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hen. Als solche könnten sogenannte Neo-
Antigene genutzt werden, die bei rekurrie-
renden somatischen Mutationen im pro-
tein-codierenden Erbgut entstehen (3). Je-
doch weisen vor allem pädiatrische Tumo-
ren – und insbesondere pädiatrische Sarko-
me wie das Ewing-Sarkom – kaum rekur-
rierende Mutationen auf, weshalb sie zur 
Gruppe der oligo-mutierten Tumoren ge-
hören (4–6). Umso vielversprechender sind 
hier Antigene, die von sogenannten Krebs-
spezifischen Genen (KSGs) codiert wer-
den. KSGs sind im Tumor überexprimiert, 
werden jedoch in Normalgeweben kaum 
bzw. nicht exprimiert. Peptide aus Protei-
nen, die durch Transkription dieser KSGs 
entstehen, könnten immunogenes Potenzi-
al haben und eine gezielte Immuntherapie 
ermöglichen (7).

Um ausgehend von öffentlich zugängli-
chen Genexpressionsdaten eine automati-
sierte und schnelle Identifizierung von 
KSG-codierten Peptiden mit hoher Affini-
tät zu Major Histocompatibility Complexes 
(MHC) zu ermöglichen, entwickelten wir 
einen Algorithmus und implementierten 
diesen in eine benutzerfreundliche Soft-
ware (RAVEN, Rich Analysis of Variable 
gene Expressions in Numerous tissues) (7).

Mithilfe von RAVEN analysierten wir 
einen Genexpressionsdatensatz, der 2678 
simultan normalisierte Genexpressions-
Microarrays für 50 Tumorarten mit einem 
Fokus auf Sarkomen und oligo-mutierten 
pädiatrischen Tumoren sowie 71 Normal-
gewebetypen umfasste (7).

Es wurde ein Transkriptom-weiter 
Suchvorgang in jeder einzelnen Tumorenti-
tät nach geschlechtsspezifischen KSGs 
durchgeführt, durch den bereits etablierte 
tumorassoziierte Antigene wie LIPI im 
Ewing-Sarkom oder PRAME im Neuro-
blastom identifiziert wurden (8, 9). Jedoch 
wurden auch viele neue Kandidaten, von 
denen einige als Zielstruktur für mehrere 
Tumorentitäten geeignet zu sein scheinen, 
identifiziert (7).

Die spezifische Expression mehrerer 
KSGs wurde anschließend durch qRT-PCR 
in Tumor-Zelllinien und für das KSG 
PAX7 auch mithilfe von Immunhistoche-
mie in Tissue Microarrays mit 289 Gewe-
beproben aus 16 Tumorentitäten und 120 
Gewebeproben aus 41 Normalgewebety-
pen validiert (7).

Anschließend identifizierte RAVEN 
KSG-codierte Peptide, die eine hohe Affi-
nität zu MHC-I-Molekülen zeigen. Dazu 
nutzten wir machine-learning Algorith-
men zur Vorhersage der Peptid-MHC-Bin-
dungsstärke zu HLA-A02:01. Die als hoch-
affin vorhergesagten Peptide wurden dann 
mit Protein-Datenbanken abgeglichen, um 
eine Sequenz-Gleichheit mit anderen even-
tuell übermäßig exprimierten Proteinen 
auszuschließen. Die Affinität der identifi-
zierten KSG-Peptide wurde in einem 
T2-Zellen-Peptid-Bindungs-Assay vali-
diert, in dem einige Peptide eine ähnliche 
Kinetik wie ein hoch-immunogenes Influ-
enza-Peptid aufwiesen (7).

Zusammenfassend erstellten wir einen 
umfangreichen, kuratierten und validier-
ten Katalog an krebsspezifischen und 
hochgradig MHC-affinen Peptiden für 50 
Tumorarten mit einem besonderen 
Schwerpunkt für Sarkome. Darüber hinaus 
entwickelten wir eine benutzerfreundliche 
und frei verfügbare Software, wodurch un-
ser Algorithmus einfach und schnell auf 
neue Expressionsdatensets angewandt wer-
den kann (https://github.com/JSGerke/RA-
VENsoftware) (7). Unsere Daten und unse-
re Software stellen eine wertvolle Ressource 
für die Weiterentwicklung von Immunthe-
rapien dar und könnten damit langfristig 
zur Verbesserung der Patientenversorgung 
beitragen.
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Ewing-ähnliche Tumoren – 
 Update der Klassifikation 
 rundzelliger Sarkome

Sarkome der Ewing/PNET-Familie sind eine 
aggressive Gruppe von Tumoren, die im Kno-
chen und Weichgewebe zumeist bei Kindern 
und jungen Erwachsenen auftreten. In den 
letzten Jahren wurden neben klassischen 
Ewing/PNET-Tumoren rundzellige Sarkome 
identifiziert, die bei ähnlicher Morphologie 
und immunhistochemischem Profil aus prak-
tischen und therapeutischen Erwägungen als 
„Ewing Sarkom-artig“ eingestuft wurden. Im 
Gegensatz zu klassischen Ewing-Sarkomen 
besitzen rundzellige Ewing-ähnliche Tumo-
ren jedoch nicht die pathognomonische Fusi-
on zwischen einem Gen der RNA-bindenden 
TET Familie (EWSR1 oder FUS) mit einem 
Gen der ETS- Transkriptionsfaktor Familie 
(FLI1, ERG, ETV1, ETV4 oder FEV). Viel-
mehr wurden bei einem Teil der Ewing-ähnli-
chen Tumoren u. a. EWSR1-Fusionen mit 
non-ETS Genen (NFATC2, POU5F1, SMAR-
CA5, PATZ, ZSG, SP3) nachgewiesen.

Weiterhin konnte in EWSR1-negativen 
rundzelligen Sarkomen als häufigste Trans-
lokation eine CIC-DUX4 Genfusion nach-
gewiesen werden. Das Fusionsprotein dieser 
Translokation beinhaltet den Transkripti-
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ons-Repressor CIC und den Transkriptions-
faktor DUX4, dessen Gene auf den Chro-
mosomen 4 und 10 lokalisiert sind (1). Sig-
nifikante Unterschiede im klinischen Ver-
lauf, der Morphologie, dem Immunphäno-
typ sowie der Genexpression von CIC-
DUX4-positiven Tumoren im Vergleich zu 
Tumoren der Ewing/PNET-Gruppe deuten 
allerdings darauf hin, dass es sich bei den 
CIC-DUX4-positiven Tumoren eher um ei-
ne eigene Tumorentität als eine Variante des 
Ewing-Sarkoms handelt (2). Auch weisen 
Tumoren mit CIC-DUX4-Fusion schlechte-
re 5-Jahresüberlebensraten als Ewing-Sarko-
me mit klassischen Translokationen auf (3). 
Die WHO stuft CIC-DUX4-positive Tumo-
ren bis zum Vorliegen weiterer Erkenntnisse 
gegenwärtig temporär unter den rundzelli-
gen undifferenzierten Sarkomen ein.

Ebenfalls zu den „Ewing-ähnlichen” Sar-
komen gehören Tumoren mit einer kürz-
lich charakterisierten BCOR-CCNB3 Fusi-
on, die durch eine Inversion im X-Chromo-
som entsteht. Verglichen mit Tumoren mit 
CIC-DUX4-Fusion ist die Gruppe von Tu-
moren wohl seltener und nur in 4 % aller 
rundzelligen Sarkome ohne EWSR1-ETS-
Translokation nachweisbar (4).

Mit Hilfe molekularer Methoden, insbe-
sondere der NGS-Technologie gelang es 
darüber hinaus, weitere neue molekulare 
Aberrationen in bisher nicht klassifizierba-
ren rundzelligen Sarkomen zu identifizie-
ren, darunter CIC-FOXO4, sowie BCOR-
MAML3 und ZC3H7B-BCOR Genfusio-
nen (5) und BCOR-Internal Tandem Du-
plikationen. Parallel zu diesen molekularen 
Erkenntnissen wurde eine Vielzahl neuer 
immunhistochemischer Marker, wie 
BCOR, ETV4 und DUX4 zur Charakteri-
sierung und differenzialdiagnostischen Ab-
grenzung der aufgeführten rundzelligen 
Sarkome gegenüber klassischen Ewing-Sar-
komen veröffentlicht.

Ob die neu charakterisierten rundzelli-
gen Sarkome nach molekularen Kriterien 
insgesamt doch noch als Ewing-artige Tu-
moren oder als jeweils separate Entitäten 
eingeordnet werden können, ist Gegen-
stand aktueller Diskussionen und bedarf 
weiterer Einordnung und Evaluation.

K. Specht, Institut für Allgemeine Pathologie 
und Pathologische Anatomie, Technische Uni-

versität München
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Identifikation von therapeutisch 
nutzbaren molekularen 
 Veränderungen beim Osteosarkom 
im Rahmen von INFORM 
 (INdividualized Therapy FOr 
 Relapsed Malignancies in Child-
hood), einer Studie für pädiatrische 
Hoch- Risiko-Krebs-Patienten

Kinder und Jugendliche mit Krebserkran-
kungen haben mit aktuellen multimodalen 
Therapiekonzepten eine Heilungswahr-
scheinlichkeit von über 80 %. Anders sieht 
die Situation im Rezidiv oder bei refraktä-
rer Erkrankung aus, hier ist die Wahr-
scheinlichkeit, von der Tumorerkrankung 
geheilt zu werden, deutlich schlechter und 
liegt für viele Entitäten, so auch für das Os-
teosarkom, unter 20 %.

Um neue Therapiestrategien für pädia-
trische Patienten mit einer rezidivierten 
oder refraktären Krebserkrankung entwi-
ckeln zu können, wurde deutschlandweit 
die INFORM (INdividualized Therapy FOr 
Relapsed Malignancies in Childhood)-
 Studie initiiert. Das Ziel dieser Studie war 
es, eine Plattform zu etablieren, die zeitnah 
und so der klinischen Situation angemes-
sen ein umfassendes molekulares Profil 
dieser Tumoren erstellt, um so mögliche 
therapeutische Zielstrukturen zu identifi-
zieren.

Im Rahmen von INFORM wurden im 
Zeitraum von 01/2015 bis 04/2017 328 Tu-
moren von 310 Patienten registriert. Von 

den 303 Fällen, die den Einschlusskriterien 
entsprachen, konnten 270 Tumoren analy-
siert werden. 40 % der Proben waren Sar-
kome, 30 % Hintumoren, 12 % Neuroblas-
tome, 9 % maligne hämatologische Erkran-
kungen und 9 % andere Tumoren. Es wur-
den Gesamt-Exom-, low coverage Gesamt-
Genom- und RNA-Sequenzierungen sowie 
Methylierungs- und Expressionsmikro -
array-Analysen durchgeführt. Die moleku-
laren Veränderungen wurden entspre-
chend eines hierfür erstellten Algorithmus 
als mögliche therapeutische Zielstrukturen 
mittels eines Scores priorisiert und an-
schließend in einem interdisziplinären mo-
lekularen Tumorboard diskutiert. Die Zeit 
vom Probeneingang bis zur Erstellung des 
Ergebnisberichts betrug im Durchschnitt 
28 Tage. Bei einem Großteil der Patienten 
(87 %) wurden Zielstrukturen identifiziert, 
bei knapp der Hälfte (46 %) wurden die 
molekularen Veränderungen mit Hilfe ei-
nes 7-stufigen Scores als potenziell thera-
pierelevant (Score 1 [sehr hoch] bis 3 [mo-
derat]) eingestuft. Zudem wurden im Rah-
men der Analyse bei 7 % der Patienten rele-
vante tumorprädisponierende Keimbahn-
mutationen identifiziert, hierunter auch 
die vor allem bei Osteosarkompatienten 
nachweisbaren Keimbahnmutationen in 
TP53.

Im Rahmen der Studie waren von den 
34 registrierten Fällen zum Zeitpunkt der 
Auswertung 28 Osteosarkome von 22 Pa-
tienten analysiert, darunter auch mehrfach 
verschiedene Tumorproben des selben Pa-
tienten zu verschiedenen Rezidivzeitpunk-
ten. Als potenzielle Zielstrukturen wurden 
hierbei Rezeptor-Tyrosinkinasen sowie 
molekulare Veränderungen im VEGF- und 
im PI3K-Akt-Signalweg gefunden (▶ Abb. 
1). Die von unserer Arbeitsgruppe erstmals 
beschriebene, potenziell therapeutisch 
nutzbare BRCAness, also die molekulare 
Signatur, die auf eine Defizienz in der ho-
mologen Reparatur in Analogie zu Tumo-
ren mit BRCA1/2-Mutationen hinweist, 
wurde in 62 % (13/21 OS) gefunden. Bei 
einzelnen Patienten lagen mehrere Tumo-
ren zu verschiedenen Rezidivzeitpunkten 
vor. Hierbei war nur ein kleiner Teil der 
molekularen Veränderungen zu allen Zeit-
punkten nachweisbar. Auch die BRCAness 
unterliegt einer Tumorevolution: Bei ein-
zelnen Tumoren ist sie erst im Rezidiv 
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nachweisbar, bei anderen verliert sie sich 
mit Fortschreiten der Erkrankung. So zeigt 
sich auch beim Osteosarkom, dass Tumor-
biomarker im Verlauf der Erkrankung 
nicht stabil sind, sondern einer Tumorevo-
lution unterliegen. Dies ist bedeutsam für 
Studien, deren Therapiestrategie auf der 
Stratifizierung nach Biomarkern beruht. 
Zusammenfassend ließ sich in INFORM 
zeigen, dass potenziell therapeutisch nutz-
bare molekulare Veränderungen in einem 
Zeitrahmen generiert werden können, der 
für klinische Therapieentscheidungen 
nutzbar ist. Inwieweit sich die Hoffnung er-
füllt, die derzeit in Studien mit Biomarkern 
als Stratifizierungsmerkmal gesetzt wird, 
und diese Studien zu einer höheren Hei-
lungsrate bei Kindern und Jugendlichen 
mit einer rezidivierten oder therapierefrak-

tären Krebserkrankung führen, werden 
künftige Projekte zeigen, so auch die Nach-
folgestudie INFORM2.
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Abb. 1 Rezeptor-Tyrosinkinasen sowie molekulare Veränderungen im VEGF- und im PI3K-Akt-Signalweg 

VEGF signaling

Receptor tyrosine
kinase

TP53 signaling

Checkpoint Signaling in
response to DNA damage

Cell cycle

Chromatin remodelling

Regulation of signal
transduction by p53

class mediator

PI3K−Akt signaling

Ras signaling

Others

SRC
VEGFA

ERBB4
FGFR1

PDGFRA/KIT/KDR

CHEK2
TP53

CDKN2A/B
RB1

CCNE1
CDK4
MYC

BRD4
ESR1
GLI1

SMARCA4

AURKA/B

AKT2
BCL2
IGF1R
INSR

MAP2K1
PEMT:mTOR

PIK3CB
PTEN
SOS2
TEK

ABL2

AXL
BCOR
EPHA3

FYN
MEK2
PTCH1
RANKL
ROS1

TNSF11

structural variants point mutations

Impressum
Verantwortlich für den Inhalt
Prof. Dr. Daniel Baumhoer, Basel
Prof. Dr. Gernot Jundt, Basel

Informationen der Arbeitsgemeinschaft Knochentumoren e. V. (agkt)

ag
kt

D
ie

se
s 

D
ok

um
en

t w
ur

de
 z

um
 p

er
sö

nl
ic

he
n 

G
eb

ra
uc

h 
he

ru
nt

er
ge

la
de

n.
 V

er
vi

el
fä

lti
gu

ng
 n

ur
 m

it 
Z

us
tim

m
un

g 
de

s 
V

er
la

ge
s.




