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I.	   Kurze	  Darstellung	  
	  
	  
1.	   Aufgabenstellung	  
	  
In	  den	  vergangenen	  Jahren	  haben	  Studien	  an	  Krebsgenomen	  eine	  Vielzahl	  von	  Mutationen	  in	  
vielfältigen	  Kombinationen	  aufgedeckt.	  Daraus	   resultieren	   zahlreiche	  neue	  Erkenntnisse	   zu	  
Tumor-‐Pathogenesemechanismen	   mit	   potentieller	   Anwendung	   in	   der	   Diagnose	   und	   der	  
Behandlung	   der	   betreffenden	   Tumorerkrankungen.	   Dank	   neuer	   Entwicklungen	   im	   Bereich	  
von	   Next	   Generation-‐Sequenziermethoden	   ist	   es	   nun	   möglich,	   ganze	   Genome	   und	  
Transkriptome	  in	  kurzer	  Zeit	  zu	  sequenzieren	  und	  zu	  analysieren.	  Auf	  der	  Basis	  von	  Genom-‐	  
und	   Transkriptomsequenzierung	   war	   es	   das	   Ziel	   des	   ICGC	   PedBrainTumor-‐Projekts,	   eine	  
umfassende	  Analyse	  einer	  großen	  Zahl	  an	  pädiatrischen	  Hirntumoren	  durchzuführen,	  die	  die	  
pädiatrischen	  Tumore	  mit	  der	  höchsten	  Mortalitätsrate	  darstellen.	  
	  
Die	   genomische	   Sequenzanalyse	   von	   pädiatrischen	   Hirntumoren	   sollte	   dabei	   durch	  
detaillierte	  Transkriptom-‐	  und	  Methylomanalyse	  ergänzt	  werden.	  Aufgabe	  des	  Arbeitspakets	  
8	  –	  Transkriptomanalyse	  –	  war	  dabei	  die	  Erstellung	  und	  Auswertung	  von	  hoch	  aufgelösten	  
Transkriptomdatensätzen.	   Die	   molekularen	   Daten	   sollten	   mit	   klinischen	   Parametern	  
korreliert	   werden,	   um	   neue	   prognostische	   und	   prädiktive	   Marker	   sowie	   mögliche	  
Ansatzpunkte	  für	  Therapien	  zu	  identifizieren.	  
	  
	  
2.	   Voraussetzungen,	  unter	  denen	  das	  Vorhaben	  durchgeführt	  wurde	  
	  
In	   den	   vergangenen	   Jahren	   sind	   Hirntumore	   zur	   Hauptursache	   von	   krebsbedingten	  
Todesfällen	  bei	  Kindern	  geworden,	  obwohl	  sie	  nur	  halb	  so	  häufig	  auftreten	  wie	  Leukämien.	  
Darüber	   hinaus	   leiden	   betroffene	   Kinder	   unter	   schwerwiegenden	   Folgen	   nach	  
neurochirurgischen	  Eingriffen	  an	  sensiblen	  anatomischen	  Hirnstrukturen,	  die	  während	  einer	  
anfälligen	   Phase	   der	   Gehirnentwicklung	   stattfinden.	   Auch	   führen	   die	   notwendigen	  
intensiven	   multi-‐modalen	   Chemotherapien	   langfristig	   zu	   neurologischen,	   kognitiven,	  
endokrinologischen	  und	  psychologischen	  Nebenwirkungen.	  
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Die	   häufigsten	   pädiatrischen	   Hirntumore	   sind	   Astrozytome	   (42%,	   meist	   Pilozytische	  
Astrozytome),	   Medulloblastome	   (18%),	   Ependymome	   (10%),	   Supratentoriale	   Primitive	  
Neuroektodermale	   Tumore	   (PNET,	   7%)	   und	   Craniopharyngiome	   (4%).	   Die	   5-‐Jahres-‐
Überlebensrate	   für	   alle	   Hirntumore	   lag	   bei	   nur	   64%,	   was	   ein	   vergleichsweise	   schlechtes	  
Resultat	  bei	  den	  pädiatrischen	  Krebsfällen	  darstellt.	  
	  
Im	  Gegensatz	  zu	  pädiatrischen	  Leukämien	  und	  anderen	  soliden	  Tumoren	  bei	  Kindern	  waren	  
zum	   Projektstart	   noch	   kaum	  molekulare	  Marker	   bekannt,	   mithilfe	   derer	   eine	   individuelle	  
Risikoabschätzung	   bei	   pädiatrischen	   Hirntumoren	   erfolgen	   könnte.	   Das	   könnte	   auch	   eine	  
Erklärung	  für	  die	  geringe	  Verbesserung	  der	  Heilungsraten	  bei	  diesen	  Tumoren	  sein.	  Tiefere	  
Einblicke	   in	  die	  molekularen	  Pathomechanismen	  und	  Korrelation	  mit	  klinischen	  Folgedaten	  
sollten	  daher	  verwendet	  werden,	  um	  die	  Situation	  der	  Patienten	  verbessern	  zu	  können.	  
	  
Im	   Arbeitspaket	   8	   –	   Transkriptomanalyse	   –	   des	   ICGC	   PedBrainTumor-‐Projekts	   sollte	   der	  
Fokus	   vor	   allem	   auf	   den	   beiden	   häufigsten	   pädiatrischen	   Hirntumorarten	   liegen	  
(Astrozytome	  und	  Medulloblastome),	  welche	  in	  den	  ICGC-‐Richtlinien	  beide	  auch	  explizit	  als	  
besonders	   relevante	  pädiatrische	   Entitäten	   aufgeführt	  wurden.	  Darüber	   hinaus	   sollte	   aber	  
auch	  eine	  erste	  Charakterisierung	  weiterer	  pädiatrischen	  Hirntumore	  möglich	  sein,	   je	  nach	  
Verfügbarkeit	  von	  Probematerial	  aus	  betroffenen	  Patienten.	  
	  
Für	   das	   Projekt	   konnte	   die	   am	  MPI-‐MG	   vorhandene	   Infrastruktur	   zur	   RNA-‐Sequenzierung	  
und	  -‐Analyse	  verwendet	  werden.	  Das	  MPI-‐MG	  ist	  seit	  1995	  an	  großen	  Sequenzierprojekten	  
beteiligt.	  Dr.	  Marie-‐Laure	  Yaspo	  hat	  bereits	  die	  Arbeiten	  an	  der	  Sequenzierung	  des	  humanen	  
Chromosoms	   21	   koordiniert,	   ihre	   Gruppe	   war	   an	   zahlreichen	   anderen	   Sequenzierstudien	  
beteiligt	  und	  verfügt	  über	  die	  notwendige	  Expertise.	   Im	  Rahmen	  von	   ICGC	  PedBrainTumor	  
sollte	  diese	  Expertise	  zur	  Datengenerierung	  und	  -‐analyse	  verwendet	  werden	  und	  dabei	  auch	  
eine	  Weiterentwicklung	  der	  verwendeten	  Analysetechniken	  stattfinden.	  
	  
	  
3.	   Planung	  und	  Ablauf	  des	  Vorhabens	  
	  
Um	   das	   Projektziel	   zu	   erreichen,	   hat	   sich	   ein	   Netzwerk	   von	   Experten	   im	   ICGC	  
PedBrainTumor-‐Konsortium	  zusammengeschlossen.	  Dieses	  Konsortium	  verfügt	  über	  (1)	  eine	  
exzellente	   Sammlung	   von	   Tumoren	   mit	   gut	   dokumentierten	   molekularen	   und	   klinischen	  
Charakteristiken,	   (2)	   international	   anerkannte	   Experten	   für	   die	   Identifikation	   von	  
genomischen	   Rearrangements	   und	   DNA-‐Mutationen	   mittels	   Paired-‐end-‐Sequenzierung	  
sowie	   für	   Hochdurchsatz-‐Genom-‐,	   Transkriptom-‐	   und	   Methylom-‐Sequenzierung,	   und	   (3)	  
eine	   international	   führende	   Bioinformatik	   mit	   Zugang	   zu	   großskaligen	   Ressourcen	   für	  
Datenhaltung	   und	   -‐analyse.	   Das	   Netzwerk	   baute	   auf	   bereits	   gut	   etablierten	   Interaktionen	  
zwischen	   Partnern	   mit	   ausgewiesener	   klinischer,	   molekulargenetischer	   und	   genomischer	  
sowie	  bioinformatischer	  Expertise	  auf.	  
	  
Im	   Rahmen	   dieses	   Netzwerks	   erhielt	   das	   MPI-‐MG	   RNA-‐Material	   aus	   Patientenproben,	  
welches	   zuerst	   einer	   Qualitätskontrolle	   unterzogen	   wurde.	   Alle	   RNAs	   mit	   ausreichender	  
Quantität	   und	   Integrität	  wurden	   zur	  Herstellung	   von	  RNA-‐Sequenzierbibliotheken	   für	  Next	  
Generation	  Sequencing	  auf	  der	  Illumina-‐Plattform	  verwendet.	  Im	  Vorhabenszeitraum	  konnte	  
so	   für	   insgesamt	  372	  Patientenproben	  die	  RNA	   sequenziert	   und	  die	   Sequenzierdaten	  dem	  
Projektkonsortium	  zur	  Verfügung	  gestellt	  werden.	  
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Nach	   der	   Sequenzierung	   wurden	   die	   Reads	   auf	   das	   humane	   Referenzgenom	   gemappt.	  
Anschließend	   erfolgte	   die	   Bestimmung	   der	   Genexpressionswerte	   (RPKM-‐Werte),	   die	  
Identifizierung	  von	  Fusionsgenen,	  alternativer	  Exon-‐Nutzung,	  differentiell	  exprimierter	  Gene	  
inklusive	   Identifizierung	   von	   molekularen	   Subclustern,	   die	   Identifizierung	   von	  
Genregulationsnetzwerken	   und	   Transkriptom-‐Assemblierung	   zur	   Identifizierung	   bisher	  
unbekannter	   neuer	   Transkripte.	   Als	   Teil	   dieser	   Arbeit	   hat	   das	   MPI-‐MG	   neue	  
Bioinformatikpipelines	   für	   die	   Transkriptomanalyse	   entwickelt,	   die	   Transkriptom-‐	   und	  
Genomdaten	   integrieren.	  Für	  dieses	  Projekt	  wurden	   insbesondere	  Verfahren	  zur	  sensitiven	  
Identifikation	  von	  bona	  fide-‐Fusionsgenen	  und	  alternativen	  Spliceformen,	  die	  spezifisch	  mit	  
diesen	   Tumoren	   assoziiert	   sind,	   entwickelt.	   Alle	   fertigen	   Datensätze	   wurden	   den	  
Projektpartnern	   zur	   Integration	   mit	   Daten	   aus	   anderen	   Sequenzierplattformen	   und	   mit	  
klinischen	  Daten	  zur	  Verfügung	  gestellt.	  Für	  den	  Medulloblastom-‐Datensatz	  befindet	  sich	  die	  
Auswertung	  noch	  in	  Arbeit,	  eine	  Veröffentlichung	  ist	  im	  Rahmen	  einer	  weiteren	  Konsortium-‐
Publikation	  geplant.	  
	  
	  
4.	   Wissenschaftlicher	  und	  technischer	  Stand,	  an	  den	  angeknüpft	  wurde	  
	  
•	   Angabe	   bekannter	   Konstruktionen,	   Verfahren	   und	   Schutzrechte,	   die	   für	   die	  
Durchführung	  des	  Vorhabens	  benutzt	  wurden	  
	  
Es	   wurden	   keine	   bekannten	   Konstruktionen,	   Verfahren	   oder	   Schutzrechte	   bei	   der	  
Durchführung	  des	  Vorhabens	  verwendet.	  
	  
	  
•	   Angabe	   der	   verwendeten	   Fachliteratur	   sowie	   der	   benutzten	   Informations-‐	   und	  
Dokumentationsdienste	  
	  
Internationale	   medizinische,	   biomedizinische,	   biochemische	   und	   molekularbiologische	  
Fachzeitschriften.	  
	  
	  
5.	   Zusammenarbeit	  mit	  anderen	  Stellen	  
	  
Im	   Rahmen	   dieses	   Projekts	   mit	   keinem	   anderen	   externen	   Partner	   als	   den	  
Konsortiumsmitgliedern	  des	  ICGC	  PedBrainTumor-‐Projekts.	  
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II.	   Eingehende	  Darstellung	  
	  
	  
1.	   Verwendung	   der	   Zuwendung	   und	   erzielte	   Ergebnisse	   im	   Einzelnen,	   mit	  
Gegenüberstellung	  der	  vorgegebenen	  Ziele	  
	  
Die	  Projektziele	  sind	  die	  Erstellung	  von	  hoch	  aufgelösten,	  auf	  RNA-‐Sequenzierung	  (RNA-‐seq)	  
basierten	   Expressionsprofilen	   von	   Tumoren	   und	   Kontrollgeweben	   sowie	   die	   zugehörige	  
umfassende	   Transkriptomanalyse	   in	   Zusammenarbeit	   mit	   WP10	   (Bioinformatik).	   Im	   Laufe	  
des	   Projekts	   wurde	   für	   folgende	   372	   Patientenproben	   die	   RNA	   sequenziert	   und	   die	  
Sequenzierdaten	  zur	  Verfügung	  gestellt:	  
	  

• Medulloblastome	  (MB):	   	   189	  
• Pilozytische	  Astrozytome	  (PA):	  	   	  	  90	  
• Glioblastome	  (GBM):	   	   	   	  	  50	  
• Ependymome:	  	   	   	  	  	   	  	  25	  
• ETANTR:	  	   	   	   	   	  	  	  	  7	  
• Primäre	  Glioblastome	  (pGBIV):	  	   	  	  	  	  3	  
• Kontrollgewebe:	   	   	   	  	  	  	  8	  

	  
Die	   Herstellung	   der	   Sequenzierlibraries	   erfolgte	   mit	   dem	   TruSeq	   Strang-‐spezifischen	  
Protokoll	   mit	   RiboZero	   Gold	   (Illumina),	   sequenziert	   wurden	   die	   Libraries	   auf	   der	   Illumina	  
HiSeq	  2000-‐Plattform	  mit	  2x51	  Zyklen.	  Das	  Demultiplexing	  der	  fastq-‐Dateien	  erfolgte	  mit	  der	  
bcl2fastq	   Konversionssoftware	   (Illumina,	   Version	   1.8.4).	   Die	   resultierenden	   Sequenzreads	  
wurden	   mit	   der	   Software	   bwa	   (Version	   0.7.7-‐r441)	   auf	   das	   menschliche	   Referenzgenom	  
(1000Genomes-‐Version)	  Phase1	  (human_g1k_v37.fasta)	  gemappt,	  wobei	  die	  Chromosomen	  
1	  bis	  22,	  X,	  Y	  und	  M	  verwendet	  wurden.	  
	  
Die	   ursprüngliche	   Vorhabensbeschreibung	   umfasste	   die	   Sequenzierung	   von	   300	  
Medulloblastomen	  und	  300	  Pilozytischen	  Astrozytomen.	   Im	  Laufe	  des	  Vorhabenszeitraums	  
und	  nach	  Analyse	  der	  ersten	  resultierenden	  Datensätze	  wurde	  diese	  Ziele	  nach	  Zustimmung	  
des	   Scientific	   Advisory	   Boards	   von	   den	   Projektpartnern	   und	   Projektträger	   dahingehend	  
modifiziert,	   dass	   die	   Pilozytischen	   Astrozytome	   mit	   90	   Proben	   bereits	   weitestgehend	  
charakterisiert	  sind,	  da	  diese	  größtenteils	  durch	  Fusionen	  oder	  Mutationen	  des	  BRAF-‐Gens	  
hervorgerufen	  werden.	  Auch	  wurde	  beschlossen,	  weniger	  Proben	  zu	  sequenzieren	  und	  dafür	  
die	  einzelnen	  Proben	  in	  viel	  höherer	  Sequenziertiefe	  zu	  analysieren	  (>300	  Million	  Reads	  pro	  
Probe).	   Zusätzlich	  wurden	  auch	  noch	  Glioblastome	   sequenziert,	   bei	  denen	  neuartige	  MET-‐
Fusionen	  gefunden	  wurden	  (siehe	  unten).	  
	  
Identifizierung	  von	  Fusionsgenen	  
	  
Einen	  wichtigen	   Teil	   der	   Transkriptomanalyse	   stellt	   die	   Suche	   nach	   Fusionsgenen	   dar.	  Wir	  
haben	   im	   Rahmen	   von	   ICGC	   PedBrainTumor	   unsere	   Detektionspipeline	   weiterentwickelt	  
(basierend	   auf	   den	   Programmen	   TopHat2-‐Fusion	   und	   SOAPfuse	   sowie	   eigener	  
Postprozessierungs-‐Software)	  und	   für	  die	  Analyse	  von	  RNA-‐seq-‐Daten	  aus	  79	  Pilozytischen	  
Astrozytomen,	   49	   Glioblastomen	   (GBM),	   48	   Ependymomen,	   23	   Atypische	  
Teratoide/Rhabdoide	   Tumoren	   (ATRT),	   164	   Medulloblastomen	   (MB)	   sowie	   3	   Primitiven	  
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Neuroektodermalen	   Tumoren	   des	   Zentralen	   Nervensystems	   (PNET)	   verwendet.	   Im	   Detail	  
wurden	  daraus	  folgende	  Erkenntnisse	  gewonnen:	  
	  
•	  79	  Pilozytische	  Astrozytome	  (PA):	  
Unsere	   Fusionsgen-‐Analyse	   identifizierte	   sowohl	   bekannte	   MAPK-‐Pathway-‐aktivierende	  
Genomveränderungen	  wie	   Fusionsvarianten	   von	   KIAA1549-‐BRAF	   (70	   Fälle)	   und	   FAM131B-‐
BRAF	   (1	   Fall)	   als	   auch	   vier	   neue	  BRAF-‐Fusionen	   (Abbildung	   1).	   Die	   BRAF-‐Fusionen	  wurden	  
sowohl	   durch	   den	   Vergleich	   mit	   Mate-‐Pair-‐Daten	   als	   auch	   mit	   RT-‐PCR-‐Sequenzierung	  
bestätigt.	   Wie	   erwartet	   resultierten	   alle	   Varianten	   im	   Verlust	   der	   aminoterminalen	  
regulatorischen	  Region	  von	  BRAF.	  Eine	  RNF130-‐BRAF-‐Fusion,	  entstanden	  durch	   reziprokale	  
t(5;7)(q35;q34)-‐Translokation,	   wurde	   in	   zwei	   Patienten	   gefunden,	   andere	   Fälle	   von	   neuen	  
BRAF-‐Fusionen	  zeigten	  die	  Fusionsgene	  CLCN6-‐BRAF,	  MKRN1-‐BRAF	  und	  GNAI1-‐BRAF.	  
	  

	  	  
	  
Abbildung	  1.	  Neue	  BRAF-‐Fusionsgene	   in	  Pilozytischen	  Astrozytomen	   (PA).	   (a)	  MKRN1-‐BRAF-‐Fusion	   in	  PA58.	  (b)	  RNF130-‐
BRAF-‐Fusion	   in	   PA112.	   (c)	   CLCN6-‐BRAF-‐Fusion	   in	   PA144.	   (d)	   GNAI1-‐BRAF-‐Fusion	   in	   PA30.	   RPM,	   reads	   per	   million;	   KD,	  
Kinase-‐Domäne.	  

	  
Unsere	  Daten	  zu	  bekannten	  und	  neuen	  Fusionsgenen	  in	  Pilozytischen	  Astrozytomen	  bildeten	  
einen	  wichtigen	   Teil	   der	   Veröffentlichung	   im	   Rahmen	   eines	   Konsortiumsartikels	   in	   Nature	  
Genetics	  (Jones	  et	  al.	  2013).	  
	  
• 49	  Glioblastome	  (GBM):	  
Aus	   der	   Fusionsgen-‐Analyse	   ergab	   sich	   eine	   Liste	   von	   85	   potentiell	   schädigenden	  
Fusionsgenen.	   51	   besonders	   interessante	   Fusions-‐Kandidaten	   wurden	   mittels	   RT-‐PCR	   und	  
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Sanger-‐Sequenzierung	   als	   echte	   Fusionsgene	   bestätigt.	   In	   Kooperation	   mit	   dem	   DKFZ	  
Heidelberg	  wurde	  ein	  auf	  diesen	  GBM-‐Fusionsgenanalysen	  basierendes	  Manuskript	  erstellt,	  
welches	  besonders	  das	  wiederholte	  Auftreten	  von	  MET-‐Fusionen,	  deren	  Beteiligung	  bei	  der	  
Glioblastom-‐Entstehung	  sowie	  potentielle	  Therapiemöglichkeiten	  beschreibt	  und	  momentan	  
für	  eine	  Veröffentlichung	  eingereicht	  ist	  (Bender	  et	  al.	  submitted).	  
	  
• 48	  Ependymome:	  
In	  den	  RNA-‐seq-‐Daten	  aus	  48	  Ependymomen	  wurden	  fünf	  potentiell	  schädliche	  Genfusionen	  
identifiziert,	   darunter	   keine	   mehrfach	   auftretenden	   Fusionen.	   Die	   Ergebnisse	   der	  
Fusionsanalysen	   wurden	   an	   den	   Projektpartner	   am	   DKFZ	   Heidelberg	   übermittelt	   und	   im	  
Rahmen	  eines	  Konsortiumsartikels	  in	  Cancer	  Cell	  veröffentlicht	  (Pajtler	  et	  al.	  2015).	  
	  
• 23	  Atypische	  Teratoide/Rhabdoide	  Tumore	  (ATRT):	  
In	   den	   RNA-‐seq-‐Daten	   aus	   23	   ATRTs	   wurden	   acht	   potentiell	   schädliche	   Genfusionen	  
identifiziert,	   darunter	   keine	   mehrfach	   auftretenden	   Fusionen.	   Die	   Ergebnisse	   der	  
Fusionsanalysen	  wurden	  an	  den	  Projektpartner	  am	  DKFZ	  Heidelberg	  übermittelt.	  
	  
• 164	  Medulloblastome	  (MB):	  
Aus	  der	   Fusionsgen-‐Analyse	  ergab	   sich	  eine	   Liste	   von	  293	  exprimierten	  Genfusionen	   in	  86	  
verschiedenen	  Patienten.	  Wie	  erwartet	  traten	  Genfusionen	  vor	  allem	  in	  Medulloblastomen	  
der	  Gruppen	  3	  und	  4	  auf,	  jedoch	  wurden	  auch	  eine	  Reihe	  von	  Fusionen	  in	  der	  SHH-‐Gruppe	  
identifiziert	   und	   sogar	   einige	   wenige	   Fusionen	   in	   WNT-‐Medulloblastomen.	   Eine	   erste	  
Veröffentlichung	   eines	   Teils	   der	   Medulloblastom-‐Daten	   fand	   bereits	   2012	   im	   Magazin	  
Nature	   statt	   (Jones	   et	   al.	   2012).	   Wiederholt	   auftretende	   Fusionen	   des	   GFI1B-‐Onkogens	  
wurden	  im	  Rahmen	  einer	  weiteren	  Veröffentlichung	  in	  Nature	  beschrieben	  (Northcott	  et	  al.	  
2014).	  Nach	  Analyse	  des	  gesamten	  Datensatzes	  aus	  164	  Medulloblastomen	  wurden	  23	  Gene	  
identifiziert,	   die	   in	   mehr	   als	   einem	   Patienten	   von	   Fusionen	   betroffen	   waren.	   Momentan	  
analysieren	   wir	   die	   Fusionen	   im	   Detail,	   um	   ihre	   mögliche	   Funktion	   als	   Driver-‐Gene	   zu	  
charakterisieren,	   indem	   die	   Daten	   mit	   den	   weiteren	   Datensätzen	   zu	   Single	   Nucleotide	  
Variants	   (SNVs),	   Indels	   und	   Copy	   Number	   Variations	   (CNVs)	   sowie	   RNA-‐seq-‐
Expressionsclustern	   und	   Expressionsmustern	   im	   Gehirn	   integriert	   werden.	   Die	  
Veröffentlichung	   der	   Fusionsgen-‐Daten	   und	   anderer	   Ergebnisse	   zu	   allen	   analysierten	  
Medulloblastomen	  ist	  im	  Rahmen	  einer	  umfassenden	  Transkriptomstudie	  von	  pädiatrischen	  
Medulloblastomen	  für	  das	  Jahr	  2015	  geplant.	  
	  
Identifizierung	  alternativer	  Exon-‐Nutzung	  (AEN)	  
	  
Neben	  der	  Analyse	  von	  Fusionsgenen	  ist	  die	  Detektion	  alternativer	  Exon-‐Nutzung	  (AEN)	  ein	  
weiterer	   Teil	   der	   Transkriptomanalyse.	   Im	   Rahmen	   von	   ICGC	   PedBrainTumor	   wurden	  
Methoden	   zur	  Detektion,	   zur	  Visualisierung	  und	   zum	  Clustern	  von	  AEN	  entwickelt,	  die	  auf	  
RNA-‐seq	   Daten	   basiert	   und	   alternative	   Junction-‐Nutzung	   (AIN)	   als	   zusätzlich	   Validierung	  
integrieren.	  164	  Medulloblastome	  wurden	  auf	  subtypspezifische	  AEN	  untersucht.	  Insgesamt	  
konnten	  1362	  Gene	  identifiziert	  werden,	  die	  AEN	  zwischen	  den	  Subtypen	  zeigen.	  Von	  diesen	  
Genen	  sind	  267	  subtypspezifisch:	  	  98	  für	  WNT,	  116	  für	  SHH,	  16	  für	  Group	  3	  und	  60	  für	  Group	  
4.	   Die	   detektierten	   Fälle	   von	  AEN	  und	  AIN	  werden	  mittels	   Literaturvergleich	   ausgewertet,	  
um	   mögliche	   funktionelle	   Analysen	   zu	   planen.	   Einige	   der	   so	   gefundenen	   alternativen	  
Spleißformen,	  die	  mit	  bestimmten	  Medulloblastom-‐Subtypen	  assoziert	  sind,	  wurden	  bereits	  
vorher	   in	   bestimmten	   biologischen	   Kontexten	   beschrieben.	   Die	   interessantesten	   Beispiele	  
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betreffen	   Gene,	   die	   an	   der	   Hirnentwicklung	   beteiligt	   sind,	   was	   Hinweise	   geben	   könnte	  
sowohl	   auf	   den	   Ursprungszelltyp	   der	   Tumore	   als	   auch	   auf	   Ereignisse,	   die	   zu	   den	  
transformierenden	  Prozessen	  in	  diesen	  Tumoren	  führen.	  Die	  in	  diesem	  Projekt	  gewonnenen	  
Daten	  werden	  momentan	  eingehend	  analysiert.	  
	  

	  
	  
Abbildung	  2.	  Alternative	  Exon-‐Nutzung	   im	  Gen	  DLG3	  zwischen	  den	  Subtypen	  SHH	  und	  Group3.	  Zu	  sehen	  ist	  die	  relative	  
Expression	  der	  annotierten	  Exons	  von	  DLG3.	  Violett	  markierte	  Exons	  zeigen	  signifikante	  alternative	  Nutzung	  zwischen	  den	  
beiden	  Subtypen.	  	  

	  
Identifizierung	  differentiell	  exprimierter	  Gene	  
	  
Parallel	   zur	   Detektion	   alternativer	   Exon-‐Nutzung	   wurden	   die	   (RiboZero)	   RNA-‐
Sequenzierdaten	   der	   164	   Medulloblastome	   auf	   differentiell	   exprimierte	   Gene	   (DEG)	  
untersucht	   (unter	   der	   Verwendung	   von	   edegR	   (Robinson	   et	   al.	   2010)	   und	   eigener	  
Postprozessierungs-‐Software).	  Hierbei	  standen	  die	  DGE	  zwischen	  den	  vier	  MB-‐Subtypen	   im	  
Vordergrund,	   mit	   speziellem	   Fokus	   auf	   Group	   3	   und	   Group	   4,	   welche	   am	   wenigsten	  
verstanden	   sind.	   Neben	   den	   proteinkodierenden	   Genen	   stehen	   die	   langen	   nicht-‐
kodierenden	   RNAs	   (lnk-‐RNA)	   im	   Fokus	   der	   differenziellen	   Genexpressionsanalyse.	   Die	  
identifizierten	  deregulierten	  lnk-‐RNAs	  werden	  funktionell	  mittels	  In-‐situ-‐Hybridisierung	  (ISH)	  
in	   Maus-‐	   und	   Makakengehirn	   untersucht,	   um	   Informationen	   zu	   Ort	   und	   Zeitpunkt	   ihrer	  
Expression	  zu	  erhalten,	  was	  zur	  Aufklärung	   ihrer	  möglichen	  Funktion	   in	  genregulatorischen	  
Netzwerken	  beitragen	  wird.	  
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Abbildung	   3.	   Subtypspezifische	   DEG	   in	   ICGC	   PedBrain	   Medulloblastom.	   	   Hierarchisches	   Clustern	   subtypspezifisch	  
exprimierter	  proteinkodierender	  Gene.	  	  	  	  

	  
Identifizierung	  von	  molekularen	  Subclustern	  in	  SHH,	  Group	  3	  und	  Group	  4	  
	  
Um	  heterogene	  Eigenschaften	  der	  Medulloblastom	  Subtypen	  zu	  verstehen,	  wurde	  an	  einer	  
molekularen	   Subklassifizierung	   innerhalb	   der	   Subtypen	   SHH,	   Group	   3	   und	   Group	   4	  
gearbeitet,	  da	  diese	  Subtypen	  die	   schlechtesten	  Prognosen	   in	  der	  Klinik	  ausweisen.	  Hierzu	  
wurden	  Techniken	  von	  nichtüberwachtem	  hierarchischem	  Clustering	  verwendet.	   Innerhalb	  
der	  drei	  Subtypen	  SHH,	  Group	  3	  und	  Group	  4	  konnten	  jeweils	  drei	  molekulare	  Subcluster,	  die	  
subclusterspezifische	   differenzielle	   Genexpression	   aufweisen,	   identifiziert	   werden	  
(Abbildung	  4).	  
	  

	  
	  
Abbildung	   4.	   Molekulare	   Subcluster	   in	   der	   ICGC	   PedBrain	   Medulloblastom	   Kohorte.	   Differential	   exprimierte	   Gene	  
zwischen	  den	  molekularen	  Subclustern	  in	  a)	  	  SHH,	  b)	  Group	  3	  und	  c)	  Group	  4.	  	  

	  
Identifizierung	  von	  Genregulationsnetzwerken	  
	  
Die	   identifizierten	   differentiell	   exprimierten	   Gene	   deuten	   auf	   verschiedene	   aktivierte	  
transkriptionelle	  Programme	  in	  den	  Subtypen	  und	  Subcluster.	  Zum	  besseren	  Verständnis	  der	  
regulatorischen	   Mechanismen	   hinter	   diesen	   transkriptionellen	   Programmen	   wurde	   ein	  
genregulatorisches	  Netzwerk	  für	  die	  DEG	  erstellt.	  Dazu	  wurden	  Target-‐Gene	  der	  differentiell	  
exprimierten	   Transkriptionsfaktoren	   in	   silico	   bestimmt	   und	   das	   daraus	   resultierende	  

a	   b	   c	  
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Genregulationsnetzwerk	   (Abbildung	   5)	   in	   Subnetzwerke	   unterteilt	   (verwendete	   Software:	  
Genomatix	  Genome	  Analyzer,	  Infomap	  (Rosvall	  M	  and	  Bergstrom	  CT	  2010)).	  	  
	  

	  
	  
Abbildung	   5.	   Genregulationsnetzwerke	   in	   ICGC	   PedBrain	  Medulloblastom	   Kohorte.	   a)	  Genregulationsnetzwerke	   in	   den	  
vier	  MB	  Subtypen.	  b)	   	  Genregulationsnetzwerke	   in	  den	  Group	  3	  Subclustern.	  c)	  Genregulationsnetzwerke	   in	  den	  Group	  4	  
Subclustern.	  d)	  Genregulationsnetzwerke	  in	  den	  SHH	  Subclustern.	  

	  
Diese	   Subnetzwerke	   reflektieren	   die	   aktivierten	   transkriptionellen	   Programme	   in	   der	   ICGC	  
PedBrain	   Medulloblastoma	   Kohorte.	   Die	   identifizierten	   Subnetzwerke	   werden	   auf	   ihre	  
Funktion	  und	  mittels	  In-‐situ-‐Hybridisierungsdatenbanken,	  die	  von	  der	  AG	  Yaspo	  im	  Rahmen	  
des	   europäischen	   EUREXPRESS-‐Konsortiums	   erstellt	   wurden	   (Diez-‐Roux	   G	   et	   al.	   2011,	  	  
www.eurexpress.org)	  sowie	  dem	  Allen	  Brain	  Atlas	  (Allen	  Institute	  for	  Brain	  Science	  2015)	  auf	  
zellspezifische	   Expression	   hin	   untersucht.	   Diese	   zellspezifische	   Expression	   kann	   Aufschluss	  
über	  die	  Ursprungszellen	  der	  Medulloblastom-‐Subtypen	  und	   -‐Subcluster	   geben	   (Abbildung	  
6).	  
	  

	  
Abbildung	  6.	  In-‐situ-‐Hybridisierung	  in	  Mausembryo.	  Der	  Ausschnittzeigt	  zeigt	  die	  ISH	  der	  Gene	  a)	  BARHL1	  und	  	  b)	  LMX1A	  
im	  sich	  entwickelnde	  Kleinhirn,	  Mittelhirn	  und	  Plexus	   choroideus	   in	  Mausembryo.	  Die	   ISHs	   stammen	  von	  der	  Datenbank	  
Eurexpress.	  	  

	  
De	  novo	  Transkriptom-‐Assemblierung	  
	  
Die	  Transkriptom-‐Analyse	  beinhaltete	  zudem	  das	  Assemblieren	  der	  RNA-‐seq-‐Reads,	  was	  eine	  
Identifizierung	   unbekannter	   transkriptionell	   aktiver	   Genomregionen	  wie	   Gene,	   Transkripte	  
oder	   Exons	   erlauben	   soll.	   Für	   das	   Assemblieren	   wurde	   eine	   Pipeline	   entwickelt,	   die	   eine	  
Subtyp-‐spezifische	   Identifizierung	   dieser	   Genomregionen	   ermöglicht.	   Das	   Assemblieren	   in	  
der	   Medulloblastom-‐Kohorte	   umfasste	   ca.	   60	   Milliarden	   RNA-‐Reads.	   Die	   ersten	   Schritte	  
dieser	   Arbeit	   wurden	   bereits	   beendet,	   wodurch	   eine	   wertvolle	   Ressource	   an	   neuen	  

a	   b	  

c	   d	  

a	   b	  
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potentiellen	  transkriptionellen	  Einheiten	  entstanden	  ist.	  Eine	  weitreichende	  Auswertung	  der	  
bisher	  unbekannten	  transkriptionell	  aktiven	  Genomregionen	  ist	  geplant.	  	  
	  
Die	   oben	   beschriebenen	   Analysen	   bilden	   die	   Grundlage	   für	   eine	   Publikation	   über	   die	  
molekulare	   phenotypische	   Charakterisierung	   von	   Medulloblastomen,	   die	   gerade	   ausge–
arbeitet	  wird.	  	  
	  
Andere	  Arbeiten	  
	  
Weiterhin	   haben	   wir	   basierend	   auf	   Ergebnissen	   der	   bisherigen	   Projektperioden	   an	   der	  
Verfassung	   eines	   Manuskripts	   mitgearbeitet,	   welches	   Arbeiten	   zur	   Identifizierung	   von	  
Medulloblastom-‐spezifischen	  Methylierungsmustern	  umfasst	  (Hovestadt	  et	  al.	  2014).	  
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2.	   Wichtigste	  Positionen	  des	  zahlenmäßigen	  Nachweises	  
	  
Im	  Rahmen	  des	   ICGC	  PedBrainTumor-‐Vorhabens	  wurden	   folgende	  Mittel	  vom	  Max-‐Planck-‐
Institut	  für	  molekulare	  Genetik	  in	  Arbeitspaket	  8	  –	  Transkriptomanalyse	  –	  aufgewendet:	  
	  
•	  Personalmittel:	  EUR	  191.841,34	  
•	  Verbrauchsmittel	  für	  Sequenzierungen:	  EUR	  313.292,79	  
	  
Die	  Aufwendungen	  blieben	  damit	  im	  Rahmen	  des	  beantragten	  Finanzierungsplans.	  Für	  eine	  
genauere	   Auflistung	   wird	   auf	   den	   detaillierten	   Verwendungsnachweis	   der	   Drittmittel–
abteilung	  des	  Max-‐Planck-‐Instituts	  für	  molekulare	  Genetik	  verwiesen.	  
	  
	  
3.	   Notwendigkeit	  und	  Angemessenheit	  der	  geleisteten	  Arbeit	  
	  
Die	   in	   Arbeitspaket	   8	   –	   Transkriptomanalyse	   –	   geleisteten	  Arbeiten	  waren	   notwendig	   und	  
wichtig	   zum	   einen	   zur	   Bestätigung	   von	   Beobachtungen	   der	   anderen	   Arbeitspakete	  
(Kreuzvalidierung	   von	   Ergebnissen	   der	   Genom-‐	   und	   Methylom-‐Sequenzierung)	   und	   zum	  
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anderen	  aufgrund	  substantieller	  neuer	  Erkenntnisse,	  die	  die	  Transkriptomanalyse	  vor	  allem	  
im	   Bereich	   der	   Subtypen-‐Klassifizierung	   und	   von	   Fusionsgenen	   und	   ihrer	   onkogenen	  
Wirkung	   in	   verschiedenen	   pädiatrischen	   Hirntumorentitäten	   beigesteuert	   hat	   (siehe	  
Abschnitt	  II.1.).	  
	  
	  
4.	   Voraussichtlicher	   Nutzen,	   insbesondere	   Verwertbarkeit	   des	   Ergebnisses	   im	   Sinne	  
des	  fortgeschriebenen	  Verwertungsplans	  
	  
Das	   Ziel	   des	   ICGC	   PedBrainTumor-‐Projektes	   war	   es,	   Sequenzdaten	   von	   pädiatrischen	  
Hirntumoren	   zu	   generieren	   und	   diese,	   wie	   auch	   die	   zugehörigen	   klinischen	   Daten,	   der	  
internationalen	   Forschergemeinde	   zugänglich	   zu	   machen	   sowie	   bei	   renommierten	  
internationalen	   wissenschaftlichen	   Zeitschriften	   zur	   Publikation	   einzureichen.	   Als	  
Projektpartner	   haben	   wir	   dazu	   beigetragen,	   eine	   einzigartige	   Ressource	   an	   Daten	   über	  
genetische	  Veränderungen	  bei	  kindlichen	  Gehirntumoren	  zu	  schaffen,	  die	  die	  Grundlage	  für	  
weitere	   Forschungen	   national	   und	   international	   sein	   und	   so	   ein	   besseres	   Verständnis	   der	  
Pathogenese	  pädiatrischer	  Hirntumore	  ermöglichen	  wird.	  Die	  Daten	  sind	  für	  Wissenschaftler	  
über	  das	  ICGC-‐Datenportal	  zugänglich	  (http://dcc.icgc.org/)	  und	  zum	  anderen	  für	  Mediziner	  
und	  interessierte	  Laien	  auch	  über	  das	  cBio-‐Portal	  (http://www.cbioportal.org/),	  welches	  eine	  
Visualisierung	   und	   öffentlichen	   Zugang	   zu	   den	   Ergebnissen	   ermöglicht,	   wodurch	   eine	  
Translation	  der	  Ergebnisse	   in	  die	  Klinik	  gefördert	  werden	  soll.	  Darüber	  hinaus	  werden	  sich	  
weitere	   Beobachtungen	   und	   Hypothesen	   aus	   diesem	   Projekt	   ergeben,	   die	   durch	   andere	  
Forschungsvorhaben	   bearbeitet	   werden	   können.	   Damit	   sind	   die	   wissenschaftlichen	  
Hauptziele	  des	  Projekts	  erreicht	  worden.	  
	  
Alle	   ICGC-‐Mitglieder	   haben	   sich	   zu	   Beginn	   des	   Projekts	   verpflichtet,	   keine	   Intellectual	  
Property	   (IP)-‐Ansprüche	   aus	   primären	   Daten	   (einschließlich	   somatischer	   Mutationen)	   zu	  
verfolgen	  bzw.	  IP-‐Schutzanmeldungen	  vorzunehmen,	  die	  den	  Zugang	  zu	  oder	  die	  Benutzung	  
von	  Elementen	  der	  ICGC-‐Daten	  oder	  Schlussfolgerungen	  direkt	  aus	  diesen	  Daten	  verhindern	  
oder	   blockieren	   würde.	   Dementsprechend	   wurden	   keine	   Patente	   angemeldet.	   Dennoch	  
haben	   die	   geleisteten	   Forschungsarbeiten	   ein	   großes	   Potential	   zur	   Generierung	   von	   IP,	  
sobald	  sie	  funktionell	  und	  prospektiv/klinisch	  weiter	  untersucht	  und	  bewertet	  worden	  sind.	  
Beispiele	   sind	   die	   Entwicklung	   prognostischer/prädiktiver	   Marker,	   von	   Assays	   zur	  
Durchführung	   der	   Diagnostik	   in	   einem	   klinischen	   Setting,	   neuer	   therapeutischer	  
Angriffspunkte	   sowie	   präklinischer	   Testung	   neuer	   Therapieoptionen	   in	   vitro	   und	   in	   vivo.	  
Sollten	   sich	   prädiktive	   Marker	   prospektiv	   validieren	   lassen,	   werden	   die	   Beteiligten	   auf	  
klinische	   und	   industrielle	   Partner	   zugehen,	   die	   klinische	   Tests	   für	   zertifizierte	   Routine-‐
Anwendungen	  herstellen	  können.	  
	  
	  
5.	   Während	  der	  Durchführung	  des	  Vorhabens	  dem	  ZE	  bekannt	  gewordener	  Fortschritt	  
auf	  dem	  Gebiet	  des	  Vorhabens	  bei	  anderen	  Stellen	  
	  
Dem	  Zuwendungsempfänger	  wurde	  während	  des	  Vorhabens	  kein	  vergleichbarer	  Fortschritt	  
auf	  dem	  Gebiet	  des	  Vorhabens	  bei	  anderen	  Stellen	  bekannt.	  
	  
	  
6.	   Erfolgte	  oder	  geplante	  Veröffentlichungen	  des	  Ergebnisses	  
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