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Wat is epigenetica ?

Oorspronkelijke, brede definitie:
— “boven” het genetische
— “erfelijk” maar niet direkt gecodeerd in DNA



Epigenetica

Toepassingen, onderzoek, actualiteit

® Therapeutisch gebruik van stamcellen
Embryonale stamcellen, cloning
IPS cellen: Induced pluripotent stem cells

m Etiologie ziekten (kanker, aangeboren afwijkingen)
m Begrip genregulatie?



Epigenetica

==> ® |ntroductie: Relevantie epigenetica, wat is het?
» Embryogenese, stamcellen, cloning
» Eén genoom, vele ‘epi’ genomen

® Epigenetica — basics — wat is het?
» Histon modificaties
> DNA methylering

m Hoe cellen veranderen
» Chromatine en de revolutie in DNA sequencing technologie

> Epigenetica en het begin van gen expressie tijdens de
ontwikkeling



Waarom zijn cellen verschillend?
Hoe verschillen de cellen van elkaar in een organisme?

Kunnen ze veranderen?



Expressie wordt primair gereguleerd op
het niveau van transcriptie initiatie

Voorbeeld: Gelocaliseerde expressie tijdens embryogenese

Mid-hind brain | ——  wsb

Posterior| —> ‘.

In situ hybridisation showing localized FGF3
(Int-2) expression at the mid-hind brain
boundary and the posterior neural plate.

Dorsal view of late gastrula stage Xenopus embryo
(Tannahill et al., 1992)

o Sy, Oct-1 RNA

Oct-1 protein

In situ hybridisation and immunofluorescence
showing localized Oct-1 RNA and protein in the
neural tube.

Transverse views of neurula stage Xenopus embryo
(Veenstra et al., 1995)



DNA sequenties reguleren genen op een
cel-specifieke manier

Transgeen embryo
Promoter: afkomstig van Cardiac actin gen
Detectie: gen coderend voor Green Fluorescent Protein (GFP)

http://www.gurdon.cam.ac.uk/~amayalab/



Gene expression

Transcription-initiation & the transcription machinery

\/

Protein

<€——— | transcription factor (1850, 6%) |

cell adhesion (377, 1.9%)

miscellancous (1318, 4.3%) chaperone (1 59, 0.5%)
viral protein {100, 0.3%) eytoskeletal structural protein (876, 2,8%)
extracellular matrix (437, 1.4%)
immunoglobulin (264, 0.9%)
ion channel (406, 1.3%)
motor (376, 1.2%)
structural protein of muscle (296, 1.0%)
protooncagene (902, 2.9%)
select caleium binding protein (34, 0.1%)
intracellular transporer (350, 1.1%0)
transporter (533, 1.7%)

transfer/carricr protein (203, 0.7%)

nucleic acid enzyme (2308, 7.5%)

signaling molecule (376, 1.2%)
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recepdor {1343, 5.0%)

kinase (B68, 2.8%)

seledt regulatory melecule (988, 3.2%)

transferase (610, 2.0%)

svnthase and synthetase (313, 1.0%)
oxidoreductase (656, 2.1%)

Ivase (117, 0.4%)

ligase (56, 0.2%)

isomerase (163, 0.5%)

/ hydrolase (1227, 4.0%)

GO categories

mualecular function unknown {12809, 41 7%)

Panther categories

Venter et al., 2001, Science



Embryonale ontwikkeling
Genregulatie in meercelligen

Meercelligen en genregulatie: Meer van hetzelfde?

® Eigenschappen van cellen zijn ...,
B GENEXPIESSIE IS cuuiiiiiii i
m Genetische informatie Is .......ccccoevviviiiciicee,



Embryonale ontwikkeling
Genregulatie in meercelligen

Meercelligen en genregulatie: Meer van hetzelfde?

= Genexpressie is versehtllend

= Genetische informatie is ...........Lo\entLelR. ...



Embryonale ontwikkeling
Genregulatie in meercelligen

Meercelligen en genregulatie: Meer van hetzelfde?

= Genexpressie is versehillemnol

= Genetische informatie is ...........Lo\entLelR. ...
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Adult frogs derived from the nuclei of single Dolly (5 juli 1996 — 14 februari 2003) was het
somatic cells. J.B. Gurdon (1962) eerste gekloonde schaap en ook 's werelds
Developmental Biology 4: 256-273 eerste kloon van een volwassen dier.

http://nl.wikipedia.org/wiki/Dolly _(schaap)



The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012
Sir John B. Gurdon, Shinya Yamanaka

Sir John B. Gurdon  Shinya Yamanaka

Bron: http://www.nobelprize.org



Herprogrammeren

Celkerntransplantatie:

Reset van de genetische code, ontwikkeling volledig organisme

Single nucleus injected
to enucleated egg

Somatic
cell

Egg

Second meiotic metaphase

Bron: Gurdon en Melton (2008) Science 1811-1815

20

% of total nuclear transfers
o

@® Mammalian nuclear
transfers resulting
in birth
B Xenopus nuclear
transfers reaching
feeding tadpole stage

blastocyst

Blastula or Differentiation > Adult

Stage of donor nuclei



Epigenetisch landschap

Cellen tijdens de ontwikkeling als knikkers op een helling
Barrieres voor herprogrammeren

Totipotent

Begin embryonale
ontwikkeling

Differentiatie

Bron: S. Yamanaka (2009). Nature 460: 49-52



Melanoma cellen kunnen — in principe —
veranderen in de alle normale cel typen

Oocyten hebben vermogen tot herprogrammeren:
“Epigenetic remodelling”
Conclusie: Vooral epigenetische veranderingen in melanoma

tumor cells nuclear transfer blglstigcegst

@ blastocyst injection

aiI-ES cell mouse Hochedlinger et al. 2004



Herprogrammeren

Expressie van vier genen:
Reset van de genetische code, cellen worden pluripotent

Transcription-factor transduction

Oct4
Sox2

c-Myc
@ Cell division

..........u.................... ..... ............u...........u....)r
DNA replication

iPS cell

Bindweefselcel Geinduceerde
pluripotente stamcel

Bron: S. Yamanaka en H.M. Blau (2010). Nature 465: 704-712



Healthy or diseased

“Herprogrammeren v

Medische toepassingen

Patient-derived
somatic cells

o
|

Patient-specific

w iPS cells

Directed
differentiation

Drug screening for Transplantanun
disease-specific (autologous)

therapeutics H

Bron: http://www.idi.harvard.edu




Epigenetica, selectief gebruik van informatie

Eén genoom, vele ‘epi’lgenomen:
Cellen hebben hetzelfde genoom, maar verschillende epigenetische regulatie

Genome

— T~

W5y

Euchromatin Heterochromatin
‘active’ ‘inactive’

mﬂﬂ%

Epigenomes




Epigenetica

m [ntroductie: Relevantie epigenetica?
» Embryogenese, stamcellen, cloning
» E€én genoom, vele ‘epi’ genomen

== ® Epigenetica — basics — wat is het?
» Histon modificaties
> DNA methylering

m Hoe cellen veranderen
» Chromatine en de revolutie in DNA sequencing technologie

> Epigenetica en het begin van gen expressie tijdens de
ontwikkeling



Wat is epigenetica ?

Babylonische spraakverwarring

Oorspronkelijke, brede definitie:
— “boven” het genetische
— “erfeli)k” maar niet direkt gecodeerd in DNA

Moderne, moleculaire definitie:

— markering van “actief” of “inactief” DNA
— filter van genetische informatie



E-- u.;.

Epigenetica

Mitotic chromosome

Veranderingen op
chromosomen

Histone modification

Methylated DNA

Chemische veranderingen op chromomen als
boekenleggers van de genetische code

Bron: S.K. Zaidi et al. (2010) Mol. Cell. Biol. 30:4758-4766; http://mrg.bz/YCnTle



Markering van het genoom
VOOr activatie en repressie

= Twee epigenetische systemen
> DNA methylering (stabiel, leidt tot histon modificaties)
» Histon modificaties (post-translationeel)

= Beinvloeden transcriptionele activiteit
» Toegankelijkheid DNA (compactie)
» Binding regulatoire eiwitten




Histon N-termini doelwit van regulatie

Toegankelijkheid van DNA gereguleerd door post-
translationele modificaties

Nucleosoom:
146 bp DNA + octamer
- 2X histone H2A
- 2X histone H2B
- 2X histone H3
- 2X histone H4

ool Lodish 6, Figure 6-31



Histon H3 modificaties

Sleutelrol histon N-terminale uiteinden

- Modificaties aangebracht en verwijderd
door enzymen (‘writers’, ‘erasers’)

- Modificaties herkend en gebonden door
andere eiwitten (‘readers’)

promoter active gene enhancer |  inactive gene !

HaK3eme3 | _.._ 5 .
HKTOME? | _ o : :
H3K9ac | _of ] A ]
H3K4me3 | _adlin @ ' : '
H3K27ac | __ W §
H3K27me3 E E .

Bogdanovic et al. 2012



Genomische DNA methylation

® CG dinucleotiden (planten, meeste dieren) 5'"CpG —
= Tot > 90% van alle CpGs (zoogdieren) —GpC 5

m Epigenetisch mechanisme

® Transcriptionele repressie, Hypoacetylering van histonen
» Heterochromatine
> Imprinting (zoogdieren)
» X chromome inactivatie
» Afweer parasitaire sequenties (retrotransposons)
» Chromosoom stabiliteit

NH, NH,
N*’C‘“CH Nf’?“ —CH,
m ,&H i O/&;““IQI/&
H H

Cytosine (C) 5-methyl Cytosine



Is DNA nu alles (‘nature’) of is er meer (‘nurture’)?

Epigenetica: Filter van genetische informatie
Van belang voor ontwikkeling en differentiatie, ziekte en evolutie

DNg
_l —[Epigenetica ]
RNA|

\/

Proteinl



Hoe verschillen de cellen van elkaar in een organisme?

Voor mij alleen
hoofdstuk 12

Ik houd het bij
hoofdstuk 3

Alleen maar
hoofdstuk 9

Epigenetische modificaties (histon modificaties, DNA methylering):
Markering van DNA, genen (boekenlegger)
Hetzelfde DNA (boek) anders gebruikt (filter)



Epigenetica

m [ntroductie: Relevantie epigenetica?
» Embryogenese, stamcellen, cloning
» E€én genoom, vele ‘epi’ genomen

m Epigenetica — basics — wat is het?
» Histon modificaties
» DNA methylering

== = Hoe cellen veranderen
» Chromatine en de revolutie in DNA sequencing technologie

> Epigenetica en het begin van gen expressie tijdens de
ontwikkeling



Epigenetic remodeling:

Hoe kunnen we het bestuderen?



Chromatine immunoprecipitatie (ChlP)

Detectie van chromatine-geassocieerde eiwitten en histon
modificaties met antilichamen

2
%@5@ %
@

abcd
Formaldehyde Sonication Immunoprecipitation Decrosslink
crosslinked washing Purify DNA
chromatin i
- gPCR

* Microarray
- Sequencing



Revolutie in sequencing technologie

Transformeert het veld van genomics

® Sanger sequentie bepaling
» Relatief korte stukken DNA (~600 bp)
» DNA klonering noodzakelijk

m Ge-automatizeerde Sanger sequencing
» Grootschalig, duur
» Sequencing van uiteinden van BACs, and subklonen daarvan
» Shotgun sequencing
» Assembleren menselijk genoom (en vele andere)

® Next generation sequencing
» High-troughput (tot honderden miljoenen korte ‘reads’ van 50-100 bp)
» Identificatie / Census benadering
» Characterizering van genomen



ChlP-sequencing

Genoom-breed in kaart brengen van histon modificaties en binding eiwitten aan DNA

® Chromatine immunoprecipitatie (ChiP)

= DNA fragment opzuivering

® Next Generation Sequencing (tientallen miljoenen reads)
® Mapping naar referentie genoom

= Quantitatieve analyse



Epigenetic remodeling:
Hoe kunnen we het bestuderen?

Wat gebeurt er tijdens ontwikkeling en differentiatie?



Genregulatie tijdens de embryonale ontwikkeling

Xenopus als embryo model systeem

Waarom?

m Vertebraat

m Manipulatie expressie

m Externe ontwikkeling

m Aantal eieren / embryos

Oocyte Early blastula Late blastula Mid-gastrula Neurula
Developmental Stage | | | | |
7 9 10 10% 11 13 15 22 32



Epigenetisch ‘landschap’ rond hoxd cluster

H3K4me3 (actieve promoter), H3K27me3 (repressie), RNA, RNAPII (RNA polymerase)
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H3K4 en H3K27 methylering in verschillende cellen

H3K27 methylering onderdrukt vegt expressie in vegetal pole cellen

A C
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Akkers et al. (2009) Developmental Cell



sl - H3K27me3 voorspeld aan de hand
van DNA sequentie

Support Vector Machine (machine learning) getrained op
deel van data, voorspelt de rest

gata3 locus
scaffold_11  4150000] 4200000 4250000 4300000] 4350000 4400000
Genes HiHH b H B4
H3K27me3 blastula ..o = o o e ki
H3k27me3gastrula _ o A
SVM prediction
Y IO g | wm‘wmnmwmw
HoxD locus
scaffold_163 500000| 540000 I 580000] 620000 | 660000 | 700000 |
Genes “Heuspediam [ | | EIIH e
H3K27me3 blastulad .. oo o oo b i e e

H3K27me3 gastrula . okk MJLMM [

SVM prediction WFWIW“‘I"N']I'JW#M L%',Ww

Van Heeringen et al. (2013)



Samenspel van DNA sequentie en verschillende
epigenetische modificaties bepaalt genexpressie

Afwezigheid van DNA methylering: DNA sequenties die gereguleerd worden
Wisselwerking tussen activatie en repressie

WMW

Sequence content ‘
Unmethylated regions Wlmmw ” W"H

) )
m*

Transcription —  Trithorax PRC2
factors activation (Ezh2)
constitutive / cell (H3K4me3) A
type-specific ©, )
@®
\4

H3K27 methylation & . JM_

Van Heeringen et al. (2013)



Epigenetica Samenvatting

oNAY ® Eén genoom, vele ‘epi’ genomen

— | =—(Epwrewa] = Epigenetische mechanismen

NA Histon-modificaties (activerend en onderdrukkend)
DNA methylering (onderdrukkend)

Enzymen: ‘write’, ‘erase’

Bindende eiwitten: uitlezen (‘read’) = effecten

] m Regulatie
Ontwikkeling en differentiatie
Ontspoord in kanker
Manipuleerbaar (medicijnen, leefgewoonten)



