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Geneettinen leimautuminen on epigeneettinen ilmid, jossa geeni ilmentyy ainoastaan yhdesta al-
leelista toisen alleelin olleessa hiljennetty. Alleelin aktivisuus on riippuvainen siitd kummalta van-
hemmalta se on peritty. Nain esimerkiksi paternaalisesti leimautunut geeni ilmentyy ainoastaan
aidilta periytyneesta alleelista ja toisin pain. Elaimista leimautuneita geeneja on ainoastaan tietyilla
nisakkailla. Naiden nisdkkaiden geenien kokonaismaaraan suhteutettuna leimautuneita geeneja
on vain pieni, mutta merkitykseltddn huomattava joukko.

Geneettinen leimautuminen on evolutiivisesti nuori ilmid, jonka ilmaantumista on liitetty nisak-
kaiden genomin toistojakso-osuuden laajentumiseen ja nain myos hyppivien geenien Kiihtynee-
seen vaeltamiseen ja monistumiseen. Hyppivien geenien sekvenssiominaisuudet, niiden kyky si-
joittua genomin satunnaisiin kohtiin ja niiden vaeltamista vastustava itusolujen puolustus on voinut
tuottaa leimoiksi (engl. imprint) kutsuttuja saatelyelementteja. Olleessaan aktiivisessa tilassa leima
aiheuttaa samassa kromosomissa sijaitsevan alleelin transkriptionaalista hiljentymistd muokkaa-
malla kromatiinin jarjestaytymista tai saamalla aikaan epigeneettisen tason muutoksia. Epigeneet-
tisen muutoksen tuloksena solun transkriptiokoneisto osaa kasitella tietyn geenin eri alleeleja eri
tavalla. Talla hetkella alleelin hilientymiseen johtavista mekanismeista tunnetuimpia ovat ei-koo-
daava RNA-valitteinen ja eristyselementtivalitteinen.

Leimautuneiden geenien alleelien eroavat aktiivisuudet pohjautuvat siihen, etta niihin kohdistu-
vien leimojen aktivisuudet vastinkromosomeissa ovat toisilleen vastakkaiset. Leiman aktivisuutta
taas maarittavat epigeneettiset saatelyjarjestelmat, joista tdssa asianyhteydessa tutkituin on DNA-
metylaatio. Leiman epigeneettinen tila ja ndin myds sen vastinkromosomispesifinen aktivisuus pe-
rustetaan sukupuolisidonnaisesti jo vanhempien siittio- ja munasolukehityksen aikana. Leiman
epigeneettinen tila sailyy aktiivisten mekanismien avulla myos hedelmditymisen aikaisen globaalin
epigenomin uudelleenohjelmoinnin jalkeen periytyen mitoottisten jakautumisten yhteydessa kehit-
tyvan yksilon somaattisiin soluihin. Leiman epigeneettinen tila on stabiilisti periytyva, mutta on sa-
malla poistettavissa, mika on valttamatonta varsinkin sukusolukehityksen aikana tapahtuvan lei-
mojen epigeneettisen tilan uudelleenohjelmoinnin kannalta.

Geneettinen leimautuminen on evolutiivisesti nuori iimid, joka elaimista on kehittynyt ainoastaan
istukkanisakkaille ja pussieldaimille. Perimmaiset syyt geenien leimautumiselle ovat hamaran pei-
tossa, mutta on selvaa, etta geenien leimautuminen on edistanyt elavaa poikaista synnyttavien
nisékkaiden reproduktiivisen strategian evoluutiota. Leimautuneet geenit saatelevat kasvua, kehi-
tystd, sekd useita aineenvaihdunnallisia ja neurologisia prosesseja. Taman lisaksi leimojen ol-
leessa epigeneettisesti epavakoja alueita niiden uskotaan toimivan myds epigeneettisen muovau-
tumisen kohteina. N&in ollen leimautuneet geenit saattavat aiheuttaa kehittyvan yksilon ilmiasullisia
muutoksia vasteena ymparistdoloihin, mika tekee niistd mielenkiintoisen tutkimuskohteen.
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1. JOHDANTO

Suurin osa istukallisen nisdkk&an autosomaalisista geeneista kayttaytyy Mendelin lakeja noudat-
taen, jolloin molemmilta vanhemmilta saadut geenikopiot iimentyvat, alleeleistaan riippuen, domi-
nanttisesti tai resessiivisesti. Epigenomi mahdollistaa poikkeukset talle sadanndlle. Yksi tutkituim-
mista epigeneettisistd prosesseista on geneettinen leimautuminen (engl. genetic imprinting). Lei-
mautuneet geenit iimentyvat hemitsygoottisesti ja uniparentaalisesti, eli vain yhdesta geenikopiosta
riippuen kummalta vanhemmalta se periytyy. Talloin esimerkiksi maternaalisesti leimautunut geeni
iimennetaan vain paternaalisesta alleelista ja toisin pain. Leimautunutta geenikopiota transkriptio-
naalisesti hiljennetaan tai iimennetdan leimauttumattomaan geenikopioon verrattuna poikkeuksel-
lisella tavalla. Nain ollen isalta ja aidiltéd periytyneet kromosomistot ovat samanarvoisia geneetti-
sesti, mutta eivat epigeneettisesti ja tdman seurauksena myoskaan eivat toiminnallisesti (Barlow
ja Bartolomei, 2014).

Leimautumista saavat aikaan epigeneettisesti muokatut genomiset alueet, eli leimat (engl. imprint).
Leiman epigeneettinen tila perustetaan sukusoluissa niiden syntymisen aikana, minka jalkeen se
periytyy diploidiselle jalkelaiselle (Ferguson-Smith ja Bourch’his, 2018). Leima saatelee geenien
hemitsygootista ilmentymistd saamalla aikaan kromosomikohtaisia epigeneettisid ja kromatiinin
kolmiulotteiseen rakenteeseen liittyvid muutoksia, jotka puolestaan saavat solun transkriptioko-
neisto kasittelemaan saman geenin kahta eri alleelia eri tavalla (Ferguson-Smith ja Bourch’his,
2018, Barlow ja Bartolomei, 2014)

Suhteellisen paljon leimautuneita geeneja osallistuu istukallisen nisakkaan alkion ja sikién kasvun
ja kehityksen saatelyyn, seka vastasyntyneen fysiologian kehitykseen ja varhaiselle elamanvai-
heelle elintarkean kayttaytymisen maarittdmiseen. Muuntogeenisten hiirien tutkimuksilla on myds
selvitetty, ettd leimautuneet geenit osallistuvat yksilon aineenvaihdunnallisiin ja neurologisiin pro-
sesseihin, seka vaikuttavat yksilon sosiaaliseen kayttaytokseen. Geenista riippuen, epigeneettiset
leimautumishairiét voivat aiheuttaa harvinaisia oireyhtymia, kuten Prader-Willin, Angelmanin, Sil-
ver-Russelin ja Beckwith-Wiedemannin oireyhtymia tai altistaa yleisille sairauksille, kuten liikaliha-

vuudelle, diabetekselle, psyykkisille hairidille ja syovalle (Peters, 2014).

Epigeneettinen muovautuminen on genomin keino valittda ymparistdinformaatiota seuraavalle su-
kupolvelle ja sopeutua valitseviin ympariston olosuhteisiin ajanjaksoksi, joka on suhteellinen ihmi-
sen elamaan. Elaintutkimukset ovat osoittaneet, ettd varsinkin meioosin ja varhaisen alkiokehityk-
sen aikana, jolloin epigeneettinen muovautuminen on aktiivisimmillaan, altistus ravitsemuksellisille,
kemiallisille tai fysikaalisille tekijoille voi johtaa fenotyyppiin vaikuttaviin epigeneettisen tason muu-

toksiin (Aittomaki ym., 2016, Dolinoy., 2007). Nain olleen varhaisilla raskaudenaikaisilla olosuhteilla



voi olla suurta vaikutusta lapsen syntymanjalkeiseen ilmiasuu. limiasulliset muutokset vasteena
ymparistooloihin valittadvat epigeneettisesti epdvakaat genomiset alueet. Epigeneettisesti epava-
kaiden alueiden joukkoon kuuluvat myds geenien leimautumista saatelevat alueet, kuten leimat
(Dolinoy., 2007).

Hyvin selkeana esimerkkina potentiaalisesta ymparistéinformaatiota sukupolven yli valittavasta ge-
neettisesta alueesta toimii nc886 geeni. Inmisilla nc886 on metastabiilisti leimautunut ei-koodaava
RNA 886 ilmentava geeni (Carpenter ym., 2019, Zink ym., 2018, Lee, 2015). Geenin leimautumisen
metastabiilius tarkoittaa sita, ettd ihmisyksilot voivat olla erilaisia sen leimautumisen suhteen ja
taman seurauksena myo0s ilmiasullisesti erilaisia. Useissa populaation otoksissa 75 % yksildista
kantaa maternaalisesti leimautunutta ja 25 % yksilGista kantaa bialleelisesti iimentyvaa nc886 gee-
nid. Maternaalisen alleelin metylaatiotilalla, eli leimautumisella on selkea yhteys nc886 geenituot-
teen tasoihin. On havaittu, ettd nc886 geenituotteen annosmaaralla on vaikutusta yksilén glukosi-
metaboliaan ja painoindeksiin, samoin kuin se, etta aidin ialla, ravitsemustilalla, seka sosioekono-
misella statuksella voi olla vaikutusta hanen jalkelaisensa nc886 geenin maternaalisen alleelin me-
tyloitumiseen (Marttila ym., 2021).

Geenin hemitsygoottinen iimentyminen yhden alleelin leimautumisen seurauksena on diploidisen
solun normaalin, eli bialleelisen geeni-ilmentymisen kaytannon vastaista. Poikkeuksellisen kaytan-
non yllapitaminen tiettyjen geenien osalta on kuitenkin tuonut vahvoja valikoivia etuja nisakkaiden
evoluutiossa, mikd on myds vaatinut monimutkaisten molekulaaristen jarjestelmien kehitysta ja
adaptaatiota. Tiettyjen geenien, kuten myds nc886 geenin osalta leimautumisen molekulaarinen
mekanismi on vielakin epaselva. Taman kandidaattitutkielman tarkoituksena on tarkastella taman
geneettisen ilmién evoluutiota, sekad leimautumiselle keskeisimpia tapahtumia ja molekulaarisia
mekanismeja. Taman lisdksi kandidaattitutkielman lopuksi esitellaan tyon tuloksia, jonka paamaa-
rana oli selvittaa sellaisten saatelyelementtien toimintaa, joilla on potentiaalisesti merkitysta nc886

geenin metastabiilissa leimautumisessa.



2. GENEETTINEN LEIMAUTUMINEN

30 vuotta sitten hiirilla tehdyt itusolututkimukset antoivat viitteita siita, ettd maternaalinen ja pater-
naalinen genomi eivat osallistu alkion kehitykseen tasapuolisesti. Kahdesta paternaalisesta (and-
rogeneettiset) ja kahdesta maternaalisesta (gynogeneettiset) esitumasta rakennettujen alkioiden
kehitys keskeytyi ja abortoituessaan niissa oli kehityshairidita eri alkion rakenteissa. Gynogeneet-
tiset alkiot epdonnistuivat kehittdmaan istukan kehityksesta vastaavia rakenteita, kun taas andro-
geneettiset alkiot epaonnistuivat kehittamaan alkiokudosta. Jatkossa geneettinen leimautuminen
antoi selityksen miksi gynogeneettiset ja androgeneettiset alkiot epaonnistuvat kehityksessa — osa
embryonaalisesta kehityksesta vastaavista geeneista ilmentyy hemitsygootisesti, eli vain toiselta
vanhemmalta peritysta alleelista. Talloin gynogeneettiset ja androgeneettiset alkiot ilmentavat joko
kaksinkertaisesti tai ei ollenkaan tiettyja geeneja, minka vuoksi istukkanisakkaiden ja pussielainten
alkiot tarvitsevat molempien vanhempien genomia kehittyakseen (Barlow ja Bartolomei, 2014, Ren-
free ym., 2012).

Mydhemmin kavi ilmi, ettd myos nisakkaiden aikuisilla yksil6illa tietyt geenit ilmentyvat vain yhdesta
alleelista riippuen kummalta vanhemmalta se periytyy. T&hdn mennessa leimautuneita geeneja
ihmisella on havaittu noin 100 kappaleetta ja hiirella noin 150 kappaleetta (https://www.ge-
neimprint.com/site/home. Viitattu: 15.10.2021). Osa nisakkaiden geeneista on pysyvasti leimattu
kaikissa kudoksissa. Osalle geeneista taas on ominaista polymorfinen leimautuminen, jolloin gee-
nin leimautuminen voi olla kudosspesifinen ja alkiokehityksen vaiheille spesifinen. Ihmisilla nc886
on ainoa kirjallisuudessa kuvattu metastabiilisti leimautunut geeni. Metastabiili leimautuminen tar-

koittaa sita, etta geeni voi olla leimattu tai bileellisesti iimentyva eri ihmisyksilOissa.

2.1 Geneettisen leimautumisen evoluutio

Geneettinen leimautuminen on evolutiivisesti nuori iimid, joka on ilmestynyt ja yleistynyt nisakkai-
den evoluution aikana. Ensimmaiset leimautuneet geenit, kuten PEG10 (engl. paternally expressed
10), IGF2 (engl. insuline like growth factor 2) ja H19, ilmestyivat vahintdan 160 miljoona vuotta
sitten, theria-nisakasalaluokan evoluution aikana, eli ennen, kuin pussielaimet ja istukalliset nisak-
kaat erkaantuivat omiksi metatheria- ja eutheria-osaluokikseen. Munimalla lisdantyvilla nisakkailla,
eli prototheria-alaluokan nokkaelaimilla tai nokkasiileillda ei ole havaittu leimautuneita geeneja.
Tama entistd enemman raajaa geneettisen leimautumisen ilmaantumisajankohtaa, silld nokka-
eldinten erkaantuminen omaksi protetheria-alaluokaksi tapahtui ennen theria-alaluokan jakautu-

mista metatheria- ja eutheria-osaluokkiin (Kuva 1) (Renfree ym., 2012).



Eri geenien leimautuminen on ilmaantunut theria-nisakkaiden evoluution eri ajankohtina erilaisten
valikoivien paineiden vuoksi. Tama on johtanut siihen, etta leimautuminen on hyvin polymorfinen
seka nisakkaiden alaluokkien, etta nisakaslajien valilla. Pussieldinten ja istukallisten nisakkaiden
eriytyvien evoluutioiden edetessa molemmille osaluokille on ilmaantunut kooltaan ja geenilokuksil-
taan erilaiset joukot leimautuneita geeneja. Istukallisilla nisakkailla leimautuneita geeneja on sel-
vasti pussielaimia enemman (Renfree ym., 2012). Leimautumisen polymorfisuutta 16ytyy myds kar-
keammalta tasolta ja ndin esimerkiksi laboratoriohiirelta, tyypilliseltd koe-elaimelta, I6ytyy alle puo-
let ihmisen samalla tavalla leimautuneista geeneista (Peters, 2014). Tama kyseenalaistaa koehii-

rikannoilla saatujen leimautuneisiin geeneihin liittyvan tiedon soveltuvuutta ihmisen biologiaan.

Nisakkaat
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Kuva 1. Mammalia-luokan jako alaluokkiin ja osaluokkiin evolutiivisesta nékékulmasta. Nuoli-
viiva punamustalla vérigradientilla kuvastaa geneettisen leimautumisen potentiaalista ilmaan-
tumisajankohtaa. Punainen nuoliviiva osoittaa nisékédsosaluokkiin, joilla on tunnetusti leimautu-
neita geenejé, kun taas musta nuoliviiva osoittaa nisék&salaluokkaan, joilla leimautuneita gee-
nejé ei ole havaittu. Perustuu ldhteeseen Renfree ym. (2012). Luotu kéyttden BioRender.com.
Leimautuneiden geenien ilmaantumista theria-alaluokan nisakaslajeissa on liitetty genomin toisto-
jakso-osuuteen laajentumiseen. Eri nisdkaslajien periman toistojakso-osuus korreloi vahvasti lei-
mautuneiden geenien maaran kanssa (Renfree ym., 2012). Tyypillisen eutheria-nisékkaan periman
toistojaksojen prosentuaalinen osuus on n. 45 %. Suurin osa toistojaksoista kuuluu hyppiviin gee-
neihin, eli transposoneihin. Transposonit jaetaan niiden siirtymismekanismin perusteella retrotrans-
posoneihin ja DNA-transposoneihin. Retrotransposoneilla on oma promoottorinsa, jolloin ne tran-
skriptoituvat normaalilla tavalla, minka jalkeen kaanteiskopioijaentsyymi syntetisoi cDNA, eli yksi-
juosteista mRNA:lle komplementaarista DNA:ta. Retrotransposoniperaisilla cDNA:illa on kykya in-

sertoitua periman satunnaisin kohtiin. DNA-transposonien kyky siirtya perimassa perustuu niiden



leikkautumiseen ja siirtymiseen yhdesta genomin alueesta toiseen. Tarkein ero kahden transposo-
niluokan valilla liittyy monistumiskykyyn (Aittomaki ym., 2016). Transposonien sattumanvarainen
monistuminen ja siirtyminen on paaosin hyodyton riskipitoinen tapahtuma, joka on aktiivisimmillaan
gametogeneesin aikana. Kuitenkin transposonien vaeltaminen genomissa on yksi nisakkaan evo-
luutiota ajavista voimista, joka saattoi myos aiheuttaa tiettyjen theria-nisakkaiden geenien leimau-

tumisen (Aittomaki ym., 2016, Renfree ym., 2012, Ferguson-Smith ja Surani, 2001).

Suurin osa genomin CG-dinukleotideistad, yleisimmista metyylitransferaasien kohteista, sijaitsee
transposonielementtien toistojaksoissa (Ferguson-Smith ja Surani, 2001). Taman lisaksi naiden
elementtien sekvenssien mukanaan voi kulkeutua ja monistua myo6s saatelyelementteja, kuten pro-
moottoreita (Aittomaki ym., 2016), tai ne voivat satunnaisesti sijoittua saatelyelementtien laheisyy-
teen (Ferguson-Smith ja Surani, 2001). lturadan solut ehkaisevat transposonielementeistd mah-
dollisesti aiheutuvaa haittaa epigeneettisin mekanismein, kuten transposoituvien elementein me-
tylaatiolla, kromatiinin kondensaatiolla ja ilmentymista saatelevien ei-koodaavien RNA-molekyylien
kohdistamisella (Renfree ym., 2012). Nain olleen transposonielementteihin ja potentiaalisesti myos
niiden laheisyydessa sijaitsevien saatelyelementteihin kohdistuva itusolun puolustus on voinut tuot-
taa differentiaalisesti epigeneettisesti modifioituja alueita. Osa tallaisista alueista on voinut sailya
myos hedelmditymisen jalkeen, mik& on voinut aiheuttaa leimojen syntymista. Mielenkiintoista on
myos se, ettd munasolun ja siittion ituradan solut vastustavat eri transposonielementteja eri meka-
nismein, mika myds mahdollisti paternaalisen ja maternaalisen genomien asymmetrisyytta ja gee-
nien alleelikohtaista ilmentymista (Ferguson-Smith ja Surani, 2001). On selvaa, etta leimojen sijoit-
tuminen proteiinia tai sdately-RNA:ita koodaavien geenien viereen ja geeniryppaiden kokoonpano
on ollut evolutiivisesti asteittainen tapahtuma. Kokonaisten geeniryppaiden leimautumisessa ja ko-
koonpanossa ovat voineet osallistua myds muut evoluutiota ajavat mekanismit, kuten genomin uu-

delleenjarjestaytyminen (Renfree ym., 2009).

2.2 Leimautuneiden geenien toiminto ja nisakkaan evoluutio

Tiettyjen geenien maternaalinen tai paternaalinen leimautuminen on liitetty nisdkkaan lisaantymis-
strategian evoluutioon. Theria-nisakkaan lisdantymisstrategian yksi tarkeimmista erityispiirteista on
istukka. Useat leimautuneet geenit ilmentyvat theria-nisakkaiden istukassa ja ovat valttamattomia
sen kasvulle ja kehitykselle. Taman lisaksi istukassa ilmentyvien leimautuneiden geenien on 0soi-
tettu olevan vastuullisia ravinteiden siirrosta aidilta jalkelaiselle. Nain esimerkiksi istukkanisakkailla
ja pussielaimilld maternaalisesti leimautunut PEG10 geeni on valttdmaton istukan ravinto- ja kaa-
suvaihdosta vastaavien rakenteiden kehittymiselle, kuten laboratoriohiirilla tehdyt knockout-ana-
lyysit osoittivat. PEG10 geenin tuottaman proteiinin molekulaarisen tason toiminto on kuitenkin

viela epaselva (Renfree ym., 2012).



Theria-nisakkaan lisaantymisstrategiaan kuuluvat myds muut piirteet kuin istukka ja sen mahdol-
listama vivipariteetti, eli elavien poikasten synnyttaminen (Renfree ym., 2012). Osa naista piirteista
on myds leimautuneiden geenien edustamaa. Merkittdva joukko leimautuneita geeneja vaikuttaa
suoraan jalkeldisen sekd kohdun siséisen, ettd syntyman jalkeisen kasvuun ollessaan kasvua edis-
tavia tai estavia tekijoita (Barlow ja Bartolomei, 2014). On myds sellaisia leimautuneita geeneja,
jotka osallistuvat epasuorasti jalkeldisen ravintovalitteiseen kasvuun ja kehitykseen. Tallaiset gee-
nit vaikuttavat aidin fysiologiaan ja aidin ja jalkeldisen valiseen kommunikaatioon, tuottaen theria-
nisakkaiden lisdantymisstrategianstrategian muita piirteita, kuten jalkelaisen imettdmisen (Renfree
ym., 2012). Tiettyjen geenien leimautumista pidetdan eutheria-nisdkkaan lisdantymisstrategian
evoluution kannalta olennaisena ilmiona. Tata myos tukee se, etta tallaisten geenien puuttuminen,
kuten prototheria-nisakkailla, tai epataydellinen sarja, kuten pussieleaimilld, korreloi ndiden elain-

ten valisen lisaantymisstrategioiden eroavaisuuteen eutheria-nisakkaisiin suhteutettuna.

Elaimilla diploidisuus toimii tarkeana suojana resessiivisia mahdollisesti haitallisia mutaatioita vas-
taan. Tiettyjen geenien kontekstissa diploidisuuden menettdminen ja tdman ylapito on kuitenkin
ilmeisesti ollut suojan menettamisen arvoista, koska se on tuottanut vahvoja valikoivia etuja nisak-
kaiden evoluutiossa. Perimmaiset syyt geneettisen leimautumisen ilmaantumiselle ovat kuitenkin
hamaran peitossa (Peters, 2014, Dolinoy ym., 2007, Wilkins ja Haig, 2003). On kehitetty ainakin
kolme eri hypoteesia geneettisen leimautumisen ilmaantumiselle perustuen muun muassa sellai-
siin faktoihin, kuten leimautuneiden geenien ravintoaineiden siirtoon liittyviin rooleihin ja siihen, etta
eri vanhempien genomit ovat toiminnallisesti epatasa-arvoisia ja tarvitsevat toistensa taydennyk-
sen tuottaakseen elinkelpoisen jalkeldisen (Renfree ym., 2012). Mikdan hypoteeseista pysty selit-
tdmaan geneettisen leimautumisen ilmaantumista kokonaisuudessaan, mutta jokainen antaa jar-

kevan selityksen tiettyjen geenien leimautumiselle.

2.2.1 Munasarja-aikapommihypoteesi

Alkiokehitykseen kuuluu myos alkion ulkopuolisten kudosten, kuten istukan, ja alkiokudoksen muo-
dostuminen. Geneettisen leimautumisen vuoksi maternaalinen ja paternaalinen perima ilmentavat
alkiokehityksen aikana eri geeneja ja kaynnistavat nain alkion eri rakenteiden muodostumisen. Ku-
ten hiiren itusolututkimuksilla on osoitettu, maternaalinen genomi osallistuu alkiokudosten muodos-
tumiseen, kun taas paternaalinen genomi on valttdamatén alkion ulkopuolisten kudosten kehityk-
selle. Tama eri vanhemmilta peréisin olevien genomien toiminallinen jako estdd munasarjojen
itusoluja kehittdmasta pahanlaatuista, eli muun muassa invasiivisuuten vuoksi metastasoivaa, kas-
vainta. Munasarjojen itusolut voivat spontaanisti kdynnistdd embryonaalista kehitystd muistuttavaa
prosessia ja seurauksena muodostaa kasvaimen, eli teratooman. Teratooman todennakdisyys ma-
lignisoitua on hyvin pieni sen vuoksi, ettd alkion ulkopuolisten kudosten kehitys on jatetty paternaa-

lisen genomin kasvua edistavien geenien tehtavaksi. Talloin munasolulla oletusarvoisesti ei ole



10

kykya kaynnistaa hyvin invasiivisten alkion kudosten kehitystd. Munasarjojen teratooman hyvin
harvinainen malignisoituminen on aidin elimiston kannalta hyvin hyodyllinen geneettisen leimautu-
misen suora tai epasuoraa tulos, joka on antanut pohjan munasarja-aikapommi hypoteesille (engl.

ovarian time bomb hypothesis) (Wilkins ja Haig 2003).

2.2.2 Konfliktihypoteesi

Konfliktihypoteesi (engl. parental conflict hypothesis, kinship theory) liittyy leimautuneiden geenien
yleisimpaan toimintoon — ravinteiden siirron saatelyyn aidilta jalkelaiselle. Molemmat vanhemmat
pyrkivat levittdmaan geeneja vain toisen vanhemman, eli aidin resurssien kustannuksella. Talldin
isan genomi pyrkii "tuhlaamaan” aidin resursseja mahdollisimman terveen eli kilpailukykyisen jal-
kelaisen tuottamiseen. Aidin genomi taas pyrkii rajoittamaan yksittaisen jélkelaisensa kasvua, saa-
dakseen omat rajalliset resurssinsa mahdollisimman tasapuoleiseen kayttoon jalkeldistensa kes-
ken. Tall6in aidin ja isdn genomeilla on erilaiset intressit niiden yhteisen jalkelaisen kasvun suh-
teen, mika on havaittavissa my6s leimautuneiden geenien toimintoista. Osa paternaalisesti ilmen-
tyvista geeneista edistaa jalkelaisen kasvua, kun taas osa maternaalisesti ilmentyvista geeneista
rajoittaa jalkeldisen kasvua. Aidin resurssien kayttéon liittyva vanhempien konflikti on saattanut
toimia valikoivana paineena tiettyjen geenien leimautumiselle ja taman hypoteesin idea on selke-
asti johdettavissa useiden leimautuneiden geenien toiminnoista (Peters, 2014, Renfree ym., 2012,
Wilkins ja Haig, 2003).

2.2.3 Hypoteesien kritiikki

Munasarja-aikapommihypoteesin tarkeimpana heikkoutena on se, ettd selittdessdan vain tietyn,
hyvin spesifin toiminnon, se ei anna selitystd muiden geenien leimautumiselle. Vastoin kuin muna-
sarja-aikapommihypoteesi, konfliktihypoteesi selittdéd myods sellaisten geenien leimautumista, joilla
on potentiaalisesti merkitysta nisakkaan lisaantymisstrategian kehityksessa, ja jotka ilmentyvat
myds ei-invasiivisissa kudoksissa. Konfliktihypoteesin kritisismi liittyy myés siihen, etta se ei pysty
selittdmaan kaikkien geenien leimaantumista (Wilkins ja Haig 2003). On selvaa, etta kaikkia hypo-
teeseja edustaa poikkeuksia. Leimautuneiden geenien toiminnot, jotka eivat liity naihin hypoteesei-
hin, ovat voineet olla seurausta tiettyjen geenien ei tarkoituksenmukaisesta leimautumisesta gee-
niryppaiden kokoonpanon aikana. Tallaisia geeneja sanotaan sivustaseuraajageeneiksi (engl.

bystander genes) (Barlow ja Bartolomei, 2014, Wilkins ja Haig, 2003).
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3. GENEETTISEEN LEIMAUTUMISEEN LITTYVAT MO-
LEKULAARISET MEKANISMIT

3.1 Epigeneettiset saatelyjarjestelmat

Epigeneettiset saatelyjarjestelmat ovat DNA-metylaatio, histonimodifikaatiot ja ei-koodaavat
RNA:t. Epigeneettisten modifikaatioiden tarkoituksena on saadella geenien aktiivisuutta solun tar-
peiden mukaan DNA:n emasjarjestysta muutamatta, myos leimautuneiden geenien tapauksessa.
Differentiaalinen metylaatio on leiman yleisin tunnistusmerkki, mika ei kuitenkaan kerro siita, etta
DNA-metylaatio on ainoa epigeneettinen jarjestelma, joka maarittaa leiman ja valittaa sen toimin-
nan. Niinpa yksittainen epigeneettinen jarjestelma toimii harvoin yksin, jolloin geenin ilmentymisen
saatelyssa kaikki epigenomin komponentit toimivat yhdessa vaihtelevassa hierarkiassa. Seuraa-
vaksi esitellyt epigeneettiset jarjestelmat ja niiden yhdistelmien yhteistyo ovat tarpeellisia leiman
pystyttdmisessa embryogeneesin aikana, periytyvyydessa meioottisen ja mitoottisen jakautumisen

yhteydessa, seka sen alleelispesifisten vaikutusten valittmisessa.

3.1.1 DNA-metylaatio

Metylaatio on palautuva DNA:n kovalenttinen modifikaatio, jolloin sytosiininuklotidin heterosyklisen
pyrimidiinrenkaaseen lisatdan metyyliryhmaa (-CHs). Nisakkaan soluissa metylaation yleisimpana
kohteena on CpG-dinuklotidissa sijaitseva sytosiini. Ihmisen genomissa on noin 30 miljoona CpG-
dinukleotideja ja ne voivat sijaita yksittaisina tai alueilla, jotka siséltavat tavallista enemman CpG-
kohtia, kuten transposonielementeissa ja niin sanotuissa CpG-saarekkeissa (engl. CpG islands,
CGil) (Aittomaki ym., 2016). Intergeenisten alueiden, kuten toistojaksojen ja sentromeerien, CpG-
dinukleotidit ovat melkein aina oletusarvoisesti metyloituja seka embryogeneesin aikana etta eri-
laistuneissa somaattisissa solussa (Zeng ja Chen, 2019). Intergeenisten alueiden metylaatio edis-
tda naiden alueiden kromatiinin pakkautumista heterokromatiiniksi ja seuraksensa myds stabiilia

transkriptionaalista hiljentymista.

CGl:t ovat 500-2000 bp pitkia muuta genomia tihedmmin sytosiini- ja guaniininukleotideja sisalta-
via alueita, joita ihmisen genomissa on noin 27 000 kappaleetta. CGl:t siséltavat noin 50 % geno-
min CpG-kohdista (Aittomaki ym., 2016). CGl:n tyypillinen sijainti on geenin promoottorialueet,
mutta niitd esiintyy myos muiden cis-vaikutteisten saatelyelementtien, kuten tehostajaelementien
(engl. enchanser) ja eristyselementtien, laheisyydessa, mikd on olennaista varsinkin geneettisen
leimautumisen saatelyssa (Dolinoy ym., 2007). Metyloituneen sytosiinin metyyliryhman paaasial-

lisena toimintaperiaatteena on kolmiulotteisesti estaa transkriptiokoneiston tai transkriptiotekijoiden
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paasya saatelyelementtikohteeseen, mika puolestaan vaikuttaa, yleensa repressiivisesti, geenin

ilmentymiseen (Aittomaki ym., 2016, Dolinoy ym., 2007).

DNA-metylaatio on ainoa epigeneettinen taso, jonka mitoottisen periytymisen mekanismi on tar-
kasti selvitetty. Metylaation periytyvyys perustuu semikonservatiivisen replikaatioon, jolloin emoso-
lun jokainen DNA:n kaksoiskierteen juoste epigeneettisin modifikaatioinen periytyy molempiin ty-
tarsoluihin ja joita kaytetdan mallina uuden juosteen rakentumiselle ja epigeneettisen profiilin pe-
rustamiselle. Metylaatiokuvioiden kopiontiin uuteen juosteeseen somaattisissa soluissa on erikois-

tunut Dnmt1-metyylitransferaasientsyymi (Zeng ja Chen, 2019, Aittomaki ym., 2016).

3.1.2 Histonimodifikaatiot

Kromatiinin paarakenneyksikkdé on nukleosomi. Nukleosomi on oktameerinen proteiinikompleksi,
joka koostuu kahdesta kopiosta neljaa eri histoniproteiiniia (H2A, H2B, H3 ja H4) ja jonka ymparille
kietoutuu noin 146 bp DNA:ta. Nukleosomeja yhdistda keskenaan linkkerihistonit. Oktameerin his-
toniyksikailla on N-terminaalisia hantia, jotka ulottuvat tuman nukleosomista ulospain. N-terminaa-
lisen hannan aminohapot, varsinkin lysiini (lyhenne "K”) ja arginiini (lyhenne "A”) ovat lukuisten
post-translaationaalisten kovalenttisten modifikaatioiden, kuten asetylaation, metylaation, fosfory-
laation, ubikitinylaation, sumylaation ja ADP-ribosylaation, kohteita. Modifikaatiot voivat esiintya
histonin hannan useissa aminohapoissa samanaikaisesti, mikd mahdollista histonimodifikaatioiden

lukuisia vaikutuksiltaan erilaatuisia kombinaatioita (Aittomaki ym., 2015, Dolinoy ym., 2007).

Histonihantien kovalenttisten modifikaatioiden tyypit ja niiden kombinaatiot vaikuttavat nukleo-
somin rakenteeseen ja seurauksena myo6s kromatiinin pakkautumisasteeseen. Kromatiinin pak-
kautumisaste vastaavasti vaikuttaa DNA-juosteen saattavuuteen saatelyproteiineille, kuten tran-
skriptiotekijoille. Talldin esimerkiksi nukleosomin histonihantien asetylaatio on yhdistetty helposti
lahestyttavaan eukromatiinin ja aktiivisen transkriptioon. Histonihannan metylaation vaikutukset
kromatiinin pakkautumiseen ovat myos riippuvaisia siitd, mihin histonihdnndn aminohappoon se
kohdistuu. Nain esimerkiksi metylaatio kohdassa H3K4 (histonin H3 hannan metylaatio lysiinissa,
jonka jarjestysnumero on nelja) tai H3K36 on liitetty eukromatiinin ja aktiiviseen transkriptioon, kun
taas H3K9, H3K27 ja H4K20 ovat liitetty heterokromatiiniin ja geenin hiljentymiseen (Aittomaki ym.,
2015, Wei ym., 2016). Jotkut proteiinit my6s osaavat tunnistaa tiettyja histonihantien modifikaati-
oita, mika kohdistaa niiden toimintaa siihen paikkaan kromatiinia, josta sellainen I0ytyy. Nain esi-
merkiksi hiljentavat histonimodifikaatiot, kuten H3K9 metylaatio, voivat aiheuttaa tietyn genomisen
alueen metylaation rekrytoimalla paikalle DNA-metyylitransferaaseja (Lewis ja Reik 2004, Wei ym.,
2016). Mielenkiintoista on, ettd tdma mekanismi ei ole yksisuuntainen. CpG-metylaatio eukroma-
tiinissa voi aiheuttaa hiljentavia histonimodifikaatiota ja seurauksena kromatiinin pakkautumista he-

terokromatiiniksi (Reveron-Gémez ym., 2018, Lewis ja Reik 2004).
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Nukleosomit toimivat esteena replikaatiohaarukan etenemiselle, minkd vuoksi replikaation aikana
niitd jatkuvasti puretaan ja kootaan uudelleen. Koska replikaation aikana on meneillaan aktiivinen
histonien translaatio, tytarsolujen nuklesosomit koostuvat uusien ja vanhojen histoniyksikdiden
seoksesta. Histonimodifikaatioiden periytymisen mekanismit ovat vield hyvin epaselvia. Kuitenkin
periytymisen mekanismi nayttda perustuvan histonimodifikaatioiden sailymiseen vanhoissa histo-
niyksikdissa ja siihen, ettd ne paattyvat suunnilleen saman DNA-alueen (+ 400 emasparia) nukleo-
someihin tytarsolujen kromosomeissa. TallGin periytyneita epigeneettisid modifikaatioita vanhoissa
histoneissa on mahdollista kayttdad mallina, kun uusiin histoniyksikkoihin lisatdan modifikaatioita
(Reveron-Gomez ym., 2018). On mydskin hyvin mahdollista, ettd muut epigeneettiset jarjestelmat,
kuten DNA-metylaatio ja ei-koodaavat RNA:t, osallistuvat nukleosomiprofiilin perustamisessa ty-

tarsolujen kromosomeissa.

3.1.3 Ei-koodaavat RNA:t

Suurin osa genomin transkripteista ei transloida proteiineiksi. Solun perustoimintoihin liitettyjen
RNA:den, kuten siirtdja-RNA:den ja ribosomaalisten RNA:den, lisdksi genomi koodaa muita ei-
koodaavia sdately-RNA:ita, joita jaetaan niiden koon ja toiminnan perusteella eri alaluokkiin. Eri ei-
koodaavat RNA:t (engl. non-coding RNA, ncRNA) ovat erikoistuneet muun muassa saatelytehta-
viin, kuten geenien ilmentymisen saately transkriptionaalisella ja post-transkriptionaalisella tasolla,
samoin kuin muiden epigeneettisten saatelyjarjestelmien toiminnan ohjaaminen. Naiden toiminto-
jen kannalta olennaisimmat ncRNA:t ovat pitkat ei-koodaavat RNA:t (IncRNA), mikro-RNA:t
(miRNA) ja pienet hairitsevat RNA:t (engl. small interfering RNA, siRNA) (Wei ym., 2016).

Ribonukleaasientsyymeilla prosessoidut pienet ncRNA:t, kuten miRNA:t ja siRNA:t, ovat n. 19-25
nukleotidin pituisia pienia RNA-molekyyleja, jotka saatelevat geenien ilmentymista post-transkrip-
tionaalisesti. Nama ncRNA molekyylit sitoutuvat taysin tai osittain komplementaarisiin mMRNA-koh-
teisiinsa, jolloin niiden translaatio estyy tai ne ohjautuvat hajotukseen. Yhdelld pienella ncRNA:lla
voi olla lukuisia mRNA-kohteita. miRNA ja siRNA:t toimivat kompleksissa argonauttiproteiinien
kanssa, jolloin tdma toiminallinen kokonaisuus kutsutaan RISC (engl. RNA-induced silencing
complex) hiljennyskomplekseksi (Wei ym., 2016, Aittomaki ym., 2015). RISC-hiliennyskompleksi
valitteinen post-transkriptionaalisen tason hiljentdminen voi saada aikaan myos transkriptionaali-
sen tason muutoksia geenin ilmentymisessa, mikali se kohdistuu esimerkiksi histonimodifikaatioita

tai DNA-metylaatiota aikaansaavien proteiinien geenien hiljentamiseen (Wei ym., 2016).

Pitkat ei-koodaavat RNA:t ovat yli 200 nukleotidin pituisia ei-koodavia saatelevia RNA-molekyyleja,
jotka tavallisesti transkriptoituvat proteiinia koodaavien geenilokusten alueilta esimerkiksi hairiinty-
neen lukukehyksen tai ei-koodaavan (engl. antisense) juosteen transkription seurauksena (Wei
ym., 2016). Pitkien ei-koodaavien RNA:den yleisempana tehtavana on saadella proteiinia koodaa-

vien geenien transkriptiota, useimmiten aiheuttaen niiden hiljentymista. Yhtena IncRNA:n keinona
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saada geenin hiljentymista on vaikuttaa sen kromatiiniin pakkautumiseen, rekrytoimalla paikkas-
pesifisesti kromatiinia muokkaavaa koneistoa. Ei-koodaavien RNA:den ja niiden vaikutusten mu-
kaan lukien kromatiinia muokkaavien vaikutusten periytyvyyden uskotaan perustuvan siihen, etta
ne valittyvat emosolun sytoplasman mukaan tytarsoluihin (Aittomaki ym., 2015) seka meioottisen

etta mitoottisen jakautumisen yhteydessa.

3.2 Leiman perustaminen ja yllapito

Leiman epigeneettinen tila perustetaan gametogeneesin aikana haploidisissa sukusoluissa, minka
jalkeen se ja sen vaikutukset periytyvat jalkelaisen diploidisiin somaattisiin soluihin. Leiman tyypil-
linen ja vaikutuksista selkein epigeneettinen modifikaatio on DNA-metylaatio. Tall6in leima sijaitsee
eri tavalla metyloidulla alueella (engl. germline differentially methylated region, gDMR). gDMR:ien
epigeneettinen tila luodaan gametogeneesin aikana. Geenien leimautumisessa varsinaisten
gDMR:ien yhteisty6ssa toimivat myds muut somaattiset DMR:t. Somaattisten DMR:ien epigeneet-
tinen tila perustetaan hedelmoitymisen jalkeen ennen implantaatiota, mika on yleensd gDMR:ien
ohjaama (Lewis ja Reik, 2005). Leiman gDMR:n epigeneettisen tilan sukupolvien valinen periyty-
minen, kuten myos sen ja somaatisten DMR:ien epigeneettisten tilojen yllapito alkion varhaisen
kehityksen aikana on poikkeuksellista muun genomin metylaatiotilaan suhteutettuna. Tama sen
vuoksi, ettd gametogeneesin ja varhaisen embryogeneesin aikana epigenomi kdy kaksi globaalia
uudelleenohjelmointiaaltoa, joihin kuuluvat demetyaatio ja de novo metylaatio vaiheet. Leimojen
periytymisen kokonaiskuvan oivaltaminen on tarkea, koska se antaisi ymmarrysta, siitd millaisten

molekulaaristen mekanismien valityksella informaatio ymparistéolosuhteista voi siirtya sukupolvien

yli.

3.2.1 Epigenomin uudelleenohjelmointi nisakkaan kehityksen aikana

Saman yksildn kaikilla soluilla on sama perima muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta. Solun ai-
nutlaatuinen identiteetti maaraytyy, kun epigeneettiset modifikaatiot ohjaavat sen tyypille ominaista
periman transkriptionaalista tulkintaa ja asettavat esteitd sen erilaistumispotentiaalille. Alkiokehi-
tyksen aikana totipotentit ja pluripotentit solut mitootisesti jakautuessaan asteittaisesti hankkivat
epigeneettisia modifikaatioita, perustaen somaattisten solujen identiteettia. Terminaalisesti erilais-
tuneiden somaattisten solujen varsinkin DNA-metylaatioon pohjautuva identiteetti on pysyva ja ty-
tarsoluihin periytyva. Kuitenkin nisdkkaan kehitykseen kuuluvat vahintdan kaksi ajanjaksoa — ga-
metogeneesi ja varhainen embryogeneesi, joiden aikana epigenomi kdy globaalia uudelleenohjel-
mointia (Kuva 2). Molemmat uudelleenohjelmointiaallot koostuvat kahdesta vaiheesta — deme-

tylaatiosta ja de novo metylaatiosta. Uudelleenohjelmointiaaltojen tarkoituksena on palauttaa ga-
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meettien ja niistd muodostuvan tsygootin erilaistumispotentiaali. Taman lisaksi uudelleenohjel-

mointiaaltojen aikana perustetaan sukupuolisidonnaiset leimat ja yllapidetaan niiden ja muiden alu-

eiden sukupolven yli valittyvat epigeneettiset modifikaatiot (Zeng ja Chen, 2019).

P

Suhteellinen DNA-metylaatiotaso

L

o Tsygootti
Alkuitusolu S"mo’w\ _____________________
Leimat
osyytti
Alkio- . .

rakkula Isan genomi.
g — Aidin genomi

E7.5 E13.5 Syntyma Hedelmdityminen Implantaatio

Gametogeneesi Embryogeneesi

Kuva 2. Kuva ilmaisee DNA-metylaatiotasojen muutokset hiiren gametogeneesin ja embryo-
geneesin aikana. Gametogeneesin kuuluva uudelleenohjelmointiaalto tapahtuu varhaisen
embryogeneesin aikana (hiirialkiossa péivind E7.5—13.5). Télléin alkuitusolut poistavat suu-
remman osan metylaatiosta mukaan lukien alkiokudoksesta perityt sukupuolisidonnaiset lei-
mat. Siittididen alkuitusoljen de novo metylaatio tapahtuu heti demetylaatiovaiheen jélkeen ja
on valmis ennen pojan syntymista. Oosyyttien de novo metylaatio tapahtuu tytén syntymén
Jélkeen ja on valmis ennen hdnen sukukypsyyttdansd. Embryogeneesiin liittyvéa uudelleenohjel-
mointiaalto tapahtuu hedelméitymisen jélkeen. Oosyytin esituma kéy hitaampaa asteittaista
passiivista demetylaatiota ja siittibn esituma kdy nopeampaa aktiivista demetylaatiota. Molem-
pien &idilta ja isélté perittyjen genomien demetylaatiot ovat valmiita alkion implantaation men-
neessé. Kuvan vihreé katkoviiva kuvastaa leimojen metylaatiotilan séilymista, eli seuraavaan
sukupolveen siirtymista, tsygootin genomien globaalin demetylaatioprosessin huolimatta. Al-
kion pluripotentit solut erilaistuessaan astettaisesti metyloivat genominsa, miké nékyy myos
solujen nousseista metylaatiotasoista alkion implantaation jélkeen. Kuva on muokattu Zeng ja

Cheng (2019) pohjalta.

Demetylaatio voi tapahtua aktiivisella — entsyymeihin pohjautuvalla mekanismilla, ja passiivisella —

DNA:n replikaatiosta riippuvaisella mekanismeilla. Aktiivinen demetylaatio tapahtuu riippumatto-

masti solun jakautumisesta, TET-entsyymien (engl. ten-eleven translocation enzymes) valityksella.

TET-entsyymit hapettavat sytosiiniemasta, minka jalkeen TDG-entsyymi (engl. thymine DNA gly-

cosylase) tunnistaa sytosiinin hapettuneen valimuodon ja korvaa se metyloitumattomalla sytosii-

nilla. Passiivinen demetylaatio tapahtuu solun replikaation ja proliferaation yhteydessa. Passiivisen

demetylaation aikana metylaatioprofiilin kopiointi replikoituneeseen juosteeseen epaonnistuu ta-

pahtumaa ajavien entsyymien, kuten DNMT1 ja UHRF1, puutteen vuoksi. Talldin passiivisen de-

metylaation aikana proliferoidessaan solu vahitellen menettaa ainakin metylaatioon perustuvaa
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epigenomiaan. Leimat ovat vastustuskykyisia passiiviselle demetylaatiolle, koska niiden epigeneet-
tinen tila sailytetaan aktiivisten mekanismien avulla. Itse asiassa samojen mekanismien vastuulla
on myos yllapitaa leimojen epigeneettinen tila varhaisen alkiokehityksen aikana ja somaattisissa
soluissa. De novo metylaation taas uskotaan tapahtuvan useiden eri gametogeneesi- ja embryo-
geneesivaiheille spesifisten metyylitransferaasien, kuten DNMT3A, DNMT3B, DNMT3C ja
DNMT3L ja niiden lukuisten isoformien avulla (Zeng ja Chen, 2019). Osa seka demetylaatioon etta

de novo metylaatioon liittyvistd mekanismeista ovat viela tuntemattomia ja tutkimuksen alla.

Hiirialkiossa kehityspaivana E7.5 alkuitusolut (engl. primordal germ cells, PGC) saavat alkunsa
epiblastisolukosta, eli alkion varhaisen kehityksen somaattisesta kudoksesta. Talldin ensimmaisen
gametogeneesin aikana tapahtuvan uudelleenohjelmointiaallon tarkoituksena on pyyhkid pois
PGC:den epiblastisolun, mitoottisen jakautumisen kautta valittynyt, identiteetti ja perustaa sukuso-
luille ominaisen identiteetin, mukaan lukien sukupuolisidonnaiset leimat. Alkuitusolujen demetylaa-
tio perustuu sekéd passiivisen, ettd aktiiviseen demetylaatioon. Hiirialkiossa E7.5 kehityspaivasta
alkaen PGC:t menettavat suurimman osan epigenomeistaan passiivisen demetylaation johdosta,
kiivaasti jakautuessaan, vaeltaessaan epiblastisolukosta kohti sukurauhasia. Kun PGC:iden proli-
feraatiotahti hidastuu alkaa aktiivinen demetylaatio, joka poistaa suojan alla olevat epigeneettiset
merkit, mukaan lukien somaattisesta epiblastisolukosta peraiset leimat. E13.5 kehityspaivan men-

nessa hiirialkion PGC:den metylaatiotasot saavuttavat miniminsa (Zeng ja Chen, 2019).

De novo metylaatio ituradan soluissa tapahtuu sukupuolispesifisesti eri ajanjaksoissa. Embryoge-
neesin aikana ennen meioottista jakautumista molemmat sukusolulinjat kdyvat sukusolupopulaa-
tion laajentumisen (engl. mitotic expansion). Miehen ituradan solut alkavat de novo metylaationsa
heti demetylaation jalkeen mitoottisen sukusolupopulaation laajentumisen yhteydessa. Spermato-
gonioiden epigeneettinen profiili perustuu lopullisesti ennen pojan syntymista. Naisen ituradan so-
lujen uudelleen metylaatio tapahtuu mitoottisen sukusolupopulaation laajentumiseen jalkeen, syn-
tymajalkeisen primaarisen oosyytin kasvuvaiheen aikana (Zeng ja Chen, 2019). Gameettien de
novo metylaation aikana perustuvat sukupuolisidonnaisten leimojen epigeneettiset tilat ja sukuso-
lujen erilaistumispotentiaaleja rajoittavat epigeneettiset modifikaatiot (Fraser ja Lin, 2016). On viela
hamaran peitossa miten eri sukusolut tunnistavat niille spesifisten leimojen alueita kohdistaakseen
juuri niihin metylaatiota perustavia entsyymeja. Tahan mennessa sukusoluspesifisten leimojen pe-
rustamisessa uskotaan osallistuvan spesifisid de novo metyylitransferaaseja houkuttelevia histo-
nimodifikaatioita, kuten H3K4 metylaatio, tai alueella tapahtuvaa transkriptio (Zeng ja Chen, 2019,

Barlow ja Bartolomei, 2014).

Hedelmditymisen aikana vanhempien genomit yhdistyvat toiminnalliseksi kokonaisuudeksi tuot-
taakseen jalkeldisen. Varhaisen embryogeneesin aikana tapahtuvan epigenomin uudelleenohjel-

mointiaallon tarkoituksena on poista gameettien erilaistumispotentiaaleja rajoittavat epigeneettiset
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modifikaatiot palauttaakseen tsygootin totipotentiuuttaan, eli kykya perustaa yksilon ja ekstraem-
bryonaalisen kudoksen kaikkia solutyyppeja. Heti hedelmditymisen jalkeen, ennen genomien fuu-
siota, siittion esituma kay nopeata aktiivista demetylaatiota ja maternaalinen genomi kay passiivista
demetylaatiota alkion ensimmaisten jakautumisten yhteydessa. Embryogeneesiin liittyva toinen de

novo metylaatioaalto tapahtuu hiirialkiossa paivina E4.5 — E6.5 (Zeng ja Chen, 2019).

Leimojen epigeneettinen tila sailyy siitd huolimatta, ettd molempien vanhempien genomit menetta-
vat suurimman osan metylaatioistaan alkion implantaation menneessa. Talla hetkella tunnetaan
ainakin kaksi mekanismia, joiden avulla leiman epigeneettinen tila voi sailya. ZFP57 sinkkisormi-
proteiiniin perustuva mekanismi yllapitda leiman DMR:n metylaatiotila, ja STELLA-proteiiniin pe-
rustuva ehkaisee sen poistumista aktiivisen demetylaation aikana (Zeng ja Chen, 2019). ZFP57
tunnistaa metyloituneita TGCCGC-motiiveja, joita I0ytyy osasta leimojen DMR aluetta. ZFP57 rek-
rytoi leiman paikalle KAP1-proteiinia, joka saa aikaan heterokromatiinia. Paikkaspesifinen hetero-
kromatiini puolestaan houkutellee metyylitransferaaseja, jotka stabiloivat leiman metylaatiota.
(Zeng ja Chen, 2019, Ferguson-Smith ja Bourchis, 2018). STELLA-proteiini valitteinen mekanismi
puolestaan ehkaisee leiman aktiivista demetylaatiota, estamalléa TET-entsyymien paasya leimojen

laheisyyteen (Zeng ja Chen, 2019).

3.3 Leimautumisen mekanismit

Leima on vastakkaiskromosomeissa differentiaalisesti modifioitu epigeneettinen alue, joka saa ai-
kaiseksi yksittaisten geenien tai geeniryppaiden leimautumista. Leima, toisin sanoin ICR (engl.
imprintin control region), voi koostua useammasta cis-vaikutteisesta IC-saatelyelementista (Lewis
ja Reik, 2004). Useimmiten yksittaisten geenien leimautuminen perustuu siihen, etta niiden IC-
elementin sijainti keskittyy geenin promoottorialueelle. Talldin geenin promoottorialueen DMR saa
aikaan sen hiljentymista jommastakummasta alleelista (Barlow ja Bartolomei, 2014). Geeniryppai-
den leimautuminen ulottuu monimutkaisemmalle tasolle, kuin yksittaisten geenien alleelispesifinen
hilientaminen. Geeniryppaiden leimautuminen on ohjattu sellaisten IC-alueiden avulla, jotka muut-
tavat geeniryppaan geenien ilmentymista saatelevien elementtien aktiivisuutta. Talla tavalla ICR:t
saavat aikaan kromatiinin kolmiulotteisen jarjestaytymiseen ja epigeneettisiin muutoksiin pohjautu-
van leimautumisen (Lewis ja Reik, 2006). Ei-koodaava RNA-valitteinen ja eristyselementtivalittei-

nen mekanismi ovat yleisempia geeniryppaiden ilmentymisen saatelyssa.

3.3.1 Ei-koodaava RNA-vilitteinen mekanismi

Leimautuneille geeniryppaille on ominaista ilmentda vahintdan yhtda ncRNA:ta. Yleisemmin tallai-
nen ncRNA kuuluu IncRNA-luokkaan. Harvemmasta geeniryppaasta ilmentyy myds pienia
ncRNA:ita, kuten miRNA- ja siRNA-molekyyleja (Barlow ja Bartolomei, 2014). ncRNA-vélitteisella

mekanismilla leimautuneissa geeniryppaissa IC-alue keskittyy ilmentyvan ncRNA:n promoottorille,
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joka yleisemmin sijaitsee toisen leimatun geenin intergeeniselld alueella. Tall6in IC-alueen DMR
aiheuttaa ncRNA:n ilmentymista leimautuneesta alleelista. Sen lisaksi, ettd ncRNA:n transkriptio
hairitsee sen paallekkadin olevan geenin transkriptiota, ei-koodaavalla transkriptilla on usein omaa
leimautumiseen liittyvaa toimintonsa. Nain esimerkiksi IGF2/Air geenirypaan Air IncRNA saa muut
samaan geeniryppaan kuuluvat Slc22a2 ja Slc22a3 geenit hiljaisiksi, kuten knockout-analyysit
osoittivat (Lewis ja Reik, 2004). Muutamien geeniryppaiden ncRNA:t vaikuttavat post-translatio-
naaliseti muiden geenien ilmentymiseen, kuten IGF2/H19 lokuksen miRNA:ksi prossesoitu H19

trankripti.

3.3.2 Kromatiinin jarjestaytyminen tumassa ja eristyselementtien rooli
geneettisessa leimautumisessa

Kromatiini on hyvin pitka tiiviisti solutumaan pakattu DNA-molekyylien joukko. Solutyypista ja sen
erilaistumaisesta riippuen kromatiinin on vaihtelevasti vuorovaikuttava itsensa kanssa muun mu-
assa sen vuoksi, etta toiminallisesti tarkeat saatelyelementit sijaitsevat usein suurilla etaisyyksilla
kohteistaan. Mikali tallaiset vuorovaikutukset perustuisivat kromatiinin diffuusion ja sen osien sa-
tunnaisen térmailyyn, olisivat toivotut ja tarkat kontaktit hyvin epatodennakdisia. Jotta kromatiinin
vuorovaikutukset eivat olisi sattuman varassa, kromatiini on jarjestaytynyt solutyyppispesifisten ly-
hyen ja pitkan kantaman vuorovaikutusten avulla. Pitkan kantaman vuorovaikutuksiin kuuluvat to-
pologisesti assosioituneet domeenit, eli TAD:t (engl. topologically associated domains). TAD:t ovat
kromatiinin mikroymparistoja, joiden sisalla tietty kromosomin alue vuorovaikuttaa itsensa kanssa
enemman, kuin tdman TAD:n ulkopuolisen alueen kanssa (Kim ym., 2015, Dowen ym., 2015).
TAD:t ovat keskimaarin noin seitseman geenia sisaltavia kromatiinin silmukkarakenteita, joiden
keskimaarainen pituus on noin 0,8 Mbp. TAD:ien sisalla muodostuu myds pienempia silmukoita —
geenisilmukoita (engl. gene loops) (Dowen ym., 2015) tai sub-TAD:ja. Geenisilmukoiden alue eris-
tetdan muusta TAD:sta, jotta saadaan kohdistettua tarkemmat geenilokuksen tason lyhyen kanta-
man vuorovaikutukset. TAD:ien liséksi geenien aktivisuuden kannalta tarkeat kromatiinin alueet
ovat tumalevyyn assosioituneet domeenit, eli LAD (engl. lamina associated domains). LAD:t ovat
transkriptionaalisesti hiljennettyja kromatiinin alueita, jotka ovat tiukassa vuorovaikutuksessa tu-
malevyn kanssa. Nain olleen geenisaatelyn tutkittaessa on tarkea ottaa huomioon myds kromatii-
nin avaruudellinen jarjestaytyminen ja sen osien vuorovaikutukset, koska niilld on suurta vaikutusta

geenin aktiivisuuteen (Kim ym., 2015).

TAD-, geenisilmukka- ja LAD-alueita yleensa rajaavat eristyselementeiksi (engl. insulator) kutsutut
genomikomponentit. Eristyselementtien aktiivisuus on riippuvainen CTCF (engl. CCCTC-bidning
factor) sinkkisormiproteiinista. Nisakkailla CTCF proteiini on hyvin konservoitunut, noin 60 000 ge-

nomin kohtaan sitoutuvaa proteiini (Kim ym., 2015). CTCF:n sinkkisormidomeenit tunnistavat eris-
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tyselementin CpG-pitoista motiivia ja sitoutuvat siihen sen ollessa metyloitumaton. TAD:ien ja gee-
nisilmukoiden tapauksessa kaksi eristyselementtiin sitoutunutta CTCF-proteiinia tai yksittédinen
CTCF apuproteiinien, kuten kohesiinin, avustamana muodostaa kromatiinisilmukan. Geenisilmu-
kan muodostumisen tarkoituksena on yleensa valittda tehostajaelementti-promoottori vuorovaiku-
tusta (Kuva 3, A). LAD:ien ja TAD:ien sisaisten heterokromatiininalueiden tapauksessa eristysele-
menteihin sitoutuneiden CTCF-proteiinien tarkoituksena on estda heterokromatiinin leviamista
inaktiivisen alueen ulkopuolelle (Dowen ym., 2015, Kim ym., 2015).

A) B)

Enhanserivilitteinen geenin aktivaatio IGF2/H19 lokuksen leimautuminen
Maternaalinen alleeli:

H19 T

Eristyselementtivélitteinen geenin inaktivaatio Paternaalinen alleeli:

ii
ﬁ

) Kohesiini I CTCF [ Tehostaja — J;::ri]vi'inen ?? Metyloitumaton
j jivi i TCF

[ Tehostaja [ Aktiivinen geeni [ cTC Inaktiivinen _—

[ Promoottori Inaktiivinen geeni [1ICR, leima geeni ** etyloitu

Kuva 3. A) Eristyselementtiin sitoutunut CTCF-proteiini kohesiinin yhteistyéssé voi estda tai
edistda geenin ilmentymistd muotoilemalla erilaisia geenisilmukan rakenteita. Geenin luenta
aktivoiva silmukka edistédé tehostajaelementin vuorovaikutusta promoottoriin sijoittamalla ne
toistensa ldheisyyteen. Geenin luenta inaktivoiva silmukka estééa tehostajaelementin vuorovai-
kutusta promoottoriin sijoittamalla se promoottorista erilliseen topologiseen rakenteeseen. Pe-
rustuu ldhteeseen Kim ym. (2015). B) IGF2/H19 lokuksen leimautuminen perustuu eristysele-
menttivélitteiseen leimautumismekanismiin. Maternaalisessa alleelissa metyloitumaton ICR
sitoo CTCF proteiinia estden tehostajaelementin vuorovaikutusta IGF2 geenin promoottorin
kanssa, mink& seurauksena tehostajaelementin vaikutus kohdistuu H19 geenin ja se aktivoi-
tuu. Vastaavasti paternaalisessa alleelissa metyloitu ICR ei sido CTCF proteiiniaf, mikéa edis-
tdéd IGF2 geenin aktivaatiota tehostajaelementin vélityksella. IGF2/H19 lokuksen leimautumi-
nen ja sen geenien alleelikohtainen ilmentyminen perustuu samankaltaiseen kromatiinin muo-
toutumiseen, kuin kuvassa A) on esitelty. Perustuu lahteisiin Lewis ja Reik (2004) ja Kim ym.
(2015). Luotu kéyttéden BioRender.com.

Eristyselementti voi sijaita leimautumista saatelevan ICR-alueella. Talléin ICR:n epigeneettinen tila
ja seurauksena CTCF:n sitoutuminen muotoilevat geenisilmukan rakennetta vaikuttaen tehostaja-

elementti-promoottori vuorovaikutukseen tietyn geenin kohdalla. Hyvana esimerkkina eristysele-
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mentti-valitteisesta leimautumista toimii IGF2/H19 geenilokus (Kuva 3, B). IGF2/H19 geenilokuk-
sessa IGF2 geenin promoottorin ja tehostajaelementin valilla sijaitsee eristyselementti, johon koh-
distuu ICR. Paternaalisessa alleelissa ICR on metyloitu, mika estdd CTCF:n sitoutumista ja seu-
rauksena edistaa IGF2 geenin promoottorin vuorovaikutusta sen alavirrassa sijaitsevan tehostaja-
elementin kanssa, jolloin aktivoituu /IGF2 geenin transkriptio. Maternaalisessa alleelissa taas me-
tyloitumaton eristyselementti sitoo CTCF proteiinia, mika estdd /IGF2 geenin promoottorin vuoro-
vaikutusta tehostajaelementin kanssa. Tall6in IGF2 geenin transkriptio estyy ja tehostajaelementin
vuorovaikutus siirtyy H79 geenin promoottorin alueelle, jolloin sen transkriptio aktivoituu (Lewis ja
Reik, 2004).

4. ERISTYSELEMENTTIEN ROOLIN SELVITTAMINEN
nc886 GEENIN SAATELYSSA

Ihmisen nc886 (engl. non-coding 886, viRNA2-1) geeni sijaitsee kromosomissa 5q31.1 ja koodaa
102 nukleotidia pitkaa ei-koodaavaa RNA 886:ta. Ribonukleaasientsyymi pilkkoo RNA 886 viela
kahdeksi pituutensa vuoksi miRNA:ksi luokiteltaviksi tuotteeksi. Talléin nc886 geenilla on yhteensa
kolme toiminallista RNA-tuotetta. Kyseessa oleva geeni on osa noin 1,9 kb pitkda DMR aluetta,
jonka yla- ja alavirrassa sijaitsee kaksi CTCF-proteiinista riippuvaista eristyselementtia. Ihmisilla
nc886 geenin maternaalinen alleeli on metastabiilisti leimautunut, kun taas paternaalinen alleeli on
aina metyloitumaton (Lee, 2015, Zink ym., 2018, Carpenter ym., 2019). Useissa populaatio-otok-
sissa noin 75 % yksildistd kantaa leimautunutta, eli metyloitunutta, maternaalista alleelia ja 25 %
yksiloista kantaa ei-metyloitunutta geenia sen molemmista alleeleistaan. Eri populaatio-otoksissa
leimautunutta nc886 geenia kantavien ja metyloitumatonta nc886 geenia kantavien yksildiden
osuudet vaihtelevat jonkin verran, viimeisten olleessa aina vahemmisto. Nykyisten tietojen mukaan
nc886 on ainoa inmisilla esiintyva metastabiili epialleeli. Taman geenin metastabiilin leimautumisen
taustalla olevat mekanismit ovat viela hamaran peitossa. Potentiaalisina nc886 DMR:n metylaati-
oon vaikuttavina elementteina toimivat sen laheisyydesta 16ytyvat eristyselementit (Marttila ym.,
2020, Carpenter ym., 2019). Taman tutkielman tarkoituksena on esitella tyon tuloksia, jonka tarkoi-
tuksena oli selvittdad miten nc886 geenin DMR-aluetta ymparoivat eristyselementit mahdollisesti

osallistuvat nc886 geenin leimautumisessa ja ilmentymisen saatelyssa.

Kyseessa olevan metastabiilin epialleelin terveydellisia vaikutuksia, seka sen metylaatioprofiilin
muodostumista olisi helpointa tutkia lyhytikaisten koe-eldinten interventiotutkimuksilla. Kuitenkin
nc886 geeni on evolutiivisesti nuori, jolloin sen toiminallinen ja ihmisen sekvenssin ndhden saman-

kaltaisin muoto 16ytyy ainoastaan kadellisilta. Kadellislajien valisen evolutionaarisen etaisyyden
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kasvaessa sekvenssisamankaltaisuus vahenee, jolloin ihmisen sekvenssin ndhden samankaltaisin
nc886 geeni I0ytyy ainoastaan ihmisapinoista. Mielenkiintoista on, ettd ihmisapinojen nc886 geeni
nayttda olevan normaalisti maternaalisesti leimautunut. Kyseessa oleva geeni 16ytyy myés muuta-
masta jyrsijalahkoa edustavasta jasenesta, kuten marsulta, kaljurotalta ja muutamasta oravaper-
heen jasenesta. Jyrsijdiden nc886 geenin samanlaisuusprosentti ihmisen sekvenssin nahden on
vahan yli 80 %, jolloin niiden geenin sekvensseista 16ytyy runsaasti yksittaisten emasparien mu-
taatioita. Mishra P. toteuttaman analyysin mukaan ainakin marsun nc886 geeni ei ole leimautunut.
On kuitenkin otettava huomioon, ettd analyysi on toteutettu kayttden puutteellista dataa (Kostiniuk
ym., 2021).

135,227,935 135,223,050
IL9
eristyselementti
.- — — -- -
. IL9 A Sentromeeri
l' .
I’
L
' $200,000 bp
‘\
M : .
.. - v Telomeer;i
~--— i i
Sentromeerinen nc886 Telomeerinen
eristyselementti eristyselementti
| |
nc886 DMR
135,415,305 135,416,180 135,418,318

Kuva 4. Tutkielman tyén havaintoihin perustuva kuva mahdollisesta nc886 geenin ja IL9 geenin
l&heisyydessé olevien eristyselementtien vuorovaikutuksesta. Kuvassa on myés esitelty nc886
geenin DMR-alue, sité rajaavia eristyselementtejé ja CpG-saarekkeitta (vaaleanvihreélld). Gee-
nien ja eristyselementtien koordinaatit perustuvat h19 genomin kokonpanoon. Perustuu ldhtee-
seen Rosenbloom ym. (2013). Luotu kéyttden BioRender.com.
Nain olleen nc886 on evolutiivisesti nuori ja on mahdollisesti metastabiilisti leimautunut ainoastaan
ihmisilla, minka vuoksi interventiotutkimukset koe-elaimilla eivat ole kannattavia. Luotettavimmat
tiedot nc886 geenin yhteyksista yksilon terveyteen antaisivat vain kadellisten ja inmisten kohortti-
datoihin perustuvat tilastolliset tutkimukset. Ylipaataan geenin metylaatioprofiilin syntymekanis-
meja on mahdollista selvittaa tai vahvistaa muun keinoin tehtyja havaintoja ainoastaan ihmisapi-
nojen solulinjatutkimuksilla, mikd on oma haasteensa. Taman tyon nc886 geenin eristyselement-
tien toimintojen selvittdmiseen on kaytetty aikaisemmin saatua tutkimustietoa (Marttila ym., 2021,

Carpenetr ym., 2019, Lewis ja Reik, 2014), seka vapaasti saatavissa oleva sekvenssi- (Howe ym.,
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2021, Ziebarth ym., 2013) ja ChiA-PET-dataa (engl. chromatin analysis by paired-end tag sequen-
cing data) (Rosenbloom ym., 2013).

Noin 1000 bp:n etaisyydella nc886 geenin sentromeerisesta paasta sijaitsee eristyselementti, jolla
on selked CTCF-proteiinin tunnistama sitoutumismotiivi. Ihmisilld sentromeerinen eristyselementti
kuuluu osaksi nc886 geenin DMR-aluetta (Carpenter ym., 2019). Sentromeerisen eristyselementin
ympariston differentiaalinen metylaatio voinee kertoa siita, ettd CTCF-proteiini on kykyinen sitou-
tumaan ainoastaan yhteen eristyselementin alleeleista. Kyseessa oleva eristyselementti on evolu-
tiilvisesti nuori ja se on konservoitunut ainoastaan sellaisilla kadellisilla, joilta 16ytyy nc886 geenin
leimautunut tai metastabiilisti leimautunut muoto, eli muun muassa ihmisapinoilla. Jyrsijéilla, joilla
on nc886 geeni ei ole havaittu sentromeerista eristyselementtia, eikd CTCF-proteiinin sitoutumis-
motiivia. Talldin voidaan olettaa, ettd kadellisten sentromeerisen eristyselementin ilmaantuminen

on mahdollisesti johtanut nc886 geenin leimautumiseen (Kostiniuk ym., 2021).

Nc886 geenin telomeerisesta paasta 2000 bp etadisyydella sijaitsee toinen eristyselementti. Ihmi-
sella telomeerinen eristyselementin ympariston CpG-kohdat ovat padosin metyloitumattomia. Ta-
man lisaksi CTCF-sitoutumismotiivista puuttuu CpG-kohta, joka inaktiivisessa eristyselementissa
estdd CTCF-proteiinin sitoutumista. Talldin eristyselementin aktivisuutta mahdollisesti saatelee
kromatiinin pakkautuminen (Kim ym., 2015). Selkarankaisilla telomeerinen eristyselementti on erit-
tain konservoitunut ja on evolutiivisesti nc886 geenia vanhempi. Tama antaa vihjeita siita, etta eris-
tyselementilla on nc886 geenista erillinen toiminto. Vapaasti saatavilla olevan K652-solulinjan
ChiA-PET datan perusteella on nahtavissa, ettd telomeerisen eristyselementin CTCF-proteiini on
vuorovaikutuksessa nc886 geenin ylavirrassa n. 200 000 bp:n paassa sijaitsevan eristyselementin
ja siihen sitoutuneen CTCF-proteiinin kanssa. 200 kb paassa oleva eristyselementti sijaitsee /L9
geenin ylavirrassa. Nc886 geenin telomeerisen ja /L9 geenin eristyselementtien CTCF-proteiiniva-
litteinen vuorovaikutus ChA-PET-datan mukaan saa aikaiseksi sub-TAD:n, TAD:n tai geenisilmu-
kan (Kostiniuk ym., 2021, Rosenbloom ym., 2013). N&in olleen /L9 geenin laheisyydessa sijaitsevat
saatelyelementit, kuten tehostajaelementit, saattavat saadella myos nc886 geenin aktivisuutta. /L9
ja nc886 geenin eristyselementtien vuorovaikutusta tukee myos se, etta ainoat nc886 geenin tuot-
teiden tasoihin vaikuttavat ja sen DMR:n ulkopuolella sijaitsevat SNP:t (engl. single nucleotide po-

lymorphism) 16ytyvat IL9 geenin lokuksen laheisyydesta (Marttila ym., 2021).

Nain olleen nc886 geenin 1,0 kb:n ja 2,0 kb:n paassa olevat CTCF-proteiinista riippuvaisilla eris-
tyselementeilla on mahdollisesti merkitysta sen ilmentymisen saatelyssa, sekd mahdollisesti sen
metylaatioprofiilin perustamisessa. Eristyselementtien hypotetisoidut toiminnat, seka niiden kon-
servoitumisasteet eri eldinlajeissa eivat kuitenkaan antaa suoraa vastausta siita, miten nc886 gee-
nin maternaalinen alleeli leimautuu kadellislajeissa ja miksi ihmisilla nc886 on metastabiilisti lei-
mautunut. Eristyselementit, jotka ymparoivat nc886 geenia ovat loistavat knockout-analyysien koh-

teet ihmisen solulinjoilla tehdyille lisatutkimuksille.
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5. YHTEENVETO

Geneettinen leimautuminen johtaa geenin ilmentymiseen vain sen yhdesta alleelista riippuen kum-
malta vanhemmalta se periytyy. Geneettisen leimautuminen seurauksena siittion ja munasolun
genomit ovat toiminallisesti epatasa-arvoisia ja tarvitsevat toistensa komplementaation tuottaak-
seen elinkelpoisen jalkelaisen. Elaimilla geneettinen leimautuminen on evolutiivisesti nuori iimio
(Barlow ja Bartolomei, 2014). Geenien leimautumisen oletetaan olevan transposonielementtien
monistumisen ja vaeltamisen seurausta. Nayttaa silta, etta tiettyjen geenien leimautuminen erilais-
ten valikoivien paineiden seurauksena on johtanut theria-nisékkaiden lisdantymisstrategian kehi-
tykseen (Renfree ym., 2012). Leimautuneilla geeneilld on myds olennaista roolia aikuisen yksilén
fysiologisissa prosesseissa. Tasta seuraa, etta tallaisten geenien leimautumishairiét voivat johtaa

oireyhtymiin tai altistaa yleisimmille sairauksille (Peters, 2014, Dolinoy ym., 2007)

Leimat ovat geenien hemitsygoottista iimentymista saatelevia elementteja. Eigeneettiset modifi-
kaatiot saatelevat leimojen aktiivisuutta. Talloin isalta ja aidilta perityt genomit ovat asymmetrisia
leimojen epigeneettisen tilan suhteen. Leiman sukupuolisidonnainen epigeneettinen tila peruste-
taan gametogeneesin aikana, minka jalkeen se siirtyy jalkeldiseen varhaisen embryogeneesin ai-
kana tapahtuvan epigeneettisen uudelleenohjelmoinnin huolimatta. Leiman perustumista ja sen
epigeneettisen tilan siirtymista sukupolven yli sdadellaan usean monimutkaisen molekulaarisen
prosessin avulla, joista osa on vielakin epaselva (Zeng ja Chen, 2019, Ferguson-Smith ja Bourchis,
2018, Barlow ja Bartolomei, 2014).

Leima saa aikaan yksittaisten geenien tai geeniryppaiden alleelikohtaista hiljentymista tai normaa-
listi iimentyvaan alleeliin verrattuna poikkeuksellista iimentymista. Leiman vaikutus perustuu siihen,
ettd se saa aikaan epigeneettisten tasojen ja kromatiinin jarjestaytymisen muutoksia, jotka vaikut-
tavat vain tarkoituksenmukaiseen alleeliin yhden kromosomin sisalla. Talla hetkella tunnetaan ai-
nakin kaksi leimautumisen mekanismia — IncRNA- ja eristyselementtivalitteinen. Leiman vaikutuk-
sen seurauksena solun transkriptiokoneisto osaa kasitella saman geenin kahta eri alleelia eri ta-

valla yhden tuman sisalla (Kim ym., 2015, Lewis ja Reik, 2004)

Geenin alleelikohtaista ilmentymista saatelevan leiman epavakaat epigeneettiset modifikaatiot,
seka leimautumista saatelevien epigeneettisten jarjestelmayhdistelmien ja niitd ohjaavien moleku-
laaristen mekanismien monimutkaisuus tekee leimautuneista geeneista bialleelisti iimentyvia gee-
neja herkempia ymparistotekijéiden vaikutuksille (Dolinoy ym., 2007). N&in ollen tietyt leimautuneet
geenit mukaan lukien nc886 ovat potentiaalisia epigeneettisen muovautumisen kohteita ja ympa-
ristdinformaation valittajia, mika tekee téstd geenistd mielenkiintoisen tutkimuskohteen (Marttila
ym., 2021, Carpenter ym., 2019).
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