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Einfiihrung

Bislang wurden tiber 100 histologische Subtypen
von Knochentumoren und Weichteilsarkomen mit
zum Teil ausgeprigten morphologischen Uber-
schneidungen beschrieben [1, 2]. Obwohl die Atio-
logie der meisten Sarkome nicht genau bekannt ist,
entstehen manche Sarkome hdufiger in bestimmten
Patientenpopulationen und/oder in Assoziation mit
bestimmten genetischen, infektiosen und/oder the-
rapeutischen Faktoren.

So treten einige Sarkome héufiger bei Patienten mit
Krebs-Préadispositionssyndromen wie dem Li-Frau-
meni-Syndrom auf. Patienten mit autosomal domi-
nanten Mutationen in 7P53 (Li-Fraumeni-Syndrom)
haben beispielsweise ein erhohtes Risiko, Osteosar-
kome und Rhabdomyosarkome zu entwickeln [3].
Ebenso haben Patienten mit Heterozygotieverlust
im Retinoblastom-Gen (RBI) ein erhdhtes Risiko
fiir Osteosarkome [4]. Patienten mit Gorlin-Syn-
drom (Mutationen im PTCHI-Gen) und Costello-
Syndrom (Mutationen in HRAS) sind demgegeniiber
empfanglicher fiir Rhabdomyosarkome [5, 6].

Auch virale Infektionen kdnnen unter bestimmten
Bedingungen Sarkome auslosen bzw. deren Entste-
hung begiinstigen. So entsteht beispielsweise das
Kaposi-Sarkom aus Endothelzellen oder deren Vor-
lauferzellen nach Infektion mit dem humanen Her-
pesvirus 8 (HHV-8) in Patienten mit schwerer
Immundefizienz [7].

Daneben treten Sarkome auch gehiuft als Sekun-
ddrmalignome nach vorhergehender genotoxischer
Therapie eines Erstmalignoms auf. Tatséchlich sind
circa 3 % aller Sarkome mit einer Bestrahlungsthe-
rapie assoziiert. Die mediane Latenz nach Strahlen-
therapie liegt dabei bei ungefahr 10 Jahren [8]. Das

héufigste strahlenassoziierte Sarkom ist das undif-
ferenzierte pleomorphe Sarkom. Gehéuft treten
auch Angiosarkome, Leiomyosarkome und extra-
skeletale Osteosarkome auf [9].

Es wird angenommen, dass die meisten Sarkome
von primitiven Stammzell-dhnlichen Vorlduferzel-
len ausgehen, die noch die Fahigkeit besitzen, in
verschiedene Gewebe zu differenzieren (Multipo-
tenz). Dies wird insbesondere durch differenzierte
Sarkomsubtypen veranschaulicht, die in Geweben
ohne Bezug zu ihrer eigenen Differenzierung ent-
stehen (z.B. extraskeletale Osteosarkome und ext-
ramuskuldre Rhabdomyosarkome). Weitere Belege
hierfur liefern verschiedene Tiermodelle, in denen
unterschiedliche Sarkomsubtypen aus multipoten-
ten Vorlduferzellen generiert werden kdnnen [10,
11].

Basierend auf den vorliegenden genetischen Altera-
tionen kdnnen Sarkome grob in zwei Gruppen ein-
geteilt werden [12]: Die erste Gruppe umfasst circa
zwei Drittel aller Sarkome, die durch einen komple-
xen Karyotyp, erhebliche Aneuploidie und eher
unspezifische chromosomale Verdnderungen (rear-
rangements) sowie durch chromosomale Gewinne
und Verluste gekennzeichnet sind [13]. Typische
Vertreter dieser Gruppe sind das Osteosarkom, das
Myxofibrosarkom, das Leiomyosarkom, das emb-
ryonale Rhabdomyosarkom [72] sowie das Chond-
rosarkom [1, 13—15].

Die zweite Gruppe umfasst circa ein Drittel aller
Sarkome, die durch erstaunlich einfache Karytoy-
pen, ein nahezu diploides Genom, sehr wenige
somatische Punktmutationen und/oder durch spezi-
fische chromosomale Translokationen charakteri-
siert sind [13]. Typische Vertreter dieser Gruppe
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sind das Synovialsarkom, das alveoldre Rhabdo-
myosarkom, das myxoide Liposarkom, der gastro-
intestinalen Stromatumor (GIST) und das Ewing-
Sarkom [1, 13—15].

Im Folgenden werden das Osteosarkom als Vertre-
ter der ersten Gruppe sowie das Ewing-Sarkom als
Vertreter der zweiten Gruppe exemplarisch aus-
fiihrlicher dargestellt. Ebenso wird auf das Rhabdo-
myosarkom eingegangen, dessen Hauptsubtypen je
einer Gruppe zugeordnet werden konnen. Diesen
genetisch sehr unterschiedlichen Sarkomen ist
gemein, dass sie tiberwiegend bei Jugendlichen auf-
treten [16].

Pathogenese des Osteosarkoms

Das Osteosarkom ist ein meist hochaggressives
knocheneigenes Sarkom, das von pluripotenten
mesenchymalen Vorlduferzellen mit der Fahigkeit,
das pathognomonische Tumorosteoid zu bilden,
ausgeht. Die Seltenheit des Tumors (Inzidenz
2-3/1000000 pro Jahr) und die groBe genomische
Komplexitdt wie auch die intra- und intertumorale
Heterogenitét waren und sind Herausforderungen
fiir die molekulare Charakterisierung des Osteosar-
koms.

Genetik

Konventionelle Osteosarkome, die mit etwa
80-90 % die Mehrheit der Osteosarkome darstellen,
zeichnen sich zumeist durch eine hohe genomische
Instabilitdt mit komplexem Karyotyp und zahlrei-
chen numerischen und strukturellen Aberrationen
aus [17]. Dieses genomische Chaos hat die Identifi-
kationen von krankheitsverursachenden Genen
(driver genes) insbesondere vor den Zeiten des next
generation sequencing sehr erschwert.

Die ersten und wichtigsten Hinweise auf Gene mit
Bedeutung fiir die Entstehung des Osteosarkoms
kamen daher von Patienten mit familidren Tumor-
syndromen durch Keimbahnmutationen in Genen,
die auch mit einem erhohten Risiko einer Osteosar-
komentstehung einhergehen, so in RB/ und in 7P53
[3, 4]. Somatische Mutationen oder andere geneti-
sche Alterationen in diesen Genen lielen sich dann
auch in der Mehrzahl der Tumoren nachweisen und
bestétigten ihre Bedeutung fiir die Entstehung des
Osteosarkoms [18]. Neben den Verdnderungen in

RB1 selbst werden auch Verdnderungen in Genen
beobachtet, die zur funktionellen Inaktivierung des
RBI1-Signalwegs fiihren, so die Amplifikation von
chr12q13-15 (mit Amplifikation von CDK4) in
5-10% der Osteosarkome oder die Deletion der
INK4A-Region. Auch der p53-Signalweg ist betrof-
fen, so durch MDM2-Amplifikation und COPS3-
Amplifikation in etwa 10 % der Osteosarkome [19,
20].

Bei anderen Tumorprédispositionssyndromen, so
bei Patienten mit Keimbahnmutation in RECQ-
DNA-Helikasen wie beispielsweise dem Roth-
mund-Thompson-Syndrom (RECQL4) oder dem
Werner-Syndrom (RECQL3) wird auch eine erhohte
Inzidenz von Osteosarkomen beobachtet [21, 22].
Es lieBen sich jedoch nur in einem geringen Pro-
zentsatz der sporadischen Osteosarkome somati-
sche Verdnderungen in diesen Genen nachweisen
[18].

Mit Hilfe von next generation sequencing lielen
sich Verdnderungen in 7P53 und in RB] als die hiu-
figsten rekurrierenden Verdnderungen bestétigen.
Sie sind hierbei oft assoziiert mit komplexen
gesamtgenomischen, fiir das Osteosarkom typi-
schen Verdnderungen wie Kataegis (einer lokali-
sierten Hypermutation einzelner chromosomaler
Abschnitte) und Chromothripsis (einer massiven
strukturellen chromosomalen Verdnderung), die auf
ein einzelnes katastrophales Ereignis im Genom
zuriickzufiihren sind [23]. Es konnte jedoch gezeigt
werde, dass diesem Chaos doch eine gewisse Ord-
nung im Sinne einer wiederkehrenden Signatur
zugrunde liegt: Etwa 80 % der Osteosarkome wei-
sen Verdnderungen auf, die auch bei Krebserkran-
kungen mit Defekten im homologen Reparatursys-
tem gefunden werden [18]. Diese Signatur ist
typisch fiir Tumoren mit einer sogenannten BRCA-
ness, was genomischen Verdnderungen entspricht,
die typischerweise bei Ovarialkarzinomen mit
Keimbahnmutationen in den BRCAI/2-Genen
gefunden werden und durch eine spezifische Kom-
bination von Einzelbasensubstitution, Allelverlust
und erheblicher genomischer Instabilitéit charakteri-
siert sind [24]. In einer Klonalitdtsanalyse bei
Osteosarkomen lief3 sich zeigen, dass dieser geno-
mischen Instabilitdt Treibermutationen zugrunde
liegen, so in RBI und 7P53 in knapp 50 %, aber
auch in anderen Genen, die funktionell in der DNA-
Reparatur und der Erhaltung genomischer Integritét
involviert sind [18].
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Signaliibertragung

Andere, moglicherweise auch therapeutisch nutz-
bare Mutationen betreffen den PI3K/mTOR-Sig-
nalweg [25] sowie die Neoangiogenese durch den
VEGF-Signalweg. Epidemiologische Faktoren, wie
das bevorzugte Auftreten dieser Tumoren zum Zeit-
punkt des pubertiren Wachstumsschubs, lassen
zudem einen Einfluss von Wachstumsfaktoren ver-
muten. Hierbei macht die Redundanz der geneti-
schen Veriinderungen — z.B. die Uberexpression
von Wachtumsfaktorrezeptoren wie IGFR, VEGFR,
EGFR1, EGFR2 (Her2/neu), EGFR4 (Erbb4) — es
schwierig, die Bedeutung der einzelnen Ereignisse
insbesondere auch in der zeitlichen Abfolge zu
bewerten [26].

Pathogenese des Ewing-Sarkoms

Ewing-Sarkome wurden 1921 erstmalig von dem
amerikanischen Pathologen James Ewing beschrie-
ben [27]. Ewing-Sarkome sind maligne, meist vom
Knochen ausgehende, solide Sarkome. Selten ent-
stehen sie in anderen Weichgeweben wie in Binde-,
Fett- oder Muskelgewebe oder in peripheren Ner-
ven [28]. Trotz ihrer relativen Seltenheit (Inzidenz:
1,6/1000000 pro Jahr) sind Ewing-Sarkome nach
Osteosarkomen die zweithdufigsten Sarkome des
Knochens bei Kindern und jungen Erwachsenen
[16]. Aus epidemiologischen Studien ist bekannt,
dass Ewing-Sarkome hdufiger bei Kaukasiern als in
anderen Ethnien auftreten [29], was auf einen star-
ken Beitrag der Keimbahngenetik bei der Pathoge-
nese des Ewing-Sarkoms hinweist. Tatsdchlich
konnten genomweite Assoziationsstudien erste
Suszeptibilitits-Loci im Erbgut identifizieren, die
die Entstehung des Ewing-Sarkoms begiinstigen
[30,31].

Ursprungszelle

Histologisch gehdren Ewing-Sarkome zu den
klein-, rund-, blauzelligen Tumoren mit variieren-
der neuroektodermaler Differenzierung. Die genaue
Ursprungszelle des Ewing-Sarkoms ist jedoch bis-
lang nicht bekannt. Es werden neben osteo-/chond-
rogenen Vorlduferzellen [32] auch mesenchymale
Stammzellen, die entweder aus dem Mesoderm
oder aus dem Neuroektoderm abstammen, disku-
tiert [33, 34]. Ewing-Sarkome bestehen aus primiti-

ven Zellen mit runden bis ovalen Nuclei mit feinem
Chromatin sowie zahlreichen Glykogenaggregaten
im Zytoplasma. Die Tumorzellen zeigen ein sparli-
ches, klares oder eosinophiles, PAS-positives Zyto-
plasma, und verschwommene Plasmamembranen
(klassisches Ewing-Sarkom) [35]. In anderen Fél-
len sind die Tumorzellen grofBer, haben prominente
Nucleoli und irreguldre Konturen (atypische
Ewing-Sarkome) [36]. Immunhistologisch zeigen
sie in gewissem Umfang Charakteristika einer neu-
ronalen Differenzierung. Klassischen Ewing-Sar-
komen fehlt jedoch eine solche Differenzierung. Sie
zeigen in den meisten Féllen eine diffuse membra-
nose CD99-Féarbung. Eine solche Férbung wird
allerdings auch bei lymphoblastischen Leukédmien,
Lymphomen, und myeloiden Sarkomen beobachtet.
Eine CD99-Farbung kann aber auch ungleichméafig
oder negativ sein und wird auch in sogenannten
,-Ewing-like* Sarkomen beobachtet [37, 38].

Genetik

Trotz der unklaren Histogenese sind Ewing-Sar-
kome genetisch sehr gut charakterisiert: In den
meisten Féllen koénnen balancierte chromosomale
Translokationen nachgewiesen werden, die zur
Fusion des EWSRI-Gens auf Chromosom 22 mit
einem Mitglied der ETS-Familie von Transkripti-
onsfaktoren fiihrt. Die daraus resultierenden Fusi-
onsonkogene tragen mafigeblich zur Pathogenese
des Ewing-Sarkoms bei. Ungeféhr 85 % der Ewing-
Sarkome weisen eine t(11;22)(q4;q12) EWSRI-
FLII-Genfusion auf [39, 40]. EWSRI1-FLI1 fun-
giert als aberrierender Transkriptionsfaktor, der
hunderte Gene in ihrer Expression massiv deregu-
liert, was fiir den onkogenen Phanotyp von Ewing-
Sarkomen notwendig erscheint [41, 42]. In seltene-
ren Fallen fusioniert EWSRI mit anderen Mitglie-
dern der ETS-Familie, einschlielich t(21;22)
(922:;q12) EWSRI-ERG, 1(7;22)(p22;q12) EWSRI-
ETVI, t(17;22)(q12;q12) EWSRI-ETV4 oder
t(2;22)(q35;q12) EWSRI1-FEV [43-48]. Interessan-
terweise bindet EWSR1-FLI1 im Erbgut an repeti-
tive GGAA-Sequenzen, sog. GGAA-Mikrosatelli-
ten [49, 50]. Diese Bindung konvertiert die ansons-
ten funktionslosen GGAA-Mikrosatelliten in
potente Enhancer, deren Enhancer-Aktivitét mit der
Anzahl an sich wiederholenden GGAA-Sequenzen
positiv korreliert ist [49, 50]. Es wird angenommen,
dass ca. 40 % der EWSR1-FLI1-Zielgene iiber sol-
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che De-novo-Enhancer dysreguliert werden [51,
52], die in ihrer Summe fiir die maligne Transfor-
mation der Ursprungszelle des Ewing-Sarkoms ver-
antwortlich sein konnten. In der Tat konnte bislang
kein genetisches Tiermodell fiir Ewing-Sarkome
generiert werden [53]. Dies konnte an den
humanspezifischen GGAA-Mikrosatelliten liegen,
die im Tierreich nicht in vergleichbarer Weise vor-
kommen [53, 54].

In weiteren seltenen Fillen werden FUS-ERG-oder
FUS-FEV-Fusionen nachgewiesen [55, 56]. Das
FUS-Protein (TLS) ist in der Aminosduresequenz
dhnlich zu EWSR1 und wird selbst als Teil der FET-
Proteinfamilie betrachtet (einschlieBlich FUS,
EWSRI1 und TAF15) [57]. In Ergéinzung zu obigen
Fusionen wurden in den letzten Jahren Fille von
Ewing-dhnlichen Sarkomen charakterisiert, die
Fusionen zwischen EWSR1 und anderen, Non-
ETS-Proteinen aufweisen, einschlieSlich NFATc2,
SMARCAS, PATZ1, und SP3; wieder anderen feh-
len Umlagerungen mit EWSRI oder anderen FET-
Genen, enthalten aber solche mit t(4;19)(q35;q13)
oder t(10;19)(q26;q13) und kodieren fiir eine CIC-
DUX4-Fusion [46, 58-62]. Ob diese Fille als
Ewing-Sarkome oder als separate Tumorentitit zu
betrachten sind, ist derzeit unklar [46]. Viele Patien-
ten mit solchen Tumoren werden aber vergleichbar
behandelt. Bei einer Untergruppe Ewing-dhnlicher
Sarkome mit charakteristischer BCOR-CCNB3-
Genfusion, wird ein deutlich unterschiedliches
Genexpressionsprofil und abweichendes Muster
sekundarer Aberrationen beobachtet, die Tumoren
mit diesen Translokationen als separate Entitdt
erscheinen lassen [63]. Fiir Ewing-Sarkome wurde
inzwischen der Nachweis zirkulierender genomi-
scher Tumor-DNA im peripheren Blut, durch die
PCR von EWSRI-FLII-Translokationen, etabliert
[64, 65]. Hiermit soll zukiinftig nicht nur frithzeitig
das Auftreten von Rezidiven, sondern auch ein sen-
sitiveres Therapiemonitoring etabliert werden
(liquid biopsy).

Die Diagnose eines Ewing-Sarkoms kann durch
positive RT-PCR-Ergebnisse oder durch Nachweis
eines Bruchpunkts im EWSRI-Gen mittels FISH-
Analyse gefiihrt werden (widhrend die Diagnose
noch andere Tumoren mit EWSRI-Umlagerungen,
wie desmoplastic round cell Tumoren, extraskele-
tale myxoide Chondrosarkome, myxoide Liposar-
kome, oder clear cell Sarkome etc. ausschlief3t).
Das Fehlen molekularer Nachweise sollte zu einer

Revision der klinischen, histologischen und
immunhistochemischen Daten fiihren, aber nicht
die Diagnose eines Ewing-Sarkoms von vornherein
ausschlieen. Neben den EWSRI-ETS-Fusionson-
kogenen kommen weitere rekurrierende somatische
Mutationen nur in sehr niedriger Frequenz vor [66—
69]. Jingste Ergebnisse zeigen ferner, dass die
EWSRI-ETS-Fusionsproteine mit spezifischen epi-
genetischen Verdnderungen einhergehen [52, 70].
Zudem wurde beobachtet, dass das DNA-Methy-
lom bei Patienten mit Metastasen bei Diagnose
deutlich heterogener ist als bei Patienten mit lokaler
Primédrerkrankung [71]. Inwieweit diese Erkennt-
nisse zur Pathogenese des Ewing-Sarkoms beitra-
gen und ob sie zu neuen Therapieansitzen fiihren,
muss die Zukunft zeigen.

Pathogenese von Rhabdomyosarkomen

Das Rhabdomyosarkom ist ein seltenes Sarkom, das
einen mesenchymalen Ursprung hat und bei dem die
Tumorzellen nicht vollstindig differenzierte Mus-
kelzellen sind, die sich Myoblasten nennen. Beim
Namen ,,Rhabdomyosarkom* steht — aus dem Grie-
chischen abgeleitet — ,,myo* fiir Muskel, ,,sar fiir
Fleisch und Weichteile und -om fiir Geschwulst. Das
,-Rhabdo* am Anfang steht fiir ,,Stab* und ist bezo-
gen auf die Querstreifung der Skelettmuskulatur.
Die zwei Hauptformen sind das alveoldre Rhabdo-
myosarkom (ARMS = 20 % der Fille) mit schlech-
ter Prognose, das durch PAX3- oder PAX7-Fusions-
gene gekennzeichnet ist [72, 73] und das embryo-
nale Rhabdomyosarkom (ERMS = 60 % der Fille)
mit besserer Prognose, bei dem typische Proto-
Onkogene wie die R4S-Isoformen mutiert sind [72].
Zusétzlich existieren noch das pleomorphe Rhabdo-
myosarkom und spindelzellige Formen (beide je
10% der Fille). Rhabdomyosarkome treten vor
allem bei Kindern und Jugendlichen (ARMS: 10-25
Jahre, ERMS: < 10 Jahre) auf [74].

Ursprungszelle

Rhabdomyosarkome entwickeln sich aus Mesen-
chymzellen und konnen sich aus den ,,Satellitenzel-
len”“ genannten Muskelstammzellen entwickeln
[75, 76]. Die somatischen Mutationen bewirken
unter anderem eine Differenzierung in sogenannte
Myoblasten oder Rhabdomyoblasten, die fiir die
Muskelentwicklung essenzielle Transkriptionsfak-
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toren wie MYOD1, MYF5 oder Myogenin exprimie-
ren [77]. In Gegensatz zur normalen Muskelent-
wicklung und normalen Muskelregeneration diffe-
renzieren Rhabdomyoblasten nicht in
postmitotische Muskelfasern, sondern bleiben in
einem priterminalen, aber hochproliferativen Dif-
ferenzierungszustand. Interessanterweise entwi-
ckeln sich Rhabdomyosarkome auch oft in Gewe-
ben ohne Skelettmuskulatur (extramuskuldre Rhab-
domyosarkome). Die Griinde hierfiir sind nicht
bekannt.

Genetik

ARMS und ERMS sind nicht nur histologisch, son-
dern auch klar iiber somatische Mutationen unter-
scheidbar. Dies wurde in groen DNA-Sequenzie-
rungsstudien bestétigt [72, 78]. Das erste Unter-
scheidungsmerkmal ist, dass ARMS eine sehr
niedrige Mutationsrate und einen meist normalen
Karyotyp aufweisen, wohingegen bei ERMS die
Mutationsrate hoher ist und das Genom unstabiler,
mit abnormalen Kopien von Chromosomenfrag-
menten und ganzen Chromosomen (Aneuploidie)
[72, 78]. Das zweite Unterscheidungsmerkmal ist
die Art der Mutation: Fast alle ARMS-Fille weisen
t(2;13)(q35;q14) PAX3-FOXOI- (schlechteste Pro-
gnose) oder t(1;13)(q36;q14) PAX7-FOXOI-Gen-
fusionen auf, wohingegen beim ERMS typischer-
weise Mutationen in Proto-Onkogenen aus der
RAS-Familie (NRAS, KRAS und HRAS) sowie
FBXW?7, PIK3CA, FGFR4 gefunden werden [72].
Zudem gibt es einen Heterozygotieverlust am
IGF2-Locus, der mit einer hohen Expression des
Wachstumsfaktors IGF2 assoziiert ist, sowie eine
Aneuploidie der Chromosomen 2, 8 und 13 [72].

Signaliibertragung

Die wichtigen Charakteristika von Rhabdomyosar-
komen sind die Myoblastendifferenzierung der
Rhabdomyoblasten und deren abnorme Proliferati-
onsrate. Die DNA-Bindungsdominen von PAX3
und PAX7 bleiben in den PAX3-FOXOI- und
PAX7-FOXOI-Fusionsgenen erhalten. Dies ist
wahrscheinlich fiir die Myoblastendifferenzierung
wichtig, denn beide Proteine sind in Vorlduferzellen
von Myoblasten und/oder den Muskelstammzellen
(Satellitenzellen) exprimiert und regulieren deren
Identitét [77]. Im Gegensatz dazu sind die Mecha-

nismen, die zur Expression von MYODI, MYF5
oder Myogenin im ERMS fiihren, nicht vollstindig
bekannt. Fiir die Proliferation und den Differenzie-
rungsblock in Rhabdomyosarkomen kommen ver-
schiedene Signaliibertragungsproteine in Frage.
Hierfiir scheinen sowohl im ARMS [79] als auch im
ERMS [76] die Hippo-Proteine eine besondere
Rolle einzunehmen, da sie in der Lage sind, gleich-
zeitig die Proliferation von Myoblasten zu stimulie-
ren und deren Differenzierung zu blockieren.
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