiir die Blockierung des endogenen Biotins wurde zundchst 1 Tropfen Avidin fiir 15
Minuten appliziert, dann kurz in PBS gewaschen, anschliefend 1 Tropfen Biotin fiir
15 Minuten appliziert und zuletzt fiir 7 Minuten in PBS gewaschen.

Bei polyklonalen Kaninchen-Antikérpern wurde die Blockierlésung ,,Superblock® bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten inkubiert und anschlieBend kurz in PBS gewaschen.
Bei Einsatz eines sekundédren Ziegen-Antikorpers betrug die Inkubationszeit 10
Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde der priméare Antikérper appliziert und

tuber Nacht bei 4°C inkubiert.

3.4.4 Visualisierung des Antigens

Biotinylierte sekunddre Antikdrper wurden in einer 1:300 Verdiinnung in PBS-fiir 30
Minuten inkubiert und anschliefend fiir 7 Minuten in PBS gewaschen. Danach
wurden die Schnitte fiir 30 Minuten mit der ABC-Substrat-Losung (Avidin-Biotin
Komplex) in einer feuchten Kammer inkubiert und anschliefend in PBS und 50 mM
Tris-HCI, pH 7,6 jeweils fiir 5 Minuten gewaschen. Fiir die Farbung wurden 200 ml
Tris bei 37°C vorgewédrmt. Eine Losung aus 4ml DAB (3,3’-diaminobenzidine) und
1ml NiCl und 500pl 3% H202 wurde fiir die Farbung verwendet und mit Methylgriin
fiir 1 bis 2 Minuten gegengefarbt und in eine aufsteigende Alkoholreihe ab 96% und
in Xylol fiir jeweils 10 Sekunden eingetaucht. Anschliefend wurden die Prdparate mit

VectaMount eingedeckt.

3.4.5 Bewertungen

Die Schnitte wurden hinsichtlich Tumorinhalt und Qualitét der Farbung bzw. der
Immunhistochemie (IHC) evaluiert. Die erwartete normale Lokalisation des
untersuchten Antikorpers in den entsprechenden Tumorgeweben (Nukleus,
Zytoplasma, Membran, etc.) wurde mittels der Referenzdaten der Human Protein
Atlas Datenbank evaluiert bzw. ausgesuchter Referenzfotos verglichen.

Als Antikorperkontrolle wurden Schnitte von normalen Geweben mit einer bekannten

natiirlichen Hochexpression des entsprechenden Ziels (RNA-Expression und
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Proteinexpression bzw. Anteil der positiv gefarbten Zellen) mit den untersuchten
Proben gefarbt.

Fiir die Bewertung der Ziele bzw. des Proteins wurden je nach Mdéglichkeit zwischen
drei und fiinf Schnitte pro Ziel und Block verwendet. Das Vorhandensein des
Zielproteins in jedem Schnitt wurde durch die Betrachtung positiv gefarbter Zellen
unter mindestens 100x Vergroferung in einer Skala zwischen 0% und 100% mit einer
Gittermethode geschitzt und von einer erfahrenen Histologin bestétigt. Daraus wurde
ein Durchschnittswert pro Probe und Ziel bzw. Protein berechnet.

Ein Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde berechnet, um mogliche statistische
Zusammenhdnge zwischen RNA-Expression mittels Array-Analyse und
Proteinexpression mittels IHC zu evaluieren. Dasselbe wurde fiir die Untersuchung
des Zusammenhangs zwischen dem Gesamtiiberleben bzw. PFS und der IHC
berechnet.

Ein Wilcoxon-Mann-Whitney Test wurde zusdtzlich 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 Moglichkeit, einen dynamischen Uberblick iiber
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-Molekiile werden mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (eine RNA-

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

amplifiziert. Danach werden sie fluoreszenzmarkiert und mit kiinstlich hergestellten
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Proben im Array hybridisiert. Wenn die Untersuchungsprobe sich mit der
komplementédren Probe im Array hybridisiert, erhoht sich das Fluoreszenzsignal, wird

durch einen Scanner gemessen und entsprechend dokumentiert.

Abbildung 7: Ablauf einer GeneChip Microarray Untersuchung

von (Dalma-Weiszhausz et al., 2006)
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Abbildung 8: Technische Informationen eines GeneChip Microarray
Experiments.

(Affymetrix Data Sheet)
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Affymetrix
Reagent Kits Total RNA Sample Approximate
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Poly-A RNA Poly-A RNA ‘ / Poly-A RNA Controls
Control Kit Control addition

:zgtﬁtionj ‘ 1 hour : The rRNA reduction
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IVT cRNA : 100 ng Total RNA

RNA H p 20 Protoo
Cleanup Kit ‘!’ concentration ‘ 0.5 hours E Labeling Protocol
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15t cycle, 15t strand 4 . 2 hours
cDNA synthesis ‘ / 3" NNN ——5
5 AAAAA 3 Day 1
30000000NNN_m——s
WT cDNA st il
Synthesis and 13t cycle, 2 s_trand
Amplification cDNA synthesis 2.5 hours
i
STO0U0000000 0-ve— s
3000000000 (- w—-s
18t cycle, in vitro Un-labeled ——
transcription Ribonucleotides Overnight—
I
Sample [ st
Cl 15t cycle, cleanup of
Modula antisense RNA (cRNA) 0.5 hours
2nd cycle, 15t strand Random Primers
cDNA synthesis ‘ / duTP 1.5 hours
Amplification | 5 U 3
Kit 3" I I I l I I l_l_l 5’
cRNA hydrolysis ‘ / RNase H T hour
) Day 2
giﬂ‘f.'s [ Cleanup of
Mogule | sense strand DNA ‘ 0.5 hours
g uDG
Fragmentation ‘ / APE 1 1.5 hours
wT
Terminal 1] T 00
Labeling 1
" i i TdT
Terminal labeling ‘ / DNA Labeling Reagent 1.5 hours
0 L
‘ / Hybridization Controls
ek |1 Hybridization 16 hours
Hybridization Stain Cocktail 1
Wash and Stain Cocktail 2

Scanning

10 - 35 minutes

S Kt Washing/Staining i ~15hours [ D2V3

Legend TTTIT RNA ] " || ] ]I DNA W T7 promoter @ Biotin

TAssume that only one sample is carried through the assay. The time may be longer if multiple samples are processed simultaneously.
?RiboMinus Human/Mouse Transcriptome Isolation Kit is required for this step, and needs to be ordered directly from Invitrogen.

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 moglichst zu minimieren. (Jiang et al., 2008)
Der numerische Output des Fluoreszenzscanners reprasentiert die Intensitat 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 Qualitdt und
Menge der gesamten RNA wurde mittels eines Bioanalyzers bewertet. Dafiir wurden
zwei gut definierte Peaks (die mit der Visualisierung der 18S und 28S RNA-Banden
in der Agarosegel-Elektrophorese korrespondieren) benétigt. Fiir die Poly-A
Kontrollen (spike-in control) wurde ein Poly-A Control Kit mit Probesets fiir 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 Signalstdrke

erwartet.

3.5.2.2 Synthese der cDNA und cRNA
Fiir die cDNA-Synthese wurden One-Cycle cDNA Synthesis-Kits und SuperScript 11
Kits mit RNA/T7-Oligo(dT) Primer und T4 DNA Polymerase gemaél$ der
Herstelleranleitung verwendet. Anschliefend wurden Biotin-markierte cRNA mittels
eines GeneChip IVT Labeling Kits generiert und mit dem GeneChip Sample Cleanup
Module gereinigt. Die Qualitdt und Quantitdt der cRNA wurde mittels eines
Bioanalyzers kontrolliert (Absorbanz A260/A280). Die aufgearbeitete cRNA-Menge
wurde schlie8lich an die jeweils eingesetzte Gesamt-RNA- und cDNA-Menge
angepasst.

angepasster CRNA Inhalt = RNAm - (gesamt RNAI) (y)

RNAm = Menge der cRNA nach IVT (pg)
gesamt RNAi = Ausgangsmenge der gesamten RNA (pg)
y = Anteil der in IVT eingesetzten cDNA
Fiir 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 gemaR der
Herstelleranleitung fiir 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
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Ein GeneChip® Scanner und die Expression Console Version 1.1 Software von

Affymetrix® wurden fiir 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 kénnen (Probesets und
Expressionswerte). Fiir 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
prasentiert 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 fiir Human Gene ST1.0 Arrays (GEO:
GSE45544) und 22 Gewebearten fiir U133 Plus 2.0 Arrays (GSE18674) und daraus
ein arithmetischer Mittelwert fiir jedes Gen generiert. (Miya, 2012; Richter, 2016)
Folgende Referenzgewebe wurden verwendet: Normale PBMC (mononukledre Zellen
des peripheren Blutes), Knochenmark, Milz, Thymus, zwei Magen Proben,
Diinndarm, Kolon, Herz, Leber, Lunge, Skelettmuskulatur, Gehirn, Zerebellum,

Riickenmark, Luftréhre, Speicheldriise, 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 Verdnderung (fold change) und eines zweistichproben
t-Testes verglichen. Als hochexpremierte Gene wurden Gene mit zweifach htheren
(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 kénnen,
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 fiir
einige gutdefinierte Referenztumore angepasst wurden. Es ist damit moglich
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
moglich die analysierten Gene nach den folgenden Kriterien zu ordnen: Rang (Rank),
Gensymbol (Gene symbol), Entrenz ID, n-Fach Verdnderung 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. AuBerdem bietet TARGETgene einen Uberblick iiber die verfiigbaren
Wirkstoffe fiir 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 wahrend der Analyse moglich 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 beriicksichtigt. Bei allen anderen Tumorarten
wurden Gene mit einer hohen n-fachen Verdnderung bzw. hochexprimierte Gene

priorisiert.



Abbildung 10: Beispiel der Benutzeroberfliche bei TARGETgene
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Von (Wu et al., 2012)

3.5.3.3 Visualisierung und funktionelle Analyse
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Fiir die Visualisierung der differenziell exprimierten Gene innerhalb der Signalwege

wurden online verfiigbare Datenbanken wie KEGG und REACTOME verwendet.
(Kanehisa & Goto, 2000; Croft et al., 2011) Zusétzlich wurde die Gene Set
Enrichment Analysis (kurz GSEA) vom Broad Institute fiir die Analyse der

hochexprimierten Gene eingesetzt. GSEA ist eine Berechnungsmethode fiir die

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

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

AuBerdem bietet GSEA einen Uberblick iiber das Vorhandensein von Genen, die eine

Resistenz gegen eine bestimmte Therapie verursachen kdnnen, was bei der

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

Abbildung 11: Beispiel einer GSEA-Analyse
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Enrichment plot: KEGG_CITRATE_CYCLE_TCA_CYCLE Enrichment plot: KEGG_RNA_DEGRADATION Enrichment plot: KEGG_PYRIMIDINE_METABOLISM
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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 geschitzt. CIBERSORT (Cell-type Identification By Estimating
Relative Subsets Of known RNA Transcripts) ist ein online verfiigbarer 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 fiir jede Probe. Ein Schwellenwert von <0.05 wurde
dafiir definiert. Die Ergebnisse der Dekonvolution wurden als relative Bruchteile des

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

3.6 Identifizierung von Zielen (Targetanalyse)

Ziele wurden als hochexprimierte Gene, die eine zentrale Rolle in einem fiir 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. Dafiir
wurden die ersten hundert “hub genes” als relevant fiir die Analyse in ES und nur
hochexprimierte Gene, also ohne den ,,hub score” fiir OS und STS, verwendet. Ein
mogliches Zielgen sollte idealerweise eine zentrale Rolle und eine bekannte annotierte
Funktion in einem Krebssignalweg spielen. Eine Liste mit moglichen 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 fiir die Auswahl der Therapeutika sind: Verfiigbarkeit,
vorherige Anwendung bei Patienten (um Vertraglichkeit und Resistenzen zu
identifizieren), Krankheitsspezifische Zitierung in der Literatur, Zitierung in Bezug
auf Krebserkrankungen, Nebenwirkungen, Wechselwirkungen, kumulative Toxizitét,
Moglichkeit 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
pddiatrischen Onkologen, einer klinischen Pharmakologin, einem Biologen und einer
Studiendrztin (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 fiir individuelle

Verlaufskontrollen.

3.8 Therapie und Verlaufskontrollen

Die Therapie erfolgte entweder stationdr 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 hduslichen Umgebung.

Die Reihenfolge und das Zeitfenster fiir 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 regelméRiger, klinischer und radiologischer Verlaufskontrollen
dokumentiert. Das Ansprechen auf die Therapie wurde nach den RECIST 1.1
Kriterien ,,Response Evaluation Criteria in Solid Tumors®“ moéglichst monatlich
ausgewertet. (Eisenhauer et al., 2009)

Verlaufskontrollen erfolgten monatlich auch fiir Patienten, die eventuell keine
zielgerichtete Therapie bekommen haben (KzT Gruppe) um Krankheitsverlauf,

Uberleben und Lebensqualitit zu evaluieren und einen Vergleich mit den mit
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zielgerichteter Therapie behandelten Patienten (zT Gruppe) zu ermoglichen.
Nebenwirkungen (NB) wurden nach den “Common Terminology Criteria for Adverse
Events “ Kriterien des “National Cancer Institute “(NCI-CTCAE) Version.4.03. in
fiinf Stufen gradiert und entsprechend dokumentiert. Die Kausalitdt der Therapie
wurde in diesem Zusammenhang nach den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation
(WHO-UMC) Kategorien als sicher, wahrscheinlich, méglich, unwahrscheinlich,
vorbehaltlich und nicht abschétzbar eingestuft. (U.S.Department Of Health And
Human Services, 2010; Meyboom & Royer, 1992) Ein Dokumentationsbogen wurde
in jeder Patientenakte hinterlegt und von den behandelten Arzten entsprechend
ausgefiillt. (Anlage 1)

Die Haufigkeit der dokumentierten Nebenwirkungen und unerwiinschten 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 Lebensqualitdt und der Leistungszustand der Patienten
wurden mittels der Karnofsky-Skala (fiir Patienten ab 16 Jahre) oder der Lansky-
Skala (fiir Patienten jiinger als 16 Jahre) bei allen Patienten an den obengenannten,
vordefinierten Zeitpunkten dokumentiert. (Lansky et al., 1987; Verger et al.,1992)
(Anlage 1)

Um die Lebensqualitdt und den Leistungszustand der Patienten in den zwei Gruppen
zu vergleichen, wurde ein Zweistichproben-T-Test fiir den Vergleich der Mittelwerte

fiir gleiche Varianzen verwendet.

3.9 Uberlebensanalyse

Das Gesamtiiberleben (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 Uberleben ,,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 anschliefend mittels der Kaplan-
Meier-Methode zwischen den zwei Patientengruppen verglichen. (Dudley et al.,

2016)
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Die Uberlebensanalyse wurde mittels GraphPad Prism Version V6.0h Software
durchgefiihrt und grafisch dargestellt.

Zusétzlich wurden folgende Risikofaktoren zwischen beiden Gruppen mittels eines
Chi-2-Unabhéngigkeitstest 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

Absitze 1, 4, 5, 6 und 7 dieses Kapitels sind eine iiberarbeitete Fassung des bereits

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

4.1 Patienten

Uber eine Zeitspanne von knapp drei Jahren erfiillten 20 Patienten mit refraktéren,
padiatrischen Sarkomen die Voraussetzungen fiir eine personalisierte, zielgerichtete
Therapie (12 méannliche und 8 weibliche). Die primédre Diagnose war ES in zehn
Patienten, OS in fiinf, 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 Erfiillung der Voraussetzungen fiir 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
refraktdr 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 Qualitdt 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 &rztlicher Entscheidung. Patient
15 (PT15) litt unter massiven Schluckbeschwerden und wurde anschliefend 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 (X*-Test) fiir den Anteil der ES in den
zwei Gruppen ist 0.65.

Weitere Risikofaktoren in der zZT-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
5 mannlich 7 mannlich 071
Geschlecht 4 weiblich 4 weiblich '
Alter bei der ED
er ber der 17.2+7.3 13.8 + 3.9 0.2F
J(DxV)
Alter bei der Registrierung 211467 18.6 + 6.6 0.42+
J(DxV)

Zeitintervall zwischen der ED und 36429 48448 0.48+

der Registrierung



J(D+V)
Krankheitsstatus bei Aufnahme in

die Registerstudie 2.4

(Anzahl der Rezidive)
* p-Wert der Chi-Quadrat-Test (X2 -Test)

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

3.2

0.22

43
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4.2 Immunhistochemie

PT1- ES

Ziel HDAC2

Lokalisation Nuklear

Fold change 3.2404

a) x 100 Vergrolerung b) x200 VergroBerung c) x400 Vergrolerung

PT1- ES

Ziel TOP2A

Lokalisation Nuklear

Fold change 10.0484

a) VergroBBerung x100 b) VergroBBerung x200 c) VergroBBerung x400
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PT2- ES

Ziel TOP2A

Lokalisation Nuklear

Fold change 3.342

a) Vergrollerung x100 b) Vergrolerung x200 ¢) Vergroerung x400

PT2- ES

Ziel HDAC2

Lokalisation Nuklear

Fold change 2.3777

a) Vergrollerung x100 b) Vergrollerung x200 ¢) Vergrolerung x400

PT2- ES

Ziel FGFR1

Lokalisation
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 6.474

a) VergroBBerung x100 b) VergroBerung x200 ¢) VergroBBerung x400
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PT3- ES

Ziel TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 2.9749
a) Vergrollerung x100

b) Vergrolerung x200 ¢) Vergrolerung x400

PT3- ES

Ziel FGFR1

Lokalisation
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 2.834

a) VergroBerung x100

b) VergroBerung x200 ¢) Vergroerung x400

PT4- RMS

Ziel FGFR1

Lokalisation
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 3.7466

a) Vergrollerung x100

b) Vergrollerung x200 ¢) Vergrolerung x400
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PT4- RMS

Ziel TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 5.1575
a) Vergrollerung x100

b) Vergrolerung x200

3 BRI
1 pES EW 2

¢) Vergroerung x400

7 -
;‘ 2

PT5- SYS

Ziel TOP2A
Lokalisation Nuklear
Fold change 1.6785
a) Vergrollerung x100

b) Vergrollerung x200 ¢) Vergrolerung x400

PT5- SYS

Ziel FGFR1
Lokalisation
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 1.3641

a) Vergrollerung x100

b) Vergrolerung x200 ¢) Vergrolerung x400
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PT7- ES

Ziel TOP2A

Lokalisation Nuklear

Fold change 3.4151

a) Vergrollerung x100 b) Vergroerung x200 ) Vergroerung x400

PT7- ES

Ziel RET

Lokalisation
Zellmembran/Zytoplasma
Fold change 7.1312

a) VergroBBerung x100 b) Vergroerung x200 ¢) VergroBBerung x400

Kontrollgewebe Kontrollgewebe Kontrollgewebe
anti FGFR1 in der Niere anti HDAC?2 in der Tonsille anti TOP2A in der Tonsille
_ The human protein atlas_ _ The human protein atlas_ _ The human protein atlas_




Kontrollgewebe
anti RET in der Niere AT :
_ The human protein atlas_ ) ’ * @

Tabelle 4: Zusammenfassung der gefarbten Ziele

Der geschitzte durchschnittliche Inhalt des Zielproteins in den untersuchten
reprasentativen Proben mit der Intensitdt der Farbung und die korrelierende Fold

Change der Genexpressionsanalyse

Patient  Ziel Fold % Positive Zellen Intensitdt der
Change im THC Farbung
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




Abbildung 12: Die Genexpression und der Anteil der positiven Ziele der IHC

Der mRNA-Expressionswert berechnet durch den Fold Change und der korrelierende
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geschdtzte Anteil des Zielproteins in der IHC. Fiir 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 geschétzten Anteil der positiv gefarbten Zellen bzw. Zielen in der
Immunhistochemie. In einer einfachen linearen Regression betrdgt das Bestimmtheitsmald
R2=10.0016 und die Regressionsgerade y = -0.0025x + 4.2716.

Weitere Analysen zeigen ebenso keine Korrelation zwischen dem Uberleben ab
Therapiebeginn (R? = 0.0002, y = -0.0299x+171.22), dem progressionsfreien Uberleben
ab Therapiebeginn (R? = 0.0286, y = -0.1427x + 75.75) und dem geschéatzten Anteil der
positiv gefarbten Ziele in der Immunhistochemie. Diese Ergebnisse wurden als

Streudiagramme in Abbildungen 13, 14 und 15 illustriert.

Abbildung 13: Streudiagramm fiir das mRNA und die IHC
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Abbildung 14: Streudiagramm fiir das Uberlebens und die IHC
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Abbildung 15: Streudiagramm fiir das progressionsfreies Uberleben und die IHC
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4.3 Immuninfiltration

Die geschéatzte 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 geschadtzte relative Inhalt von Immunzellen illustriert als Bruchteile des geschitzten
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
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Abbildung 17: Ausschnitt der Heatmap der CIBERSORT Analyse

Ausschnitt aus der Heatmap des geschatzten Immunzellanteils basierend auf der
CIBERSORT-Dekonvolutionsanalyse im Vergleich zur integrierten LM?22-
Immunsignatur. Rotmarkierte Felder bzw. Zellen sind hochexprimiert und blaumarkierte
sind unterexprimiert bzw. unverdndert im Vergleich zur LM22. Fiir die Qualitdtskontrolle
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) fiir jede Patientenprobe berechnet. Fiir die

Analyse wurden 100 Permutationen definiert sowie ein P-Schwellenwert von unter 0.05.

Input B cells B cells Plasma Ie;iIII:tory Macrophages Pearson
sample naive memory cells T cells CD8  (Tregs) MO P-value Correlation RMSE
PT4 0.06 0.105 0.121 1.068
PT13 0.031 0.149 0.081 0.374 0.046 1.080
PT6 0.075 0.153 0.158 0.065 0.611 0.016 1.093
PT10  0.026 0.087 0.012 0.231 1.002
PT5 0.048 0.085 0.011 0.237 1.002
PT2 0.035 0.148 0.113 0.087 0.509 0.027 1.076
PT11 0.032 0.102 0.083 0.131 1.058
PT20 0.136 0.061 0.157 0.211 0.081 1.061
PT3 0.074 0.15 0.16 0.069 0.000 0.524 0.853
PT17 0.049 0.033 0.046 0.158 1.063
PT1 0.091 0.342 0.052 1.092
PT19 0.087 0.051 0.047 0.000 0.649 0.771
PT8 0.093 0.084 0.138 0.214 0.080 1.081
PT16 0.038 0.049 0.000 0.472 0.883
P17 0.071 0.155 0.125 0.110 1.051
PT14 0.085 0.146 0.128 0.076 0.004 0.334 0.951
PT14 0.142 0.151 0.146 0.098 0.000 0.481 0.877
PT9 0.04 0.052 0.127 0.073 0.137 1.043
PT15 0.136 0.081 0.001 0.387 0.927
PT12 0.033 0.089 0.05 0.004 0.273 0.987




Abbildung 18: Gesamte Heatmap der CIBERSORT Analyse

Gesamte Heatmap des geschétzten 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 durchgefiihrt. 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 haufigsten 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), NROB1 (nuclear receptor subfamily O 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
haufigsten verwendet. Zytotoxische Medikamente wie Topoisomerase-II-Inhibitoren,
darunter Epirubicin, Etoposide und Idarubicin wurden auch héaufig eingesetzt. Andere
Medikamente die als zielgerichtet Therapien verwendet wurden sind der mTOR-Inhibitor
Everolimus, das Taxan Paclitaxel, sowie Differenzierungsinhibitoren wie das Histon-
Deacetylase (HDACsSs) Inhibitor Vorinostat und das Vitamin-A-S&dure bzw. all-trans-
Retinsdure Tretinoin. Aulerdem 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
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b. Eingesetzte zielgerichtete Therapien nach Art der Medikamente



Haufigkeit

Histone-deacetylase Inhibitoren _

Tyrosinkinaseinhibitoren
Proteinkinaseinhibitoren
Topoisomerase-l+Inhibitoren
Mitoseinhibitoren

Zytotoxische
Arztneimittel

Kinase-
inhibitoren

All-trans-Retinsdure _

Differenzierungs-
inhibitoren

mTOR-Inhibitoren _
Nukleosid-Analogon _
nicht-steroidales Antirheumatika _

Diuretika _
Metalloidoxide _
Vitamine _

andere

Tabelle 5: Zusammenfassung der identifizierten Ziele und Medikamenten

Patient

PT1_1

PT1_2

PT1_3

PT1 4
PT2

Diagnose

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom

Ziel
HDAC?2
STEAP1
HDAC?2

BRAF
NROB1
SCNN1G
CCND1
PRKCB
ALK
HDAC2
FGFR1

Medikament

Vorinostat
Paclitaxel
Vorinostat
Sorafenib
Tretinoin
Triamteren
Arsentrioxid
Vitamin E
Crizotinib
Vorinostat

Ponatinib
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PT3

PT4

PT5

PT6

PT7

PT8

PT9

Ewing Sarkom

Rhabdomyosarkom

Synovialsarkom

Ewing Sarkom

Ewing Sarkom

Osteosarkom

Osteosarkom

TOP2A
STEAP1
ALK
TOP2A
FGFR1
MET
TOP2A
FGFR1
FGFR1
RRM1
TOP2A
EGFR
TOP2A
STEAP1

RET
PDPK1
PDGFRB
TOP2A

SRC, MAP2K1

PTEN
FGFR3
Cdkn2a/b

Idarubicin
Paclitaxel
Crizotinib
Etoposide
Sorafenib
Crizotinib
Epirubicin
Ponatinib

Ponatinib

Gemcitabine

Etoposide
Gefitinib
Idarubicin

Paclitaxel

Imatinib
Celecoxib
Dasatinib
Epirubicin

Everolimus
Sorafenib
Pazopanib

Palbociclib

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

aufgetretenen unerwiinschten 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 unerwiinschten

Ereignisse

Patient

PT1 1

PT1_2

PT1_3

PT1 4
PT2

PT3

PT4

PT5

Therapie

Vorinostat
Paclitaxel
Vincristine

Vorinostat

Sorafenib

Triamteren
Tretinoin

Arsentrioxid

Vitamin E
Crizotinib

Vorinostat
Ponatinib
Idarubicin
Paclitaxel

Crizotinib
Etoposide
Sorafenib
Crizotinib,
Epirubicin
Ponatinib

Gemocitabine
Etoposide
Ponatinib
Gefitinib

Ansprechen

Stabile
Erkrankung
(7 Monate)

Stabile

Erkrankung
(2 Monate)

Progression

Progression

Progression

Progression

Stabile
Erkrankung
(7 Monate)

Progression

Unerwiinschte

Ereignisse
Lymphopenie

Thrombozytopenie

aPTT Verldangerung

Anamie

Knochenschmerzen

Dyspnoe
Lymphopenie

Neutropenie

n.a.

Neutropenie

Lymphopenie

Erhohtes AST Wert
Erhohtes Bilirubin

Wert

Neutropenie
Andmie

Lymphopenie

Grad Kausalitat

N W N B

uw

uw



Husten 2 uw
Perikarderguss 2 uw
Pleuraerguss 1 uw

PT6 Idarubicin n.a. n.a.
Vorinostat

PT7 Imatinib Progression Angstattacken 4 S
Dasatinib
Epirubicin Depression

Celecoxib .
Anamie

Lymphopenie

4

4
Neutropenie 4 S

4

Thrombozytopenie 4

2

Ubelkeit

Erbrechen 2 S

PTS8 Everolimus  Stabile Panzytopenie 2 S
Erkrankung .

(7 Monate) Thrombozytopenie 3 S

Neutropenie 4 S
Knochenschmerzen n.a. S
Herzinsuffizienz n.a. S

Hand-FuRB-Syndrom 2 w

neuropathischer 2 \
Schmerz

PT9 Pazopanib Stabile Inaktivitat n.a. ]
Erkrankung Miidigkeit
(5M, Lunge) Ubelkeit Neutropenie
Progression
(Abdomen)
s: sicher, m: moglich, uw: unwahrscheinlich, w: wahrscheinlich, n.a.: nicht verfiigbar,
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
hauptsdchlich gegen Schmerzen) behandelt.

Die aufgetretenen, krankheitsbedingten, unerwiinschten Ereignisse sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 7: Unerwiinschte Ereignisse bei der KzT-Gruppe

Patient Unerwiinschte Ereignisse Grad

PT10 Krampfanfall
Lungenddem
Hypokalidmie
kutanes Odem
Anédmie
Erhéhung des AST Wertes
PT11 Pleuraerguss
Harnwegsinfektion
Lymphopenie
Dyspnoe
Sepsis
Hypokalidmie
Erhéhung des AP Wertes
Anédmie
PT12
Dysphagie
Lymphopenie

Sepsis

PT13 Sinusbradykardie
PT14 n.a.

Erhohung des Amylases 1

=~ B~ W W N P B W W NN N N N =R =R N DN

PT15
Lymphopenie 3
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Dysphagie 3

Hyperkalzdmie 1

Schmerzen 1

PT16 Anédmie 2

Infusionsbedingte Reaktion 2

Tachykardie 3
PT17 Pardsthesie n.a.
Hypokaldmie n.a.
Erhohte 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 Haufigkeit von Grad-2, Grad-3 und
Grad-4 der unerwiinschten Ereignisse zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (Chi-
Quadrat Test jeweils P=0.98, 0.54 und 0.12). Die Grad-1 unerwiinschten Ereignisse traten
signifikant seltener bei den zT Patienten auf (Chi-Quadrat Test P=0.009).
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Abbildung 21: Haufigkeit von Grad 1, Grad 2, Grad 3 und Grad 4 Nebenwirkungen
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4.6 Lebensqualitat

Die Lebensqualitdt, eingeschétzt 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: I ebensqualitiat nach Karnofsky- und Lansky-Skala
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Gesamtiiberleben (OvS)

Patienten, die eine zielgerichtete Therapie erhalten hatten (n = 9), wiesen ein signifikant
erhohtes Gesamtiiberleben (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
gegeniiber 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 Schitzung des Gesamtiiberlebens
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Patienten, die eine zielgerichtete Therapie erhalten hatten (n = 9), wiesen ein signifikant
erhohtes progressionsfreies Uberleben 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 gegeniiber 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 Schitzung des progressionsfreien Uberlebens
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Péadiatrische Knochen- und Weichteilsarkome werden wie viele andere Krebsarten in
erster Linie mit zytotoxischen Chemotherapien behandelt. Diese Therapien erfassen
Zellen, die sich schnell vermehren, hauptsdchlich also maligne Krebszellen aber auch
normale, sich schnell multiplizierende Koérperzellen. Die zielgerichteten Therapien sollen
im Gegensatz dazu spezifische oder zumindest selektive Verdnderungen in Krebszellen
adressieren und zu weniger unerwiinschten Wirkungen fiihren. Bei unerwiinschten
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) ermoglichen eine
breite und schnelle Analyse des Krebsgenoms. Diese Methoden wurden in
internationalen kooperativen Projekten eingesetzt, um die genomischen Verdnderungen
bei zahlreichen Krebsarten und Patienten zu analysieren, zu dokumentieren und daraus

fiir viele Wissenschaftler 6ffentlich zugéngliche Datenbanken zu generieren.

Die Erkenntnisse aus diesen groflen Projekten, sowie zahlreiche kleinere
wissenschaftliche Untersuchungen, fiihrten zu neuen Perspektiven in Hinblick auf
Krebskrankheiten. Die vorher histologisch und anatomisch als distinkt betrachteten
Krebsentitdten wiesen in diesen breiten Analysen dhnliche Eigenschaften und Merkmale
auf. Das Cancer Hallmark Modell von Hanahan und Weinberg war revolutiondr, aber
auch wissenschaftlich sehr anerkannt, weil es die bisherigen Erkenntnisse {iber das
Verhalten von Krebszellen und die Mechanismen fiir Uberleben, Vermehrung und

Metastasierung sehr gut zusammengefasst hat.

Als diese Mechanismen und die unterliegenden und dazu notwendigen genetischen
Veranderungen genauer untersucht wurden, konnten zahlreiche Therapien entwickelt
werden, die diese Mechanismen und Veradnderungen 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 Verdnderungen 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 Verdnderungen 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-Uberlebensrate deutlich geringer. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate bleibt seit 1990 bei 67% fiir Jugendliche mit OS und seit 1995 bei 59%
und 48% fiir Jugendliche mit ES bzw. RMS. Dies gilt besonders fiir 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 pddiatrischen 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 fiihrten zu biologisch verankerten und pragmatischen Designs von klinischen
Studien, die eine Prizisionsmedizin bei einzelnen Patienten in verschiedenen
Altersgruppen ermoglichen. Diese Studiendesigns orientieren sich an dem Vorhandensein
von spezifischen Mutationen bei der Therapieauswahl. Pddiatrische Tumore und
besonders pddiatrische Knochen- und Weichteilsarkome zeigen deutlich weniger
somatische Mutationen im Vergleich zu den Tumorerkrankungen bei erwachsenen
Patienten. (Lawrence et al., 2013; Grobner et al., 2018)

Die Mutationsanalyse soll eine Gesamtschau der zugrundeliegenden Mechanismen und
Fahigkeiten von Krebszellen liefern. Die Expressionsanalyse ermdglicht im Vergleich zur
Mutationsanalyse einen Uberblick iiber die aktuelle, genetische Aktivitdt in den
Krebszellen bei einzelnen Patienten und kann sich in verschiedenen Proben und

Zeitpunkten auch dndern.
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Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit padiatrischen Knochen- und
Weichteilsarkomen, die trotz verschiedener konventioneller Therapieprotokolle mehrfach
unter Rezidiven leiden, werden meist palliativ behandelt. Fiir diese Patienten sind die
Therapieoptionen oft ausgeschopft und daher ist die Lebensqualitét in dieser Phase fiir sie
sehr entscheidend.

In dieser Registerstudie wurden Proben von 20 Kindern, Jugendlichen und jungen
Erwachsenen mit refraktdren padiatrischen 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. Fiir die
Zielanalyse wurde eine maschinelle Lernsoftware (TARGETgene), die funktionelle Gen-
Gen Netzwerke integriert, verwendet. Zusétzlich wurden online-verfiigbare Datenbanken
(KEGG und REACTOME) sowie GSEA fiir die Visualisierung der differentiell
exprimierten Signalwege und der Zentralitdt und Funktionalitdt der hochexpremierten
Gene verwendet.

Im Rahmen dieser Studie wurden therapierbare Ziele in allen 21 Proben von 20 Patienten
festgestellt. Das ist von groler praktischer Bedeutung in Hinblick auf die relativ geringe
Mutationslast in padiatrischen Knochen- und Weichteilsarkomen.

Die funktionelle Genexpressionsanalyse in dieser Studie bietet besonders fiir Patienten,
die konventionelle Therapieoptionen ausgeschopft haben, weitere Therapieoptionen im
Rahmen eines personalisierten Heilversuchs. Die Auswahl von Therapeutika erfolgte
nach pharmazeutischer Expertise und wurde durch ein Tumorboard konsentiert. Es
berticksichtigte die quantitative und qualitative Zielanalyse sowie Eigenschaften der
passenden Therapeutika in Anbetracht der prazisen 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 mégliche Escape-Mechanismen der
Krebszellen zu verhindern oder zu erschweren. Dabei wurde eine gute Lebensqualitdt 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 hdufigsten eingesetzt. Die Letzteren zdhlen zu den zytotoxischen
Krebsmedikamenten. Der Grund dafiir 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 gegeniiber
Doxorubicin-haltiger-Therapien zu erkldren ist. Weitere Analysen der Expressionsdaten
zeigten, dass Patienten in der zT-Gruppe eine signifikant héhere Expression von TOP2A
im Vergleich zu Patienten in der KzT-Gruppe aufweisen, was zu einer schlechteren
Prognose fiihren konnte.

Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit eine zielgerichtete Therapie mittels
Expressionsanalyse erhalten haben (n=9) hatten ein signifikant hoheres Gesamtiiberleben
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 hoher bei Patienten in der zZT-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, konnte der Krankheitsverlauf bzw. die weitere Progression nicht
verhindert werden. Eine Stabilisierung der Krankheit fiir 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 konnten eine Rolle gespielt haben, wurden aber im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Die Lebensqualitdt von den mit zielgerichteter Therapie behandelten Patienten war trotz

Kombinationstherapie nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den palliativ



71

behandelten Patienten. Die unerwiinschten Ereignisse waren nicht signifikant haufiger in
der zT-Gruppe. Allerdings traten die schweren G4 UEs dreifach 6fter bei der zZT-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 friihzeitigen
Aussetzung der Therapie fiihrte. Diese Daten deuten auf eine gute Vertraglichkeit der
zielgerichteten Therapie hin.

Das Uberleben ist deutlich héher bei dieser kleinen Patientengruppe. Die hier
festgestellten Befunde sind allerdings, aufgrund der kleinen Patientenzahl, statistisch
nicht aussagekraftig. Erfahrungsgeméal war die nach dieser Methode durchgefiihrte
zielgerichtete Therapie klinisch machbar und hat den meisten Patienten wertvolle
Lebenszeit geschenkt. Da die Biopsien ausnahmsweise klinisch indiziert waren, hat die
Durchfiihrung der Analyse keine zusétzliche Belastung fiir die Patienten dargestellt. Die
daraus gewonnenen Informationen leiteten eine besser informierte klinische
Entscheidungsfindung, insbesondere in Anbetracht der Ausschépfung etablierter
Therapiemoglichkeiten.

Die Ergebnisse dieser kleinen Registerstudie korrelieren mit den beobachteten
Ergebnissen von mehreren dhnlichen, aber groReren nationalen und internationalen
Studien. In der deutschen INFORM Registerstudie wurden 962 Proben von Kindern,
Jugendlichen und jungen Erwachsenen mit refraktdren 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
verdnderte 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)
Ahnliche Studien der Pizisionsmedizin in der pidiatrischen Onkologie wurden bereits
publiziert. Die amerikanische MATCH Studie untersuchte als ,,umbrella trial“ das
Vorhandensein verschiedener genetische Verdnderungen und behandelte den Patienten in

den entsprechenden therapeutischen Armen bzw. Unterstudien. (Allen et al. 2017) Die
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franzosische MOSCATO-01 analysierte Proben von 75 Patienten hauptsachlich mittels
Sequenzierung und konnte in 60.9% der Patienten ,actionable targets® identifizieren.
(Harttrampf et al., 2017) Ahnlich 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 dhnliche Studien wurden in (Forrest et al., 2018) sowie in (Burdach et
al., 2018) zusammengefasst.

Die Verwendung von Genexpressionsanalysen ermoglichte bei unserer Arbeit
behandelbare Ziele in allen analysierten Patienten festzustellen. Das Vorhandensein von
genetischen Verdnderungen mittels Sequenzierung wurde in diesem Rahmen nicht
untersucht. Obwohl solche Untersuchung wertvolle Informationen liefern kénnen, war
die Genexpressionsanalyse in diesem Fall ausreichend, um eine informierte und teilweise
effektive personalisierte Therapie zu ermoglichen.

Im Laufe dieser Arbeit stellten sich einige Fragen beziiglich der Ubertragbarkeit 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 fiir die
Zielanalyse verwendet wurden, mittels Immunhistochemie gefarbt.

Es wurden zwei bis drei hoch exprimierte Ziele pro Probe auf das Vorhandensein von
Zielproteinen untersucht und dabei der Anteil der geschétzten positiven Zellen berechnet.
Obwohl die Expression der entsprechenden Proteine histologisch nachweisbar war,
konnte keine Korrelation zwischen die Hochexpression der mRNA und der geschitzte
Anteil der positiv gefarbten Zellen oder der Intensitédt der Farbung nachgewiesen werden.
Da lediglich sechs von neun Proben histologisch untersucht wurden, sind diese
Ergebnisse nur eingeschrankt aussagekraftig. Hochstwahrscheinlich spielen weitere
Faktoren in der Expressionskaskade eine Rolle bzw. die Hochexpression von mRNA
tibertragt sich nicht direkt auf eine entsprechende Hochexpression des Zielproteins. Ob
die gewdhlten 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, bestétigt unter diesen Pramissen die
beobachteten Effekte, allerdings ist die Intensitdt der Farbung bzw. der geschétzte Anteil
der positiv geférbten Zellen in der IHC mit den Uberlebensdaten nicht korrelierbar. Dies
gilt jedoch auch fiir etablierte Therapien wie z.B. die Checkpoint-Inhibition. Diese
Analyse war eher ein préalimindrer Versuch, mogliche Muster zu entdecken. Die
quantitative Expression hat hochstwahrscheinlich keine zuverldssige Aussagekraft
hinsichtlich des Ansprechens auf die Therapie. Eine zielgerichtete Therapie konnte grof3e
Effekt erzielen, in dem die Uberlebens-und Vermehrungsmechanismen der Tumorzellen
effektiv unterbunden werden. Dazu ist es wichtig zu evaluieren, ob die adressierte
Zielstruktur fiir den Tumor verzichtbar oder unverzichtbar ist: Ein Ziel welches hoch
exprimiert aber weniger zentral ist fiir den Tumor ist, wird weniger bestimmend sein in
Hinblick auf die Effekte bzgl. des Uberlebens und der Vermehrung der Tumorzellen.
Vorausgesetzt, dass die gewdhlten zielgerichteten Therapien die entsprechenden Ziele
angreifen, konnte eine Therapie, welche die haufig exprimierten und gleichzeitig
zentralen Ziele angreift, die Tumorlast reduzieren und das Uberleben verldngern.
Hinsichtlich der Heterogenitdt im Tumor bzw. des angenommenen Vorhandenseins von
verschiedenen Arealen im Tumor, die eine unterschiedliche Expression zeigen, ist eine
einzige Biopsie nicht reprasentativ. Auerdem ist es wahrscheinlich, dass verschiedene
Metastasen in einem einzigen Patienten unterschiedliche Genexpressionsprofile
aufzeigen und entsprechend unterschiedlich auf die gewdhlten zielgerichteten Therapien
reagieren.

Eine Wiederholung der Biopsie im Laufe der zielgerichteten Therapie wére
wissenschaftlich und klinisch interessant, ist aber nur in Einzelfédllen praktikabel oder
vertretbar.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse vieler Studien der Pazisionsmedizin, weisen
Wissenschaftler vermehrt auf die sog. angeborene darwinistische Evolution im Tumor
hin, welche den Tumorzellen ermdoglicht ,,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 Plastizitdt 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 padiatrischen Tumoren, zeigen eine ausgepragte Plastizitdt auf
der genetischen und auch der epigenetischen Ebene. Eine zielgerichtete Therapie, welche
die onkogenabhdngigen Signalwege bzw. ,,oncogene addiction pathways“ nicht
blockieren, férdern 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 Moglichkeit 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 Uberleben anhand dieser Informationen
vorhersagen. (Zhou et al., 2018; Qiu et al., 2020) Ob eine klinisch relevante Vorhersage
der Genexpression oder des Mutationsstatus mittels Bildgebung méglich wire, 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
Prazisionstherapie 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 iiber die Tumorzellen, sondern auch iiber alle anderen Zellen, die in
der Biopsie vorhanden sind. Mit Hilfe von Algorithmen, die bestimmte Signaturen von
22 verschiedenen Immunzellen identifizieren, war es moglich, ein gewisses Muster in

den Proben zu entdecken.
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Alle Patienten zeigten eine Signatur von Plasmazellen, CD8 T-Zellen, MO Makrophagen
und Treg Zellen. Obwohl histologisch nicht untersucht, deuten diese Analysen auf eine
den Tumor begiinstigende Mikroumgebung hin, korrelierend mit fritheren Studien, die
auf eine immunsuppressive Mikroumgebung in ES bzw. OS hindeuten (Evdokimova et
al, 2022). Auch wenn diese prédlimindren Befunde im Rahmen der aktuellen Arbeit nicht
weiterverfolgt wurden, ist es vorstellbar, dass diese Informationen im Fall einer
moglichen personalisierten Immuntherapie bedeutend sein kénnten.

Neben der experimentellen Reproduzierbarkeit der Daten sind die Array Informationen
sehr von der rechnerischen und statistischen Analyse abhdngig. 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 fiir

mogliche individualisierte und personalisierte Therapien dar.

6 Zusammenfassung

Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit padiatrischen Knochen und
Weichteilsarkomen haben weniger von den Fortschritten der Krebstherapie in den letzten
zwanzig Jahren profitiert als z.B. Kinder mit Leukdmien. 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, dhnliche 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 refraktdren Patienten wurden mittels GeneChip Arrays untersucht und
mit Hilfe online verfiigbare 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 fiir die Patienten
anhand der Ergebnisse der Analysen ausgewdhlt. Im Vergleich zu Patienten, die keine
zielgerichtete Therapie bekommen haben, zeigten Patienten, die mit einer

personalisierten, zielgerichteten Therapie behandelt worden verldngertes
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Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben. Die Lebensqualitét blieb dabei nicht
signifikant unterschiedlich.

Die Daten aus der Expressionsanalyse ermoglichen eine evidenzbasierte Therapieauswahl
bei refraktdren Patienten und bieten vielen Informationen iiber den Tumor bei jedem
einzelnen Patienten. Die Methode der Therapieauswahl ist wissenschaftlich

reproduzierbar sowie klinisch anwendbar.
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Dokumentationsbogen fiir Nebenwirkungen und unerwiinschten Ereignissen sowie fiir

Lebensqualitdt QoL

o

hlinik Mdnche

‘Bchwabing

Toxicity Evaluation

and

Performance Status

NCI-CTCAE definitions of severity for adverse reactions
Degree of Severity

Grade

BWN R

Mild; with no or mild symptoms; n

terventions required

Moderate; minimal intervention indicated;some limitation of activities

Severe but not life

require; li

Life-threatening; urgent intervention required
Death related to AE

ATTRIBUTION OF ADVERSE EVENTS

Code
5

a4
3
Z
1

Descriptc
Definite
Probable
Possible
Unlikely
unrelateq

Definition

The adverse event is Clearly related to therapy

The adverse event is likely related to therapy
The adverse event may be related to therapy
The adverse event is doubtfully related to therapy

The adverse event is Clearly NOT related to therapy

Toxicity Classification sccording to CTCAE v4.03: June 14, 2010
and Lansky/Karnofsky Performance Status

Performance
Kamofsky Sc
{3 100 Normal,

Status
ale (age > 16 years]

Ino complaints, no evidence of disease

1 of ability to care for self

] 100 Fully active

Patient Name

Date of Birth

-Patientenaufkieber-

|0 90 Able to carry on normal activity ] 90 Minor res ion in physicaly strenuous play

|0 80 Normal activity with effort [ 80 Restricted in strenuous play, tires more easily, otherwise active

|0 70 cares for self, unable to carry on normal activity or to do active w1 70 Both greater restrictions of, and less time spent in active play

|[J 60 Requires occasional assistance but is able to care for most nee¢[] 60 Ambulatory up to 50% of tim, limited active play with assistance/supervision

|0 50 Requires considerable assistance and frequent medical care [ 50 Considerable assistance required for any active play, fully able to engage in quiet play
|0 40 Disabled, requires equivalent of institutional or hospital care ] 40 Able to initiate quite activities

|0 30 Severly disable, hospitalization indicated, although death not im|[] 30 Needs considerable assistance for quiet activity

|00 20 Very Sick, hospitlization necessa [J 20 Limited to very passive activity intitated by others

|[J 10 Moribund, fatal process progressing rapidly 110 C i not even passive play

Toxicities
Category

Blood and Lymphatic

grade 1

grade 3

grade 4

Attribution
Code

grade 5  Not Thy

justmen
based on toxicity

|Anemia WNL <LLN -10.0 g/dL <10.0 - 8.0 g/dL <8.0 g/dL. Life-threatening Death ClYes |CINo
|(Hemoglobin) <LLN - 6.2 mmol/L  [<6.2 -4.9 mmol/L consequences; a o
|(Hgb) <LLN - 100 g/L <100 - 80g/L urgentintervention
indica
INR WNL >1-1.5x ULN; >15-25x ULN; q - - O No
>1- 1.5 times above | >1.5 - 2.5 times above  |>2.5 times above ~
baseline if on baseline if on baseline if on =] ==
i 9 t
|Activated partial  |WNL SULN-15xULN  [>15-25xULN >2.5 x ULN; = = Yes | No
|{thromboplastin hemorrhage ] —
time (aPTT)
|Lymphocytes WNL <LLN - 800/mm3; <800 - 500/mm3; <500 - 200/mm3; <200/mm3; - = O Yes |CNo
| <LLN -0.8x 10e9 /L |<0.8 - 0.5 x10e9 /L <0.5-0.2 x10e9 /L <0.2 x 10e9 /L —
[Neutrophils WNL <LLN - 1500/mm3;  |<1500 - 1000/mm3; <1000 - 500/mm3; <500/mm3; <0.5 x — O Yes | No
| <LLN - 1.5x 109 /L [<1.5- 1.0x 10e9 /L <1.0- 0.5 x10e9 /L 10e9 /L O —
|Platelet count WNL <LLN - 75,000/mm3; |<75,000 - 50,000/mm3; |<50,000 - 25,000/mm3; |<25,000/mm3; - o —_ |OYes [ONo
<LLN -75.0 x 10e9 /L |<75.0- 50.0 x 10e9 /L <50.0 - 25.0 x 10e9 /L |<25.0 x 10e9/L
Febrile neutropenia |No _ IC ANC <1000/mm3 with a |Life-threatening Death O Yes |0 No
| single consequences; urgent
temperature of >38.3C |intervention indicated
or a sustained = =
temperature of
| >=38 degrees C > 1
[Bone marrow No Mildly or |Aplasti for |Death O Yes |0 No
| hypocellular <=25% reduction or >25 - <50% reduction [>50 - <=75% reduction |longer =
from normal ity for |from normal cellularity than 2 weeks o —
ity for age age for age
|Disseminated No _ Laboratory findings with |Laboratory findings and |Life-threatening Death O Yes | No
intravascular no bleeding bleeding consequences; urgent (m] —
i intervention indi
Hemolysis Normal |Laboratory evidence Fvldenoe of hemolysis | Transfusion or medical |Life-threatening Death Yes |O No
of and >=2 gm in_|intervention i r urgent m] -
only in intervention indi
|Leukocytosis No - — >100,000/mm3 Clinical manifestations |Death CYes |CNo
of leucostasis; urgent (m] —
intervention indicated
Cardiovascular
|Electrocardiogram |WNR  |QTc 450 -480ms  |QTc 481 - 500 ms QTc >= 501 msonat |QTc >= 501 or >60 ms |— 0O Yes |CJ No
| least change from baseline
|corrected interval two separate ECGs and Torsade de
|prolonged pointes or ] s
| polymorphic
ventricular tachycardia
or signs/symptoms of
[Palpitations No Mild Ir - — = O Yes |0 No
intervention (] —_—
| = not indicated _ 1 L ] I
|Ventricular No i N gent medical Medical intervention indi¢Life-threatening Death O No
|arrhythmia i i i ion indicated consequences;
not indicated hemodynamic o .
‘compromise; urgent
intervention indicated




soft tissue or bone

intervention indicated

Heart failure No Y ic with with mild to Severe with symptoms |Life-threatening Death OYes |0 No
laboratory moderate activity or at rest consequences; urgent
(e.g., BNP[B- exertion or with minimal activity |intervention indicated
Natriuretic or (e.g., continuous IV
Peptide ]) or cardiac exertion; therapy i
Chest pain - No Mild pain Moderate pain; limiting Pain at rest; limiting self |- — O Yes |0 No
cardiac instrumental ADL care ADL
Conduction No Mild Severe Life ing Death O Yes |0 No
|disorder intervention not intervention indicated consequences; urgent
|indicated intervention indicated
Hypertension No Prehypertension Stage 1 hypertension Stage 2 hypertension Life-threatening Death OYes |00 No
(systolic BP 120 - (systolic BP 140 - 159 (systolic consequences (e.g.,
139 mm Hg or 'mm Hg or diastolic BP 90 |BP >=160 mm Hg or malignant
diastolic BP 80 - 89 |- 99 mm Hg); diastolic BP >=100 mm |hypertension
mm Hg) imedical intervention Hg); medical transient or
indi recurrent or intervention it P
persistent (>=24hrs); more than one drug or |neurologic defici
ic i y |more il ive therapy |hypertensive cri:
>20 mm Hg (diastolic) or |[than previously used urgent
to >140/90 mm Hg if indicated intervention indicated
previously WNL; Pediatric: Same as Pediatric: Same as
monotherapy indicated  |adult adult
Pediatric: recurrent or
persistent (>=24 hrs) BP
>ULN; monotherapy
indicated
Ear and labyrinf
Hearing impaired |No Threshold shift >20  |[Threshold shift >20 dB at |hearing loss sufficient to |/Audiologic — COYes |1 No
(Pediatric: ona 1, dB at 8 kHz in at 4 kHz and above in at indi i indication for
2, 3,4, 6and 8 kHz least one ear least one ear. intervention, including  |implant
audiogram) hearing aids; threshold |and additional
shift >20 dB at 3 kHz speechlanguage
and above in at least related services
one ear; additional indicated
speechlanguage related
Vertigo No Mild — - O Yes |0 No
limiting instrumental ADL
Middle ear No Serous otitis Serous otitis, medical i of |Lif ing Death OYes |0 No
inflammation intervention indicated canal consequences; urgent

Gastrointestinal

clinical or diagnostic
observations onl

intervention indicated

worse) in the affected
leve

Blurred vision No Intervention not indica|Symptomatic; limiting Limiting self care ADL |- — CYes |1 No
instrumental ADL
Dry eye No multiple D in visual — — OYes |0 No
clinical or diagnostic |agents indicated; limiting |acui
i only; L (<20/40); limiting self
mild symptoms care
relieved by lubricants ADL
Optic nerve disordetNo Asymptomatic; Limiting vision of the Limiting vision in the |Blindness (20/200 or |- OYes |1 No
clinical or diagnostic |affected eye (20/40 or affected eye (worse worse) in the affected
lobservations only better) than 20/40 but better eye
than 20/200)
Photophobia No Symptomatic but not |Limiting instrumental ADL |Limiting self care ADL |- — OYes |00 No
limiting ADL
Uveitis No Asymptomatic; /Anterior uveitis; medical or p: ti (20/200 or |- OYes |0 No

clinical or diagnostic
lobservations only;
intervention not

function; medical
intervention
indicated

or
gastric function; TPN or

consequences; urgent
operative intervention

Colitis No Asymptomatic; Abdominal pain; mucus |Severe inal pain; |Life ing Death O Yes |0 No
clinical or diagnostic |or change in bowel habits; urgent
lobservations only; blood in stool medical intervention intervention indicated
intervention not indicated; peritoneal
lindicated signs
Constipation No O i or P with |Obstipation with manual |Life-threatening Death OYes |0 No
intermittent regular use of laxatives |evacuation indicated; consequences; urgent
symptoms; or limiting intervention indicated
ional use of limiting self care ADL
stool softeners, instrumental
i /ADL
Diarrhea No Increase of <4 stools |Increase of 4 - 6 stools  |Increase of >=7 stools |Life-threatening Death OYes |ONo
per day per per day over baseline; |consequences; urgent
over baseline; mild  |day over baseline; incontinence; intervention indicated
|increase in moderate hospitalization
lostomy output i in ostomy output|indi
‘compared to p: to i severe il in
baseline ostomy
output compared to
Dry mouth No lic without oral |Inability to adequately |- — OYes [ No
significant dietary intake alterations ; aliment orally; tube
alteration; unstimulated saliva 0.1 feeding or TPN
unstimulated saliva  |to 0.2 ml/min indicated; unstimulated
flow >0.2 ml/min saliva <0.1 ml/min
[Enterocolitis No it pain; mucus |Severe or persistent Life-threatening Death O Yes |0 No
clinical or diagnostic |or pain; fever; urgent
lobservations only; blood in stool ileus; peritoneal signs  |intervention indicated
intervention not
indicated
Gastric No Mild; intervention not T Life ling Death OYes |0 No
hemorrhage indicated or or elective urgent
minor P lion intervention indicated
Gastritis No altered GI réeverely altered eating |Life-threatening Death OYes |0 No
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minutes) in 24 hrs

|minutes) in 24 hrs; tube

feeding, TPN or

intervention indicated

Mucositis oral No y ic or mild pain; not Severe pain; interfering |Life-threatening Death OYes |0 No
symptoms; interfering with oral with oral intake consequences; urgent o
intervention not intake; modified diet intervention indicated
indicated indicated

Nausea No Loss of appetite Oral intake decreased Inadequate oral caloric |- — OYes |00 No
without without significant weight |or fluid intake; tube
alteration in eating loss, dehydration or feeding, TPN, or =
habits malnutrition italization indicated

Vomiting No 1-2 3-5 >=6 Life Death OYes [0 No
(separated by 5 by 5 in 24 hrs by 5 urgent o

‘aminotransferase

Allergic reaction

Papulopustular rash

No

No

Transient flushing or
drug‘!ever <38
degrees C (<100.4
degrees F);
intervention not

Papules and/or
pustules
covering<10% BSA,
which may or may
not be associated

Intervention or infusion  |Prolonged; recurrence |Life-threatening
interruption indi J of i rgent
responds promptly to initial improvement; intervention indicated

indicated

y treatment );
prophylactic icati

for clinical

indicated for <=24 hrs

Papules and/or pustules
covering 10-30% BSA,
which

may or may not be

associated |as

Papules and/or pustules
covering >30% BSA,
which

may or may not be
ssociated

Papules and/or
pustules

covering any% BSA,
which may or may not
be associated with

Death

Death

Blood bilirubin WNL >ULN - 1.5 x ULN >1.5-3.0 x ULN >3.0 - 10.0 x ULN >10.0 x ULN jm] [lYes |[1No
Alanine WNL >ULN - 3.0 x ULN >3.0-5.0 x ULN >5.0 -20.0 x ULN >20.0 x ULN - OYes [O0No
aminotransferase m]

|Alkaline phosphatas WNL >ULN - 2.5 x ULN >2.5-5.0 x ULN >5.0 - 20.0 x ULN >20.0 x ULN = (] O Yes |1 No
Aspartate WNL >ULN - 3.0 x ULN >3.0-5.0 x ULN >5.0 - 20.0 x ULN >20.0 x ULN — O OYes (O No

OYes

O Yes

I No

[ No

instrumental ADL

hospitalization indicated
(IV antibiotics);
disabling; limiting self

with symptoms of with symptoms of pruritus |with symptoms of symptoms of pruritus [m]
pruritus or or tenderness; pruritus or tenderness; |or
tenderness associated with limiting self-care ADL; |tendemess and are
ial impact; i with local i with
limiting instrumental ADL P lion with oral
i i superinfection with IV
Infections No y ic or mild minimal, local |Severe or medically Life-threatening Death OYes (O No

symptoms; clinical or |or ignil but not urgent
diagnostic noninvasive intervention |immediately intervention indicated
observations only; indicated(Oral |lifethreatening;
intervention not /Antibiotics); limiting age |hospitalization or (m]
indicated appropriate prolongation of existing

Musculoskeletal and connective tissue

intervention indicated

Hyperkalemia No >ULN - 5.5 mmol/L >5.5 - 6.0 mmol/L >6.0 - 7.0 mmol/L; >7.0 mmol/L; life- Death OYes | No
i ion indicated |thr i m]
con:
Hypercalcemia No Corrected serum Corrected serum calcium |Corrected serum Corrected serum Death OYes |00 No
calcium of of >11.5 - 12.5 mg/dL; calcium of >12.5 - 13.5 |calcium of >13.5
>ULN - 11.5 mg/dL; |>2.9 - 3.1mmol/L; lonized )mg/dL; >3.1 - 3.4 mg/dL; >3.4 mmol/L;
>ULN - 2.9 mmollL; |calcium >1.5- 1.6 mmol/L; lonized calcium |lonized calcium >1.8 m}
lonized calcium immol/L; symptomatic >1.6- 1.8 mmol/L; mmol/L;
>ULN - 1.5 mmol/L italization indicated | life
consequences
Hyperuricemia No >ULN - 10 mg/dL - >ULN - 10 mg/dL (0.59 |>10 mg/dL; >0.59 Death OYes |0 No
(0.59 mmol/L) with mmol/L; life-
mmol/L) without iologi thr i =
physiologic cor
Tumor lysis syndronNo - - Present Life-threatening Death OYes (O No
consequences; urgent m]

Nervous system

(BMD) t-score -1 to -
2.5; no loss of height
or intervention
indicated

therapy indicated; limiting
instrumental ADL

Arthritis No Mild pain with Moderate pain Severe pain associated |— - OYes |0 No
ir il i with signs of |with signs of
erythema, or joint % i i
swelling erythema, or joint erythema, or joint o
swelling; swelling;
limiting instrumental ADL |irreversible joint
Osteoporosis No Radiologic evidence |BMD t-score <-2.5;loss |Loss of height >=2 cm; |- — OYes [0 No
of of hospitalization
osteoporosis or Bone |height <2 cm; |indicated;
Mineral Density antiosteoporotic limiting self care ADL o

Somnolence

Psychiatric

Mild but more than
usual drowsiness or

sleepiness

limitin,

or stupor

instrumental ADL

consequences; urgent

intervention indicated

Death

Headache No Mild pain Moderate pain; limiting Severe pain; limiting - - o OYes |0 No
instrumental ADL self care ADL

Peripheral motor  |No 3 Severe symptoms; Life-threatening Death OYes [0 No
neuropathy clinical or diagnostic |limitin; limiting self care ADL; |consequences; urgent

observations only; instrumental ADL assistive device intervention indicated (m]

intervention not indicated

indicated
Peripheral sensory |No y loss Severe Life Death OYes |0 No
neuropathy of deep tendon limiting instrumental ADL |limiting self care ADL consequences; urgent o

reflexes or intervention indicated

paresthesia
Seizure No Brief partial seizure; |(Brief generalized seizure |Multiple seizures Life-threatening; Death OYes |00 No

no loss of despite prolonged repetitive ]}

i less intervention seizures
- =

@
o
=

79



Anxiety No Mild Severe 3 Life Death O Yes |0 No
intervention limiting limiting self care ADL; | hospitalization
not indicated instrumental ADL italization not indi ==
indicated
characterized by apprehension of danger and dread accom, med by restlessness, tension, dia, and d unattached to a clearly
Mild disori isori Severe di i Death OYes |00 No
limiting instrumental ADL |limiting self care ADL cconsequences; urgent —_—
intervention indicated
Delirium No Mild acute confusionalModerate and acute Severe and acute Life-threatening Death O Yes | No
confusional state; limiting i
instrumental ADL state; limiting self care |threats of harm to self =
ADL; hospitalization or others;
Delirium A disorder .haractenzed by the acute and sudden of confusion, illusions, mo h agitation, and .usually
Depression No Mild depi Y p Severe depressive Life-threatening Death O Yes |0 No
symptoms; limiting
instrumental ADL limiting self care ADL;  |threats of harm to self p—
hospitalization not or others;
indicated hospllallzaﬂon
Suicidal ideation No Increased thoughts of |Suicidal ideation with no |Specific plan to commit |Specific plan to — O Yes |0 No
death specific plan or intent suicide without serious |commit
but no wish to kill intent to die which may |suicide with serious =
oneself not require intent to die which
|Hematuria No Asymptomatic; Symptomatic; urinary Gross hematuria; Life-threatening Death O Yes |0 No
clinical or catheter transfusion, consequences; urgent
diagnostic or bladder irrigation v icati or i ic or i}
observations only; indicated; hospitalization intervention indicated
intervention not limiting instrumental ADL |indicated; elective ===
radiologic or operative
intervention indicated;
|Proteinuria No 1+ proteinuria; |Adults: 2+ proteinuria; Adults: urinary prolein - — OYes |1 No
urinary protein urinary protein 1.0 - 3.4 |>=3.5 g/24 hrs;
<1.0 g/24 hrs 9/24 hrs; Pedlatnc unne P/C >1.
Pediatric: urine P/C -
(Protein/Creatinine) ratio
0.5-1.9
Creatinine WNL >1-1.5 x baseline; |>1.5 - 3.0 x baseline; >1. |>3.0 baseline; >6.0 x ULN — ___ |BYes [ONo
>ULN - 1.5 x ULN 5 - 3.0 x ULN >3.0 - 6.0 xXULN
Respiratol
Dyspnea No Shortness of breath |Shortness of breath with |Shortness of breath at  |Life-threatening Death O Yes |0 No
with minimal exertion; limiting |rest; consequences; urgent —
moderate exertion instrumental ADL limiting self care ADL intervention lndlcaled
Pleural effusion No i i ic with Life Death CYes |LINo
clinical or diagnostic |intervention pi y distress and pi y or
observations only; indicated (e.g., diuretics |hypoxia; surgical hemodynamic
intervention not or limited therapeutic intervention including ‘compromise; ==
indi is) chest intubation or urgent
tube or pleurodesis intervention indicated
Skin and Subcutaneous Tissue
Alopecia No Hair loss of <50% of [Hair loss of >=50% — - — OYes |0No
normal for that normal for that individual
individual that is not  |that is readily apparent to
obvious from a others; a wig or hair
distance but only on |piece is necessary if the
close inspection; a patient desires to =2
i hair style
may be required to  |camouflage the hair loss;
cover the hair loss associated with
but it does not psychosocial impact
require a wig or hair
No ail erythema  |Tender erythema Erythema covering Life-threatening Death O Yes |[J No
and covering 10 >30% BSA and consequences; urgent
erythema covering - 30% BSA erythema with blistering; lintervention indicated
<10% BSA photosensitivity; oral -
oomcoslerold therapy
pain control
|Rash acneiform No Papules and/or Papules and/or pustules |Papules and/or pustules |Papules and/or Death O Yes | No
10 - 30% BSA, |covering >30% BSA, pustules
covering <10% BSA, |which may or may not be |which may or may not |covering any% BSA,
which may or may associated with be associated with which may or may not
not be associated 'symptoms of pruritus or  |symptoms of pruritus or |be associated with
with of 4 i limiting self of pruritus e
pruritus or with psychosocial impact; |care or
tenderness limiting instrumental ADL |ADL; associated with tenderness and are
local associated with
i with oral i
i superinfection with IV
OYes |LINo
O Yes |0 No
O Yes |[J No

Activities of Daily Living (ADL)

ADL refers to pi

meals,

for

or clothes, using the telephone, managing money, etc.

**Self care ADL refers to batmng, dressing and undressing, feeding self, using the toilet, taking medications, and not bedridden

Abbreviations:

LLN/ULN Lower Limit of normal rage (LLN) (age related) resp. Upper Limit of Normal Rage (ULN)
ADL Activities of Daily Living
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Patientencharakteristika im Zeitpunkt der Aufnahme in der Registerstudie
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8 Abkiirzungsverzeichnis

SEER

engl.

AYAs

(ON}
ES
RMS
SYS
FS
WHO

MRT
CT

LK

PET
18F-FDG

OP
SV
CNV
MAP

MAPifn

MAPIE

Surveillance, Epidemiology, and End

Results

englisch

adolescents and young adults

Osteosarkom

Ewing Sarkom
Rhabdomyosarkom
Synovialsarkom
Fibrosarkom

World Health Organisation

Magnetresonanztomographie
Computertomographie

Lymphknoten

Positronenemissionstomographie
18F fluorodeoxyglucose

Operation

structural variation

copy number variation

Methotrexate + Doxorubicin + Cisplatin

MAP anschliefend PEGyliertes

Interferon-o

MAP anschliefend Ifosfamid/Etoposid
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eRMS
aRMS
FPRMS
FNRMS

CWS

EpSSG

VA

IVA

IVADo

NRSTS

TCGA

CGAP

ICGC

OvS

PFS

QoL

AE

84

embryonales RMS
alveolares RMS
Fusion-positives RMS
Fusion-negatives RMS

Cooperative Weichteilsarkom

Studiengruppe

European Paediatric Soft Tissue Sarcoma

Study Group
Vincristine und Actinomycin-D

Vincristine und Actinomycin D mit oder

ohne Ifosfamide

Vincristine und Actinomycin D mit oder

ohne Ifosfamide mit Doxorubicin

non-rhabdomyosarcoma soft tissue

sarcomas
The Cancer Genome Altas

The Cancer Genome Anatomy Project
International Cancer Genome Consortium
Gesamtiiberleben, engl. Overall Survival
Progresionsfreies Uberleben
Lebensqualitdt, engl. Quality of life

Unerwiinschte 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,
mononukledre 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

[HC Immunhistochemie

NGS Next generation sequencing
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