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Das Schicksal der Zellen

Zygote:
1 Zelle mit vollstandiger genetischer
Information

wird

zum komplexen Organismus mit >10%* Zellen
mit spezifischen Funktionen
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genetische + epigenetische Information

=2 Arten der Information im Zellkern:

1. Genetische Information: umfassende generelle Information
des Bauplans, alles was sein kann — DNA sequence

2. Epigenetische Information: zusatzliche Information wann,
wie, wo die Information genutzt wird — epigenetische
Modifikationen

Wimmers Klaus FBN
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Genom + Epigenom + Umwelt = Phanotyp

Epigenetik
NCRNAS

Umwelt

(EPI-)Genom Transkrlptom

» Epigenetische Variation tragt zur phanotypischen Variation bei;
Kenntnis darlber verbessert die Voraussage des Phanotyps

» Epigenetische Mechanismen vermitteln zwischen Umwelt und
Genom; Umwelt x Genotyp x Epigenotyp

A Wimmers Klaus FBN
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Epigenetik

» Conrad Waddington, 1942 — Epigenese; kausalen
Wechselwirkungen zwischen Genen und inren Produkten, die
den Phanotyp hervorbringen

» alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Veranderungen in
der Genexpression, die nicht in der DNA-Sequenz selbst
codiert sind

» strukturelle Anpassung chromosomaler Regionen, um
veranderte Zustande der Aktivierung zu kodieren, zu
signalisieren, oder zu konservieren

» Our current definition (NIH Roadmap Epigenomics):
Epigenetics is the study of mitotically(meiotically) heritable
changes in gene expression that occur without changes in
DNA sequence and of stable, longterm alterations of the
transcriptional potential of a cell that are not necessarily
heritable.

A Wimmers Klaus FBN
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Epigenetische Modifikationen

A. Modifikation auf DNA-Ebene
Cytosin-(hydroxy-)methylierung

B. Modifikation auf Chromatin-Ebene

Histon-Modifikationen: ~acetylierung, ~methylierung,
~phosphorylierung, ~ubiquitinierung, ~sumoylierung

Wimmers Klaus FBN
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Histon Modifikationen
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Functional Annotation of Animal Genomes
FAANG

Tet Yeast Fly Mouse Human
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DNA Methylierung

MH.
|
DNA-Methylierung von CpG Cytosine
—1.d.R. stabile Inaktivierung 0
SAM{CH,
>anhaltende Kontrolle der -> — DNMT
SAM
Genexpression; Imprinting NH,
—>akute Genregulation
5-Methylcytosine
O

DNMT — DNA Methyltransferases;
SAM — S-Adenosyl-Methionine

~e Wimmers Klaus FBN Strathdee and Brown 2002
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DNA-Methylierung

GC-Gehalt ~41%; CpG-Dinukleotide ~1%; 60-80% der CpG
methyliert; (CHG und CHH haufiger in Pflanzen methyliert)
CpG-Inseln: 2200bp, 260% CpG

* im Promoter; 50-60% der Gene mit CpG-Inseln

* hypomethyliert - offen

« Deaminierung von meth-CpG kann zu TpG fuhren (C-T-

Transition) !!!

- Wimmers Klaus FBN Santqs et al. 2005
(| LEIBNIZ INSTITUTE 7. Hiiisenberger Gespréche Gardiner-Garden and Frommer 1987
Doerfler et al. 1992
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DNA Methylierung

De novo DNA methyltransferase

Demethylase (DNI\/IT3a 3b)

m/

DNA repllcatlon

PIRNAS, DNMT3L CXXC
flnger protein 1,.

Maintenance (DNMT1)
DNA methyltransferase

S SR

— Wimmers Klaus FBN
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Epigenetische Phanomene

9

= X-Chromosom-Inaktivierung

- Imprmtmg Katzemit Schildpattféfbung |
= Geninaktivierung www.wikipedia.org
(spezifische Gene, transposable elements, repeats...)

» Gewebsspezifische Expression
= Akute Regulation der Expression
=Krebs

EEN Wimmers Klaus FBN
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Akute Regulation von aS1-Kasein

70
control 24h

60
-
S 50
%40 Remethylierung einer STAT5
3 30 Bindungsstelle 24 h nach
S Infektion

control 12h 24h

Wimmers Klaus FBN
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Vernalisation

A |
20°C 4°C 20°C
S 1; Epigenetische Modifikationen
pva "\ fuhren zur Reduktion der
>~ R Expression von FLC nach Kalte
Befcla(;e Pro|or|1é;ed Aftledr g
exposure exposure expostre Epigenetische Modifikationen
B Longer cold exposure gehen bel der Blldung der

Earlier flowering

NI

No cold After After
exposure 1-2 weeks 3-6 weeks
cold exposure cold exposure

Gameten verloren

—~— Wimmers Klaus FBN
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Epigenetische Reprogrammierung

'

[]}\Iﬁtlmethylation

== Naternal genome

mod.from Blewitt M., course slides

Wimmers Klaus FBN
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Epigenetische Reprogrammierung

'

[]}\Iﬁtlmethylation

= OffSpring somatic genome

= paternal genome
repeats

== Naternal genome

Wimmers Klaus FBN
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Epigenetische Reprogrammierung

'

[]}\Iﬁtlmethylation

=== paternal genome == Offspring somatic genome

maternal genome repeats

==== paternally imprinted
-=== Maternally imprinted

Wimmers Klaus FBN
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Evidenz flr transgenerationale
epigenetische Vererbung

European, Afrikaner, Asiaten (Human Variation Panel):
Unterschiede in >400 CpGs!

Jungle Fowl vs. Legehennen; Methylierungsmuster vererbt?
Agouti: IAP Retroposon; Farbung assoziiert mit DNA-
Methylierungsgrad; maternal vererbt?

Geruchserfahrung bel Mausen; vererbt tber paternale
Keimbahn4

Vinclozolin bedingte Stdérung der Spermatogenese bei Ratte;
vererbt Uber paternale Keimbahn®

Wimmers Klaus FBN 1Heyn et al' 2013 4 Dias Ressler, 2014

‘ FOR FARM ANIMAL BIOLOGY 7./8. Juni 2016, Hamburg

/| LEIBNIZ INSTITUTE 57 Hulsenberger Gesprache 2 Natt et al. 2012 5 Anway et al. 2005
3 Daxinger Whitelaw 2012



Entwicklung Pflanze - Reprogrammierung

Keine frlhe separate Keim-
bahn-Entwicklung bei
Pflanzen, sondern Entwick-
lung aus somatischen
Zellen;

=>» grol3es Fenster flr
Weitergabe umwelt-
Induzierte epigenetische
Modifikationen:

Kou et al. 2011: N-Mangel
Feng et al 2012: Salz-,
Alkali-Stress

Wimmers Klaus FBN

N | LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hilsenberger Gespréache Kramer 2014
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Epiallele - Pflanzen

Methylierung des LCYC Gens in Linaria vulgaris = Blitensymmetrie
Methylierung des FWA Gens in Arabidopsis = Bluhzeitpunkt
Methylierung von CNR in Tomaten = Reifung

Methylierung! Epiallele durch Modifikation der
DNA-Methylierungs-Maschinerie

Wimmers Klaus FBN Rival Ja”QOt, 2011

{77 LEIBNIZ INSTITUTE Hiilsenb Gesprich
jj_ffs%’ FOR FARM ANIMAL BIOLOGY 538ﬁ;uf1?20ir§,elr|an?liﬁ:gc e CUbaS et al 1999 .
Paskowski. Grossniklaus. 2011



Imprinting

* Diploide Embryonen mit nur maternalen oder nur paternalen
Pronuklel sind nicht Uberlebensfahig
« (Genetische Konflikt-Theorie

Imprinting Gene:

Maus 132 Rind 25
Mensch 79 Schwelin 21
Schaf 14

« Maus und Mensch nur 40 gemeinsame gepragte Gene

« Gepragte Gene’sind oft in Klustern organisiert

« Imprinting control region, ICR

« Gepragte Gene oft fur Merkmale der embryonalen
Entwicklung, Metabolismus

* Wenige Gene (<1 %) aber oft grol3e Effekte (<10%)

— Wimmers Klaus FBN Surani, Barton, Norris 1984

G, /| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hulsenberger Gesprache
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Imprinting IGF2

Igf2 CTCF  FH19

maternal O_ & E 0707070 Tmmmm—-

paternal oi 000 - OO
‘\ enhancers

Setting up boundaries. When the CTCF protein binds to DNA, it blocks regulatory DNA
downstream from interacting with the /gfZ gene and only the H79 gene is expressed. If
methyl groups (black) prevent CTCF binding, [gf2 is active, but H19 s silenced.

Rand & Cedar, 2003

—~— Wimmers Klaus FBN
‘T'\ﬁ;?" LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache
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Imprinting IGF2
A>G Transition in Intron 3, CpG-Insel

A = Q, bindet den Repressor (ZBEDG6) nicht
G = q, bindet den Repressor

30% Varianz Magerfleischanteil, Muskel-/Fettansatz
=> A-Allel vom Vater erhdht IGF2 3-fach

‘/

Igf2 CTCF m
maternal 0_ & ; 0707070 mmm——
paternal oi 000 - OO
‘K enhancers
/

mod. from Rand & Cedar, 2003
Wimmers Klaus FBN
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Vit

Imprinting IGF2

Mutterlinie/
Grol3vater
IGF2 G/G
:
Vaterlinie Mutter
IGF2 A/A IGF2 Grat/G
v
Slaughter pig
IGF2 APal/G

Muskelansatz+

Wimmers Klaus FBN
LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache
FOR FARM ANIMAL BIOLOGY 7./8. Juni 2016, Hamburg
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Bedeutung von Epigenetik

Genom + Epigenom + Umwelt = Phanotyp

Zusatzliche Varianzursache:
Wissen verbessert Vorhersage des Phanotyps

> Biomarker =»Haltungsmanagement

> Selektion =» Zichtung

Wimmers Klaus FBN
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Bedeutung von Epigenetik

> Fehlende Heritabilitat vs. Fehlende Kausalitat

 Epimutation stabil:
wahrscheinlich in LD mit SNP (kein Zugewinn an Info)

 Epimutation unstabil:
wahrscheinlich nicht in LD mit SNP, aber weniger

sinnvoll als Selektionskriterium

weniger Beitrag zur fehlende Heritabilitat, aber teilweise zur
fenlenden Kausalitat

EEN . Wimmers Klaus FBN GOddard & WhiteIaW, 2014
G, . /| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache S|atkin, 2009
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Bedeutung von Epigenetik

» Reproduktionsbiotechnologie: LOS

» Umwelt-induzierte epigenetische Modifikationen
fetal programming/nutritional programming:

Epidemiologische Daten und Experiment in Modell- und
Nutztieren haben gezeigt, dass Umwelteinflisse wahrend
der Trachtigkeit den Phanotyp der Nachkommen
beeinflussen

Epigenetische Mechanismen als molekulares Gedachtnis

—~— Wimmers Klaus FBN
(. /| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hulsenberger Gesprache Hales and Barker, 1992
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Diatetische Interventionen bei Saugern

—— maternale Niedrigproteindiat
----- maternale Hochproteindiat
--------------------------- maternale Kalorienrestriktionsdiat
-------- maternale Hochfettdiat

Methionin-Zyklus

Tage vor der Gestation Laktation Adoleszenz
Paarung

Wimmers Klaus FBN

:{E:? LEIBNIZ INSTITUTE 27 Hulsenberger Gespréche Oster, 2012
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transgenerationale epigenetische Vererbung

'

[]}\Iﬁtlmethylation

T il T-]lE-—‘L neies

il - 1\ &
Generation 1 - '

Generation 2 Generation 3

Experimentelle Diat in friher Trachtigkeit
< primordiale Keimzellen

Experimentelle Diat wahrend gesamter Trachtigkeit = primordiale Keimzellen

e, Wimmers Klaus FBN
iy J| LEIBNIZ INSTITUTE 27 Hiilsenberger Gespréche
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FoOtale Programmierung

LP |maternale Niedrigproteindiit, 6.5% CP Ammensiugung | Standardisierte Laufer-

Laktationsdiat, und Mastschwein-
HP maternale Hochproteindiit, 30% CP WurfgroBe: n = 11 | fiitterung ad libitum
94 dpc 1dpn 28 dpn 188 dpn

A

Probenentnahme von Lebergewebe (16 Tiere per Didt und Stadium; n=192)

Probenentnahme von Muskelgewebe (6 Tiere per Didt und Stadium; n=72)

» Transkriptionelle Antwort
« Epigenetische Modifikationen

e Wimmers Klaus FBN
(o /| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache
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differentielle Expression of DNMT1, DNMT3a and DNMT3b
differentielle DNA-Methylierung von PPARa, NR3C1, NCAPG...

Wimmers Klaus FBN
r et al. 2011, 2012a,b,c,2014
LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache Oster et
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MS

*Vitamin B12

BHMT

;ﬂt:amin B6 *Betaine
‘ *Choline
- *Methionine
Homocysteine ) oW
Recycling
SAH
Cysteine hydrolase Pathway
Adenosine

Methy acceptors:
Protein, DNA, RNA,
histones

DNA Meth

lation

Wimmers Klaus FBN
(77| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache
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Methionin

rome ME€tAbOlISMUS

ATP

MAT

Pi + PPi

(mg/kg)

Zinc 21.8 149.0
B6 3 1180
B12 31 5930
Folate 3 92.2
Choline 500 2230

Methionine 2050 4700




transgenerationale epigenetische Vererbung

Differentielle Futterung von Ebern, Verpaarung bis F2
F2 Nachkommen unterscheiden sind im Rickenspeck (P = 0.03)
In Leber und Muskel differentielle Expression von Fett- und Energie-

Stoffwechselwegen
signifikante Unterschiede in DNA Methylierung von 1YD
F2C F2 E Liver
. 3322 3IRR 3RS 33RT

Liver ——
80% -+
60% -
40%

P=0.08 |
20% -+ °
| 77 vs. 70 %

0% - : — ,

0 100 200 300 400

Wimmers Klaus FBN .
{7 77| LEIBNIZ INSTITUTE 27 pijlsenberger Gespréche Braunschweig et al. 2012
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Supplementierung von Methyldonoren

»  Effekte der Methyldonor-angereicherten Diat  auf
Transkriptom

Kartierung differentiell methylierter Regionen

Biologische Signifikanz der differentiellen Methylierung
durch Integration mit Expressionsdaten

Y VYV

2 Rassen (Pi, GL) x 2 Diaten x 2 Stadien (91 ppc, 150 dpn)
4 Nachkommen/Rasse/Diat/Stadium, n=32 (48), Leber

Next Generation Sequencing:
RNA=Transkriptom (RNA-Seq)
DNA=Methylom (RRBS)

e, Wimmers Klaus FBN
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Ifferentielle Expression abhangig
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Differentielle Expression abhangig
... von Diat

: = 150dpn:

L » Fettstoffwechselwege
T —— = 91dpn:

; = |GF Signaling

E = \Wnt/B-catenin signaling

‘_ W 9idpc

L M 150dpn

all Cycle Control of Chromosomal Rey

PXR/RXR Activation

Superpathway of Cholestercl Biosynthesis

Triacylglyceral Biosynthesis

LXRRXR Activation

Cholestercl Biosynthesis T

"Ncylglycerol Degradation

426 und 363 Gene
differentiell exprimiert am
91dpc und 150dpn

lagFC

0 5 10 15
Average logCPM

e, Wimmers Klaus FBN
o> /| LEIBNIZ INSTITUTE 27. Hiulsenberger Gesprache
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Genome-welite Verteillung der DMRs
Abhangig von Stadium, Rasse und Diat

oy chri® Cheg
S 385 genes 1,463 genes
£y s .__%' Stage Breed
F J P \*‘ % link to the nearest gene

iy

N

Differentiell methylierte Regionen (DMRS)
15% differentieller Methylierung; g-value <
0.05.

Maternal Diet

433, 2038, und 932 DMRs abh. von Stadium, 778 genes
Rasse, Diat
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Functionelle Annotation der Gene in DMRS

Maternal-diet-associated DMRs/Genes
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Funktionelle Annotation von DMRS

Sus scrofa Sscrofald, 2 chrd:40830241-40845743 (18,5 kbp)

|
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DNA Methylierung — Rassenunterschied
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DNA Methylierung vs. Genotyp
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Integration von RRBS und RNA-Seq

Significant correlation between RNA-Seq and RRBS

Mean
Gene ID Symbol Strand Chr Start End CpGClust.ID Start End Upstream ( kb) correlation
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Integration von RRBS und RNA-Seq
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Zusammenfassung

Epigenetische Modifikationen stellen eine zusatzliche Ebene der
Variation zur Erklarung des Phéanotyps dar

Kenntnis der epigenetischen Mechanismen und Regeln der
Entstehung und Vererbung tragen zur Verbesserung der
Vorhersage des Phanotyps bei

Der Beitrag zur “missing heritability” und ,missing causality” wird
weliter diskutiert

Epigenetische Modifikationen vermitteln zwischen Genom und
Umwelt und reprasentieren ein molekulares Gedachtnis

Epigenetische Studien kdnnen Biomarker fur das
Haltungsmanagement liefern

epigenetische Effekte kdnnen gezielt genutzt werden um an
bestimmte Bedingungen angepasste Phanotypen zu generieren

A Wimmers Klaus FBN
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Acute regulation of aSlcasein

Infection induces remethylation of doublett-STATS site

CHART PCR:
0 chromatin compaction

90 n
80 B =
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40 AA
30, A A
20
10

time after infection
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The fate of cells

DNA = RNA = Protein

Only a subset of genes is active in
particular cells:

« tissue specific transcrition factors

e epigenetic marks

e, Wimmers Klaus FBN
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Callipyge

imprinting
polar overdominance

s+ DLK1:paternally expressed,
¥l epidermal growth factor repeat like
family
~ § MEG3: maternal expressed; non
£ coding RNA

=0 x ~£¢x cmgx ~&5x

Repressor
(DLK1IPEG11?) (GTL2ZIMEGS8?)

["h-"-'-‘r. .
<) —> callipyge
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Experimental Design: sampling

2 breeds X 4 stages X 2 diets

[I-w'?

»>tissue: liver

> prenatal: 3 litters/breed/diet/stage
(n=36 sows);

> peripubertal: 6 litters/breed/diet
(n=24 sows);

Wimmers Klaus FBN
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Effects on prenatal development
Fetal weights

=100)

Relative weight (CON

»gestation diets affect fetal weight (p<0.001)
»no significant effect of gestation diets on number of offspring




DL & Pi —postnatal growth
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Results of analysis of variance for trait records
obtained in both breeds

OPTO ="CON
Diet: p=0.05 = MET’
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Results of analysis of variance for trait records
obtained in both breeds
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Implications

* The experiment showed effects of the maternal gestation
diets on intrauterine growth

At adult stage only slight but significant phenotypic effects
on meat quality were observed

« Effects of gestation diets on meat colour might be due to
differences of the ultra structural properties of the muscle,
l.e. muscle fiber traits, which are determined prenatally

 This implies that the effects recorded at adulthood reflect
acute effects of the gestation diets on the myogenesis of
the offspring

A Wimmers Klaus FBN
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Microarray analysis

Affymetrix GCOS,
Expression Console,
(MAS5, GCRMA)
RNA isolation:
> Fetal livers: 2 pools of 6 . :
individuals / stage / jfnp

breed / diet (=72) sttt D e
» Peripubertal livers:
2 individual samples

/sow / breed / diet (=24)

y= U + diet + mother(diet) + e

Pathway Analysis | LLIC=Z0LIR &
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Networks, biofunctions & canonical pathways

NRF2-mediated Oxidative
Stress Response
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Networks, biofunctions & canonical pathways
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IGF-1 Signaling
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IGF-1 Signaling
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Networks, biofunctions & canonical pathways
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fethionine Metabolism
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Glycine, Serine and Threonine Metabolism
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Networks, biofunctions & canonical pathways
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Effects on global DNA methylation

160
140 treatment breed stage
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»gestation diets affect global DNA methylation
In a breed- and stage-specific manner
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Repression of Gene Expression
by DNA-Methylation

1. Direct blocking of TFBS by methyl-group of CpG

2. Blocking of TFBS by methylcytosine binding
proteins (MBP)

3. Recruitment of Histone Deacetylases by MBP leads
to deacetylation of core histones = change in
chromatin structure to heterochromatin

 ~Nucleosome
Histone N-terminal tails

Wimmers Klaus FBN Iguchi-Ariga and Schaffner 1989; Tierney et al. 2000

7 u7| LEIBNIZINSTITUTE 57 Hiilsenberger Gesprache Ballestar and Wolffe 2001; Nan et al. 1998;
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X chromosome inactivation

XIC= X inactivation
. center

XIST= X inactive
specific transcript
17kb noncoding
RNA

stable expressed
from inactive X

= “paints” inactive X
= chromosome (cis)
&) its own activity is
= affected by DNA
methylation
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X chromosome inactivation
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Genome coverage of the RRBS library

A B
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12 10 Ggljg cpg.shores plomlotor 5UTR ods intron 3UTR SINE LINE LTR simple‘_lepeat
11 Features
Frequency of annotated features in Percentage of genomic features covered by
the pig genome. greater than 4 reads.

RRBS effectively target specific genomic regions including
CpG islands and CpG-island shores ( #1kb from CpG island)
and CpG rich promoters.
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Percentage methylation of cytosines in
CpG, CHG or CHH context

_(-16767CpG 143.02 % of CpGs |
are methylated

/. 9.48% CpG

1 0.05 % "CHG: |

55.64 % “ o
CHH 27.47 % N
CHG 0.24 % "CHH
H = A TorC
% = median of 32 libraries
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Clustering based on the DNA methylation profile
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Stage Breed DMaternal Diet RRBS Library

91dpc DL con rrbs2818 &——m—

$1dpe DL con rrbs2514 e

F1dpe DL met rrbs2413

F1dpe DL con rrbs2615

F1dpe DL met rrbs2106

91dpc DL met rrbs2207

150d Pi con rrbs1412 e

91dpc DL con rrbs2716

150d DL met rrbs0104 5
1504 DL met rrbs0205

150d Pi met rrbs1105

1504 Pi met rrbs1307 ::'7
150d DL con rrbs0507 ::_
150d DL con rrbs0813

91dpe DL met rrbs2312 e
150d DL met rrbs0712 }
150d DL con rrbs0914

150d DL con rrbs0306 }
150d DL met rrbs1015

Buuaysn|o uonejAylaw odo

91dpc Pi met rrbs3416 &
91dpc Pi met rrbs3518 &
91dpc Pi met rrbs2907 e
91dpc Pi con rrbs3113 &
91dpc Pi con rrbs3214 e
91dpc Pi con rrbs3012 e
91dpc Pi con rrbs3315
91dpc Pi met rrbs3619
150d Pi con rrbs1206 &
1504 Pi con rrbs1613
150d Pi con rrbs1815
150d Pi met rrbs1714
1504 Pi met rrbs1916
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Functional annotation of genes in DMRs

A) Breed-associated DMRs/Genes
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Bei Pflanzen sind verschiedene
Modelle fur die Mechanismen
der (de novo) Methylierung von
CG, CHG und CHH
beschrieben
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