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  proteins	
  

•  Lecture	
  4:	
  DNA	
  Methyla7on	
  

•  Lecture	
  5:	
  Non-­‐Coding	
  RNAs	
  

•  Lecture	
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  8:	
  Epigene7cs	
  in	
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  and	
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How	
  is	
  a	
  stable	
  “Epigene7c	
  state”	
  established?	
  



Polycombs,	
  Histone	
  modifying	
  enzymes,	
  DNMTs	
  and	
  ncRNAs	
  	
  are	
  essen7al	
  for	
  development	
  	
  	
  



Histone	
  modifying	
  enzymes,	
  DNMTs,	
  Polycombs	
  and	
  ncRNAs	
  	
  are	
  essen7al	
  for	
  development	
  	
  	
  



Histone	
  modifying	
  enzymes,	
  DNMTs,	
  Polycombs	
  and	
  ncRNAs	
  	
  are	
  essen7al	
  for	
  development	
  	
  	
  



Just	
  one	
  example:	
  The	
  Polycomb	
  Suz12	
  -­‐/-­‐	
  

WT	
  

KO	
  



	
  	
  
Current	
  model	
  of	
  “Lineage	
  choice”	
  from	
  a	
  Polycomb	
  only	
  perspec7ve	
  



SO	
  what	
  are	
  Polycombs	
  doing	
  during	
  embryonic	
  development?	
  

Silence	
  Differen7a7on	
  genes	
  in	
  ES	
  cells	
  
	
  
Silence	
  ES	
  genes	
  in	
  Differen7ated	
  cells	
  



The	
  current	
  model	
  of	
  Polycombs,	
  Trithorax	
  and	
  DNA	
  methyla7on	
  during	
  
lineage	
  commitment	
  during	
  development	
  and	
  differen7a7on	
  

“Bivalency”	
  Bernstein	
  2006	
  



Show	
  bivalent	
  paper	
  figures….raw	
  data….	
  







	
  	
  
Current	
  model	
  of	
  “Lineage	
  choice”	
  from	
  a	
  Polycomb	
  only	
  perspec7ve	
  



How	
  are	
  Polycombs	
  moved	
  around	
  during	
  differen7a7on?	
  

	
  





Returning	
  to	
  Polycombs	
  in	
  Hematopoiesis	
  ….	
  



Returning	
  to	
  Polycombs	
  in	
  Hematopoiesis	
  ….	
  



Returning	
  to	
  Polycombs	
  in	
  Hematopoiesis	
  ….	
  

Do	
  Polycombs	
  also	
  have	
  a	
  role	
  in	
  regula7ng	
  ADULT	
  stem	
  cell	
  lineage	
  choices??	
  





The	
  PU.1	
  :	
  GATA1	
  Paradigm	
  

• 	
  Lineage	
  specific	
  TFs	
  accelerate	
  (ac7vate	
  genes	
  	
  
	
  	
  of)	
  one	
  lineage	
  while	
  at	
  the	
  same	
  7me	
  put	
  on	
  the	
  	
  	
  
	
  	
  breaks	
  (repress	
  genes)	
  of	
  another	
  lineage.	
  
	
  
• 	
  Once	
  one	
  TF	
  becomes	
  dominant	
  the	
  conflict	
  is	
  	
  
	
  	
  	
  resolved	
  and	
  cellular	
  commitment	
  ensues	
  
	
  



An	
  example	
  of	
  Transcrip7on	
  Factors	
  affec7ng	
  
DNA	
  methyla7on	
  during	
  differen7a7on	
  	
  

	
  
The	
  CD79a	
  gene	
  encodes	
  an	
  important	
  protein	
  for	
  B	
  cells	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Somehow,	
  TFs	
  recruit	
  DNA	
  demethyla7on	
  enzymes?	
  	
  
	
  

Maybe	
  affect	
  histone	
  modifica7ons	
  also?	
  

Off	
  in	
  HSC	
  
	
  
On	
  in	
  pro-­‐B	
  cells	
  
	
  
	
  
methylated	
  in	
  HSC	
  
	
  
unmethylated	
  in	
  pro-­‐B	
  cells	
  



X-­‐chromosome	
  Inac7va7on	
  
or	
  

Dosage	
  Compensa7on	
  



	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Chromosomal	
  dosage	
  and	
  compensa0on	
  
	
  
	
  

• 	
   	
  Women	
  are	
  XX,	
  men	
  are	
  XY	
  
• 	
   	
  Y	
  –	
  encodes	
  genes	
  needed	
  to	
  develop	
  as	
  a	
  male	
  
• 	
   	
  Since	
  women	
  have	
  double	
  the	
  “dose”	
  of	
  X	
  they	
  need	
  to	
  compensate	
  

	
  somehow…	
  
	
  
How	
  are	
  levels	
  of	
  all	
  essen7al	
  X-­‐encoded	
  gene	
  products	
  similar	
  between	
  men	
  
and	
  women	
  if	
  women	
  have	
  twice	
  the	
  number	
  of	
  alleles?	
  
	
  
How	
  is	
  this	
  achieved???	
  
	
  
Flies	
  –	
  double	
  the	
  rate	
  of	
  transcrip7on	
  on	
  the	
  single	
  male	
  X	
  chromosome	
  
Worms	
  –	
  half	
  rate	
  of	
  transcrip7on	
  on	
  both	
  female	
  X’s	
  
Mammals	
  –	
  Switch	
  off	
  one	
  female	
  X	
  chromosome	
  in	
  a	
  random	
  fashion	
  	
  	
  



Previously	
  we	
  discussed	
  the	
  calico	
  cat…	
  
Now	
  let’s	
  inves7gate	
  the	
  molecular	
  mechanisms	
  involved…	
  



The	
  X-­‐inac7va7on	
  center	
  (Xic)	
  and	
  the	
  X	
  
inac7ve	
  specific	
  transcript	
  (Xist)	
  

	
  
	
  

• 	
  Both	
  are	
  required	
  for	
  silencing	
  of	
  the	
  X-­‐chromosome	
  
• 	
  This	
  locus	
  produces	
  a	
  large	
  ncRNA	
  called	
  Xist	
  
• 	
  Xist	
  binds	
  and	
  coats	
  the	
  X-­‐chromosome	
  in	
  cis	
  and	
  triggers	
  
silencing	
  
• 	
  This	
  leads	
  to	
  progressive	
  DNA	
  and	
  Chroma7n	
  modifica7ons	
  



Mechanis7cally	
  –	
  what	
  happens?	
  

• 	
   	
  Xist	
  levels	
  increase	
  in	
  pre-­‐implanta7on	
  embryos	
  prior	
  to	
  X-­‐chromosome	
  
	
  inac7va7on	
  

• 	
   	
  It	
  binds	
  to	
  and	
  coats	
  ~85%	
  of	
  the	
  X-­‐chromosome	
  it	
  is	
  transcribed	
  from	
  and	
  	
  
	
  leads	
  to	
  chromosome	
  condensa7on	
  and	
  silencing	
  



X	
  inac7va7on	
  is	
  developmentally	
  regulated	
  



Mechanis7cally	
  –	
  what	
  happens?	
  

• 	
   	
  DNA	
  methyla7on	
  appears	
  to	
  be	
  a	
  very	
  late	
  event	
  
• 	
   	
  Polycombs	
  do	
  not	
  seem	
  to	
  be	
  retained	
  on	
  silent	
  soma7c	
  X-­‐chromosomes…	
  

	
  



Genomic	
  Imprin7ng	
  



Genomic	
  Imprin7ng	
  
An	
  epigene7c	
  phenomenon	
  which	
  restricts	
  the	
  	
  expression	
  of	
  a	
  gene	
  
from	
  either	
  the	
  maternal	
  (m)	
  or	
  paternal	
  (p)	
  locus	
  	
  
	
  
• 	
   	
  Only	
  about	
  80	
  genes	
  iden7fied	
  so	
  far	
  are	
  “imprinted”	
  

• 	
   	
  Some	
  examples	
  include	
  H19,	
  CDKN1C	
  and	
  IGF2	
  

	
  
	
  

• 	
   	
  Not	
  sex	
  specific.	
  Therefore,	
  IGF2	
  is	
  silenced	
  on	
  the	
  paternal	
  copy	
  	
  
	
  in	
  both	
  boys	
  and	
  girls	
  

	
  
• 	
   	
  Why	
  does	
  it	
  happen????	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  “Paternal	
  Conflict	
  hypothesis”	
  a	
  male-­‐female	
  tug-­‐of-­‐war	
  
	
   	
  	
  	
  -­‐	
  The	
  father	
  is	
  more	
  'interested'	
  in	
  the	
  growth	
  of	
  his	
   	
   	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  offspring,	
  at	
  the	
  expense	
  of	
  the	
  mother…p57…	
  

Maternally	
  expressed	
   	
  Paternally	
  expressed	
  
H19 	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  IGF2	
  
CDKN1C 	
   	
   	
  	
  



Key	
  experiments	
  using	
  nuclear	
  transfer	
  in	
  mice	
  

Conclusion:	
  	
  
• 	
   	
  BOTH	
  maternal	
  and	
  paternal	
  genomes	
  express	
  different	
  sets	
  of	
  genes	
  	
  
• 	
   	
  These	
  genes,	
  albeit	
  the	
  minority	
  (so	
  far	
  80	
  out	
  of	
  25k)	
  are	
  necessary	
  for	
  embryonic	
  

	
  development	
  



Examples	
  so	
  far….	
  



When	
  does	
  it	
  happen???	
  
	
  	
  
• 	
   	
  Most	
  likely	
  the	
  game7c	
  imprints	
  are	
  

	
  placed	
  	
  on	
  paternally	
  imprinted	
  genes	
  
	
  during	
  sperm	
  produc7on	
  and	
  on	
  
	
  maternally	
  imprinted	
  	
  genes	
  during	
  egg	
  
	
  produc7on	
  

• 	
   	
  Women	
  making	
  eggs	
  need	
  to	
  remove	
  
	
  imprin7ng	
  marks	
  on	
  paternally	
  imprinted	
  
	
  genes	
  

• 	
   	
  Men	
  making	
  sperm	
  need	
  to	
  remove	
  
	
  imprin7ng	
  marks	
  on	
  maternally	
  imprinted	
  
	
  genes	
  	
  



Imprinted	
  genes	
  are	
  generally	
  found	
  in	
  clusters	
  
and	
  contain	
  both	
  coding	
  and	
  non-­‐coding	
  RNAs	
  

	
  	
  
• 	
   	
  If	
  the	
  Imprint	
  control	
  element	
  (ICE)	
  is	
  removed	
  on	
  the	
  silent	
  (but	
  not	
  

	
  the	
  ac7ve)	
  X-­‐chromosome	
  then	
  silencing	
  does	
  not	
  occur…therefore	
  
	
  the	
  effect	
  is	
  in	
  cis	
  



Two	
  representa7ve	
  examples	
  of	
  cis-­‐ac7ng	
  silencing	
  
mechanisms	
  at	
  two	
  different	
  imprinted	
  gene	
  clusters	
  





Kcnq1ot1	
  ncRNA	
  recruits	
  BOTH	
  G9a	
  and	
  PRC2	
  



Recommended	
  reading	
  material	
  	
  
	
  	
   	
  	
  
o 	
  	
   	
  Epigene7cs	
  

	
  by	
  C.	
  David	
  Allis,	
  Thomas	
  Jenuwein,	
  Danny	
  Reinberg	
  
	
  CHAPTER	
  17:	
  Dosage	
  Compensa7on	
  in	
  Mammals	
  
	
  CHAPTER	
  19:	
  Genomic	
  Imprin7ng	
  in	
  Mammals	
  
	
  	
  

o 	
  	
  

	
  	
  
	
  	
  

	
  

Some	
  Extra	
  reading: 	
  	
  
	
  


