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1 Einleitung und Hintergrund 

1.1 Personalisierte, pädiatrische Onkologie 

1.1.1 Die Ursprünge der pädiatrischen Onkologie  

Tumorerkrankungen begleiten den Menschen seit seiner Entstehung, wie Untersuchungen prä-
historischer Skelettfunde nahelegen (Monge et al., 2013; Odes et al., 2016). Fallberichte über 
solide Tumoren reichen zurück bis zum altägyptischen Papyrus Ebers, der Begriff des „Karzi-
noms“ geht zurück auf Hippokrates („Krebs als ständiger Begleiter der Menschheit“, 2004). Trotz-
dem dauerte es bis zur Entwicklung der ersten Lichtmikroskope im 19. Jahrhundert und dem 
darauffolgenden Zeitalter der Zellularpathologie, bis aus visuellen Beschreibungen korrekte The-
orien zum Krebsursprung wurden. Auf Rudolf Virchow geht der Ausdruck  „omnis cellula e cellula“, 
also frei übersetzt „Jede Zelle (stammt) von einer Zelle (ab)“, zurück (Virchow, 1858). Dieser 
kurze Satz fasst ein grundlegendes Prinzip der Pathologie zusammen, das im Wesentlichen bis 
heute gilt: Krankheiten entstehen durch Störungen der Körperzellen und übertragen auf die On-
kologie: Tumoren entstehen aus vormals gesunden Zellen.  

Aufgrund ihrer makroskopischen Sichtbarkeit bezogen sich frühe Beschreibungen des Krebses 
auf solide Tumoren. Michael Biermer, geboren im Jahre 1827 und ein Schüler Virchows, wird 
dann die erste Beschreibung eines an einer akuten Leukämie leidenden Kindes namens Maria 
zugeschrieben (Mukherjee, 2011): Aus heiterem Himmel zeigte das Mädchen eine unerklärliche 
Schwäche, entwickelte Hämatome ohne Trauma und ein hohes Fieber, die mikroskopische Un-
tersuchung ihres Blutes zeigte eine abnorme Zellpopulation, die wir heute als leukämische Blas-
ten kennen. Vielleicht war dies die Geburtsstunde der pädiatrischen Onkologie – auch wenn die 
Erkenntnisse für fast ein weiteres Jahrhundert nicht bedeuteten, dass an Leukämie erkrankte 
Kinder sinnvoll therapiert oder gar gerettet werden konnten.  

Sidney Farber, ein 1903 in Buffalo, einer heutigen Großstadt im Westen des US-Bundesstaates 
New York, geborener Pathologe, gilt heute als Wegbereiter der chemotherapiebasierten Heilung 
an Leukämie erkrankter Kinder. Farbers berufliches Wirken fiel in eine Zeit, in der die Bedeutung 
der Vitamine Folsäure und B12 für die Hämatopoese erkannt wurde. Auch wenn sie der Folsäure 
nicht ihren heutigen Namen gab, beschrieb Lucy Wills erstmals den Zusammenhang zwischen 
Ernährungsmängeln und einer Form der makrozytären Anämie bei schwangeren Frauen in Bom-
bay. Sie beobachtete, dass ein bisher unbekannter Nährstofffaktor – später als Folsäure identifi-
ziert – für die Blutbildung essenziell war (Lucy Wills et al., 1931). Wills erkannte darüber hinaus, 
dass der zunächst nach ihr benannte „Wills-Faktor“ aus Hefeextrakten gewonnen werden konnte. 
Die günstigste Quelle für diesen Extrakt war Marmite, ein auch noch heute in englischsprachigen 
Ländern beliebter, folsäurehaltiger Brotaufstrich. Dass Folsäure also eine wichtige Rolle für die 
Zellbildung im Knochenmark darstellt, war Farber in den 1940er Jahren also wohl bekannt. Dass 
Anämien bei alimentärem Folsäuremangel und bei akuter Leukämie unterschiedliche Ursachen 
haben, aber vermutlich nicht. Deshalb verabreichten Farber und Kollegen Kindern mit akuter Leu-
kämie Pteroyltriglutaminsäure, ein Folsäurekonjugat, in der Hoffnung, den Krankheitsverlauf zu 
verlangsamen. Statt einer Heilung kam es zu einer Beschleunigung des Krankheitsverlaufs, die 
Farber und Kollegen als „Acceleration“ bezeichneten und daraus den Schluss zogen, dass nicht 
Folsäure, sondern Folsäureantagonisten zur Heilung von Leukämie benötigt würden (Farber, 
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1949). In der Tat konnten in den folgenden Jahren Farber und Kollegen mit dem Folsäureanta-
gonist Aminopterin erstmals passagere Remissionen bei an akuter Leukämie leidenden Kindern 
erzielen (Farber et al., 1948). 

Im Lichte dieser Erfolge im Kampf gegen kindliche Krebserkrankungen firmierte sich auch in 
Deutschland die pädiatrische Hämatologie und -Onkologie als Fach. Früh setzte sich die Über-
zeugung durch, dass sich angesichts geringer Fallzahlen nur durch Zentralisierung rasche Fort-
schritte erzielen lassen. Es entstanden Zusammenschlüsse wie die „Deutsche Arbeitsgemein-
schaft für Leukämie-Forschung und -Behandlung im Kindesalter“ (DAL,1965), in den 1970er Jah-
ren das erste „West-Berliner Protokoll“ (später „Berlin-Frankfurt-Münster“ – BFM) zur Leukä-
mietherapie, 1973 erfolgt die Gründung der „Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie“ (GPO), 
1991 gingen DAL und GPO in der „Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie und Hämatologie“ 
(GPOH) auf (Michael Hertl, 2001). Zentralisierung, strukturierte Therapieoptimierungsstudien und 
die Entwicklung neuer Therapien führten zur kontinuierlichen Verbesserung der Langzeitprog-
nose an Krebs erkrankter Kinder- und Jugendlicher, die inzwischen bei über 80% liegt (Niemeyer 
et al., 2018). 

1.1.2  Generelle Prinzipien der antineoplastischen Therapie 

Folsäureantagonisten wie das von Faber eingesetzte Aminopterin oder das heute verwendete, 
strukturell verwandte Methotrexat wirken deshalb antineoplastisch, weil sie bestimmte Krebszel-
len stärker schädigen als gesunde Körperzellen. Der Dosisbereich, in dem eine antineoplastische 
Therapie wirksam ist, ohne dass inakzeptable Nebenwirkungen auftreten, wird als „therapeuti-
sches Fenster“ bezeichnet. Doch warum existiert diese mehr oder weniger ausgeprägte selektive 
Wirkung klassischer Chemotherapeutika und molekularer Medikamente gegenüber Krebszellen?  

Erhöhte Proliferation. Ein häufig herangezogenes Erklärungsmodell ist die hohe Proliferations-
rate vieler Krebszellen, durch die diese verstärkt auf die Synthese neuer DNA-Bausteine ange-
wiesen sind. Folsäureantagonisten hemmen die Synthese von Purinbasen und entfalten daher 
vermutlich ihre besonders starke Wirkung sowohl gegen hochproliferative Tumoren als auch ge-
gen schnell teilende physiologische Gewebe wie beispielsweise die Mund- und Darmschleimhaut.  

Verstärkte Aktivierung des Therapeutikums im Tumor. Manche Chemotherapeutika liegen 
als sogenannte Prodrugs vor und werden im Tumormilieu stärker in ihre aktiven Metabolite um-
gewandelt als in gesunden Geweben. Ein Beispiel hierfür ist Mitomycin C – ein Alkylanz, dem 
zugeschrieben wird, unter hypoxischen Bedingungen verstärkt aktiviert zu werden (Kennedy et 
al., 1980). 

Defekte DNA-Reparatur. Die Inaktivierung zellulärer DNA-Reparaturmechanismen ist ein häufi-
ges Ereignis im Rahmen der Onkogenese unterschiedlichster Tumorentitäten. Mechanistisch ist 
davon auszugehen, dass diese Inaktivierung zur genetischen Instabilität beiträgt, also das Muta-
tionsreservoir eines Tumors erhöht und den Weg für die Akkumulation weiterer onkogener Muta-
tionen ebnet. Es erscheint folgerichtig, dass fehlerhafte DNA-Repaturmechanismen die zelluläre 
Sensitivität für bestimmte Chemotherapeutika erhöhen. Gezeigt werden konnte dies beispiels-
weise für den Folsäureantagonisten Methotrexat, dessen Wirkung durch Defizienz des Mismatch-
Reparatur-Proteins MSH2 verstärkt wird. Mechanistisch wurde dies auf die Methotrexat-vermit-
telte Induktion oxidativer DNA-Schäden zurückgeführt, die bei Inaktivierung dieses Reparaturwe-
ges schlechter repariert werden können (Martin et al., 2009). 
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Verstärkte Abhängigkeit von Chaperonen. Chaperone sind molekulare Maschinerien, welche 
Proteine bei ihrer korrekten Faltung unterstützen. HSP90 gehört zu einer bestimmten Unter-
gruppe dieser Familie, den sogenannten Hitzeschockproteinen. In Krebszellen kommt HSP90 
und seinen Familienmitgliedern eine besondere Bedeutung zu, denn sie schützen überexpri-
mierte, krebsassoziierte Proteine wie beispielsweise Onkogene vor fehlerhafter Faltung und Ab-
bau. Aus dieser Funktion ergibt sich eine verstärkte Sensitivität vieler Krebszellen gegenüber 
molekularer HSP90-Inhibitoren (Trepel et al., 2010). 

Überexpression onkogener Proteine. Manche Onkogene, wie beispielsweise Rezeptortyrosin-
kinasen in glialen ZNS-Tumoren, sind therapeutisch direkt inhibierbar. Das therapeutische Fens-
ter ergibt sich aus der funktionellen Abhängigkeit und erhöhten Expression bestimmter Tumor-
zellen im Vergleich zu gesunden Körperzellen (Tomuleasa et al., 2024).  

Expression einer für die Immuntherapie zugänglichen Zielstruktur. Die antikörperbasierte 
Immuntherapie mit Zielstrukturen wie GD2 (in Neuroblastomen mittels Dinutuximab), CD20 (in B-
Zell-Lymphomen mittels Rituximab) und CD19 (in B-Vorläufer-Leukämien mittels Blinatumomab) 
haben Einzug in die pädiatrische Onkologie gehalten und gehören inzwischen zum Standardre-
pertoire (Rashed, 2022). Zelluläre Immuntherapien mittels CAR-T-Zellen werden in Studien aus-
getestet und klinisch aktuell noch vorwiegend in Rezidivsituationen eingesetzt.  

1.1.3 Molekulare Therapien und (in)direkte Tumor-Vulnerabilitäten 

Sequenziertechnologien der nächsten Generation (NGS) und ein inzwischen immer breiter wer-
dendes Portfolio molekular zielgerichteter Krebstherapeutika haben auch in der pädiatrischen 
Onkologie ein Zeitalter der Präzisionsmedizin eingeleitet. Einen besonders großen, klinischen 
Benefit bringen molekulare Therapeutika dabei immer dann, wenn treibende Onkogene direkt 
inhibiert werden können, also ein „high evidence target“ (van Tilburg et al., 2021) oder gar ein 
angreifbares Fusionsprotein (Church et al., 2022) existiert. Trotz aller Fortschritte trifft dies aber 
auf nur einen Bruchteil unseres pädiatrischen Patientenkollektivs zu: Veränderungen des ALK-
Gens in bestimmten Lymphomen und im Neuroblastom, des BRAF-Gens und anderer Kinasen 
in pädiatrischen Gliomen und der ABL-Kinase in Leukämien sind Kernbestandteil dieser kleinen 
Gruppe an Mutationen mit direkter therapeutischer Konsequenz (PDQ Pediatric Treatment Edi-
torial Board, 2024). Andere Genomveränderungen, wie die MYCN-Amplifikation in Neuroblasto-
men, die SMARCB1-Mutation in Rhabdoidtumoren oder die Histonmutation pädiatrischer Mittel-
linien-Gliome entziehen sich aktuell noch einer direkten, therapeutischen Angreifbarkeit. Andere 
genetische Aberrationen, wie beispielsweise der genomische Verlust eines Tumorsuppressors, 
wären nur durch Restoration dessen Mutation direkt molekular adressierbar – eine Aussicht, die 
trotz aller Fortschritte im Bereich der Genomeditierung aktuell noch immer ein weit entferntes Ziel 
bleibt.  

Eine Alternative zur direkten molekularen Inhibition derzeit nicht angreifbarer Genveränderungen 
ist das gezielte Ausnutzen indirekter Tumorvulnerabilitäten. Dieses Konzept basiert darauf, dass 
onkogene Veränderungen Tumorzellen von konkreten, sekundären Prozessen abhängig ma-
chen, die für gesunde Zellen entweder irrelevant oder deutlich weniger essenziell sind. Das viel-
leicht bekannteste Beispiel hierfür ist die synthetische Letalität zwischen BRCA und PARP: Die 
durch BRCA-Gene kodierten Proteine sind zentrale Bestandteile der homologen Rekombinati-
onsreparatur, einem Mechanismus zur Behebung von DNA-Doppelstrangbrüchen. In Tumoren 
wie Brust- oder Eierstockkarzinomen sind BRCA-Gene häufig inaktiviert. Obwohl BRCA-Mutatio-
nen therapeutisch nicht rückgängig gemacht werden können, zeigt sich, dass BRCA-defiziente 
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Zellen stark von PARP-vermittelten DNA-Reparaturwegen abhängig sind. Durch die gezielte 
Hemmung von PARP kann diese Achillesferse ausgenutzt werden, was die molekulare Basis für 
die erfolgreiche Therapie BRCA-mutierter Tumoren darstellt (Patel et al., 2021). 

Auch für pädiatrische Krebserkrankungen existieren solche indirekten, molekularen Vulnerabili-
täten. Ein Beispiel, welches sich aktuell in klinischer Prüfung befindet, sind Menin-Inhibitoren. 
Bestimmte myeloische und lymphoblastische Neoplasien werden angetrieben von Fusionen des 
Proto-Onkogens KMT2A – einer aktuell noch nicht direkt angreifbaren, genetischen Veränderung. 
In KMT2A-veränderten Leukämien stellt ein Protein namens Menin eine indirekte therapeutische 
Vulnerabilität dar, denn die pro-onkogene Aktivierung zahlreicher KMT2A-Zielgene erfordert funk-
tionelles Menin (Cuglievan et al., 2024).  

1.2 Funktionelle Screens zur Entdeckung kontextabhängiger 

Vulnerabilitäten 
Da inzwischen genetische Profile nahezu aller adulten und pädiatrischen Tumorentitäten vorlie-
gen, bestehen die brennendsten Herausforderung der translationalen Onkologie darin, mutierten 
sowie in ihrer Expression oder Funktion dysregulierten Genen präzise molekulare Funktionen 
zuzuweisen, ihre Rolle im organismalen Kontext zu verstehen und ihr Potenzial als Zielstrukturen 
für molekulare Krebstherapeutika systematisch zu untersuchen. Funktionelle Genperturbations-
Screens beschleunigen diesen Prozess: Mithilfe von Technologien wie CRISPR-Cas oder RNA-
Interferenz werden Gene systematisch und gezielt verändert, um ihre funktionelle Relevanz für 
zelluläre Prozesse wie Proliferation, Überleben oder Therapieantwort zu untersuchen. In der ein-
fachsten Form wird jede genetische Veränderung einzeln in separaten Zellkulturschalen unter-
sucht, um die dadurch verursachten phänotypischen Veränderungen zu analysieren. Sogenannte 
funktionelle Screens beschleunigen diesen Prozess und ermöglichen es, dass tausende geneti-
sche Veränderungen in einer einzigen Zellpopulation gleichzeitig untersucht werden. Dies wird 
beispielsweise dadurch erreicht, dass eine sgRNA-Bibliothek mithilfe viraler Vektoren so in die 
Zellkultur eingebracht wird, dass jede Zelle nur eine einzelne, punktgenaue genetische Verände-
rung trägt. Die gesamte Zellpopulation wird anschließend gemeinsamen definierten Selektions-
bedingungen ausgesetzt. Veränderungen in der Häufigkeit spezifischer genetischer Modifikatio-
nen werden danach direkt oder indirekt mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung analysiert – ein 
Verfahren, das als „pooled Screen“ bezeichnet wird (Doench, 2018). 

Funktionelle Screens können auch in lebenden Organismen durchgeführt werden. Es wird ange-
nommen, dass translational relevante Genotyp-Phänotyp-Assoziationen durch die in vivo Model-
lierung translational relevanter werden im Vergleich zu konventionellen Zellkulturmodellen malig-
ner Tumoren (Braun & Hemann, 2013). Diese Hypothese basiert auf der Beobachtung, dass sich 
die Auswirkungen einer bestimmten genetischen Perturbation sowohl zwischen verschiedenen 
Zellkulturmodellen als auch zwischen Zellen, die in vivo im Gewebeverband wachsen, und sol-
chen, die unter Zellkulturbedingungen propagiert werden, unterscheiden. Die Ursache dieser 
phänotypischen Kontextabhängigkeit genetischer Veränderungen liegt darin, dass die zelluläre 
Reaktion auf eine genetische Perturbation sowohl durch zelleigene Faktoren als auch durch ex-
terne Einflüsse, wie das Gewebemikromilieu, bestimmt wird (Schneider et al., 2017).  

Die vermutlich häufigste CRISPR-induzierte Genperturbation ist der Cas9-vermittelte genetische 
Knockout (CRISPRko). Dabei wird die aktive Cas9-Nuklease mithilfe einer spezifischen sgRNA 
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an einen definierten genomischen Lokus geleitet, wo sie einen Doppelstrangbruch induziert. Die-
ser DNA-Schaden wird meist durch den zellulären Reparaturmechanismus „non-homologous end 
joining“ (NHEJ) behoben, ein fehleranfälliger Prozess, der häufig zu kleinen Insertionen oder De-
letionen (INDELs) führt. Treten solche innerhalb einer kodierenden Sequenz auf, kommt es typi-
scherweise zu Leserasterverschiebungen und vorzeitigen Terminationscodons, was in der Regel 
einen Funktionsverlust des Gens, also einen Knockout, zur Folge hat und die simpelste Gen-
perturbation darstellt (Chehelgerdi et al., 2024).  

Das CRISPR-Universum ermöglicht jedoch auch subtilere Genmodifikationen, wie den durch 
dCas9 (deadCas9) vermittelten Genknockdown, bei dem die Menge des Genprodukts reduziert 
wird, ohne dass es zu einem vollständigen Verlust kommt. Dieses Verfahren wird als CRISPR-
Interferenz (CRISPRi) bezeichnet. Darüber hinaus kann dCas9 genutzt werden, um transkriptio-
nelle Aktivatoren gezielt an spezifische genetische Loci zu dirigieren. Diese Methode, bekannt 
als CRISPR-aktivierte Genexpression (CRISPRa), ermöglicht eine gezielte Steigerung der Gen-
expression (Chehelgerdi et al., 2024). Genexpressionsveränderungen, die über die mutationsbe-
dingte vollständige Aktivierung oder Inaktivierung hinausgehen, stellen dabei zentrale Mechanis-
men der Onkogenese dar. Sie können sowohl durch überexpressionsbedingte Aktivierung als 
auch durch herabregulationsbedingte Inaktivierung zellulärer Signalkaskaden Onkogene beein-
flussen. Diese fein abgestimmten Veränderungen der Genexpression tragen entscheidend zur 
Tumorentstehung und -progression bei, indem sie Signalwege modulieren, die das Zellwachstum, 
die Differenzierung oder das Überleben steuern.  
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2 Forschungsschwerpunkte und -projekte  

2.1 Technologieentwicklung zur Hochdurchsatzmodellierung 
molekularer Krebsphänotypen 

Nachdem CRISPRko bereits kurz nach der ersten Anwendung der Cas9-Nuklease in eukaryoti-
schen Systemen auch in vivo eingesetzt wurde (Sanchez-Rivera et al., 2014), fehlten zunächst 
entsprechende Nachweise dafür, dass CRISPRa und CRISPRi ebenfalls in vivo funktionsfähig 
sind. Diese Lücke schlossen wir, indem wir mittels dieser Technologien gezielt spezifische Gene 
in syngenen, immunkompetenten Mausmodellen in ihrer Expression modulierten (Braun et al., 
2016). Wir demonstrierten darüber hinaus, dass diese Technologie für Hochdurchsatzanwendun-
gen genutzt werden kann und führten den ersten, gepoolten CRISPRa-Screen in einem Maus-
Krebsmodell durch (Braun et al., 2016). Das hier verwendete Mausmodell beruhte dabei auf muri-
nen Zelllinien, die in vitro propagiert und genmodifiziert werden konnten. Nach CRISPR-Modifi-
kation unter Kulturbedingungen wurden die Zellen dann mittels Schwanzveneninjektion zurück in 
den murinen Organismus gebracht, wo sie schließlich zu klinisch manifesten Krebserkrankungen 
führten. Man bezeichnet ein solches Experiment als Transplantations-Screen.  

Wie viele Einzelgenperturbationen in Transplantations-Screens parallel in vivo untersucht werden 
können, hängt stark vom verwendeten Mausmodell ab: Leukämie- und Lymphommodelle zeich-
nen sich typischerweise durch ein sehr gutes Anwachsen transplantierter Zellen aus, während 
bei soliden Tumoren oft nur wenige Zellen im murinen Organismus anwachsen (Braun et al., 
2022). Um eine bestimmte Anzahl an Genperturbationen parallel in einem in vivo-Screen zu ana-
lysieren, ist es jedoch erforderlich, dass genügend Zellen anwachsen, die jeweils eine einzelne 
Genperturbation und in der Summe alle Genperturbationen einer CRISPR-Bibliothek tragen. Ist 
dies nicht gewährleistet, gilt der Screen als „bottlenecked“. Solche Screens sind unzuverlässig, 
da sie zur starken Dominanz fitnessfördernder Genperturbationen führen und andere gar nicht 
repräsentiert werden (Braun et al., 2022). 

Auch Tumormodelle, die schlecht in der Maus anwachsen, können für Transplantations-Screens 
verwendet werden, erfordern jedoch kleinere CRISPR-Bibliotheken. Kommerziell verfügbare, 
kleinere Bibliotheken passen jedoch oft nicht optimal zu spezifischen wissenschaftlichen Frage-
stellungen, was einen hohen Bedarf an flexibel gestaltbaren, maßgeschneiderten CRISPR-Bibli-
otheken geschaffen hat. Um dieser Herausforderung zu begegnen, haben wir in Zusammenarbeit 
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Irmela Jeremias die in silico- und Laborplattform CRISPR-CLUE 
entwickelt (Becker et al., 2020). CLUE ermöglicht es, aus einem einzigen synthetischen Oligo-
nukleotid-Pool beliebig große CRISPR-Bibliotheken zu generieren. Zentral für diese Methode ist 
dabei eine geschachtelte Barcode-Strategie mit individuellen Primer-Bindungsstellen, so dass 
verschiedene Bibliotheken gezielt aus einem gemeinsamen Pool herausamplifiziert werden konn-
ten. Wir konnten zeigen, dass mit dieser Methode nicht nur eine gleichmäßige sgRNA-Verteilung 
erreicht werden konnte, sondern auch Kreuzkontaminationen zwischen verschiedenen Sub-Bib-
liotheken vermieden werden konnten (Becker et al., 2020).  

Neben der Gefahr des Bottleneckings haben Transplantations-Screens einen weiteren großen 
Nachteil: Verwendet man in vitro kultivierte Tumorzellen zur Geneditierung und transplantations-
basierten Tumorinduktion, lassen sich zwar therapeutisch nutzbare Krebs-Schwachstellen gut 
identifizieren, eine Modellierung der der Onkogenese zugrunde liegenden genetischen Tumore-
volution gelingt aber typischerweise nicht (Braun et al., 2022). Um dies zu erreichen, muss die 
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Genperturbation direkt in physiologischen Geweben und Organen erfolgen. Für bestimmte Ge-
webe der Maus wie z. B. die Leber sind solche sogenannten „direct in vivo-Screens“ auch tat-
sächlich durchführbar: Unter hohem Druck werden CRISPR-Plasmide in die murine Schwanz-
vene eingespritzt, es kommt unter dieser Prozedur zum kurzzeitigen Rechtsherzversagen und 
zum retrograden Eindringen dieser Plasmide über die Lebervenen in Hepatozyten. Man nennt 
dieses Prozedere in englischer Sprache HTVI, was für „Hydrodynamic tail vein injection“ steht. 
Für andere Organe, wie zum Beispiel für die Bauchspeicheldrüse, ist hingegen HTVI schlechter 
geeignet, gemultiplexte CRISPR in vivo-Screens funktionieren hier besser mit Methoden wie der 
Elektroporation und der AAV-basierten viralen Transduktion nach intraperitonealer Injektion. Hier 
haben wir in der Vergangenheit zu konkreten Protokollen und Handlungsanweisungen für gastro-
intestinale Tumorerkrankungen beigetragen, welche von Prof. Roland Rads Arbeitsgruppe entwi-
ckelt worden waren (Kaltenbacher et al., 2022). 

Sowohl die Anzahl verfügbarer Genperturbationssysteme als auch die organspezifischen Gen-
perturbationsmethoden werden zunehmend unübersichtlicher. In der Vergangenheit waren wir 
deshalb, erneut unter der Federführung der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Roland Rad, an einer 
umfassenden Übersichtsarbeit zu diesem Thema beteiligt. Diese Arbeit umfasste dabei nicht nur 
exogen zugeführte Genperturbationssysteme, sondern auch endogene Transposonsysteme 
transgener Mäuse (Weber et al., 2020).  

Konkret für Transplantations- und direct in vivo-Screens haben wir, ebenfalls gemeinsam mit der 
Arbeitsgruppe Herrn Prof. Roland Rads, ein Tutorial verfasst, das eine umfassende Anleitung zur 
Planung und Durchführung von CRISPR-basierten in vivo-Screens bietet (Braun et al., 2022). In 
dieser Arbeit wird unter anderem erläutert, welche biologischen Fragestellungen mit in vivo-
Screens adressiert werden können, welche Vor- und Nachteile die verschiedenen CRISPR-Sys-
teme aufweisen, wie Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler zwischen Transplantations- und 
direct in vivo-Screens wählen können und wie die bioinformatische Analyse gepoolter Screens 
durchgeführt wird (Braun et al., 2022). 

Die Fähigkeit, Genfunktionen im Hochdurchsatz sowohl in Zellkulturen als auch in vivo zu model-
lieren, hat in der Vergangenheit zahlreiche weitere Kollaborationsprojekte hervorgebracht.  

Hierzu zählt beispielsweise eine im Labor von Prof. Stephen Elledge durchgeführte Studie, die 
die Rolle des Gens PVRL4 untersuchte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass PVRL4 das 
Überleben und die Proliferation von Zellen auch ohne Anhaftung an die extrazelluläre Matrix för-
dert. Dabei spielen durch PVRL4 vermittelte Interaktionen eine entscheidende Rolle, da sie den 
Integrin-β4-Signalweg unabhängig von der Matrixbindung aktivieren und so das Überleben der 
Zellen trotz fehlender Verankerung ermöglichen. In manchen Krebsentitäten, wie beispielsweise 
Tumoren der weiblichen Brust, liegt der genomische Lokus PVRL4s fokal amplifiziert oder als 
sogenannter Copy-Number-Gain vor. Wir konnten die federführenden Autorinnen und Autoren 
darin unterstützen, zu demonstrieren, dass eine PVRL4-Hemmung das Wachstum im Mausmo-
dell wachsender Tumorzellen herabsetzt (Pavlova et al., 2013).  

In einer anderen Kollaboration unterstützten wir die Forschungsgruppe Herrn Prof. Scott Powers 
dabei, durch funktionelle Screens gezielt jene in Brustkrebszellen überexprimierten Gene zu iden-
tifizieren, deren Verlust die Zellfitness nachhaltig beeinträchtigt, und konzentrierten uns anschlie-
ßend auf CEACAM5 als potenziellen onkogenen Treiber: Die Überexpression von CEACAM5 
aktiviert Signalwege wie β-Catenin und verschafft Brustkrebszellen dadurch einen entscheiden-
den Wachstumsvorteil (Mofunanya et al., 2024).  
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Dass CRISPR- oder RNAi-induzierte Genperturbationen auch dazu genutzt werden können, zell-
intrinsische Resistenzfaktoren gegenüber klassischen Chemotherapien zu modellieren, konnten 
wir zusammen mit Arbeitsgruppe Prof. Leona Samsons zeigen. Temozolomid (TMZ) ist ein so-
genanntes Alkylans – also ein Chemotherapeutikum, das DNA-Schäden verursacht, indem es 
Methylgruppen an die DNA anfügt. Klinisch wird TMZ zum Beispiel zur Therapie maligner Gliome 
eingesetzt. Es ist insbesondere dann gut wirksam, wenn Krebszellen das Suizidenzym MGMT 
nicht exprimieren. Darüber hinaus werden Gliompatientinnen und -patienten typischerweise nicht 
weiter hinsichtlich der zu erwartenden Wirkung TMZs stratifiziert. In dieser Arbeit konnten wir nun 
zeigen, dass schon kleine Unterschiede in der Expression des DNA-Mismatch-Reparaturgens 
MSH2s dazu führen, dass Gliomzellen resistent gegenüber TMZ werden (McFaline-Figueroa et 
al., 2015).  

Funktionelle Screens können auch helfen, Resistenzmechanismen in der Krebsimmuntherapie 
zu identifizieren. Hier konnten wir in der Vergangenheit Prof. Christian Pallasch unterstützen, der 
zeigen konnte, dass hämatopoetische B-Zellneoplasien eine immunsuppressive Mikroumgebung 
im Knochenmark erzeugen, die zu geringen therapeutischen Effekten des Anti-CD52-Antikörpers 
Alemtuzumab in vivo führt. Nachdem ein funktioneller in vivo-Screen die Existenz dieser Mikro-
umgebung aufgedeckt hatte, konnten wir zeigen, dass das Zytostatikum Cyclophosphamid, das 
als Immunmodulator bekannt ist, dazu verwendet werden kann, diese Mikroumgebung zu durch-
brechen und die therapeutische Wirkung von Alemtuzumab zu verstärken (Pallasch et al., 2014).  

2.2 Therapeutische Interferenz mit aberranten 
Genexpressionprogrammen 

Aberrante posttranskriptionelle Genexpressionsmechanismen werden von Tumorzellen genutzt, 
um onkogene Eigenschaften wie Zelltodresistenz, verstärkte Proliferation und Invasion zu errei-
chen (Braun & Hemann, 2019).  

Ein Beispiel hierfür sind in Krebszellen aktive MikroRNA-Moleküle (miRNAs). MiRNAs sind kurze, 
nicht-kodierende RNA-Moleküle, die durch gezielte Bindung an mRNAs deren Stabilität und Pro-
teintranslation regulieren. Tumorzellen nutzen deren aberrante Expression beispielsweise, um 
Tumorsuppressoren zu unterdrücken oder Onkogene zu stärken (Peng & Croce, 2016). Um nun 
besser zu charakterisieren, wie miRNAs mit dem bekannten Tumorsuppressor TP53 in humanen 
Zellen interagieren, haben wir die TP53-Expression mit dem small molecule Nutlin-3 induziert und 
mittels eines selbst produzierten MicroArrays die sich daraufhin verändernden miRNA-Expressi-
onsmuster analysiert. Neben dem zu diesem Zeitpunkt bereits bekannten TP53-Effektor miR-34a 
(Chang et al., 2007; Corney et al., 2007; Raver-Shapira et al., 2007; Tarasov et al., 2007; Tazawa 
et al., 2007), konnten wir zeigen, dass auch die miRNA-Moleküle miR-192, miR-194 und miR-
215 als Zielgene des Tumorsuppressors p53 fungieren und in der Lage sind, den Zellzyklus ne-
gativ zu beeinflussen (Braun et al., 2008; Georges et al., 2009). Eine verringerte Expression die-
ser Moleküle in humanen Kolontumoren im Vergleich zu normalem Darmgewebe deutete darüber 
hinaus auf eine klinisch-translationale Bedeutung hin (Braun et al., 2008).  

Einige Jahre später trugen wir dann zu einer Arbeit bei, die das Verständnis des Tumorsuppres-
sors TP53 weiter vertiefte. Neben seinen zahlreichen Funktionen reguliert TP53 in gesunden Zel-
len den Zellzyklus. Wird TP53 beispielsweise nach DNA-Schäden durch spezifische Kinasen ak-
tiviert, induziert es Zielgene wie p21Cip1 und GADD45A (el-Deiry et al., 1993; Kastan et al., 1992), 
die einen Zellzyklusarrest auslösen. In vielen Krebszellen ist TP53 jedoch inaktiviert. Dennoch 
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kommt es auch in diesen Zellen nach DNA-Schäden häufig zu einem Zellzyklusarrest. Gemein-
sam mit der Arbeitsgruppe von Prof. Michael Yaffe konnten wir zeigen, dass das RNA-Bindepro-
tein (RBP) HNRNPA0 in diesem Kontext eine Schlüsselrolle spielt. Nach DNA-Schäden wird 
HNRNPA0 in TP53-mutierten Zellen durch die Kinase MK2 aktiviert. Aktiviertes HNRNPA0 stabi-
lisiert anschließend die mRNAs von p27Kip1 und GADD45A, wodurch ein posttranskriptionell ver-
mittelter Zellzyklusarrest induziert wird. Dieser Prozess verschafft den Zellen Zeit zur DNA-Re-
paratur. Der genetische Verlust von HNRNPA0 in TP53-defizienten Krebszellen führt zu einer 
erhöhten Sensitivität gegenüber Cisplatin-basierter Chemotherapie, weshalb HNRNPA0 in die-
sem genetischen Tumorkontext eine ausnutzbare Vulnerabilität darstellt (Cannell et al., 2015). 

Auch wenn eine molekulare Tumorvulnerabilität gefunden wurde, bedeutet dies nicht, dass diese 
auch einen translationalen Wert besitzt. Dies liegt daran, dass ein erheblicher Teil zellulärer Gen-
produkte nicht direkt mit klassischen Pharmaka wie z.B. kleinen Molekülen therapeutisch angreif-
bar ist, was insbesondere auf nicht enzymatische, zelluläre Signalmoleküle wie beispielsweise 
Transkriptionsfaktoren zutrifft. Dies galt lange bzw. gilt auch heute noch für klassische Onkogene 
wie MYC, MYCN und KRAS. In einem Kollaborationsprojekt unterstützten wir die Arbeitsgruppe 
K. Dane Wittrups dabei, das zu dem damaligen Zeitpunkt noch als „undruggable“ geltende KRAS 
therapeutisch anzugreifen, indem wir einen synthetischen peptidbasierten KRAS-Binder namens 
R11.1.6 einsetzten, der das krebstherapeutisch hochrelevante KRAS G12D mit höherer Affinität 
bindet als das in gesunden Zellen vorkommende, nicht mutierte KRAS (Kauke et al., 2018).  

Während meiner Zeit als Wissenschaftler im Labor von Prof. Michael Hemann am Massachusetts 
Institute of Technology konnten wir zeigen, dass das Spleißen sogenannter 'Detained Introns' – 
intronische Sequenzen, die in ansonsten vollständig gespleißten und polyadenylierten mRNA-
Molekülen verbleiben – eine entscheidende Schwachstelle maligner Gliome darstellt (Braun et 
al., 2017). Grundlage dieser Entdeckung war erneut ein gepoolter in vivo Transplantations-
Screen, welcher nicht auf CRISPR als Genperturbationsmethode, sondern auf RNA-Interferenz 
beruhte und mittels nach viraler Transduktion genomisch enkodierten shRNA-Molekülen durch-
geführt wurde. Dieser Screen machte uns auf die Argininmethyltransferase PRMT5 aufmerksam, 
welche nach genetischer oder pharmakologischer Inhibition das Wachstum mehrerer Hirntumor-
modellsysteme verlangsamte. PRMT5 überträgt Methylgruppen auf Arginine zahlreicher zellulä-
rer Proteine, darunter essenzielle Spleißregulatoren, deren Funktion durch diese Modifikation di-
rekt beeinflusst wird. 

Das Ausschalten von PRMT5 führte zu spezifischen Spleißdefekten, die sich insbesondere durch 
das Verbleiben intronischer Sequenzen in mRNAs von Proliferationsfaktoren zeigten. Diese 'de-
tained introns' blockieren den nukleär-zytoplasmatischen Export der betroffenen mRNA-Mole-
küle, wodurch diese der Translation nicht mehr zur Verfügung stehen. In der Folge kommt es zu 
einem Funktionsverlust der kodierten Proteine und damit zur Hemmung der zellulären Prolifera-
tion. Interessanterweise ist PRMT5 in zahlreichen Tumoren hoch exprimiert, während neuronale 
Stammzellen während der Differenzierung PRMT5-Expression verlieren, postmitotisch werden 
und PRMT5-regulierte intronische Sequenzen in mRNAs von Proliferationsfaktoren anreichern 
(Braun et al., 2017).  

In den folgenden Jahren konnten wir, zusammen mit der Arbeitsgruppe Herrn Prof. Günter 
Schneiders, dann zeigen, dass auch bestimmte, bösartige Tumoren der Bauchspeicheldrüse von 
PRMT5 abhängen und PRMT5-Inhibition eine mögliche Therapie für Erkrankte darstellt (Orben 
et al., 2022). Mechanistisch schien eine PRMT5-Inhibition hier insbesondere diejenigen zellulären 
Modelle in ihrer Fitness zu beeinflussen, die eine hohe Expression des onkogenen Transkripti-
onsfaktors MYC sowie dessen Zielgene aufwiesen (Orben et al., 2022).  
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2.3 Klinische Translation pädiatrischer Präzisionstherapien  
Die klinische Translation molekularbiologischer Erkenntnisse ist zweifellos ein anspruchsvoller, 
oft langwieriger Prozess, der nicht selten von Rückschlägen begleitet wird. Dennoch bleibt sie 
das übergeordnete Ziel unserer Forschung. Wie entscheidend molekulare Defekte klinische Phä-
notypen prägen können, verdeutlicht unser Beitrag zur Erkenntnis, dass Loss-of-function (LOF)-
Mutationen im Zytokinrezeptorgen IL21R bei betroffenen Kindern zu einer klinisch schwerwie-
genden Immundefizienz führen (Kotlarz et al., 2013). Für betroffene Kinder erschienen zielgerich-
tete, kurative Therapien im Sinne einer Knochenmarkstransplantation zum Greifen nahe – kamen 
aber aufgrund der starken, körperlichen Beeinträchtigung entweder zu spät oder führten gar zum 
Tode im Rahmen des Prozederes (Kotlarz et al., 2013). Dieses tragische Beispiel unterstreicht 
die Dringlichkeit, molekulare Diagnosen frühzeitig zu stellen und Therapieansätze weiter zu opti-
mieren. 

Die hämatopoetische Gentherapie stellt hierbei eine Möglichkeit dar, um eine verlorene Genfunk-
tion beispielsweise bei Immundefizienzpatientinnen und -patienten wiederherzustellen. Als Vek-
tor zum Transfer gesunder Genkopien in betroffene Zellen können beispielsweise Retro- und 
Lentiviren genutzt werden. Die zelluläre Transduktion führt hierbei zur genomischen Integration 
des Transgens, was dauerhafte Persistenz und hohe Expression verspricht. Als Nachteil gilt hier-
bei insbesondere die sogenannte Genotoxizität, also die durch Vektorintegration vermittelte Kom-
promittierung endogener Gene. Diese Genotoxizität kann zur Tumorinduktion führen, indem bei-
spielsweise das Ausschalten eines zellulären Tumorsuppressors durch direkte Insertion des 
Transgens in den Genkörper oder aber die Aktivierung eines Onkogenes durch virale long-termi-
nal repeats (LTRs) die onkogene Transformation betroffener Zellen begünstigt. In der Vergan-
genheit war ich an einer klinischen Studie beteiligt, die den therapeutischen Benefit und genoto-
xischen Effekt einer viralen, hämatopoetischen Gentherapie für an dem Wiskott-Aldrich-Syndrom 
leidende Jungen untersuchte (Braun et al., 2014). Die Transplantation genveränderter hämato-
poetischer Stammzellen führte dabei zwar zur stabilen Expression des Wiskott-Aldrich-Proteins 
in zahlreichen Zellreihen und zum initialen klinischen Benefit, aber auch zum genotoxizitätsver-
mittelten klonalen Auswuchs und Leukämieinduktion (Braun et al., 2014). Besonders ausgeprägt 
waren dabei genomische Vektorinsertionen, die zur Aktivierung des Proto-Onkogens LMO2 so-
wie zur Induktion mehrerer T-Zell-Neoplasien führten. Die weitere Charakterisierung der Leukä-
miezellen zeigte neben dieser, vermutlich die Onkogene anstoßenden, LMO2-Aktivierung auch 
ein breites Portfolio sekundärer molekularer Alterationen (Horak et al., 2020).  

Nicht jede Präzisionstherapie genetischer Erkrankungen ist molekularer Natur. Ein Beispiel hier-
für ist die sogenannte Epilepsiechirurgie: Bei medikamentös therapapierefraktären Epilepsien 
kann eine umfassende Diagnostik mittels hochauflösender MRT-Bildgebung sowie invasiver und 
nicht-invasiver EEG-Ableitung dabei helfen, die klinischen Anfälle einem spezifischen Bereich 
des Gehirns zuzuordnen (Borggraefe et al., 2023). Manchmal fällt bei dieser Aufarbeitung auf, 
dass ein niedrigmaliger Hirntumor Ursache der Epilepsie war. Ist dies der Fall und die Epilepsie 
medikamentös nicht zu beherrschen, dann stellt die Epilepsiechirurgie eine alternative Therapie-
form dar (Brown & Boop, 2016). Bei Kindern, die an einem hochmalignen Hirntumor und einer 
refraktären Epilepsie leiden, wird die Epilepsiechirurgie nur sehr selten eingesetzt. Die Ursachen 
hierfür sind sicherlich vielfältig, zu sehr begrenzte Lebenserwartung vieler Betroffener spielt hier-
bei aber sicherlich eine wichtige Rolle. Um besser zu verstehen, ob aber auch diese Kohorte 
Kinder und junger Erwachsener von einer Epilepsiechirurgie profitieren kann, haben wir eine ret-
rospektive, klinische Studie zusammen mit Prof. Ingo Borggräfe durchgeführt. Unsere retrospek-
tiven Ergebnisse zeigten, dass die Epilepsiechirurgie bei dieser Patientengruppe vergleichbare 
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Ergebnisse wie bei niedriggradigen Tumoren im Hinblick auf Sicherheit und Anfallsfreiheit erzie-
len kann (Lersch et al., 2025).  
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3 Zusammenfassung und Ausblick  

Mein wissenschaftliches Interesse liegt in der Entdeckung, dem mechanistischen Verständnis 
und der klinischen Translation personalisierter Therapieansätze für kindliche Tumorerkrankun-
gen. 

In der Vergangenheit konnten wir beispielsweise zeigen, dass die therapeutische Hemmung der 
Arginindimethyltransferase PRMT5 ein intronspezifisches, onkogenes RNA-Spleißprogramm 
stört, wodurch Tumorzellen wichtige pro-proliferative Genprodukte verlieren. Ferner konnten wir 
in murinen Modellen nachweisen, dass für bestimmte, besonders PRMT5-abhängige Tumorsub-
typen ein therapeutisches Fenster für eine pharmakologische PRMT5-Inhibition besteht. Seit der 
Veröffentlichung dieser Arbeiten hat PRMT5 als molekulare Zielstruktur große Aufmerksamkeit 
erfahren, da es möglich ist, PRMT5 mit hoher Spezifität in Zellen zu inhibieren, in denen das Gen 
MTAP zusammen mit den Tumorsuppressoren CDKN2A/B verloren gegangen ist. Während in 
Erwachsenen bereits „second generation“-PRMT5-Inhibitoren im Rahmen klinischer Studien ge-
testet werden, sind wir an Forschungsprojekten beteiligt, um diesen Fortschritt auch für krebs-
kranke Kinder zugänglich zu machen. 

PRMT5 war ein besonders prominenter „Hit“ eines Transplantations-Screens, einer Methode, bei 
der Gene unter Zellkulturbedingungen funktionell beeinträchtigt, die modifizierten Krebszellen in 
Mausmodelle transplantiert und die resultierenden Phänotypen unter in vivo-Bedingungen syste-
matisch kartiert werden. Diese funktionelle Hochdurchsatzgenomik ist insbesondere vonnöten, 
um pädiatrischen Tumoren ohne direkte therapeutische Zielstrukturen indirekte Vulnerabilitäten 
zuzuweisen. Ein Schwerpunkt meiner Forschung liegt darin, diese Methodik weiterzuentwickeln 
und einem breiteren wissenschaftlichen Umfeld zugänglich zu machen. 

Meine Hoffnung ist es, mit dieser Forschung dazu beizutragen, dass nebenwirkungsreiche Che-
motherapien in Zukunft an Bedeutung verlieren und eines Tages jedem krebskranken Kind eine 
individuell angepasste, molekular zielgerichtete und personalisierte Therapie angeboten werden 
kann. 
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AAV   Adeno-assoziierte Viren 

BFM   Berlin-Frankfurt-Münster 

CRISPR  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

CRISPRa  CRISPR activation 

CRISPRi  CRISPR interference 

CRISPRko  CRISPR knockout 

DAL  Deutsche Arbeitsgemeinschaft für Leukämie-Forschung und -Behandlung im 
Kindesalter 

dCas9    deadCas9 

GPO   Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie 

GPOH   Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie und Hämatologie 

HTVI   Hydrodynamische Schwanzvenen-Injektion 

INDELs   Insertionen oder Deletionen 

LOF   Loss-of-function  

LTRs   Long-terminal repeats  

MGMT   O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

miRNAs  MikroRNA-Moleküle  

NGS   Sequenziertechnologien der nächsten Generation  

NHEJ   Non-homologous end joining, ein DNA-Reparatur-Prozess 

PRMT5   Protein arginin methyltransferase 5 

RBP   RNA-Bindeprotein  

TMZ   Temozolomid 
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