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Figure 7. Gene  expression validation of  selected  candidate genes with  enriched H3K4me3 marks 

(compared  to controls) on  their promoters. Beta‐2‐microglobulin was used as a reference gene  for 

normalizing gene expression levels. n = 4, * p < 0.05. 

4. Discussion 

Nutrient‐mediated  fetal  metabolic  programming  due  to  a  maternal  HF  diet  and  diabetes 

increases the risk of CVD at birth and throughout life. To our knowledge, this is the first report of 

genome‐wide mapping of histone modifications in the cardiac tissue of offspring exposed to diabetic 

pregnancy and a prenatal HF diet, and  the  results  suggest  an  epigenetic basis  for  fuel‐mediated 

cardiac tissue reprogramming in utero. Furthermore, these results support our previous phenotypic 

observations  that a maternal HF diet  in conjunction with maternal diabetes causes mitochondrial 

dysfunction with  impaired glycolysis, oxidative phosphorylation, and  fatty  acid oxidation  in  the 

exposed offspring heart at birth [11]. Cellular bioenergetics play a pivotal role in heart health, thus, 

understanding how  these  and  additional  candidate histone marks  are  causally  linked  to disease 

development  could  allow  precise  early‐detection  and  prevention  strategies  for  cardiometabolic 

dysfunction at birth and in later life.   

Histone modifications are typically reversible and precede more permanent gene‐suppressive 

DNA methylation  [22]  and,  for  these  reasons,  are  ideal  candidates  for preventive  interventions. 

Among various known PTMs, methylation, and acetylation of histone H3 lysine residues have been 

the most thoroughly investigated in terms of biological implications. In this pilot work, we presented 

four major histone PTMs that involve H3 methylation and acetylation and are well‐characterized in 

both human and rat [43–45]. Histone acetylation at all lysine residues opens and activates chromatin 

by  responding  to  acetyl‐CoA  levels, which  relates  to  the metabolic  state  of  the  host.  Therefore, 

characterizing histone acetylation following metabolic perturbations, as in our in‐utero model, may 

provide  a  mechanism  for  cells  to  initiate  metabolic  adaptations  [46].  In  contrast,  site‐specific 

methylations can have both an activating and a suppressive role in gene transcription and are among 

the most stable, frequently inherited PTMs. We chose to study the histone trimethylation marks at 

lysines  4  and  27,  because we wanted  to  study  both  an  activating  (H3K4me3)  and  a  repressive 

(H3K27me3) methylation mark.  In particular,  changes  in H3K4me3  levels  can have  stable,  long‐

lasting  effects over  several generations,  even  after  the  initial  source of perturbation  is no  longer 

present [14,44,45,47].   

Increased  occupancy  of H3K4me3 was  observed  in  the  promoter  regions  of  various  genes 

associated with metabolic  stress  and  cardiac  dysfunction  in  the HF‐diet  group,  including  those 

known  to be  involved  in mitochondrial  injury  (Atp5g3,  [48]), autophagy  (Ei24,  [49]), experimental 

diabetes  mellitus  (H6pd,  [50],  Erol1b,  [51]),  percentage  body  fat  (SLC11A2,  [52]),  oxidation  of 

inflammatory  lipid substrates  (CYP4F,  [53]), and hypertrophic cardiomyopathy and chronic heart 

failure (Trim63, [54]). Of significant interest is increased H3K4me3 on promoter regions of the Atp5g3 

gene. This  gene  encodes  a portion  of ATP  synthase  subunit  c, part  of  the mitochondrial proton 


