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tik“) bestimmt. So können Dinukleotide von 
Cytosin- und Guanin-Basen (CpG) methyliert 
werden, was ihr Bindeverhalten mit Tran-
skriptionsfaktoren beeinfl usst. Durch diese 
DNA-Methylierung kann das Binden von 
Transkriptionsfaktoren verhindert und das 
Gen somit ausgeschalten werden. Außerdem 
windet sich die DNA alle ca. 80 Basenpaare 
um Histonproteine. Diese besitzen Histon-
schwänze, welche aus dem Gefl echt heraus-
ragen und deren Aminosäuren ebenfalls 
modifi ziert werden können. Acetylierung 
kann sie z. B. zugänglicher für Polymerasen 
sowie Transkriptionsfaktoren machen. Wer-
den Histonschwänze methyliert, legen sie 
sich typischerweise enger an die DNA, 
wodurch diese schwerer zugänglich wird. 
Neben den genannten sterischen Effekten 
beeinfl ussen diese epigenetischen Markie-
rungen auch die Rekrutierung anderer Fak-
toren die zur Genregulation beitragen. Bei 
der epigenetischen Genom-Editierung wer-
den molekulare Werkzeuge benutzt, die in 
der Lage sind, gezielt epigenetische Markie-
rungen an bestimmten Stellen im Genom zu 
verändern. Diese Veränderungen können zur 
Aktivierung oder Repression eines Gens füh-
ren. Damit eröffnet die epigenetische Genom-
Editierung die Möglichkeit, Genexpressions-
level zu steuern, ohne in das Erbgut selbst 
einzugreifen.

Gene silencing basierend auf DNA-
Methylierung 
Langanhaltendes epigenetisches gene 
silencing kann durch die Kombination des 
transkriptionellen Repressors Krüppelbox-
assoziierte Domäne (KOX1 KRAB) und einer 
DNAMethyltransferase 3A/L (DNMT3A/L) 
erzielt werden [1, 2]. Eine Weiterentwick-
lung dieses Systems (CRISPRoff) wurde 
unlängst vorgestellt, bei der auch nach Diffe-
renzierung die Genexpression ausgeschaltet 
bleibt (Abb. 1, [3]). CRISPRoff wird hierbei 
mittels einer entsprechenden single guide 
RNA (sgRNA) zum Promoter eines Gens 
gelenkt, was dann zur Heterochromatinbil-
dung am Ziellokus führt [4]. Methylierungen 
der CpG-Dinukleotide in einem Fenster von 
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ó Gentechnische Verfahren der Genom-
Editierung haben in den letzten zehn Jahren 
eine wahre Revolution erlebt und erlauben 
uns heute, Genome präzise zu verändern. Oft 
wird das menschliche Genom dabei auf die 
einfache Abfolge der Basenpaare reduziert, 
welche vermeintlich wie bei einer Program-

miersprache ausgeschnitten, kopiert und 
eingefügt werden können. Dass jedes Basen-
paar Teil eines komplexen Gebildes aus ver-
zahnten regulatorischen Mechanismen ist, 
wird dabei häufi g vernachlässigt. Viele die-
ser Mechanismen werden durch die Epigene-
tik (von altgriechisch „zusätzlich zur Gene-

Epigenetische Genom-Editierung

Genom-Editierung ohne die DNA-
Sequenz zu verändern – geht das?

˚ Abb. 1: Epigenetische Editoren und ihre Ko-Faktoren. Aktive Gene haben unmethylierte 
Promotor regionen, an denen aktivierende Transkriptionsfaktoren (TF) binden. CRISPRoffs KRAB-
Domäne rekrutiert KAP-1 und SETB1, welche zu H3K9-Dreifach-Methylierung führen. Dadurch 
wird das Heterochromatin-Protein 1 (HP1) gebunden und DNMT3A/L methyliert CpG-Dinukleo-
tide. dCas9-Zim3-MeCP2 bringt durch seine Zim3-KRAB-Domäne ebenfalls H3K9-Dreifach-Methy-
lierung durch KAP-1 und SETB1 ein, wodurch HP1 gebunden wird. Außerdem wird H3K27 durch 
die Rekrutierung von Sin3A und einer Histon-Deacetylase (HDAC) deacetyliert, was zur Chroma-
tinkondensation beiträgt.
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Die Zukunft der epigenetischen 
Editierung
In Zukunft wird es deshalb nötig sein, die 
Interaktion der eingesetzten epigenetischen 
Effektoren mit der zellulären Regulationsma-
schinerie besser zu verstehen, um die nächs-
te Generation von epigenetischen Editoren 
zu entwickeln (Abb. 3). 

Einige Forscher suchen dabei nach einem 
universell einsetzbaren Aktivator oder 
silencer, welcher sich die zellulären Regula-

ungefähr 1.000 Basenpaaren haben dann zur 
Folge, dass das Gen nicht mehr abgelesen 
werden kann und dadurch ausgeschalten 
wird. Die eingebrachten Methylierungsmus-
ter werden bei der Replikation auf den neu 
synthetisierten DNA-Strang übertragen und 
bei der Zellteilung vererbt [5]. Das Gen bleibt 
stumm.

Gene silencing unabhängig von DNA-
Methylierung mit dCas9-Zim3-MeCP2
Dass dCas9-Zim3-MeCP2 in CRISPRi-Experi-
menten die Genexpression transient unter-
drücken kann, war schon seit einiger Zeit 
bekannt [6]. Das Fusionsprotein beinhaltet 
eine zinc fi nger imprinted-3-KRAB-Domäne 
(Zim3 KRAB), welche als transkriptioneller 
Repressor agiert [7]. Das Methyl-CpG-binden-
de Protein 2 (MeCP2) leitet dann die Hetero-
chromatinbildung ein [8]. Überraschend 
konnte nun gezeigt werden, dass dCas9-
Zim3-MeCP2 auch zu langanhaltender Gen-
repression führen kann [9]. Erstaunlicher-
weise ist diese Art des langanhaltendem gene 
silencings unabhängig von DNA-Methylie-
rung und funktioniert sogar besser, wenn die 
endogenen DNA-Methylierungsenzyme 
DNMT3A und DNMT3B in den Zellen ausge-
schaltet sind (Abb. 2A). In embryonalen 
Mausstammzellen konnte nach transienter 
Expression von dCas9-Zim3-MeCP2 und 
einer Oct4-GFP-gerichteten sgRNA das 
Reportergen faktisch komplett ausgeschalten 
werden. Sogar nach 30 Tagen in Kultur konn-
te anschließend keine Reaktivierung festge-
stellt werden (Abb. 2B). Aus diesen Experi-
menten lässt sich schließen, dass die Verer-
bung der epigenetischen Prägung in diesem 
Fall auf einem DNA-Methylierungs-unabhän-
gigen Mechanismus beruhen muss, der mög-
licherweise Teil der Chromatinduplikation 
ist. Dass dieser Effekt ebenfalls über die 
Diffe renzierung der embryonaler Stammzel-
len hinweg stabil blieb, deutet auf ein sehr 
robustes gene silencing hin, welches auch 
während der Zellentwicklung aufrechterhal-
ten werden kann (Abb. 2C).

Zelltyp und genspezifi sche Effekte
Trotz des großen klinischen Potenzials steht 
das Feld der epigenetischen Genom-Editie-
rung vor großen Herausforderungen. Diese 
bestehen hauptsächlich in der Zelltyp- und 
Zielgenabhängigkeit der bis heute eingesetz-
ten genetischen Effektoren. In den meisten 
Fällen entfalten die eingesetzten Effektoren 
nur durch die Rekrutierung vielfältiger zel-
lulärer Proteinkomplexe ihre volle Wirkung 

[10]. Das macht ihre Funktionalität nach dem 
heutigen Wissensstand schwer vorhersag-
bar. So ist zu beobachten, dass in einigen 
Zelltypen und an einigen Zielgenen das epi-
genetische gene silencing hocheffi zient funk-
tioniert, während andere Zielgene nicht oder 
nur teilweise ausgeschalten werden können. 
Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese beob-
achteten Effekte von den variierenden, 
bereits vorliegenden epigenetischen Markie-
rungen des Zielgens abhängen. 

˚ Abb. 2: Silencing mit dCas9-Zim3-MeCP2 ist unabhängig von DNA-Methylierung. A, Illus tration 
und Nachweis der ausgeschalteten DNA-Methylierungsmaschinerie (DNMTs) in embryonalen 
Mausstammzellen (Western Blot). B, C, Zellen, die mit dCas9-Zim3-MeCP2 und einer zielgerich-
teten sgRNA editiert wurden (B), verlieren ihre GFP-Expression auch über die Differenzierung hin-
weg (C).
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tionsmechanismen so geschickt zunutze 
macht, dass er unabhängig von Zelltyp und 
Lokus jedes Zielgen an- bzw. ausschalten 
kann. Dieser Ansatz würde es erlauben, 
schnell gezielte Therapien zu entwickeln und 
macht die Editoren auch nutzbar für das 
Hochdurchsatzscreening. Andere Wissen-
schaftler beginnen im großen Maßstab 
Sammlungen von charakterisierten epigene-
tischen Effektoren aufzubauen, welche sie je 
nach Ziel maßgeschneidert kombinieren kön-
nen. Egal welchen Ansatz man verfolgt, ein 
tiefgreifendes Verständnis der epigeneti-
schen Regulation ist für die vorhersagbare 
Anwendung unabdingbar. In Zukunft werden 
die Gebiete der Grundlagenforschung zu epi-
genetischen Regulationsmechanismen und 
der trans lationalen Forschung für die Ent-
wicklung neuer Therapien Hand in Hand 
arbeiten müssen, um die hohen Erwartungen 
der epigenetischen Genom-Editierung Reali-
tät werden zu lassen. ó
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˚ Abb. 3: Schema für universelle und maßgeschneiderte silencing-Ansätze. Epigenetische 
Markie rungen, die zur Aktivierung bzw. silencing eines Gens führen, werden als geometrische 
Formen dargestellt. Universelle epigenetische Editoren sollen eine Kombination von Effektoren 
nutzen, welche alle Gene adressieren kann (oben), während die Effektoren von maßgeschneider-
ten Editoren je nach Zielgen passend ausgewählt werden (unten).
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