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Einleitung

Das menschliche Genom enthilt ca.
20.000 Gene, von denen viele — mit Aus-
nahme von konstitutionell exprimierten
Genen - nur in bestimmten Entwick-
lungsstufen, in bestimmten Zelltypen
und zu bestimmten Zeiten aktiv sind.
Das koordinierte An- und Ausschalten
von Genen erfolgt durch genregulatori-
sche Netzwerke, oft angestoflen durch
extrazelluldre Signale. Dabei bestimmen
Transkriptionsfaktoren einerseits die Ak-
tivitdit und lokalen Chromatinzustinde
ihrer Zielgene, andererseits beeinflussen
die Chromatinzustinde die Kinetik der
Bindung von Transkriptionsfaktoren an
ihre Bindestellen.

Chromatinzustinde sind hauptsich-
lich charakterisiert durch das Methylie-
rungsmuster der DNA, die posttransla-
tionale Modifikation von Histonen sowie
die relative Position von Nukleosomen
(B Abb. 1a). Die DNA-Methylierung be-
trifft fast ausschliefllich die Methylierung
der Base Cytosin in CpG-Dinukleotiden.
Histone konnen an verschiedenen Ami-
nosdureseitenketten acetyliert, methy-
liert oder anderweitig modifiziert sein.
Nukleosomenfreie DNA-Abschnitte er-
leichtern die Bindung von Transkripti-
onsfaktoren und der RNA-Polymerase an
die DNA. Schliefllich konnen Enhancer/
Transkriptionsfaktorkomplexe tiber eine
grofle Distanz hinweg mit Promotoren
interagieren, und zwar durch Schlei-
fenbildung des Chromatins (@ Abb. 1b);
d.h., auch die 3-D-Struktur des Genoms
spielt eine Rolle bei der Regulation der
Genexpression. Diese epigenetischen
Verdnderungen sind in der Regel mito-
tisch stabil, konnen aber von Transkrip-
tionsfaktoren durch die Rekrutierung
von DNA-Methyltransferasen und -De-

Michael Zeschnigk - Bernhard Horsthemke

Institut fur Humangenetik, Universitdt Duisburg-Essen und Universitétsklinikum Essen, Essen, Deutschland

Next-Generation-Sequencing in

der Epigenetik

methylasen, von histonmodifizierenden
Enzymen sowie von Nukleosom-Remo-
delling-Komplexen verdndert werden.
Die Gesamtheit aller epigenetischen
Verdnderungen (das Epigenom) spiegelt
die Identitit von Zelltypen in normalen,
altersbedingten und krankheitsbeding-
ten Situationen wider.

Aberrante epigenetische Muster an
spezifischen Genorten werden Epimu-
tation genannt [12], wobei zwischen
primdren und sekunddren Epimutatio-
nen unterschieden wird [13]. Sekundire
Epimutationen sind Folge einer geneti-
schen Mutation am oder in der Néhe des
betroffenen Genorts. Ein Beispiel fiir eine
sekunddre Epimutation ist die Methylie-
rung des MSH2-Promoters infolge einer
Deletion des 3’-Endes des benachbarten
EPCAM-Gens in einigen Familien mit
Lynch-Syndrom. Die Deletion fiihrt zu
einer EPCAM-Transkription durch den
MSH2-Promoter und so zu dessen De-
novo-Methylierung [20]. Weiterhin kann
eine sekunddre Epimutation die Folge
einer Mutation in einem epigenetischen
Regulator (z.B. DNA-Methyltransfera-
sen oder histonmodifizierende Enzyme)
sein [17], wodurch in der Regel sehr
viele Loci betroffen sind. Sekundére Epi-
mutationen sind sehr viel hiufiger als
primdre, die ohne eine genetische Ver-
anderung aufgetreten sind. Klassisches
Beispiel fiir eine primire Epimutation
sind Imprintingfehler, bei denen eine
aberrante DNA-Methylierung vorliegt,
aber eine Mutation im Imprintingzen-
trum ausgeschlossen wurde [2]. Da fast
alle Epimutationen postzygotisch ent-
stehen, liegen sie oft im Mosaik vor, was
ihren Nachweis erschwert. Es ist umstrit-
ten, inwieweit Blut verwendet werden
kann, um Epimutationen an Genen zu
identifizieren, die nur in anderen Gewe-

ben, z.B. im Gehirn, exprimiert werden.
Krebszellen weisen in der Regel eine glo-
bale DNA-Hypomethylierung [8] und
eine lokale Hypermethylierung (Methy-
lierung von Tumorsuppressorgenen) auf
[9]. Bislang wurde bei Krankheitsgesche-
hen und Alterungsprozessen nur nach
aberranten DNA-Methylierungsmustern
gesucht. Im Prinzip sind aber auch ab-
errante Histonmodifikationen denkbar,
insbesondere die Trimethylierung von
Histon H3 an Lysin 27 (H3K27me3)
betreffend (siehe auch unten). Diese
Markierung charakterisiert Polycomb-
reprimiertes Chromatin, das &hnlich
stabil wie die DNA-Methylierung ist.
Diese Moglichkeit wurde bislang beim
Menschen nicht erforscht.

Die Analyse des gesamten Epigenoms
ist erst mit der Entwicklung von Hoch-
durchsatz-Sequenziertechniken und spe-
zieller Auswertealgorithmen moglich ge-
worden. Durch die Anstrengungen vieler
Arbeitsgruppen im Rahmen des Interna-
tional Human Epigenome Consortiums
(IHEC) und anderer Konsortien stehen
inzwischen grofle Datensdtze von vielen
menschlichen Geweben und Zellen zur
Verfiigung. Leider wurden und werden
allzu oft nicht genau spezifizierte Mi-
schungen verschiedener Zelltypen (Blut
oder andere Gewebe) untersucht. Eine
unterschiedliche Zellzusammensetzung
verschiedener Gewebsproben kann bei
vergleichenden Analysen epigenetische
Unterschiede vortduschen, die nicht
existieren. Zur Vermeidung dieses Prob-
lems sollte eine moglichst homogene
Zellpopulation untersucht werden, z.B.
Monozyten, B-Zellen oder T-Zellen statt
Vollblut. Auflerdem wird oft iibersehen,
dass genetische Variation einen groflen
Einfluss auf die epigenetische Variation
hat [23]. Zum Ausschluss genetisch be-
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Abb. 1 A Epigenetische Markierungen.

a Jeweils 146 bp DNA (schwarzeLinien) sind um ein Histon-Oktamer gewickelt (Nukleosomen; graue
Kugeln),dieengbenachbart (oben) oderweiterauseinander (unten) liegen kénnen, sodass Transkrip-
tionsfaktoren (TF; griine Ellipse) an ihre Zielsequenzen binden kdnnen. Nur sogenannte Pionierfakto-
renkénnen an geschlossenem Chromatin binden und dessen Offnung mithilfe von Nukleosom-Remo-
dellern bewerkstelligen. CpG-Dinukleotide sind entweder methyliert (Me) oder unmethyliert. Histon-
seitenketten (graue Linien; hier nur fiir H3 gezeigt) konnen an verschiedenen Aminosauren, wie z. B.
Lysin4 (K4) oder Lysin27 (K27), mono-, di- oder trimethyliert (hier me1 und me3 gezeigt) oderacetyliert
sein (hier fiir K27ac gezeigt).

b Durch eine Schleifenbildung des Chromatins (hier der Einfachheit halber ohne Nukleosomen ge-
zeigt) konnen Enhancer mit weit entfernt liegenden Promotoren interagieren.
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Abb. 2 A Differentiell methylierte Region (DMR). Screenshot (Integrated Genomics Viewer, Broad
Institute, Cambridge, MA, USA) einer Region im Intron des PLCB4-Gens, die zwischen Melanozyten
und Melanomzellen unterschiedlich methyliertist. Rot methylierte CpGs; blau unmethylierte CpGs

dingter epigenetischer Variation sollte DNA-Methylierung
deshalb angestrebt werden, isogene Ver-

gleiche durchzufiihren, z. B.ein Vergleich ~ Methoden zur Untersuchung der DNA-
von verschieden Zelltypen ein und des-  Methylierung basieren meist auf der
selben Individuums oder ein Vergleich ~ Behandlung von einzelstrangiger DNA
desselben Zelltyps eines Individuums mit Natriumbisulfit [4]. Durch diese
vor und nach einer Intervention. Behandlung wird Cytosin, aber nicht
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5-Methylcytosin in Uracil umgewandelt.
Bei einer nachfolgenden Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) wird Thymin anstelle
von Uracil in die DNA eingebaut. Zeigt
die anschliefende DNA-Sequenzierung
im Vergleich zur Referenzsequenz ein T
statt C, war das urspriingliche Cyto-
sin unmethyliert. Zeigt sie ein C, war
das urspriingliche Cytosin methyliert
oder hydroxymethyliert. 5-Hydroxy-
methylcytosin, das bis auf embryonale
Stammzellen und Neuronen oft nur in
sehr geringer Konzentration vorliegt,
wird deshalb in der Regel vernachldssigt.
Es kann aber durch oxidative Bisul-
fitsequenzierung bestimmt werden. Bis
sich bisulfitfreie Verfahren (enzymati-
sche Methoden zur Unterscheidung von
Cytosin, 5-Methylcytosin und 5-Hy-
droxymethylcytosin oder der direkte
Nachweis modifizierter Basen wiahrend
der Sequenzierung) durchgesetzt ha-
ben, bleibt die Bisulfitsequenzierung der
Goldstandard fiir die basengenaue DNA-
Methylierungsanalyse.

+Whole-genome bisulfite
sequencing”

Als Goldstandard fiir genomweite Me-
thylierungsstudien wird die Methode
des ,whole-genome bisulfite sequenc-
ing“ (WGBS) angesehen. Mit dieser
Technik wird der Methylierungsstatus
aller CpG-Dinukleotide (28.000.000 im
menschlichen Genom) in Einzelnukleo-
tidauflosung bestimmt. Je nach erzielter
Sequenziertiefe (fiir epigenetische Karten
>30X) erhélt man ein sehr umfassendes
und detailliertes Bild vom Methylie-
rungsmuster der untersuchten DNA.
Fiir viele Fragestellungen wie z.B. Klas-
sifizierungen oder Vergleiche reichen
oft auch niedrigere Sequenziertiefen (5-
20X) aus.

Das urspriingliche Verfahren [21]
zur Herstellung der Bibliotheken fiir
die genomweite Methylierungsanalyse
beginnt mit einer Fragmentierung der
DNA. Nach Ligation geritespezifischer
Adaptersequenzen erfolgt die Behand-
lung mit Natriumbisulfit (,,pre-bisulfite
library preparation”), gefolgt von einer
PCR. Um die Zahl der PCR-Schritte und
somit den Anteil der Duplikate mog-
lichst gering zu halten, muss zu Beginn
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eine relativ hohe Menge genomischer
DNA (ca. 2ug) eingesetzt werden. Bei
diesem Verfahren ist die Abdeckung
von CpG-Inseln (CGIs) relativ schlecht.
Eine Alternative ist die Erstellung ei-
ner ,post-bisulfite library preparation®
Hier wird die DNA (50-100ng) initi-
al mit Natriumbisulfit behandelt. Die
Adaptersequenzen werden dann mittels
»random priming“ eingefithrt. Diese
Bibliotheken bevorzugen CGIs. Durch
Zusammenfiihrung von Daten aus ,,pre-
und post-bisulfite“ Bibliotheken kann
eine recht gleichmiflige Abdeckung des
Genoms erreicht werden.

Neuere Verfahren zur Herstellung
der Bibliotheken wie z.B. ,Tagmentati-
on“ (T-WGBS; [27]) kommen mit sehr
wenig Ausgangsmaterial aus (ca. 10ng
DNA) und ergeben trotzdem eine relativ
gleichmiflige Abdeckung des Genoms.
Bei dieser Methode wird die genomische
DNA durch eine Tn5-Transposase frag-
mentiert, und im gleichen Schritt werden
die Sequenzierungsadapter angehdngt.
Die ersten Einzelzellmethylierungsana-
lysen [5] wurden unter Verwendung
eines ,scBS-seq library preparation®
Protokolls durchgefithrt. Wegen der
geringen Abdeckung (<0,3X) ist ei-
ne vergleichende Analyse nur bedingt
moglich.

Fir die Datenanalyse miissen die
Sequenzen, dhnlich wie bei der Genom-
sequenzierung, auf das Referenzgenom
kartiert werden. Fiir die Kartierung von
Bisulfitsequenzen, die Markierung von
Duplikaten, die Errechnung der Abde-
ckung sowie das Auszdhlen der ,reads®
die Methylierung bzw. Nichtmethylie-
rung eines jeden CpGs anzeigen, gibt es
etablierte bioinformatische Datenanaly-
seprozesse (z.B. [25]). ,MethylSeekR"
kann benutzt werden, um das Genom
in niedrig, partiell und hoch methy-
lierte Regionen zu segmentieren [3].
Der Methylierungsgrad von CpGs in
ausgewdhlten genomischen Regionen
kann mit Programmen wie dem Integra-
ted Genomics Viewer (IGV) visualisiert
werden (B Abb. 2).

Bei einer vergleichenden Methylie-
rungsanalyse werden die DNA-Methy-
lierungsniveaus zwischen unterschied-
lichen Proben (z.B. Fille gegen Kon-
trollen) bestimmt. In den letzten Jahren
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Zusammenfassung

Molekulare Epigenetik bezieht sich

auf die chemische und physikalische
Modifikation von DNA und Chromatin.
Transkriptionsfaktoren bestimmen die
Chromatinzustande ihrer Zielgene, wéhrend
Chromatinzusténde andererseits die Bindung
von Transkriptionsfaktoren an die DNA
beeinflussen. Chromatinzustédnde sind
gekennzeichnet durch spezifische Muster
der DNA-Methylierung, Histonmodifikation,
den Abstand der Nukleosomen und die 3-D-
Faltung von Chromatin. Seit dem Aufkommen
des Next-Generation-Sequencing (NGS) ist
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es mdglich, diese Muster im genomweiten
MaBstab mit einer beispiellosen Auflésung
zu analysieren. Solche epigenetischen Karten
sind wertvoll, um regulatorische Elemente
zu identifizieren, normale und gestorte
Entwicklungsvorgange zu verstehen und
Epimutationen zu entdecken.

Schliisselworter

Epigenetik - DNA-Methylierung - Hi-
stonmodifikation - Nukleosomen - 3-D-
Chromatinfaltung

Abstract

Molecular epigenetics refers to the chemical
and physical modification of DNA and
chromatin. Transcription factors determine
the chromatin states of their target genes,
and chromatin states affect the binding of
transcription factors to DNA. Chromatin
states are characterized by specific patterns
of DNA methylation, histone modification,
the spacing of nucleosomes and the 3-D-
folding of chromatin. Since the advent of
next-generation sequencing (NGS), it has

Next-generation sequencing in epigenetics

become possible to analyze these patterns on
a genome-wide scale and at unprecedented
resolution. Such epigenetic maps are
important for detecting regulatory elements,
understanding normal and abnormal
development and identifying epimutations.

Keywords

Epigenetics - DNA methylation - Histone
modification - Nucleosomes - 3-D Chromatin
folding

wurden hierfiir mehrere Software-Werk-
zeuge entwickelt, z. B. BSmooth [11] und
metilene [15]. Jede Methode setzt dabei
bestimmte Eigenschaften der Daten vo-
raus. Die Herausforderungen liegen in
der zuverldssigen Schitzung des Methy-
lierungsgrades an jedem CpG in jeder
Probe bzw. pro Klasse bei in der Regel
kleiner Probenzahl (oft nur 2 gegen 2)
und geringer Sequenziertiefe.

Um plattformabhéngige Verzerrun-
gen bei der DNA-Methylierungsanalyse
zu vermeiden, werden vergleichende
Analysen am besten nur mit Datensit-
zen derselben Plattform durchgefiihrt.
Wegen der begrenzten Teststarke (Power)
solcher Vergleiche werden statt einzelner
CpGsin der Regel differentiell methylier-
teRegionen (DMRs) betrachtet, und zwar
nur solche mit mehr als 4 benachbarten,
im Methylierungsgrad korrelierenden
CpGs sowie einem mittleren Methylie-

rungsunterschied von >0,3. Mit einem
solchen Vorgehen und nach unabhén-
giger Validierung sind bereits wichtige
biologische Mechanismen aufgedeckt
worden [26]. Durch diese Studien hat
sich die frither vorherrschende Ansicht
gedndert, dass DMRs vorwiegend in
CGIs anzutreffen sind. Insbesondere
Methylierungsverdnderungen im Rah-
men einer normalen Zelldifferenzierung
(mit Ausnahme von Unterschieden zwi-
schen Korper- und Keimzellen) sind
selten in CGIs, sondern meistens in
Enhancern zu finden.

Mithilfe von WGBS lassen sich auch
Epimutationen bei syndromalen Erkran-
kungen mitbekannten oder unbekannten
Krankheitsgenen detektieren [1]. Da hier
nichtisogene Vergleiche angestellt wer-
den miissen, bleibt die genomweite Suche
nach Epimutationen eine grofle Heraus-
forderung.
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Abb. 3 A Nukleosomenprofil von Monozyten. Aufgetragen ist der komplementare mittlere Methy-
lierungsgrad der GpC-Dinukleotide (1-GpC) aller Gene im Abstand von —1000 bis +1000 bp um ihre
Transkriptionsstartstelle (TSS) innerhalb von CpG-Inseln. Peaks zeigen nukleosomengeschiitzte Be-

reichean

,Deep bisulfite sequencing”

Eine gezielte Methylierungsanalyse wird
hiufig fiir die Validierung von DMRs
genutzt, die mittels WGBS oder Ar-
rays identifiziert wurden, oder fiir einen
Kandidatengen-Ansatz, wenn eine Betei-
ligung von lokusspezifischen epigeneti-
schen Veranderungen vermutet wird. Bei
der tiefen Amplikon-Bisulfitsequenzie-
rung (,deep bisulfite sequencing®, DBS)
wird die Zielregion nach Modifikation
mit Natriumbisulfit unter Verwendung
von lokusspezifischen Primern amplifi-
ziert, die am 5'-Ende universelle , Tag“-
Sequenzen besitzen. In einer 2. PCR wer-
den tiber diese ,Tags“ die geratespezifi-
schen Adaptersequenzen zusammen mit
probenspezifischen Identifier-Sequen-
zen (ID) an das PCR-Produkt angefiigt
(detailliertes Protokoll siehe [18]). Durch
Verwendung unterschiedlicher IDs an
beiden Enden des Amplikons kénnen
in einem Lauf Hunderte unterschiedli-
che Proben parallel analysiert werden.
Die hohe Sequenzierkapazitit der NGS-
Gerite erlaubt es zudem, die Amplikons
sehr tief zu analysieren, d.h. mit weit
mehr als 1000 ,,reads“ je Amplikon. Dies
ergibt eine sehr detaillierte und quantita-
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tive Darstellung des Methylierungsstatus
jedes einzelnen CpGs. Fiir die komfor-
table Analyse der Sequenzdaten und die
Visualisierung der Ergebnisse steht die
Software amplikyzer2 zur Verfiigung, die
speziell fiir diese Anwendung geschrie-
ben wurde [14]. Amplikyzer2 bestimmt
die mittleren Methylierungswerte a) aller
CpG-Dinukleotide in einer Region oder
b) jedes CpG-Dinukleotids iiber alle
»reads“ oder c) einen ausgewihlten Satz
von ,,reads. Es ist auch moglich, Methy-
lierungswerte zwischen verschiedenen
Proben, aber auch zwischen verschie-
denen Allelen innerhalb einer Probe zu
vergleichen.

Nukleosomenlandschaft

NOMe-seq

Eine Variante von WGBS ist das ,,nucleo-
some occupancy and methylome se-
quencing® (NOMe-seq) [16], mit dem
sowohl die genomweite DNA-Methylie-
rung als auch die genomweite Nukleoso-
menverteilung bestimmt werden kann.
Hierbei wird Chromatin (nicht DNA)
mit der viralen GpC-Methyltransferase
M.CviPI behandelt, die Cytosinreste in

GpC-Dinukleotiden methyliert, aller-
dings nur in nukleosomenfreien DNA-
Abschnitten. Anschliefend wird die
DNA isoliert und eine WGBS durch-
gefithrt. Um die endogene DNA-Me-
thylierung zu bestimmen, werden, wie
oben beschrieben, CpG-Dinukleotide
analysiert. Die Methylierung von GpC-
Dinukleotiden hingegen zeigt nukleo-
somenfreie DNA-Bereiche an (GpC ist
in Sdugetieren nicht methyliert). Da bei
GpCpG-Trinukleotiden nicht zwischen
endogener und artifizieller Methylierung
unterschieden werden kann, werden die-
se Nukleotide nicht betrachtet. NOMe-
seq ist nicht so weit verbreitet wie andere
Methoden zur Identifizierung nukleo-
somenfreier Bereiche (z.B. ATAC-seq,
s.unten), es ist aber die einzige Metho-
de, mit der die Chromatinzugénglichkeit
und die DNA-Methylierung in einem
einzigen Experiment bestimmt werden
konnen [10]. Das ist z. B. wesentlich fiir
Einzelzellanalysen, die in zunehmendem
Maf3e an Bedeutung gewinnen.

Analysen von NOMe-seq-Daten fo-
kussieren auf Unterschiede innerhalb ei-
ner Probe und finden beispielsweise nu-
kleosomenangereicherte und nukleoso-
menabgereicherte Regionen (,,nucleoso-
me depleted regions®, NDRs). Hierzu gibt
es Methoden und Implementierungen,
etwa das R-Paket aaRon [24]. B Abb. 3
zeigt die nukleosomenabgereicherte Re-
gion um die Transkriptionsstartstellen
(TSS) innerhalb von CpG-Inseln huma-
ner Monozyten. Rechts (3") der TSS sind
deutlich die Position der Nukleosomen
+1 bis +5 zu sehen, links etwas weniger
deutlich die Nukleosome -1, bis -4. Die
gezielte Analyse von ausgewihlten Re-
gionen, dhnlich zum tiefen Amplikon-
Bisulfitsequenzieren, istauch mit NOMe-
seq moglich. Die amplikyzer2 Software
(s.oben) bietetauch hierfiir Analysemog-
lichkeiten.

Bislang gibt es kein Werkzeug zur
genomweiten Identifizierung differenti-
ell nukleosomenfreier Regionen (DNRs)
aus NOME-seq-Daten zwischen ver-
schiedenen Proben. Die DNR-Entde-
ckung ist aus mehreren Griinden schwie-
riger als die DMR-Entdeckung: Es gibt
viermal mehr GpCsals CpGsim mensch-
lichen Genom (122 Mio. vs. 28 Mio.), und
die Effizienz der DNA-Behandlung mit



der GpC-Methylase M.CviPI unterliegt
experimentellen Schwankungen, sodass
zuerst eine Normalisierung der Daten
durchgefithrt werden muss. AufSerdem
sind die Messwerte stirker verrauscht.
Die Anwendung von DMR-Suchalgo-
rithmen, wie z.B. metilene zur DNR-
Entdeckung auf NOMe-seq-Daten, ist
formal moglich, scheint aber ebenfalls
zu unterschiedlichen Resultaten, je nach
eingesetzter Methode, zu fithren. Unklar
ist bislang, ob sich die Ansitze iiber-
haupt erfolgreich tibertragen lassen oder
ob man fiir DNRs grundsitzlich andere
Methoden entwickeln muss.

ATAC-seq

Ahnlich wie WGBS ist NOMe-seq sehr
teuer. Sehr viel preiswerter ist die Be-
grenzung der Sequenzierung auf die nu-
kleosomenfreien Regionen. Historisch
wurde hier die limitierte Verdauung des
Chromatins mit DNasel, gefolgt von
der massiv parallelen Sequenzierung
der dadurch generierten kleinen DNA-

Fragmente, eingesetzt. Diese Methode
lisst sich aber sehr schwer einstellen und
normalisieren. Eine technisch einfache-
re Losung ist das ATAC-seq-Verfah-
ren (,Assay for Transposase-Accessible
Chromatin using sequencing“), das eine
Transposase verwendet. Die Transposa-
se fragmentiert nukleosomenfreie DNA
und hdngt an die generierten kleinen
DNA-Fragmente Sequenzieradaptoren
an. Nach Amplifikation der DNA-Frag-
mente werden diese dann massiv parallel
sequenziert und die erhaltenen Sequen-
zen dann gegen das Referenzgenom
kartiert. Anschlieflend wird die Anrei-
cherungvon ,,reads” entlang des Genoms
bestimmt. Angereicherte Bereiche waren
in den Ausgangszellen nukleosomenarm.
Ein Problem ist die massive Anreiche-
rung von mitochondrialen DNA-Frag-
menten in der Sequenzierbibliothek (die
zwar identifiziert und verworfen werden
kénnen), was das Sequenzieren unng-
tig verteuert. Nach Moglichkeit sollten
also Mitochondrien vorher abgetrennt

werden, wie z.B. mit der Methode des
Omni-ATAC [6].

Histonmodifikationen

Die DNA, und zwar jeweils 146bp, ist
um Histon-Oktamere gewickelt, meis-
tens bestehend aus zwei Histonen H2A,
zwei Histonen H2B, zwei Histonen H3
und zwei Histonen H4. Die N-termi-
nalen Enden der Histone sind in der
Regel an vielen Aminoséureseitenketten
posttranslational modifiziert. Lysinsei-
tenketten z.B. konnen acetyliert oder
methyliert sein, Serinseitenketten z.B.
phosphoryliert. Insgesamt gibt es dabei
eine Vielzahl von Kombinationsmog-
lichkeiten, obwohl viele Modifikationen
hochgradig korreliert oder antikorreliert
sind. Haufig werden folgende Modifika-
tionen untersucht: H3K27ac (Acetylie-
rung von H3 an Lysin 27), H3K4mel,
H3K4me3, H3K36me3, H3K27me3 und
H3K9me3 (Bedeutunganalog). H3K27ac
markiert aktive Promotoren und En-
hancer. H3K4mel Enhancer, H3K4me3

Hier steht eine Anzeige.
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Abb. 4 A Epigenetische Markierungen an einem miRNA/IncRNA-Gencluster in Monozyten (Mo) und
Makrophagen (Mac). Screenshot (Integrated Genome Viewer) von fiinf Histonmarkierungen, der Chro-
matinzuganglichkeit (,chrom access”; NOMe-seq ,peaks” in Makrophagen) und der DNA-Methylie-

rung (DNA meth)
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Abb. 5 A Matrix von DNA-Kontakthdufigkeiten. Die Farbtiefe jedes Pixels gibt die Kontakthdufig-
keit von DNA-Sequenzen an. Topologisch assoziierende Domanen (TAD) werden voneinander durch
Grenzelemente getrennt. Kontaktpunkte von Chromatinschleifen sind deutlich sichtbar. (Uberlassen

von Prof. Dr. Stefan Mundlos, Berlin)

Promotoren, H3K36me3 transkribierte
DNA, H3K27me3 Polycomb-reprimierte
DNA und H3K9me3 Heterochromatin.
Durch die Bestimmung dieser sechs
Modifikationen konnen verschiedene
Chromatinzustinde einer Region mit-
tels Kombinatorik und des ChromHMM-
Algorithmus [7] noch weiter differen-
ziert werden, z.B. in aktive TSS, aktive
TSS-Umgebung, bivalente TSS, interge-
ner Enhancer, transkribierter Enhancer,
bivalenter Enhancer, starke Transkripti-
on, schwache Transkription, ZNF-Gene
und Repeats, starke Polycomb-Repressi-
on, schwache Polycomb-Repression, He-
terochromatin und stummes Chromatin.
Mit dieser Information kénnen regulato-
rische Elemente im Genom identifiziert
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und die funktionelle Auswirkung von
Sequenzvarianten abgeschitzt werden,
die beim ,whole-genome sequencing”
(WGS) auf8erhalb von Exomen gefunden
werden.

Zur genomweiten Bestimmung der
Anreicherung bestimmter Histonmo-
difikationen in bestimmten Regionen
wird eine ChIP-seq durchgefiihrt. Da-
fiur wird das Chromatin zunichst mit
Formaldehyd fixiert, wobei die Histone
kovalent an die DNA gebunden werden.
Nach Fragmentierung des Chromatins
auf eine Grofle von 150-500 bp wird eine
Immunoprizipitation mithilfe von Anti-
korpern gegen bestimmte Histonmodi-
fikationen wie z.B. H3K4me3 durchge-
fahrt. Es ist von duflerster Wichtigkeit,

dass hier hochspezifische Antikérper
eingesetzt werden. Aus dem gereinigten
Prézipitat werden dann die zuvor gebun-
denen DNA-Fragmente freigesetzt und
nach Herstellung einer Sequenzierbi-
bliothek massiv parallel sequenziert. Fiir
die spétere Normalisierung ist eine ChIP
mit unspezifischem IgG notwendig. Es
sollten mindestens 50.000.000 reads mit
mindestens 36 bp-Lange erzeugt werden.
Die erhaltenen Sequenzen werden dann
gegen das Referenzgenom kartiert. An-
schliefend wird die Anreicherung von
»reads” entlang des Genoms bestimmt.
O Abb. 4 zeigt einen IGV-Screenshot
einer Region auf Chromosom 19 in
Monozyten (Mo) und den daraus dif-
ferenzierten Makrophagen (Mac). Es
ist leicht erkennbar, dass ein Cluster
von miRNA- und IncRNA-Genen auf
Chromosom 19 wihrend der Differen-
zierung aktiviert wird: das Signal der
aktiven Histonmarkierungen (obere vier
Doppelspuren) nimmt zu, das Signal
fiir Polycomb-reprimiertes Chromatin
(fiinfte Doppelspur) nimmt ab. Das 5
liegende Chromatin (ein CGI) ist schon
in Monozyten frei von DNA-Methylie-
rung, aber das Chromatin 6ffnet sich erst
wihrend der Differenzierung (NOMe-
seq »peaks®).

3-D-Chromatinfaltung

Die dreidimensionale Faltung des Chro-
matins kompartimentiert das Genom
und kann entfernt liegende funktionelle
Elemente, wie z.B. Enhancer und Pro-
motoren, rdumlich zusammenbringen
(8 Abb. 1b). HiC ist eine ,,chromosome
conformation capture“ Methode, mit der
genomweit rdumlich benachbarte DNA-
Sequenzen identifiziert werden konnen
[19]. Bei dieser Methode werden Zellen
mit Formaldehyd fixiert, sodass inter-
agierende Loci durch kovalente DNA-
Protein-Vernetzungen verbunden blei-
ben. Die DNA wird dann mit einem
héufig schneidenden Restriktionsenzym
geschnitten, die Enden mit biotinylier-
ten Nukleotiden aufgefiillt und diese
in groler Verdiinnung ligiert. Dadurch
wird eine Bibliothek von Ligationspro-
dukten=rdumlich benachbarten DNA-
Sequenzen generiert, die mittels Strep-
tavidin aufgereinigt und nach Adaptor-



ligation massiv parallel sequenziert und
gegen das Referenzgenom kartiert wer-
den. Je hiufiger zwei DNA-Sequenzen
interagieren, desto haufiger sind sie in
der Bibliothek vertreten. Aus diesen Da-
ten lassen sich Chromosomenterritorien
sowie toplogisch assoziierende Domi-
nen (TAD) identifizieren, die durch
Grenzen (,boundaries“) voneinander
abgegrenzt sind (@ Abb.5). In der Regel
kénnen Enhancer nur mit Promoto-
ren in derselben TAD interagieren. Der
Verlust einer Grenze durch eine Deleti-
on kann es Enhancern innerhalb einer
TAD ermoglichen, in aberranter Weise
mit Promotoren einer anderen TAD
zu interagieren. Eine solche ,enhancer
adoption® [22] kann zu genetischen Er-
krankungen fithren. Dies ist natiirlich
keine Epimutation, sondern ein neu
entdeckter Mechanismus, tiber den sich
eine DNA-Veridnderung (Deletion) auf
die Genexpression auswirken kann.

Korrespondenzadresse

Prof. Dr.

Bernhard Horsthemke
Institut fir Humangenetik,
Universitat Duisburg-Essen
und Universitatsklinikum
Essen

Hufelandstr. 55, 45147 Essen,
Deutschland
bernhard.horsthemke@
uni-due.de

Danksagung. Die Autoren danken Dr. Klein-Hitpass
fiir die Sequenzierung unserer NGS-Bibliotheken,

Dr. Christopher Schroder und Prof. Dr. Sven Rahmann
fiir die bioinformatischen Analysen sowie allen Kol-
leginnen und Kollegen des Deutschen Epigenom
Programms (DEEP) und des International Human
Epigenome Consortiums (IHEC) fiir die gute Zusam-
menarbeit. Die eigenen Arbeiten wurden von der
DFG und dem BMBF gefordert.

Einhaltung ethischer Richtlinien

Interessenkonflikt. M. Zeschnigk und B. Horsthemke
geben an, dass kein Interessenkonflikt besteht.

Fiir diesen Beitrag wurden von den Autoren keine
Studien an Menschen oder Tieren durchgefiihrt.
Fiir die aufgefiihrten Studien gelten die jeweils dort
angegebenen ethischen Richtlinien.

Open Access. Dieser Artikel wird unter der Creative
Commons Namensnennung 4.0 International Lizenz
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.
de) verdffentlicht, welche die Nutzung, Vervielfal-

tigung, Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe

in jeglichem Medium und Format erlaubt, sofern

Sie den/die urspriinglichen Autor(en) und die Quelle
ordnungsgemaf nennen, einen Link zur Creative Com-
mons Lizenz beifiigen und angeben, ob Anderungen
vorgenommen wurden.

Literatur

1.

N

w

>

w

[o)}

~

[oc]

o

10.

1.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Aref-Eshghi E, Bend EG, Colaiacovo S et al
(2019) Diagnostic utility of genome-wide DNA
methylation testing in genetically unsolved
individuals with suspected hereditary conditions.
AmJHum Genet 104:685-700

. Buiting K, Dittrich B, Gross S et al (1998) Sporadic

imprinting defects in Prader-Willi syndrome and
Angelman syndrome: implications for imprint-
switch models, genetic counseling, and prenatal
diagnosis. AmJHum Genet63:170-180

. Burger L, Gaidatzis D, Schiibeler D et al (2013)

Identification of active regulatory regions from
DNA methylation data. Nucleic Acids Res 41:e155
Clark SJ, Harrison J, Paul CL et al (1994) High
sensitivity mapping of methylated cytosines.
Nucleic Acids Res 22:2990-2997

. Clark SJ, Smallwood SA, Lee HJ et al (2017)

Genome-wide base-resolution mapping of DNA
methylationinsingle cellsusingsingle-cellbisulfite
sequencing (scBS-seq). Nat Protoc 12:534-547

. Corces MR, Trevino AE, Hamilton EGetal (2017) An

improved ATAC-seq protocol reduces background
and enables interrogation of frozen tissues. Nat
Methods 14:959-962

. Ernst J, Kellis M (2017) Chromatin-state discovery

and genome annotation with ChromHMM. Nat
Protoc12:2478-2492

. Feinberg AP, Vogelstein B (1983) Hypomethylation

distinguishes genes of some human cancers from
theirnormal counterparts. Nature 301:89-92
GregerV, Passarge E, Hopping W etal (1989) Epige-
netic changes may contribute to the formationand
spontaneous regression of retinoblastoma. Hum
Genet83:155-158

GuC,LiuS, WuQetal (2019) Integrative single-cell
analysis of transcriptome, DNA methylome and
chromatin accessibility in mouse oocytes. Cell Res
29:110-123

Hansen KD, Langmead B, Irizarry RA (2012) BS-
mooth: from whole genome bisulfite sequencing
readstodifferentially methylatedregions. Genome
Biol 13:R83

Holliday R (1987) The inheritance of epigenetic
defects.Science 238:163-170

Horsthemke B (2006) Epimutations in human
disease. Curr Top Microbiol Immunol 310:45-59
https://Bitbucket.Org/Svenrahmann/Amplikyzer/
Wiki/Home (Zugegriffen: 1.Mai 2019)

Juhling F, Kretzmer H, Bernhart SH et al (2016)
metilene: fast and sensitive calling of differentially
methylated regions from bisulfite sequencing
data. Genome Res 26:256-262

Kelly TK, Liu Y, Lay FD et al (2012) Genome-wide
mapping of nucleosome positioning and DNA
methylation within individual DNA molecules.
Genome Res 22:2497-2506

Kleefstra T, Brunner HG, Amiel J et al (2006) Loss-
of-function mutations in euchromatin histone
methyl transferase 1 (EHMT1) cause the 9934
subtelomericdeletion syndrome. AmJHum Genet
79:370-377

Leitao E, Beygo J, Zeschnigk M et al (2018) Locus-
specific DNA methylation analysis by targeted

20.

2

22.

23.

24,

25

26.

27.

deep bisulfite sequencing. Methods Mol Biol
1767:351-366

. Lieberman-Aiden E, Van Berkum NL, Williams L

et al (2009) Comprehensive mapping of long-
range interactions reveals folding principles of the
human genome. Science 326:289-293
Ligtenberg MJ, Kuiper RP, Chan TL et al (2009)
Heritable somatic methylation and inactivation
of MSH2 in families with Lynch syndrome due to
deletion of the 3’ exons of TACSTD1. Nat Genet
41:112-117

. Lister R, O’'malley RC, Tonti-Filippini J et al (2008)

Highly integrated single-base resolution maps of
the epigenomein Arabidopsis. Cell 133:523-536
Lupianez DG, Kraft K, Heinrich V et al (2015)
Disruptions of topological chromatin domains
cause pathogenic rewiring of gene-enhancer
interactions.Cell 161:1012-1025

Schroder C, Leitao E, Wallner S et al (2017) Regions
of common inter-individual DNA methylation
differences in human monocytes: genetic basis
and potential function. Epigenetics Chromatin
10:37

. Statham AL, Taberlay PC, Kelly TK et al (2015)

Genome-wide nucleosome occupancy and DNA
methylation profiling of four human cell lines.
Genom Data 3:94-96

. Tsuji J, Weng Z (2016) Evaluation of preprocessing,

mapping and postprocessing algorithms for
analyzing whole genome bisulfite sequencing
data. Brief Bioinformatics 17:938-952

Wallner S, Schroder C, Leitao E et al (2016)
Epigeneticdynamics of monocyte-to-macrophage
differentiation. Epigenetics Chromatin 9:33

Wang Q, Gu L, Adey A et al (2013) Tagmentation-
based whole-genome bisulfite sequencing. Nat
Protoc8:2022-2032

medizinische genetik 2 - 2019 ‘ 211


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://Bitbucket.Org/Svenrahmann/Amplikyzer/Wiki/Home
https://Bitbucket.Org/Svenrahmann/Amplikyzer/Wiki/Home

	Next-Generation-Sequencing in der Epigenetik
	Zusammenfassung
	Abstract
	Einleitung
	DNA-Methylierung
	„Whole-genome bisulfite sequencing“
	„Deep bisulfite sequencing“

	Nukleosomenlandschaft
	NOMe-seq
	ATAC-seq

	Histonmodifikationen
	3-D-Chromatinfaltung
	Literatur


