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funktion, entsteht eine inaktive Variante 
namens dCas9. Diese bindet weiterhin sehr 
präzise an die DNA, verändert sie aber nicht 
mehr. Dadurch lässt sich dCas9 als Plattform 
nutzen, um Gene gezielt zu regulieren – zum 
Beispiel, indem man es mit Aktivator-Pro-
teinen koppelt, die die Genexpression stei-
gern.

Die ersten CRISPR-basierten Systeme 
zur Genaktivierung (CRISPRa) basierten 
fast ausschließlich auf DNA-Plasmiden 
oder viralen Vektoren. Diese Arbeiten 
konnten eindrucksvoll zeigen, dass sich 
endogene Gene grundsätzlich gezielt akti-
vieren lassen [10]. Gleichzeitig machten 
sie jedoch auch deutlich, welche prakti-
schen und methodischen Grenzen mit vira-
len und vektorbasierten Ansätzen verbun-
den sind.

Um diese Einschränkungen zu überwin-
den, haben wir ein DNA-freies CRISPRa-
System entwickelt, das auf aufgereinigten 
dCas9-Proteinen basiert, die gemeinsam 
mit guide-RNAs als Ribonukleoproteine 
(dRNPs) eingesetzt werden [11]. Diese 
dRNPs ermöglichen eine präzise, zeitlich 
begrenzte und gleichzeitig sehr effi ziente 
Aktivierung von Genen. Dadurch lässt sich 
erstmals eine kontrollierte Aktivierung 
vieler endogener Gene gleichzeitig errei-
chen – und das, ohne das Genom dauerhaft 
zu verändern.
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ó Heute wissen wir, dass einzelne Gene ent-
scheidend beeinfl ussen können, ob Krank-
heiten entstehen und wie schnell unser Kör-
per altert [1]. Manche Gene haben sogar das 
Potenzial, Zellen in einen anderen Zelltyp 
umzuprogrammieren [2]. Kein Wunder also, 
dass die gezielte Aktivierung von Genen seit 
Langem als vielversprechender Ansatz gilt 
– sowohl für neue Therapien bei bislang 
schwer behandelbaren Erkrankungen als 
auch für den Ersatz geschädigter Zellen [3]. 
Doch noch bis vor wenigen Jahren fehlten 
uns die Werkzeuge, um Gene direkt in ihrem 
natürlichen chromosomalen Umfeld präzise, 
effi zient und in größerem Maßstab zu akti-
vieren [4, 5].

Mit dem Aufkommen CRISPR-basierter 
Genaktivierungssysteme (CRISPRa) änderte 
sich dies grundlegend. Erstmals wurde es 
möglich, regulatorische Schaltelemente im 
Genom anzusteuern und Gene dort zu akti-
vieren, wo sie natürlicherweise vorkommen 
(Abb. 1A, [6–8]).

Das heute weit verbreitete CRISPR-System 
stammt ursprünglich aus einem natürlichen 
Abwehrmechanismus von Bakterien. Dabei 
wird das Protein Cas9 mithilfe einer kurzen 
guide-RNA (gRNA) gezielt an eine bestimm-
te DNA-Sequenz geführt [9]. Cas9 wirkt 
normalerweise als Schere: Es schneidet die 
DNA und kann dadurch Mutationen verur-
sachen. Entfernt man jedoch die Schneide-

DNA-freie CRISPRa-RNPs

Gene anschalten statt umbauen: CRISPR 
aktiviert Zellprogramme ohne DNA-Eingriff

˚ Abb. 1: Endogene Genaktivierung durch CRISPRa als universelles Werkzeug zur Steuerung von Zellzuständen. A, Schematische Darstellung der 
CRISPR-basierten Transkriptionsaktivierung (CRISPRa). Ein dCas9-Transaktivator-Fusionsprotein wird über eine guide-RNA gezielt an regulatorische 
Sequenzen in der Nähe des endogenen Promotors rekrutiert und aktiviert die Transkription der Zielgen-Sequenz am nativen Chromatin. B, Die endo-
gene Aktivierung spezifi scher Gene kann in unterschiedlichen Zielzellen eingesetzt werden, darunter verschiedene somatische Zelltypen. C, Die 
gezielte transkriptionelle Aktivierung endogener Gene eröffnet vielfältige Anwendungsmöglichkeiten, etwa zur Untersuchung von Proteinfunktionen, 
zur gezielten Modulation von Zellidentität, für therapeutische Ansätze sowie in der synthetischen Biologie. 
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Warum endogene Genaktivierung 
wichtig ist
Während das gezielte Ausschalten von 
Genen mithilfe der RNA-Interferenz – einer 
Methode, die 2006 mit dem Nobelpreis 
ausgezeich net wurde – bereits seit vielen 
Jahren möglich ist, fehlte bis vor Kurzem 
eine vergleichbar allgemeine Methode, 
Gene gezielt anzuschalten [12]. Die einzige 
praktikable Lösung bestand darin, zusätz-
liche Kopien der gewünschten Gene über 
virale Vektoren in die Zellen einzubringen. 
Diese künstlich eingeführten Gene wurden 
jedoch unkontrolliert exprimiert und ent-
sprachen nicht der natürlichen Regulation 
im Genom. Nicht überraschend birgt diese 
unphysiologische Methode verschiedene 
Risiken, die ihren Einsatz für therapeu-
tische Anwendungen deutlich einschrän-
ken.

˚ Abb. 3: Direkte neuronale Reprogrammierung humaner Astrozyten durch einen transienten dRNP-Impuls. Zwei kurze, DNA-freie Aktivierungsimpulse 
eines einzelnen neuronalen Master-Transkrip tionsfaktors mittels CRISPRa-Ribonukleoproteinkomplexen (dRNPs) reichen aus, um humane Astrozyten 
direkt in neuronale Zellen umzuprogrammieren. Links sind Astrozyten mit Expression glialer Marker (GFAP, S100β) dargestellt, rechts einige Tage nach 
dRNP-Einbringung, Zellen mit neuronaler Morphologie und Expression neuronaler Marker (TUBB3, MAP2). Die Aktivierung erfolgt transient über den 
endogenen Promotor am Genlokus, ohne dauerhafte genetische Modifi kation. Abbildung adaptiert aus [11], CC BY-NC 4.0.

˚ Abb. 2: Zellidentität als Landschaft: Differenzierung und gezielte transkriptionelle Manipulation. 
A, Klassische Darstellung der Waddington-Landschaft. Eine Stammzelle bewegt sich entlang sta-
biler Differenzierungspfade in Richtung spezialisierter Zelltypen. Die entstehenden „Täler“ reprä-
sentieren robuste Zellidentitäten (z. B. Haut, Muskel, Herz oder Gehirn), die durch regulatorische 
Netzwerke und epigenetische Barrieren stabilisiert werden. Pfeile verdeutlichen die hierarchische 
Verzweigung während der Differenzierung. B, Gezielte transkriptionelle Manipulation bestehender 
Zellzustände durch DNA-freie CRISPRa-RNPs (dRNPs). Die transient eingebrachten Ribonukleo-
proteinkomplexe aktivieren ausgewählte endogene Gene (z. B. Gen A, Gen B) und können lokale 
Verschiebungen innerhalb der Landschaft auslösen, etwa im Sinne einer direkten Reprogrammie-
rung (blaue Linien), ohne die Landschaft dauerhaft umzustrukturieren. Adaptiert aus [4]. © 2021 
the American Physiological Society.
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konnte toxische Effekte auf die Zellen 
haben.

Diese Einschränkungen zeigten deut-
lich, dass neue Ansätze notwendig sind, 
um endogene Gene transient und kontrol-
liert zu aktivieren – und zwar ohne 
zusätzliches DNA-Material einzubringen.

DNA-freie CRISPRa-RNPs: präzise, 
transient, reproduzierbar
Unser Ansatz ersetzt DNA vollständig 
durch Ribonukleoproteinkomplexe, beste-
hend aus gereinigtem dCas9-Aktivator-
protein (dCas9-VPR) und synthetischen 
gRNAs. Diese Komplexe (dRNPs) werden 
direkt in die Zelle eingebracht und wirken 
dort als zeitlich begrenzter transkriptio-
neller Impuls (Abb. 1B, [11]).

Der Vorteil dieses Ansatzes liegt in sei-
ner effi zienten Kontrolle: dRNPs wirken 
sofort und werden nach kurzer Zeit abge-
baut, sodass keine dauerhafte Aktivie-
rung entsteht. Gleichzeitig erlaubt die 
direkte Proteindosierung eine skalierbare 
Einstellung der Aktivator-Menge pro Zelle 
– ein klarer Vorteil gegenüber plasmidba-
sierter Expression mit variabler Kopien-
zahl.

Bemerkenswert ist zudem, dass das 
System auch sehr gut dafür eingesetzt 
werden kann, viele Gene gleichzeitig zu 
aktivieren. Dieses „Multiplexing“ könnte 
es künftig ermöglichen, nicht nur einzel-
ne Gene, sondern ganze regulatorische 
Netzwerke zu aktivieren. Damit entsteht 
eine neue Klasse (epi-)genetischer Werk-
zeuge, die präzise, nicht integrierend und 
fl exibel einsetzbar ist (Abb. 1C, [4]).

Zellzustände gezielt verändern
Ein entscheidender Wendepunkt für das 
Verständnis von Zellidentität war die 
Arbeit von Takahashi und Yamanaka im 
Jahr 2006. Sie zeigten erstmals, dass die 
gezielte Expression weniger defi nierter 
Transkriptionsfaktoren ausreicht, um dif-
ferenzierte Körperzellen in einen pluripo-
tenten Zustand zurückzuführen (indu-
zierte pluripotente Stammzellen) [15]. 
Damit wurde deutlich, dass Zellidentität 
kein irreversibler Endzustand ist, son-
dern durch gezielte Eingriffe in transkrip-
tionelle Programme grundlegend verän-
dert werden kann. Diese als „Reprogram-
mierung“ bezeichnete Technologie wurde 
2012 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet 
und ist heute ein Grundpfeiler der moder-
nen Grundlagenforschung sowie eine 

Bei der endogenen Genaktivierung 
dagegen wird kein künstliches Gen einge-
bracht. Stattdessen wird das vorhandene 
Gen in seinem natürlichen regulatori-
schen Umfeld aktiviert. Promotoren, 
Enhancer und Chromatinstruktur bleiben 
erhalten und bestimmen, wie stark und 
wie lange ein Gen reagiert (Abb. 1A).

Dies ist besonders relevant für soge-
nannte Master-Transkriptionsfaktoren, 
die Zell identität und Entwicklungspro-
gramme steuern. Viele dieser Faktoren 
sind in differenzierten Zellen epigene-
tisch abgeschirmt und lassen sich durch 
klassische cDNA-Überexpression nur 
unphysiologisch be einfl ussen. CRISPRa-
Systeme respektieren diese Barrieren.

In unseren Arbeiten zeigte sich bei-
spielsweise, dass selbst stark regulierte 
Gene wie Neurog2 oder Ascl1 auf einen 
ausreichend starken, aber zeitlich 
begrenzten Akti vierungsimpuls reagieren 
können. Dies eröffnet einerseits die Mög-
lichkeit, zu untersuchen, wie Genaktivitä-
ten durch Chromatinprozesse gesteuert 
werden, und erlaubt andererseits, Zellty-
pen gezielt zu verändern (siehe unten).

CRISPRa wird damit nicht nur zu einem 
Werkzeug zur Genaktivierung, sondern 
auch zu einer experimentellen Plattform, 
um die regulatorischen Prinzipien der 
Genaktivität systematisch zu untersuchen 
und zu manipulieren (Abb. 1B, C). CRIS-
PR-basierte Systeme zur endogenen Gen-
aktivierung adressieren damit einen lan-
ge formulierten Bedarf der Epigenomfor-
schung, epigenetische Profi le in funktio-
nelle Eingriffe zu überführen [13, 14].

Grenzen bisheriger CRISPRa-
Systeme
CRISPRa-Systeme verwenden Transkrip-
tionsfaktordomänen wie VP64, p65 und 
Rta (zusammen als VPR bezeichnet), die 
ein besonders starkes Aktivierungspoten-
zial besitzen [10]. Wenn diese Domänen 
mit dCas9 verbunden werden, lassen sich 
gezielt Gene aktivieren, die über die ent-
sprechenden gRNAs angesteuert werden 
[6–8]. Dennoch wiesen viele dieser Syste-
me grundlegende Nachteile auf. Da sie auf 
Plasmid- oder Virus-basiertem Einbringen 
in die Zellen beruhten, ließen sich Dauer 
und Stärke der Genaktivierung nur 
begrenzt kontrollieren. Zudem bestand 
bei viralen Vektoren das Risiko einer Inte-
gration ins Genom, und eine dauerhafte 
Überexpression der Aktivator-Proteine 
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vielversprechende Basis für zukünftige 
Anwendungen in der regenerativen und 
perspekti visch auch personalisierten Medi-
zin.

dRNPs eröffnen hier einen völlig neuen 
Ansatz (Abb. 2). Wir konnten zeigen, dass 
bereits ein kurzer Aktivierungsimpuls eines 
einzelnen Master-Transkriptionsfaktors aus-
reicht, um die neuronale Identität zu initiie-
ren – sowohl aus humanen iPS-Zellen als 
auch durch die direkte Umprogrammierung 
von Astrozyten (Abb. 3). Besonders bemer-
kenswert war dabei, dass das Signal zeitlich 
begrenzt war und die Aktivierung über die 
endogenen Genloci erfolgte.

Darüber hinaus konnten wir zeigen, dass 
mit dem dRNP-System bis zu 15 Gene in 
menschlichen Zellen gleichzeitig aktiviert 
werden können. Dies legt nahe, dass sich 
künftig nicht nur einzelne Faktoren, sondern 
ganze regulatorische Module gezielt steuern 
lassen – ein Ansatz, der insbesondere für 
komplexe Zelltypen von Bedeutung sein 
könnte.

Ausblick
DNA-freie CRISPRa-RNPs ermöglichen eine 
bislang unerreichte Kontrolle über die Akti-
vierung endogener Gene. Sie machen es mög-
lich, Transkriptionsprogramme gezielt, 
reversibel und in genau defi nierten Kombi-
nationen zu steuern. Über Anwendungen in 
der Zellreprogrammierung hinaus eröffnet 
dieser Ansatz die Möglichkeit, grundlegende 
Fragen der Genregulation zu untersuchen – 
zum Beispiel, warum erhöhte mRNA-Spiegel 
nicht automatisch zu mehr Protein führen. In 
Kombination mit modernen Proteomanaly-
sen lassen sich so erstmals systematisch die 
Zusammenhänge zwischen Transkription 
und Translation erfassen [16]. Damit markie-
ren CRISPRa-RNPs einen entscheidenden 
Übergang: weg von dauerhaften genetischen 
Eingriffen, wie sie klassische Gentherapien 
darstellen, hin zu einer dynamischen, pro-
grammierbaren Steuerung von Zellzustän-
den.
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