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Gene Expression in E9.5 Mice

# Genes
(q<0.05)

IsCd IsMale Is10ppm IsLrp6Cd/+ IsLrp6+/- IsCd
10ppm
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10ppm
IsLrp6+/-

10ppm

Under-
expressed

2653 2 408 0 0 1 0 0

Over-
expressed

22 4 11 0 0 2 0 0

BrDiet
BrDiet

Cd10ppm

&G�SSP
L10ppm

/�SSP

���

���

���

0.8

1

EPIGENOME INTERACTIONS IN COMPLEX NEUROGENETIC DISORDERS
Dhruva Chandramohan1,2, Bozena S. Castaldo3, Jorge Gandara2, M. Elizabeth Ross3, Christopher Mason1,2

1Tri-Institutational Training Program in Computational Biology and Medicine, 2Institute for Computational Biomedicine, 3Brain and Mind Research Institute

Weill-Cornell Medical College, New York, NY

Introduction

������ȱ����ȱ�������ȱǻ���Ǽǰȱ����ȱ��ȱ�����ȱ��ę��ǰȱ�ě���ȱŖǯśȬŗȱ���ȱŗǰŖŖŖȱ
live births worldwide. In humans, folic acid has the ability to reduce 

���ȱ����������ȱ��ȱ����ȱ�¢ȱ��ȱ����ȱ��ȱŝŖƖǯȱȱ
� ����ǰȱ�����ȱ��ȱ��Ȭ
idence that excessive folate in certain genetic backgrounds can inȬ
crease (rather then prevent) risk for NTDs.

Folate Metabolic Pathway is the

Major source of methyl donor SAM

Both Genotype and Diet 

Alter Folate Metabolism & NTD risk

Mutations in the WNT signaling pathway lead to NTDs in mouse. 

Gain and loss of function mutations in the low density lipoprotein 

��������Ȭ�������ȱ�������ȱŜȱǻ���ŜǼȱ�������ȱ��ě������¢ȱ��ȱ�����ȱ����ȱ
ǻ��Ǽȱ���������������ǯȱ�������ȱ����ȱǻ��Ǽȱ����ȱǻ���ŜCd/+) bear a GOF 

mutation and are rescued from NTD by FA.  NTDs in heterozygous 

���Ŝȱ�����ȱǻ���ŜƸȦȬ) are exacerbated by FA.  Thus we intend to look 

���ȱ����������Ȭ������ȱ��ě�������ȱ��ȱ���ȱ����ȱ������ȱ�¢ȱ����ȱ���ȱ
�����¢��ǰȱ��ȱ������ȱ����¢������ȱ��Ĵ����ȱ����ȱ��¢ȱ��������ȱ����ȱ ���ȱ
epigenomic dysregulation in human NTD patients. Our goal is to 

combine mouse with human data to probe the relationship between 

DNA methylation and expressivity of NTDs in genetically suscepȬ
�����ȱ�����������ǯȱ���������¢ǰȱ�ȱ�������Ȭ���������ȱ����ȱ���ȱ ����ȱ��ȱ
child bearing age may indicate their optimal NTD  prevention regiȬ
men.

Genomic & Computational Methods
      

ERRBS
• ��������ȱ�������ȱ��������������ȱ�����ę��ȱ����������
• ����¢�ȱ���ȱ����¢������ȱ��ȱ����Ȭ�����ȱ����������
• �������ȱ�������ȱ��������ȱ���ȱ��	ȱ�������������Ȭȱȱ��	ȱ�������ȱǻ��Ȭ
Gi’s) and surrounding regions (shores)

methylKit and eDMR algorithms
• R packages designed by Mason lab for methylation analysis

RNA-seq
• ����������ȱ����¢ȱ���ȱ������ę������ȱ��ȱ�¡��������ȱ����ȱ������ȱ��Ȭ
nome

limma-voom
• �ȱ�������ȱ���ȱ���Ȭ���ȱ����¢���ȱ

Mouse Samples    

• �������ȱ���ȱ��ȱ����ȱ����������ȱ������ȱŘ���ȱ��ȱŗŖ���ȱ�����ȱ����
• ���Ŝȱ�ȱ�������ȱǻ���ŜƸȦȬǰ���Ŝ+/+)

• ���Ŝȱ��ȱ�������ȱǻ���ŜCd/+ǰ���Ŝ+/+)

Whole tissue from embryonic mice (E9.5)

• ����ȱ����������ȱ���ȱ����ȱ����������ȱ���������ȱǻŜŚȱ�������Ǽ
• Gender balanced

Blood from postnatal mouse pups, day 2 (P2)

• Śȱ����������ȱ���ȱ����ȱ�ȱ���������
• Ŝȱ����������ȱ���ȱ����ȱ��ȱ���������
• Not gender balanced

Human 
• Blood samples from US NTD collections

• �	�ȱ��������ȱ����������
• ŗŘşȱ�����ǰȱŗŜŚȱ�������ȱ��������
• ŗŖŞȱ���������ȱ������ȱ��������

Results (Cont’d)

��Ȭ����¢���ȱ��ȱ�Řȱ����¢������ȱ����ȱ��� �ȱ	����ȱ
with Consistent Epigenetic Interaction with FA

#DMCs
(q<0.01)

IsCd IsMale Is10ppm IsLrp6Cd/+ IsLrp6+/- IsCd
10ppm

IsLrp6Cd/+

10ppm
IsLrp6+/-

10ppm


¢��Ȭ
methylated

ŘřŘŚ ŗřş ŗřŝŞ Ŗ Ŗ 5 Ŗ Ŗ


¢���Ȭ
methylated

ŘŘŘŜ Ś śśŚŘ Ŗ Ŗ ŗŝŞ Ŗ Ŗ

   
Genes with 

DMCs in Promoter &
DE as a result of FA
ŗŞŗŖŖŗş�ŗŜ���
����ŗŗ

ARSI

�¢�ŘŜ�ŗ
��ŗ

Espn


��ŘŖ�
nudt22

relA

���ŘŜ�ŗŖ
����Ś

	����ȱ ���ȱ�¡��������ȱ�ě�����ȱ�¢ȱ��ȱ
in Embryonic Mice

���ȱ��������ȱ���ȱ��������ȱ��ȱ
����ȱ���ȱ�����
����ȱ���ȱ������ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ�������ȱ ���ȱę������ȱ���ȱ������ȱ��������ȱ
ǻ���ǀŖǯŖśǼȱ��ȱ������ȱ������������ǯȱ���ȱ�����ȱ ���ȱ�����������¢ȱę������ȱ���ȱ��������ȱ
�����ȱ��ȱ������ȱ�������ȱ������ǯȱ
�������ȱ��ȱ���ȱŚŗşȱ�����ȱ ����ȱ�¡��������ȱ ��ȱ
�ě�����ȱ�¢ȱ��ȱ��ȱ���ȱ�şǯśȱ����ȱ ���ȱ����ȱ������ȱ��ȱ����ȱ���ȱ����������ȱ��ȱ���ȱ��Ȭ
���ȱ�����ǯȱ�����ȱ��ȱ�ȱ���ǰȱ���¢ȱ ���ȱ��������ȱǻ�Ȭ�����ƽȱŘǯŚŞŗ�ȬŚŖǰȱ��������ȱ������Ȭ
����Ǽǯȱ�����ȱ ���ȱ�����������¢ȱŗřȱ�����ȱ ����ȱ��� ��ȱ����������ȱ�����������¢ȱ
ǻ�Ȭ�����ǀŖǯŖśǰȱ��������ȱ����������ǼǱ

Gene �Ȭ�����
(logistic regression)

Triobp ŖǯŖŖŗśŞŘřşŞ
Tcf3 ŗǯŗŘřŚŗ�ȬŖŝ
����ŗ ŖǯŖŗŞşŝŚŘŗś
MRAP2 řǯŚşŗŝş�Ȭřş
��Ś� ŗǯŘśŝřş�ȬŖś
Lars2 ŖǯŖŖśŝŘŗřśŘ
���ř ŘǯśŞŘŗŝ�ȬŖś
����ŗ ŖǯŖŗŖŝŚŞŖřŘ
�
�řŚ ŖǯŖŖŗŜşşŜŜŗ
Crocc ŖǯŖŖśŗŝşŜŘŝ
Caskin2 ŖǯŖŗşśŜřŞŗř
CLEC2L ŘǯŘŞřŗŚ�ȬŖŞ
�
��ŗ ŖǯŖŖŖŝŞŝŝşŞ

Lrp6+/- and Lrp6Cd/+ alleles
Induce Hypermethylation in P2 mice

Elevated FA diet Increases Hypermethylative Effect of 
Lrp6+/-, Reverses Effect in Lrp6Cd/+

Discussion

���ȱ�ě���ȱ��ȱ�������ȱ����������ȱ ��ȱ����ȱ������ȱ����ȱ�����������ǯȱ��ȱ����ȱ����ȱ
�������ǰȱ ����ȱ ���ȱ����¢��ȱ���ȱ��ě�����ȱ���������ȱ�����ȱ��ȱ��ě�����ȱ������ȱ��ȱ��Ȭ
���������ǰȱ��ȱ ��ȱ���ȱ��ȱ���ȱ��������ȱ�ě����ȱ��������ǯȱ���ȱ����ȱ��ȱ������ȱ�ě����ȱ
��ȱ������ȱ���Ŝȱ������ȱ����ȱ ���ȱ��������ǰȱ��ȱ ���ȱ��ȱ���ȱ����ȱ��ȱ������������ȱ ���ȱ��ǰȱ
��ȱ����ȱ���ȱ���Ȭ���ȱ���ȱ����������ȱ����¢������ȱ����¢���ȱ ��ȱ�¡������¢ȱ�������Ȭ
���ǰȱ���ȱ��¢ȱ�������ȱ���������ȱ��������ȱ����������ȱ��ȱ�������ǯȱ��ȱ����ȱ�������ǰȱ
�������ȱ����¢���ȱ������ȱ��ȱ������ȱ���ȱ�ě���ȱ��ȱ��ǯȱ���¢ȱ�����ȱ����������ȱ���ȱ���ȱ���Ȭ
�����ȱ�����������ȱ��� ���ȱ�������ȱ����������ȱ���ȱ��ȱ����ȱ���ȱ������¢ȱ�ě���ȱ ��ȱ
��������ǯȱ
� ����ȱ���¢ȱ�����ȱ�����ȱ ���ȱ�����ę����¢ȱ�ě�����ȱ�¢ȱ����ȱ�������Ȭ
�����ǰȱ����ȱ ���ȱ�ȱ��� �ȱ������ȱ���ȱ��ȱ���Ŝȱ��ȱ��ȱ����������ǯȱ����ȱ��������ȱ����ȱ
���ȱ������������ȱ��¢ȱ��ȱ�����¢ȱ�ě������ȱ���¢ȱ�����ǯȱ���ŗȱ���ȱ����Řǰȱ��ȱ��������ȱ��ȱ
��� ���ȱ���������ȱ������������ǰȱ ���ȱ����ȱ�������¢ȱ�ě�����ȱ�¢ȱ��ȱ����ȱ���ȱ�����Ȭ
tions, and may be candidates for further study. The methylation data suggests that 

�¢�������¢������ǰȱ���ȱ�����ȱ����������¢ȱ����ȱ�����Ȭ�¡��������ǰȱ���ȱ����������ȱ��Ȭ
�����ȱ����������ȱ ���ȱ���ȱ���Ŝȱ�������ǰȱ���ȱ�����ȱ���ȱ�����ǯȱ����ȱ��������ȱ ���ȱ���ȱ
���Ȭ���ǰȱ ����ȱ������ȱ���ȱ���ȱ��������ȱ�ě����ȱ ���ȱ���������¢ǯȱ��������¢ȱ���ȱ�ě���ȱ
of FA was to increase methylation, as expected and in line with previous work. The 

concensus genes between the mouse and human analysis may point towards FA 

�������������ǰȱ��ȱ�������ȱ��ȱ��ę�����¢ǰȱ���ȱ���������ȱ������ȱ��ȱ����ȱ��ȱ������ǯ
The collection of further data from the mice will allow us to do analysis within 

����ȱ����ȱ�����ǰȱ���ȱ����ȱ���ę�����¢ȱ�������¢ȱ����������ȱ����ȱ���ȱ����������ȱ����ȱ
development. We are also collecting further human samples, which can be used to 

��������ȱ����ȱ���ȱ�������ȱ���ȱ������ȱę������ǯȱ

Conclusions

• 	������ȱ����������ȱ���ȱ������¢ȱ��ȱ���ȱ����ȱ�����ȱ�ě����ȱ
��ȱ���������ȱ���������ǰȱ���ȱ��¢ȱ����ȱ�����ę����ȱ�������Ȭ
tions with each other

• ��������ȱ���ȱ����������ȱ���������ȱ�ě����ȱ��ȱ��������ȱ��ȱ����ȱ
development in mice

• Strong hypermethylation correlates with NTD in mice

• Potential evidence that disregulation of FA metabolism may 

increase NTD risk in humans
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4,496 Differential CpGs 
 2,869 hypermethylated 
1,627 hypomethylated 

8,723 Differential CpGs 
 7,572 hypermethylated 
1,151 hypomethylated 
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51,113 Differential CpGs 
 46,949 hypermethylated 

4,164 hypomethylated 

13,442 Differential CpGs 
 3,467 hypermethylated 
9,955 hypomethylated  

�����	�
��
�
Methylation Change >25% 

methylKit Wald Test  (Logistic Regression) 
FDR correction, q-value <0.01 

Genes with Cd/
FA Interaction

logFC q-value

Ftl1 6.167921521 0.000131615
Lars2 -3.915483725 0.017925452
Rps3a1 3.406238565 0.029101235

limma-voom,
Empirical Bayes, F-test
Benjamini-Hochberg correction, q-value<0.05

Top 10 FA DEGs logFC q-value
Ftl1 -5.373418841 1.74E-05
Lars2 2.979358198 0.003068425
Cd4 -5.970177381 0.001155491
Sox3 -1.83060133 0.013355498
Gm1943 1.891594492 0.021958133
Hipk4 -3.931997359 0.012745624
Vill -1.827438277 0.02217474
Rmrp -2.840377421 0.02217474
Mdfi -2.531792626 0.02217474
Scoc 1.052890556 0.022485895

log FC   
Called

Expression Change
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