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Epigenetische Genom-Editierung

Genom-Editierung ohne die DNA-
Sequenz zu verandern — geht das?
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Epigenetic genome engineering expands our capabilities from modify-
ing the DNA sequence to controlling its regulation. It provides the
ability to change epigenetic marks at defined genomic loci to control
gene expression without the need for an intervention in the genetic
code. This short review touches on current approaches of epigenetic
editing with a focus on long-term gene silencing.
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B Gentechnische Verfahren der Genom-
Editierung haben in den letzten zehn Jahren
eine wahre Revolution erlebt und erlauben
uns heute, Genome prézise zu verdndern. Oft
wird das menschliche Genom dabei auf die
einfache Abfolge der Basenpaare reduziert,
welche vermeintlich wie bei einer Program-

Aktives Gen

miersprache ausgeschnitten, kopiert und
eingefiigt werden konnen. Dass jedes Basen-
paar Teil eines komplexen Gebildes aus ver-
zahnten regulatorischen Mechanismen ist,
wird dabei hdufig vernachldssigt. Viele die-
ser Mechanismen werden durch die Epigene-
tik (von altgriechisch ,zusétzlich zur Gene-
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A Abb. 1: Epigenetische Editoren und ihre Ko-Faktoren. Aktive Gene haben unmethylierte
Promotorregionen, an denen aktivierende Transkriptionsfaktoren (TF) binden. CRISPRoffs KRAB-
Doméne rekrutiert KAP-1 und SETB1, welche zu H3K9-Dreifach-Methylierung fiihren. Dadurch
wird das Heterochromatin-Protein 1 (HP 1) gebunden und DNMT3A/L methyliert CpG-Dinukleo-
tide. dCas9-Zim3-MeCP2 bringt durch seine Zim3-KRAB-Doméne ebenfalls H3K9-Dreifach-Methy-
lierung durch KAP-1 und SETB1 ein, wodurch HP1 gebunden wird. AuBerdem wird H3K27 durch
die Rekrutierung von Sin3A und einer Histon-Deacetylase (HDAC) deacetyliert, was zur Chroma-

tinkondensation beitréagt.

tik“) bestimmt. So konnen Dinukleotide von
Cytosin- und Guanin-Basen (CpG) methyliert
werden, was ihr Bindeverhalten mit Tran-
skriptionsfaktoren beeinflusst. Durch diese
DNA-Methylierung kann das Binden von
Transkriptionsfaktoren verhindert und das
Gen somit ausgeschalten werden. AuBerdem
windet sich die DNA alle ca. 80 Basenpaare
um Histonproteine. Diese besitzen Histon-
schwianze, welche aus dem Geflecht heraus-
ragen und deren Aminosduren ebenfalls
modifiziert werden konnen. Acetylierung
kann sie z. B. zugéanglicher fiir Polymerasen
sowie Transkriptionsfaktoren machen. Wer-
den Histonschwéanze methyliert, legen sie
sich typischerweise enger an die DNA,
wodurch diese schwerer zugdnglich wird.
Neben den genannten sterischen Effekten
beeinflussen 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
verandern. Diese Veranderungen kénnen zur
Aktivierung oder Repression eines Gens fiih-
ren. Damit eroffnet die epigenetische Genom-
Editierung die Moglichkeit, 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 Kriippelbox-
assoziierte Domédne (KOX1 KRAB) und einer
DNAMethyltransferase 3A/L (DNMT3A/L)
erzielt werden [1, 2]. Eine Weiterentwick-
lung dieses Systems (CRISPRoff) wurde
unldangst 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 fiihrt [4]. Methylierungen
der CpG-Dinukleotide in einem Fenster von
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ungefdhr 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 iibertragen und
bei der Zellteilung vererbt [5]. Das Gen bleibt
stumm.

Gene silencing unabhangig von DNA-
Methylierung mit dCas9-Zim3-MeCP2

Dass dCas9-Zim3-MeCP2 in CRISPRi-Experi-
menten die Genexpression transient unter-
driicken kann, war schon seit einiger Zeit
bekannt [6]. Das Fusionsprotein beinhaltet
eine zinc finger imprinted-3-KRAB-Doméne
(Zim3 KRAB), welche als transkriptioneller
Repressor agiert [7]. Das Methyl-CpG-binden-
de Protein 2 (MeCP2) leitet dann die Hetero-
chromatinbildung ein [8]. Uberraschend
konnte nun gezeigt werden, dass dCas9-
Zim3-MeCP2 auch zu langanhaltender Gen-
repression filhren kann [9]. Erstaunlicher-
weise ist diese Art des langanhaltendem gene
silencings unabhdngig 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 anschlieBend keine Reaktivierung festge-
stellt werden (Abb. 2B). Aus diesen Experi-
menten lasst sich schlieBen, dass die Verer-
bung der epigenetischen Pragung in diesem
Fall auf einem DNA-Methylierungs-unabhan-
gigen Mechanismus beruhen muss, der mog-
licherweise Teil der Chromatinduplikation
ist. Dass dieser Effekt ebenfalls iiber die
Differenzierung der embryonaler Stammzel-
len hinweg stabil blieb, deutet auf ein sehr
robustes gene silencing hin, welches auch
wihrend der Zellentwicklung aufrechterhal-
ten werden kann (Abb. 2C).

Zelltyp und genspezifische Effekte

Trotz des groBen klinischen Potenzials steht
das Feld der epigenetischen Genom-Editie-
rung vor groBen Herausforderungen. Diese
bestehen hauptsachlich in der Zelltyp- und
Zielgenabhdngigkeit der bis heute eingesetz-
ten genetischen Effektoren. In den meisten
Fallen entfalten die eingesetzten Effektoren
nur durch die Rekrutierung vielféltiger zel-
luldrer Proteinkomplexe ihre volle Wirkung
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A Abb. 2: Silencing mit dCas9-Zim3-MeCP2 ist unabhdngig von DNA-Methylierung. A, lllustration
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 iiber die Differenzierung hin-

weg (C).

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

Die Zukunft der epigenetischen
Editierung

In Zukunft wird es deshalb notig sein, die
Interaktion der eingesetzten epigenetischen
Effektoren mit der zelluldren Regulationsma-
schinerie besser zu verstehen, um die néchs-
te Generation von epigenetischen Editoren
zu entwickeln (Abb. 3).

Einige Forscher suchen dabei nach einem
universell einsetzbaren Aktivator oder
silencer, welcher sich die zelluldren Regula-
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Formen dargestellt. Universelle epigenetische Editoren sollen eine Kombination von Effektoren
nutzen, welche alle Gene adressieren kann (oben), wéhrend die Effektoren von maBgeschneider-
ten Editoren je nach Zielgen passend ausgewahlt werden (unten).

tionsmechanismen so geschickt zunutze
macht, dass er unabhangig von Zelltyp und
Lokus jedes Zielgen an- bzw. ausschalten
kann. Dieser Ansatz wiirde es erlauben,
schnell gezielte Therapien zu entwickeln und
macht die Editoren auch nutzbar fiir das
Hochdurchsatzscreening. Andere Wissen-
schaftler beginnen im groBen MaBstab
Sammlungen von charakterisierten epigene-
tischen Effektoren aufzubauen, welche sie je
nach Ziel maBgeschneidert kombinieren kén-
nen. Egal welchen Ansatz man verfolgt, ein
tiefgreifendes Verstindnis der epigeneti-
schen Regulation ist fiir die vorhersagbare
Anwendung unabdingbar. In Zukunft werden
die Gebiete der Grundlagenforschung zu epi-
genetischen Regulationsmechanismen und
der translationalen Forschung fiir die Ent-
wicklung neuer Therapien Hand in Hand
arbeiten miissen, um die hohen Erwartungen
der epigenetischen Genom-Editierung Reali-
tat werden zu lassen.

Literatur

[1] Amabile A, Migliara A, Capasso P et al. (2016) Inheritable
Silencing of Endogenous Genes by Hit-and-Run Targeted
Epigenetic Editing. Cell 167: 219-232.e14

[2] Mlambo T, Nitsch S, Hildenbeutel M et al. (2018)
Designer epigenome modifiers enable robust and sustained
gene silencing in clinically relevant human cells. Nucleic
Acids Res 46: 4456

[3] Nuiiez JK, Chen J, Pommier GC et al. (2021) Genome-wide
programmable transcriptional memory by CRISPR-based
epigenome editing. Cell 184: 2503-2519.e17

[4] Sripathy SP, Stevens J, Schultz DC (2006) The KAP1
Corepressor Functions To Coordinate the Assembly of De
Novo HP1-Demarcated Microenvironments of
Heterochromatin Required for KRAB Zinc Finger Protein-
Mediated Transcriptional Repression. Mol Cell Biol 26: 8623
[5] Petryk N, Bultmann S, Bartke T et al. (2021) Staying true
to yourself: mechanisms of DNA methylation maintenance in
mammals. Nucleic Acids Res 49: 3020-3032

Korrespondenzadresse:

Prof. Dr. Frank Buchholz

TU Dresden

BIOTEC

Tatzberg 47 /49

D-01307 Dresden
frank.buchholz@tu-dresden.de
www.buchholzlab.org

ORCID: 0000-0002-4577-3344

AUTOREN

B~
>

Pascal Y. Schénberg

Jahrgang 1998. 2016-2021 B. Sc. Biotechnologie, Hochschule Mittweida, und M. Sc.
Molecular Bioengineering, TU Dresden. Seit 2022 Promotion Uber die epigenetische
Editierung zur Entwicklung zellulérer Therapien.

Li Ding

Jahrgang 1972. 1990-1997 B. Sc. Genetik, Universitat Wuhan, und M. Sc. Genetik,
Chinesische Akademie der Wissenschaften, China. 2005 Promotion am IPK Gaters-
leben. Seit 2019 Postdoc zur Entwicklung neuer epigenetischer Editoren.

Frank Buchholz

Jahrgang 1966. Biologiestudium, Universitat Géttingen. 1998 Promotion EMBL
Heidelberg. 1998-2002 Postdoc, University of California, San Francisco (UCSF),
USA. 2002-2010 Gruppenleiter, Max-Planck-Institut fiir molekulare Zellbiologie und
Genetik, Dresden. Seit 2010 Professor fiir Medizinische Systembiologie und Leiter
der translationalen Forschung am NCT/UCC, Medizinische Fakultét der TU Dresden.

BlOspektrum | 01.23 | 29.Jahrgang ) Springer



