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INFOLEHT

X kromosoomi inaktivatsioon imetajatel

X kromosoomi inaktivatsioon on protsess, mille kdigus inaktiveeritakse emastel imetajatel iiks
X kromosoom, vdimaldades X-liiteliste geenide doosikompensatsiooni sugude vahel. Selle
tulemusena avalduvad X-liitelised geenid vordses koguses nii emastel kui isastel.
Inaktivatsiooni protsess on suhteliselt universaalne kdigis imetajates, ent teatavad erinevused
liigiti eksisteerivad. Koik geenid X kromosoomil ei allu vaigistamisele, mdned neist padsevad
sellest kas oma omaduste voi asukoha tottu X kromosoomil. Mittejuhuslikku X kromosoomi
inaktivatsiooni nimetatakse kallutatud X kromosoomi inaktivatsiooniks ning sel juhul on
rakkudes iiht paritolu X kromosoomi inaktiveerimine eelistatud. Seda vdivad pohjustada vanus,

parilikkus voi moned muud geneetilised faktorid ja/voi nende koosmdju.

Mairksonad: geenidoosi kompensatsioon, X kromosoomi inaktivatsioon, kallutatud X

kromosoomi inaktivatsioon

CERCS B220 Geneetika, tsiitogeneetika

X chromosome inactivation in mammals

X chromosome inactivation is a process that enables dosage compensation of X-linked genes
between sexes in mammals by inactivating one X chromosome in females. As a result X-linked
genes are expressed at the same amount in both males and females. The process of inactivation
is relatively universal in all mammals, though some differences exist between species. Not all
genes on X chromosome are influenced by inactivation, some manage to escape either due to
their characteristics or location on X chromosome. Non-random X chromosome inactivation is
called skewed X chromosome inactivation which means that cells prefer inactivating one X
chromosome over the other. That can be caused by age, heredity or other genetic factors and/or

their coeffect.

Keywords: gene dosage compensation, X chromosome inactivation, skewed X chromosome

inactivation
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KASUTATUD LUHENDID JA MOISTED

AR androgen receptor androgeeni retseptor
HUMARA  human androgen receptor gene assay inimese androgeeni retseptori

geeni analiiiis

LINE long interspersed nuclear elements pikad insertsioonilised
hajuskorduselemendid

IncRNA long non-coding RNA pikk mittekodeeriv RNA

RNAI RNA interference RNA interferents

TAD topologically associating domain topoloogiliselt seonduv domeen

Xa active X chromosome aktiivne X kromosoom

XCI X chromosome inactivation X kromosoomi inaktivatsioon

Xi inactive X chromosome inaktiivne X kromosoom

Xic X inactivation centre X inaktivatsiooni keskus

XIR X inactivation ratio X inaktivatsiooni suhe

Xist X-inactive specific transcript inaktiivse X spetsiifiline transkript

Xm maternal X chromosome emalt paritud X kromosoom

Xp paternal X chromosome isalt péritud X kromosoom



SISSEJUHATUS

X kromosoomi inaktivatsioon on rangelt reguleeritud protsess emastel imetajatel, mille
tulemusena vaigistatakse transkriptsiooniliselt liks X kromosoom ehk inaktiveeritakse see; teine
X kromosoom jddb aktiivseks. Protsess toimub varases embriionaalses arengus, mille
eesmirgiks on tagada vordne X-liiteliste geenide avaldumine nii XX emastel kui XY isastel
imetajatel. Inaktivatsiooni tulemusena tagatakse suhteliselt vOordne rakkude jaotus, mille
tagajarjel on nii emalt kui isalt périt inaktiivne X kromosoom vordse suhtega kogu organismis.
X kromosoomi inaktivatsioon on sdltuv mittekodeerivast Xist RNA-st, mida ekspresseeritakse
tulevaselt inaktiivselt X kromosoomilt kattes seda ja vérvates erinevaid vaigistamiseks

vajaminevaid faktoreid ning mdjutades seejuures kromosoomi kromatiinset seisundit.

X kromosoomi inaktivatsioon on iildjuhul universaalne protsess, mis toimub koikidel emastel
imetajatel. Inaktiveeritaval X kromosoomil on alati teatud hulk geene, mis inaktivatsioonist
padsevad, kuid millised tdpsemalt, sOltub suuresti loomaliigist ja koetiilibist. Moningatel
juhtudel vdivad rakud hakata iihte péritolu X kromosoomi inaktiveerimist teisele eelistama —
sellist tendentsi nimetatakse kallutatud X kromosoomi inaktivatsiooniks. Kallutatust voivad
mdjutada nii périlikkus kui vanus ning sellega on seotud mitmed X-liitelised haigused ja X

kromosoomi aberratsioonid.

Kéesolev bakalaureuset6d annab kirjandusel pohineva iilevaate imetajate X kromosoomi
inaktivatsioonist ning selles protsessis osalevatest faktoritest. Kuna tegemist on vdga varases
embriionaalses arengus toimuva protsessiga, on seda inimestel mitmetel, eelkdige eetilistel,
pohjustel keeruline uurida. Seetdttu on antud t66s olevad andmed peamiselt hiirtel pdhinevatel
uuringutel saadud. Erinevuste korral on protsessi mehhanisme vorreldud inimese vdi mdne teise

imetajaga.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. X kromosoomi inaktivatsioon

Naistel on kaks X kromosoomi, meestel aga ainult liks. See tdhendab, et naistel on samu X-
liitelisi geene kahes koopias. Enamik neist geenidest ei ole soospetsiifilised ning vajavad
seetOttu vordset ekspressiooni nii meestel kui naistel (Brooks, 2010). Viltimaks loote surma,
vadrarengut voi edaspidiseid postnataalseid tiisistusi on vaja XX diploidses rakus iiks X
kromosoom inaktiveerida. Selle tagab X kromosoomi inaktivatsioon (XCI, X chromosome
inactivation). XCI on kdige efektsem néide epigeneetilisest vaigistamisest eukariiootidel. See
on molekulaarne doosikompensatsiooni mehhanism, mis kindlustab vordse X-liiteliste geenide
ekspressiooni XX emaste ja XY isaste imetajate vahel vaigistades emastel {ihe X kromosoomi
(Carrel ja Willard, 2005; Chan et al., 2011). XCI peab olema reguleeritud, et tagada vaid iihe
X kromosoomi inaktivatsioon XX diploidsetes emasrakkudes ja inaktivatsiooni puudumine XY
diploidsetes isasrakkudes (Vacca et al., 2016). Kuigi taoline doosikompensatsioon esineb koigil
imetajatel, erinevad seda keerulist protsessi reguleerivad mehhanismid liigiti, koeti ja
arengustaadiumiti. Mehhanismid ei holma vaid inaktivatsiooni tasemete erinevusi, vaid ka selle
loomust — mis voib olla oma loomult juhuslik voi vanemlikku paritolu mojutatud (Couldrey et

al., 2017).

X kromosoomi inaktivatsiooni avastas hiirtel 1961. aastal inglise geneetik Mary Frances Lyon.
Varasemalt oli ndidatud, et liks kromosoom erinevates rakkudes oli heteropiiknootiline — seda
peeti X kromosoomiks, kuid ei teatud, kumba péritolu X kromosoomiga tegemist oli. Sellele
to1 lahenduse Mary Lyon, kes pakkus vilja kaks varianti: 1) heteropiiknootiline X kromosoom
vOib olla nii isalt kui emalt périnev; 2) vastav X kromosoom on geneetiliselt inaktiivne. Nimelt
niitasid XO emaste hiirte normaalsed fenotiiiibid, et normaalseks arenguks, sealhulgas ka
seksuaalseks arenguks, piisab vaid iithest X kromosoomist. Teiseks, suguliitelised mutandid
mojutasid ka karvkatet, omades kas tépilist voi laigulist fenotiiiipi — laigud kas normaalset voi
mutantset virvi. Sellise mosaiikse fenotiilibi pdhjuseks peeti {ihe voi teise X kromosoomi
inaktivatsiooni varases embriionaalses arengus. Seega hdlmas hiipotees koiki hiire suguliitelisi
geene, mille puhul on heterosiigootide fenotiilip mosaiikne lokaliseeritud geeniaktiivsuse tottu
ning et samasugune efekt on ka siis, kui autosomaalsed geenid translokeeruvad X kromosoomi

(Lyon, 1961).

Hiirtel on X kromosoomi inaktivatsioonil kaks vormi: juhuslik XCI ja imprinditud XCI (van
den Berg et al., 2009). Inimestel ja kiitilikutel on XCI algus veidi hilisem ning rakud valivad

juhuslikult, millist paritolu X kromosoom inaktiveeritakse. Samas toimub kiiiilikutel XCI kahe
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lainena nagu hiirtelgi. Esimese laine puhul pole kiill tegemist otseselt imprintinguga, ent
mingisugust vanemlikku kallutatust on kiitilikutel tdheldatud (Okamoto et al., 2011). Nii emalt
kui isalt périt X kromosoomi juhuslik inaktivatsioon toimub kdigis périsimetajate somaatilistes
rakuliinides alates gastrulatsioonist. Juhuslik inaktivatsioon ei eelista {iht péritolu X
kromosoomi inaktiveerimist teisele. Téiesti vastupidine on aga protsessi imprinditud vorm,
mille puhul inaktiveeritakse eelistatult isalt paritud X kromosoom ning see toimub hiire
platsenta kudedes. Senini on olnud valdav arusaam, et nii X kromosoomi inaktivatsioon kui ka
doosikompensatsioon algab ainult parast platsenta prekursorirakkude diferentseerumist. Samas
on aga ka leitud, et isalt pdrit X kromosoomi inaktivatsioon eksisteerib koigis

preimplanteerunud hiire embriiotes juba alates 4-raku staadiumist (van den Berg et al., 2009).

Imetaja somaatilised rakud suudavad kindlaks teha, kui palju X kromosoome parasjagu rakus
on ja transkriptsiooniliselt vaigistada koik peale iihe (Chadwick ja Willard, 2003; Vacca et al.,
2016). Kuna inaktivatsioon toimub juhuslikult, siis teoreetiliselt peaksid 50% rakkudest omama
aktiivset emalt paritud X kromosoomi (Xm, maternal X chromosome) ning 50% rakkudest isalt
parit X-1 (Xp, paternal X chromosome) (Jobanputra et al., 2012).. Vdimetus luua voi siilitada
X kromosoomi inaktivatsiooni v3ib viia mitmesuguste patoloogiliste seisunditeni. Niiteks
naistel véikese X rongaskromosoomiga, kus iiks X kromosoom on purunenud kahest kohast ja
moodustanud rdnga, vdivad antud rdngaskromosoomil puududa votmegeenid XCI jaoks.
Seetdttu iileekspresseeritakse mitmeid geene nii rongaskromosoomilt kui aktiivselt X

kromosoomilt (Xa, active X chromosome) (Migeon, 2007; Brooks, 2010).

Pérast XCI toimumist parandatakse inaktiivne X kromosoom (Xi, inactive X chromosome)
mitoosi kdigus tiitarrakkudele edasi (Jobanputra et al., 2012). Xi omandab heterokromatiinsed
omadused, mis on tiiipilised transkriptsiooniliselt vaigistatud vO1 geenivaestele
kromosomaalsetele regioonidele nagu hiline replikatsioon ja hiipermetiileeritud CpG

saarekesed (Van den Veyver, 2001; Cotton et al., 2015).

1.1. Inaktivatsiooni algatamine

X kromosoomi inaktivatsioon jaguneb oma olemuselt kolmeks suuremaks etapiks: (a)
algatamine, mis kulmineerub aktiivse X kromosoomi eristamisega; (b) levik, mille jooksul
kaetakse kogu X cis-regulatsiooni kéigus ning (c) sdilitamine rakutsiikli ja rakujagunemise
viltel (Clemson et al., 1996). XCI algatamine toimub embriiogeneesis véga piiratud aja jooksul
— varases embriionaalses arengus on niinimetatud ,,voimaluse aken*, mis on ajaliselt suhteliselt

piiratud ehk selle aja jooksul protsess saab alata ning on kontrollitud kompleksse piirkonna



poolt, mida nimetatakse X-inaktivatsiooni keskuseks (Xic, X inactivation centre) (Rougeulle ja
Avner, 2003). Inimestel avastati XIC regioon nende patsientide rakuliinide analiiiisimisel,
kellel olid X kromosoomi ebanormaalsused. Hiirte puhul on piiiitud vastavat regiooni kindlaks
madrata nii looduses elavatel kui laboris kasvatatud hiirtel, ent iiksmeelele, milline see piirkond
tépselt on, pole seni joutud (Horvath et al., 2011). Tsiitoloogiliselt defineerituna on inimesel
Xic ligikaudu 1 Mb (megabase, miljon ehk 10° aluspaari) pikkune regioon, mis sisaldab
vihemalt nelja geeni (Avner ja Heard, 2001). See tdhendab, et inaktivatsiooni protsessi
algatamine on sdltuv teatud kindla jirjestuse olemasolust X kromosoomil. Hiirel on Xic regioon
umbes 714 kb ja veisel 233 kb pikkune (Chureau et al., 2002). Uks Xic imekspandavatest
omadustest on mittekodeerivate RNA-de rohkus — selliseid lookuseid on 700 kb pikkuses Xic
regioonis leitud viis (Chureau ef al., 2002). Lisaks sisaldab Xic veel suhteliselt palju korduvaid
DNA jirjestusi, ent vdhe valke kodeerivaid geene (Migeon, 2014). Nii hiirel, inimesel kui veisel
on X inaktivatsiooni keskus suhteliselt GC vaene, vastavalt 42%, 40% ja 39% (Chureau et al.,
2002). Inimestel on Xic-1 asukohaks Xq13 ja hiirtel X kromosoomi D regioon (Migeon, 2014;
Dixon-McDougall ja Brown, 2016).

Xic-1 piirkonna keskmes on inaktiivse X spetsiifiline transkript ehk Xist (inimestel XIST), mis
on 17-19 kb suurune pikk mittekodeeriv RNA (IncRNA, long noncoding RNA). Nimetus tuleneb
tema ekspressioonist vaid inaktiivsel X kromosoomil ning lisaks on tema ainukeseks produktiks
regulatoorne RNA transkript. Sarnaselt enamikele mRNA-dele on ka Xist-i transkriptid
poliiadeniileeritud ning suurem osa neist on splaissitud, samas erinevalt enamikest mRNA-dest
Xist-1 transkriptid ei kodeeri valke. Xist on leitud erinevatelt imetajatelt: inimene, hiir, lehm,
kiiiilik, hobune, mitmed leethiire perekonda kuuluvad liigid, kass, mutt, karihiir, koer, siga,
merisiga, vodlane ja elevant. Xist tundub olevat omane vaid périsimetajatele, sest detailsed
uuringud nii kukkurloomade kui ainupilulistega on andnud negatiivseid tulemusi vastava RNA
olemasolust (Migeon, 2014). Samas on Xist RNA platsentaalide (lad k Placentalia,
parisimetajad) vahel suhteliselt halvasti konserveerunud, viljaarvatud modned unikaalsed
kordusregioonid — A-F kordused. Samas antud regioonide arv ja suurus varieerub liikide vahel

suuresti. Histi on sellised jérjestused dra ndidatud hiirel (joonis 1) (Nesterova et al., 2001).



Hiire Xist

Katmine
A I C D E

]
TEEETETEE T e e PEre e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eree

Geeni PRC2
\-\'aigistEmEE virbamine )

Joonis 1. Hiire Xist RNA struktuur ja funktsioonid. (da Rocha ja Heard, 2017) jérgi. Unikaalsed
kordusjarjestused A, B, C, D, E, F on konserveerunud koéigil platsentaalidel ning nad on joonisel
varviliselt tdhistatud. A-kordusregioon on kdige rohkem konserveerunud ning osaleb X-liiteliste geenide
vaigistamises. Teised regioonid kas aitavad Xist-il kromosoomi katta (jooned vastavate piirkondade
peal) voi véirvata mitmesuguseid komplekse, nditeks PRC2 kompleksi.

XCI nduab Xist olemasolu. (Dixon-McDougall ja Brown, 2016; Gayen et al., 2016). Inimese
XIST regioon asub X kromosoomi pikas dlas positsioonil Xp13.2 (Brown et al., 1992). Algselt
transkribeeritakse Xist-i koikidelt X kromosoomidelt, ent kui {ihel kromosoomil toimub
inaktivatsioon, siis edasine Xist ekspressioon toimub vaid Xi-It, Xa-1 on see vilja liilitatud

(Carrel ja Willard, 1998).

Xist vahendatud geenivaigistamise kolm peamist valku arvatakse olevat SPEN (split ends)
(tuntud ka kui SHARP voi MINT), LBR (lamin B-receptor) ja SAF-A (scaffold attachment
factor A). LBR on valk, mis on ankurdunud sisemisse tuumamembraani ning interakteerub seal
mitmete repressiivsete kromatiini regulaatorvalkudega ja lamiin B-ga. SAF-A valku on vaja X
kromosoomi inaktivatsiooni alguses Xist ja vaigistamise jaoks vajaminevate valkude
lokaliseerimiseks X kromosoomil. SPEN, LBR ja SAF-A valkude allasurumine (ingl k
knockdown) pdhjustab geenide vaigistamise leviku peatamise kohe pérast seda, kui Xist on X
kromosoomilt hakatud ekspresseerima (McHugh ef al., 2015). SPEN on 400 kDa suurune valk,
mis holmab mitmeid N-terminaalseid RRM (RNA recognition motif) valke ning oma C
terminuses konserveerunud transkriptsiooniliselt repressiivset SPOC (SPEN paralogue and
orthologue C-terminal) valku (Ariyoshi ja Schwabe, 2003). SPEN osaleb RNA-vahendatud
transkriptsiooni regulatsioonis tuuma retseptorradades (Shi et al., 2001; Arieti et al., 2014).
SPOC domeen interakteerub mitmete iildlevinud transkriptsiooniliste korepressoritega nagu
SMART/NCOR2 ja NCORI1, ning vérbab histooni deatsetiilaase (Shi et al., 2001; Ariyoshi ja
Schwabe, 2003; You et al., 2013). SPEN-Xist interaktsioon on teadaolevalt A-kordusregiooni
seoseline, mistottu on SPEN-il selge moju X-liiteliste geenide mahasurumisele (Chu et al.,
2015). SPEN interakteerub SMRT korepressori deatsetiilaasi kompleksiga, mis sisaldab
peamise kataliiiitilise ithikuna HDAC3 (histooni deatsetiilaas 3) (Shi et al., 2001; You et al.,
2013). SPEN on vajalik ka RNA poliimeraas Il eemaldamiseks inaktiivselt X kromosoomilt

Vilja on pakutud mudel, kus SPEN virbab SMRT-HDAC3 kompleksi, mis viib X-liiteliste
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geenide transkriptsioonilise vaigistamiseni (McHugh et al., 2015). Samas on Spen geeni nokaut
embriionaalsetes tiivirakkudes Xist-kaetud kromosoomil suhteliselt viahe atsetiileeritud H4, mis
voib tdhendada, et SPEN roll X kromosoomi inaktivatsioonis ei pruugi olla piiratud tema
seondumisega deatsetiilaasimehhanismiga. Kuna tegemist on niivord suure valguga, siis voib
SPEN olla kui platvorm vérbamaks vaigistamiseks ja repressiooniks lisafaktoreid Xist-kaetud
kromosoomile (Monfort ef al., 2015). Spen geeni homosiigootne nokaut hiires on surmav alates
12.5 embriionaalsest pédevast (Kuroda et al.,, 2003). Spen tidpne roll X kromosoomi

inaktivatsioonis on veel uurimise all.

Emaste hiirete embriiod, mis pédrivad isase Xist deletsiooni, surevad {isna ruttu pérast
implantatsiooni doosi ebavordsuse tulemusena ekstraembriionaalses koes. Vordlusena need
embriiod, kes aga périvad emalt Xist deletsiooni, arenevad normaalsetena ja seda kahel
pohjusel: 1) emase Xist alleeli ei ekspresseerita normaalses varases embriionaalses arengus; 2)
embriios muutub juhuslik XCI alati mittejuhuslikuks nii, et terve Xist koopiaga X kromosoom

muutub inaktiivseks (Yang et al., 2016).

Enne XCI inaktivatsiooni hoitakse Xist ekspressioon madalatel tasemetel erinevate geneetiliste
elementide ja transkriptsioonifaktorite poolt. Parim véljakujunenud Xist negatiivne regulaator
on Tsix. Sarnaselt Xist-ile on ka Tsix mittekodeeriv geen, ta kattub Xisz-iga ning on tema
transkribeeritud antisense RNA jérjestus (Shibata ja Lee, 2004; Sado et al, 2006). Hiire
embriionaalsetes tiivirakkudes on nidhtud, et inaktiivseks muutuvad need X kromosoomid, mis
kannavad Tsix mutatsioone, sest sel juhul saab Xis¢ vabalt X kromosoomi katta ning teda seelébi
inaktiveerida (Goodrich et al., 2016). Tsix-il puudub esmane roll nii kromosoomi loendamises
kui valikus. Tsix on vajalik nii-6elda ohutuks mehhanismiks, mis véldib Xis¢ avaldumist valel
ajal ja laseb inaktivatsioonil toimuda vaid juhul, kui inaktivatsiooniprotsess on alanud
normaalselt. Seega on Tsix vajalik juhusliku X inaktivatsiooni mustri sdilitamiseks.
Pluripotentsetes tiivirakkudes on 7six vajalik vaid rakkude diferentseerumise ajal Xist-i
mahasurumiseks (Gayen et al., 2015). Tsix-i transkriptsiooni reguleerib transkribeeritud
DXPas34-kordusregioon, mis asetseb 750 bp 7T’six promootorist allavoolu (ingl k downstream).
DXPas34 sisaldab endas kahesuunalist promootori aktiivsust, tootes nii edaspidiseid kui ka
vastupidiseid kattuvaid transkripte. X kromosoomi inaktivatsioon alguses stimuleerib DXPas34
Tsix ekspressiooni lébi selle enhanseraktiivsuse. Kui XCI on aga saavutatud, muutub DXPas34

repressiivseks ja stabiilselt vaigistab Tsix-1 (Cohen et al., 2007).

Inaktiivselt X kromosoomilt ekspresseeritakse ka teinegi Xist antisense RNA — XistAR (Xist

Activating RNA), mis on pikk mittekodeeriv RNA ning mida on tdendoliselt vaja tugevaks Xist

RNA ekspressiooniks. XistAR kéitub ilmselt kui enhanser RNA (eRNA) indutseerimaks Xist-
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1. eRNA-d on enhanseritelt laialdaselt transkribeeritud ning voivad nende funktsioonidele kaasa
aidata. Nii XistAR kui eRNA-de 5’ cap on tihtilugu splaissimata voi poliiadeniileerimata ning
nende poolestusaeg on mRNA-dega vorreldes lithike. Xist ekspressiooni suurendamiseks on
piisav pigem XistAR-i transkript kui RNA ise. Kuna XistAR transkribeeritakse Xist 5’ otsa
lahedal, siis vOib selle transkriptsioon muuta jagatud kromatiini ning mérkida selle
transkriptsiooniliselt sobivaks, aidates nii kaasa Xist ekspressioonile. Nii hiirtel kui inimestel
voivad Xist transkriptid alata kahest erinevast stardisaidist. Igat transkripti ,,juhib“ oma
promootor — P1 voi P2. P2 transkript algab 1503 bp P1-juhitud transkriptist allavoolu. XistAR

mojutab molema Xist transkripti algatamist (Sarkar et al., 2015).

Kuigi nii Tsix kui ka XistAR transkribeeritakse Xist-ile antisense orientatsioonis, omavad nad
vastupidiseid mojusid Xist-i ekspressioonile — Tsix inhibeerib Xist ekspressiooni, samas kui
XistAR tundub seda indutseerivat. Kahe RNA erinevad mojud voivad tuleneda nende 3’ otsade
erinevustest. Tsix transkribeeritakse {ile Xist 5’ otsa ja 1dbi Xist promootori, XistAR transkript
10peb aga tdpselt Xist 5° otsa ldhedal. Xist-1 inhibeerimine nduab antisense-i transkriptsiooni
ulatumist tlile Xist P1 promootori. Seepdrast suudabki Xist-i ekspressiooni maha suruda Tsix,

mitte XistAR (Sarkar et al., 2015).

Hiirte varases embriiogeneesis toimub X inaktivatsioon kahe lainena. Koigepealt ldbivad
blastotsiisti trofektodermi ja primitiivse endodermi paritolu rakud imprinditud XCI, mille
tulemusena vaigistatakse vaid isalt parinev X kromosoom (Sheardown et al., 1997). Sisemises
rakumassis (ingl k inner cell mass), mis moodustab dige embriio, vastav X kromosoom aga
reaktiveeritakse (van den Berg et al., 2009). Jargnevalt 5,5-6,5 pdeva parast vahekorda ldbivad
epiblasti rakud juhusliku X kromosoomi inaktivatsiooni, kus on vdrdne tdenédosus nii emalt kui
isalt parineva X kromosoomi vaigistamiseks (Sheardown et al., 1997). Endiselt on ebaselge,
kuidas tédpselt selline varajane imprinditud XCI isalt pédrit rakuliinide poolt on
programmeeritud. On leitud tdendeid, et emalt parineval X kromosoomil on mingisugune
marker, mis vOimaldab tal jadda aktiivseks. Teisalt on ka teada isalt parineva X kromosoomi
eelistatud inaktiveerimine Xist vahendusel. Samas ei pea need kaks mehhanismi olema

teineteist vélistavad (van den Berg et al., 2009).

Xist-1 avaldumismustrite uurimine on niidanud, et lehmadel toimub XCI erinevates kudedes
erinevate ~ mehhanismide  alusel. = Niiteks  ekstraembriionaalses  koes  toimub
inaktivatsiooniprotsess vastavalt sellele, millist paritolu on X kromosoom, samas kui embriios
endas on see téiesti juhuslik. Nii arenevas veise embriios, lootes kui tdiskasvanud kudedes XCI
ajalise toimumise ja mehhanismide kohta puuduvad seni veel {idini kindlad ja usutavad tdendid
(Couldrey et al., 2017).
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Arengustaadium, millal erinevatel imetajatel embriionaalne genoom aktiveerub, erineb
suuresti: hiirtel 1-2-rakustaadium, lehmadel ja inimestel 4-8-rakustaadium, lammaste ja
kiiiilikutel 8-16-rakustaadium. Seega vajadus XCI poolt pdhjustatud doosikompensatsiooni
jarele algab toendoliselt samal ajal genoomi aktiveerumisega — umbes 2-rakustaadium hiirtel

ning 8-rakustaadium inimestel. Fluorestseeruva Xist RNA in sifu hiibridisatsiooniga (RNA
FISH, fluorescent in situ hybridization) on Xist-i viike tipike tuvastatav juba 2-rakustaadiumis

67% emaste hiirte rakkudes, tdielik X-seoseline Xist kuhjumine toimub umbes 8-
rakustaadiumis. Inimeste embriiote puhul maérgati XIST signaali 65% rakkudest 8-
rakustaadiumis. Varasemate rakustaadiumitega embriiod pole uuringuteks olnud kéttesaadavad
ja seetottu ei ole voimalik 6elda, kui vara voib XIST signaali inimestel leida. Kuna aga inimeste
XIST-1 signaali protsent 8-rakustaadiumis on suhteliselt sama, mis hiirte 2-rakustaadiumis, voib
jareldada, et antud 8-rakustaadium voibki olla inimese XIST ekspressiooni alguseks (van den

Berg et al., 2009).

Kokkuvdtvalt on inimese XIST-il jargmised omadused (Migeon, 2014):

1) suur mittekodeeriv RNA;

2) kodeeritud geeni poolt, mis paikneb Xic regioonis asukohaga Xq13.2;

3) transkribeeritakse vaid Xi-It; represseeritakse Xa-1;

4) transkriptid sdilivad tuumas siinteesikoha ldheduses;

5) RNA kuhjub ja iimbritseb inaktiivset X kromosoomi;

6) vajalik ja piisav cis-inaktivatsiooniks;

7) funktsioneerib embriionaalses arengus vaid véga lithikese ajavahemiku jooksul; voib
omada rolli vaigistamise sdilitamises;

8) kui transkribeerida kiillaldaselt, kditub kui vaigistaja, isegi kui ektoopiliselt sisestada
autosoomi;

9) vaigistab kromosoomi indutseerides modifikatsioone muutmaks kromatiini
transkriptsiooniliselt ebakompetentseks;

10) DNA jérjestus ei ole evolutsiooni jooksul hésti sdilinud, ent promootorelemendid on;

11) inimese geen on funktsioneeriv ka hiires.

1.1.1. Kromosoomide loendamine ja valik

X kromosoomide loendamine ja valik on kaks esimest sammu inaktivatsiooni protsessis ja
kuuluvad initsiatsiooni ehk algatamise alla (Rougeulle ja Avner, 2003). Kuna Xist ei suuda
indutseerida endogeense X kromosoomi inaktivatsiooni, siis peab Xic-1 loendamisfunktsioon

olema kodeeritud Xisz-ist viljaspool asuvate elementide poolt (Avner ja Heard, 2001).
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Loendamine on XCI protsessis ddarmiselt oluline, sest rakk, milles on kaks X kromosoomi ja
tihel neist puudub Xic, kditub justkui oleks tal vaid iiks X kromosoom ja ei initsieeri

inaktivatsiooni (Rougeulle ja Avner, 2003).

XCl algatamine sisaldab dratundmise etappi, mille kdigus loendatakse dra X kromosoomide arv
rakus vorreldes raku ploidsusega nii, et vaid iiks X kromosoom oleks funktsionaalne diploidses
tdiskasvanud rakus. Kromosoomi valik antud protsessis tdhendab, et iiks kahest X
kromosoomist voidakse eelistatult suunata inaktivatsiooni (Avner ja Heard, 2001). Tihtilugu
aga ei inaktiveeri rakud ainult iihte X kromosoomi. Néiteks mitme X kromosoomiga rakud
tiritavad leida mingisugust kompromissi inaktivatsiooni protsessis ning jitavad rohkem kui tihe

Xa (Wu ja Sun, 2016).

Valik, milline X kromosoom inaktiveeritakse, on liigiti erinev. Kui hiirtel on Xist juhusliku XCI
ajal kindlalt monoalleelselt reguleeritud, siis nii kiitilikutel kui inimestel toimub see Xist
iilesregulatsioonist allavoolu ehk 3’ suunas. Uheks erinevuse pdhjuseks vdib olla antisense Tsix
olemasolu hiirtel, mis on kriitilise tdhtsusega juhuslikus, monoalleelses Xist ekspressioonis, ent

on halvasti konserveerunud vai puudub teistel imetajatel {ileiildse (Okamoto et al., 2011).

Kromosoomide loendamise blokeerimise hiipotees pakub vélja, et piiratud kogus
blokeerimisfaktoreid seondub diploidses rakus ithe X kromosoomi Xic-ile kaitstes teda
inaktivatsiooni eest. Teisel kromosoomil olev Xic jadb kaitseta ja inaktiveeritakse. Hiipotees
ennustab ka, et kui rakus on vaid iiks X kromosoom, siis see blokeeritakse alati ja on seetdttu
inaktivatsiooni eest kaitstud. Blokeerimisfaktor voib olla nii lahustuv molekul kui ka
mingisugune unikaalne ttumakompartment voi seondumissait, nditeks ttumamembraan (Avner
ja Heard, 2001). Erinevad deletsioonid Xist geeni 3’ otsas pohjustavad X kromosoomi
inaktivatsiooni isaste imetajate rakkudes, viidates blokeerimisfaktorite seondumissaitide

asukohale (Monkhorst et al., 2008).

Lisaks blokeerimisfaktorite mudelile on vélja pakutud ka teisi mudeleid seletamaks XCI
loendamist ja valikut. Niiteks ennustab iiks mudel, et X kromosoomi saatus on kindlaks
madratud enne XCI protsessi algust. Nii paraformaldehiitidiga kui metanooliga fikseeritud
rakuproovid on ndidanud, et vaja on teatud kromatiini struktuuri voi tuuma organiseeritust, et
replitseeritud alleelid esineksid FISH singletina erineva sagedusega nii tulevasel Xi-1 kui Xa-1.
Uks vdimalik seletus vdib olla tiitarkromatiidide erinev omavaheline seondumine kahel X
kromosoomil. Olenemata tdpsetest FISH signaalide poOhjustest, niditavad need, et X
kromosoomid erinevad vahetult enne X inaktivatsiooni viisil, mis voib ennustada kromosoomi
edaspidise oleku (Mlynarczyk-Evans et al., 2006). Teistsugune mudel seletab jillegi

loendamist ja valikut X kromosoomide vahelise pdgusa ristsuhtlemisega. Seda toetab ka kaks
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erinevat uuringut, mis on ndidanud XCI algusfaasis X kromosoomide liihiajalist litkumist

teineteisele ldhemale (Monkhorst et al., 2008).

Uldiselt on kromosoomi loendamine ja inaktiveeritava kromosoomi valik suhteliselt vihe

uuritud protsessid, mille kohta on tulevikus loodetavasti rohkem teadmisi ja informatsiooni.

1.2. Inaktivatsiooni levik

Xist avastati algselt inimestel kriitilise faktorina XCI jaoks ning selle unikaalne
ekspressioonimuster on téiesti naisspetsiifiline tdiskasvanud somaatilistes rakkudes. Xis¢ katab
inaktiivse X kromosoomi cis regulatsiooni kdigus (Clemson et al., 1996). Cis X inaktivatsioon
on protsess, mis mdjutab kromosoomi kui tervikut, mitte iiksnes selle osasid. Xist katab vaid
selle kromosoomi, millel ta asub (Migeon, 2014). Omaduse tottu katta tervet X kromosoomi,
on pakutud, et Xist kéitub kui strukturaalne RNA. Strukturaalne RNA voib olla igasugune RNA
jarjestus, mis moodustab funktsionaalse tdhtsusega struktuuri. X inaktivatsioonile eelnevalt
ekspresseeritakse Xist vdga madalatel tasemetel molemalt X kromosoomilt (Rougeulle ja

Avner, 2003).

XCI voib levida X:autosoom translokatsioonide puhul ka autosoomidele. Mitmed uuringud on
ndidanud, et autosomaalsetel jarjestustel on inaktivatsioon limiteeritud ning neil ei sdili see nii
efektiivselt kui X kromosoomil. Seetdttu on pakutud, et X kromosoomil vdib olla mitmeid
vahepeatuseid, mis aitavad vaigistamise levikule Xi-1 kaasa — teatud aja tagant korduvad
ithesugused jdrjestused, mis annavad signaali, et inaktivatsiooni on vaja edasi viia (Gartler ja
Riggs, 1983). Nendeks jirjestusteks on LINE-1 (long interspersed nuclear elements)
elemendid, sest neid on X kromosoomil tunduvalt rohkem vdrreldes autosoomidega ning nende
tihedus on korrelatsioonis XCI leviku efektiivsusega autosomaalsetesse regioonidesse nii

X:autosoom translokatsioonides kui Xic transgeeni kontekstis (Chow et al., 2010).

LINE elemendid on autonoomsed imetajaspetsiifilised transposoonid, millel puuduvad pikad
terminaalsed kordused. Kuigi suurem osa LINE-1 koopiatest imetajate genoomis on oma 5’
otsadest  kidrbitud ning selle tulemusena on nad transkriptsiooniliselt ja
retrotranspositsiooniliselt ebakompetentsed, siis moned noored, tdispikad LINE elemendid
eksisteerivad nii hiire kui inimese genoomides. LINE-d on rangelt kontrollitud, eriti just
iduliinides DNA metiilatsiooni ja RNA interferents (RNAi, RNA interference) mehhanismidega
(Chow et al., 2010; Bala Tannan et al., 2014). LINE elementide rohkust on eriti mirgatud just
X inaktivatsiooni keskuse piirkonnas, samas kui need regioonid, mis sisaldavad endas XCI-st

padsevaid geene, omavad maérgatavalt madalamat LINE elementide sisaldust vorreldes
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ilejadnud X kromosoomiga. LINE L1 elementides sisalduvad motiivid esinevad viga erinevate
tihedustega vorreldes XCI sihtmirgiks olevaid geene ja sellest padisevaid geene. Ulegenoomsed
motiivide kaardistamised on ndidanud, et need inaktiivsete autosomaalsete geenidega seotud
motiivid omavad selgelt eristatavaid omadusi, mis nditavad nende rolli XCI protsessis: a) neid
on X kromosoomis oluliselt rohkem kui autosoomides, b) neid on oluliselt rohkem nende
geenide timbruses, mis on XCI sihtmérgiks vorreldes inaktivatsioonist piddsevate geenidega, c)
nad kuuluvad L1 elementide hulka — evolutsiooniliselt nooremate LI1P ja LIHS

alamperekondadesse (Bala Tannan et al., 2014).

Kuidas tépselt Xist RNA modda X kromosoomi levib, on endiselt vilja selgitamisel (Simon et
al., 2013). Uheks vdimaluseks on Xist RNA seondumine eelistatud lookustesse hiipleval viisil
ja levimine piiratud arv vérbamislookustest (Pinter er al., 2012). Korgresolutsioonilised
mikroskoopilised uuringud iiksikutest rakkudest nditavad vihem Xist RNA molekule inaktiivsel
X kromosoomil kui seni arvatud, viidates ,,100 ja jookse* (ingl k Ait and run) mudelile — Xist-
PRC2 (polycomb repressive complex) kompleksid on kinnitunud sekundaarsetesse saitidesse ja
perioodiliselt metiileerivad nukleosoome litkudes modda Xi-d samal ajal tehes kromatiinist
silmuseid (joonis 2) (Sunwoo et al., 2015). Cis-regulatsioonis XIST/Xist RNA leviku kaudu
vaigistamine vOib vérvata vaigistamisfaktoreid ka autosomaalsetelt segmentidelt, mis on
liitunud inaktiivse X kromosoomiga translokatsiooni vOi insertsiooni tagajérjel.
Autosomaalsete regioonide puhul on vaigistamine vihemefektiivne, viidates spetsiifiliste
elementide olemasolule X kromosoomil, mis aitavad kaasa inaktivatsiooni levikule ja
sdilitamisele (Sharp et al., 2002). Paraku on antud teema kohta suhteliselt vdhe infot ning

pidevad uuringud selle protsessi detailsemaks mdistmiseks jatkuvad.

PRC2
..methylation
Xist S :ﬂ

Hit-and-run
methylation

Joonis 2. ,,L.66 ja jookse“ mudel. (Sunwoo et al., 2015) jéargi. Xist-PRC2 kompleksid on ankurdunud
sekundaarsetesse saitidesse ja metiileerivad perioodiliselt nukleosoome ning litkudes inaktiivsel X
kromosoomil moodustavad kromatiinist vdljaulatuvaid silmuseid.
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1.3. Inaktivatsiooni siailitamine

Kui X kromosoomi inaktivatsioon on kord saavutatud, siilitatakse see mitmete
rakupolvkondade jooksul. Kui XCI algatamise kohta on infot suhteliselt palju, siis protsessi
sdilitamise kohta on endiselt suhteliselt vdhe infot. Tsiitogeneetilised uuringud viitavad
mitmetele rikastatud epigeneetilistele markeritele Xi-1, tiheks selliseks nditeks on Xist. Mitmed
eukromatiiniga seotud histoonimarkerid nagu H3K9ac, H3K4me ja H3K4me3 kaovad Xi
katmise jédrel, samas mitmed repressiivsed markerid nagu H3K27me3, H3K9me2-3,
H4K20mel, H2AK119ub ja H2Aubl hakkavad inaktiivsel X-il ilmuma. Hiire Xi puhul on
tdheldatud, et PRC2 poolt kataliiiisitud H3K27me3 katab suurt osa hiire inaktiivsest X
kromosoomist. Mutatsioonid ainult PRC2-s voi Xist geenis omavad viga vdikest mdju Xi
geenide vaigistamisele pdrast selle alustamist, mis tdhendab, et need faktorid ei ole
inaktivatsiooni sdilitamisel vajalikud. Hiire Xi vaigistamisel osaleb 94 geeni ning 32 valku

(Chan et al., 2011; Yang et al., 2015).

Xi suletakse ,,Xist RNA pilve* abil heterokromatiinsesse konfiguratsiooni, mis holmab endas
valkude PRC1 ja PRC2 vidrbamist, liisiinide 9 ja 27 hiipermetiilatsiooni H3 histoonil,
deatsetiilatsiooni H4 histoonil ning hilise replikatsiooni ajastamist (Zhang et al., 2007). Hilist
replikatsiooni peetakse iiheks inaktivatsiooni sdilitamise oluliseks tunnuseks. Inaktiivset X
kromosoomi on interfaasi ajal voimalik tuumas néha kui tithedat massi, mida nimetatakse Barri
kehakeseks ning see paikneb tihtilugu tuuma perifeerias (Chadwick ja Willard, 2003; van den
Berg et al., 2009). Inaktiivse X kromosoomi ldhedus tuumakesele voib olla vahendatud
spetsiifiliste elementide poolt nagu geenid Firre ja Dxz4, mis seondavad CTCF (CCCTC-
seondumisfaktor) spetsiifiliselt inaktiivsele X kromosoomile. Firre mahasurumine pohjustab
repressiivse markeri H3K27me3 kadumise aktiivselt X kromosoomilt, millel on tdendoliselt
oluline osa seoses positsioneerimisega heterokromatiini sdilitamisel (Yang et al., 2015). Barri
kehakese moodustumine on mitmeastmeline protsess sisaldades mitmeid radasid seoses
repressiivse  heterokromatiini  moodustumisega. Modningateks tdhelepanuviirsemateks
ndideteks on spetsiifiliste histooni saba modifikatsioonide omandamine voi kadumine;
kromatiini rikastumine mitmete histoonidega voi hoopis nende kahanemine; DNA metiilatsioon
CpG saarekeste X-liitelises promootoris ning laiaulatuslik kromatiinikiudude topoloogiline
timberkorraldamine. Kuidas tdpselt need erinevad rajad on seotud Xist RNA kuhjumisega ja

iiksteisega, on suhteliselt vihe moistetud (Moindrot ef al., 2015).

Raskusi on tekitanud peamiste faktorite tuvastamine, mis algatavad vaigistamiskaskaadi
varases arengus. Arvatavasti sisaldavad need faktorid iihte voi mitut RNA-d seondavat valku

(RBP, RNA binding protein). Peamiseks selliseks faktoriks on pakutud juba eelpool mainitud
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PRC2, mis vahendab H3K27 metiilatsiooni ning mis seondub otseselt Xist RNA-le. PRC2 ja
Xist RNA on ruumiliselt teineteisest eraldatud ning PRC2 vérbamist vahendab transkripti
regioon, mis on arvestatava tdhtsusega A-kordusregioonist eraldi. Kaheks teiseks faktoriks on
pakutud tuumamaatriksi valk SATBI1 (special AT-rich DNA-binding protein 1) ja RBP SAF-
A/hnRNPU. SATBI1-l arvatakse olevat kaudne roll voimaldades varase arengu ,,vOimaluse
aknas® Xist vaigistamist. SAF-A/hnRNPU seondub aga Xist RNA-le otseselt oma RRM
domeeni kaudu ning aitab kaasa Xist RNA paiknemisele (Moindrot ef al., 2015).

X-liiteliste geenide promootorite CpG saarekeste DNA metiilatsioon on molekulaarne
votmeomadus, mis lukustab vaigistamise. XCI siilitamine on kindlustatud ka histoonide
modifitseerimisega, mida lisatakse progressiivselt kogu varajase arengu kdigus. Erinevad
geenid vaigistatakse erinevatel aegadel olles vastavuses epigeneetiliste muutustega
(Csankovszki et al., 2001). Hilisemad uuringud kasutades erinevaid inhibiitorite
kombinatsioone histoonide deatsetiilaaside ja DNA metiililtransferaaside vastu ning
mutatsioonid Xisz-il nditavad, et XCI siilitamine nouab Xist-i, histoonide hiipoatsetiilatsiooni

ja DNA metiilatsiooni siinergiat (Csankovszki ef al., 2001; Chan ef al., 2011).

On ndidatud, et metiilatsiooni ndol on tegemist olulise protsessiga séilitamaks XCI (Venolia et
al., 1982). X kromosoomil olevad geenid, mis on altid XClI-le, omavad CpG saarekesi, mis
meestel on metiileerimata, ent naistel on nihtud osalist metiilatsiooni; kajastades seda, et
promootorite CpG saarekesed on Xa-1 samamoodi metiileerimata nagu autosomaalsed CpG
saarekeste promootorid. Xi puhul on aga vastavad promootorid metiileeritud (Cotton et al.,
2011). Xi kromatiini ddrmiselt stabiilne olek inaktivatsiooni sdilitamise ajal viitab mitmetele
kattuvatele funktsionaalsetele vaigistamismehhanismidele, mis turvaliselt lukustavad Xi

transkriptsioonilise inaktiivsuse (Chadwick ja Willard, 2003).

1.4. X inaktivatsiooni cis- ja trans- regulatsioon

Xic sisaldab valke kodeerivaid geene, mittekodeerivaid geene ja nende cis-regulatoorseid
elemente, mis kindlustavad korrektse initsiatsiooni ja unikaalse {the X kromosoomi

inaktivatsiooni igas naisorganismi rakus (van Bemmel ef al., 2016).

Faktorid, mis reguleerivad Xist ja Tsix regulatsiooni ning seeldbi ka X kromosoomi
inaktivatsiooni, klassifitseeritakse kahte kategooriasse: cis-regulatoorne vorgustik ja trans-
regulatoorne vorgustik. Cis-regulatoorne vorgustik on justkui X kromosoomi sisse ehitatud
esindades klassikalist Xic-i, ning on moodustunud peamiselt ja ilmselt ka ainukesena mitmetest

geneetilistest faktoritest, mis kdituvad cis-regulatsioonis DNA interaktsioonide vahendusel.
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Trans-regulatoorsed faktorid on aga difuussed ja seega voivad mojuda ka eemalt ning olla kas

autosomaalselt kodeeritud voi X-liitelised (van Bemmel et al., 2016).

1.4.1. Cis-regulatsioon

Uurides selliseid rakuliine, mis sisaldavad endas X kromosomaalseid deletsioone ja
X:autosoom translokatsioone, on leitud, et X kromosoomi inaktivatsiooni cis-regulatsiooni
votmeelemendid paiknevad Xic-is. Nendes uuringutes leiti XCI jaoks vajalik Xist ning selle
laheduses ka mitmeid teisi mittekodeerivaid RNA geene, millest paljud on seotud kas positiivse
voi negatiivse XCI regulatsiooniga. Enamike kohta on endiselt ebaselge, kas nad reguleerivad
Xist voi Tsix ekspressiooni RNA tasemel nende transkriptide kaudu voi DNA tasemel 14bi neis
sisalduvate regulatoorsete elementide (Rastan ja Robertson, 1985; Heard et al., 1994; Lee et

al., 1996).

Mittekodeerivatest RNA geenidest kaks — Jpx (just proximal to Xist) ja Ftx (five prime to Xist)
asuvad Xist-il iilesvoolu ehk 5° suunas (ingl k upstream) (joonis 3). Mdlema geeni puhul on
niidatud, et nad padsevad X kromosoomi inaktivatsioonist ehk neid ekspresseeritakse Xist-iga
samaaegselt (Chureau et al., 2011). Jpx heterosiigootne deletsioon emaste embriionaalsetes
tiivirakkudes teadaolevalt vdhendab Xist iilesregulatsiooni (ingl k upregulation) molemalt
alleelilt, viidates Jpx osalemisele trans-regulatsioonis. Selliseid rakke voiks péésta
autosomaalse transgeeniga (Tian et al.,, 2010). Samas mitmed Jpx- ja Fix-sisaldavad
transgeenide uuringud ei tuvastanud mingisugust ektoopilist Xist-i {lilesregulatsiooni ning
heterostligootne Jpx-i ja Fix-i sisaldavate regioonide deletsioon emaste hiire embriionaalsetes
titvirakkudes ei mdjutanud Xist iilesregulatsiooni. Need tulemused viitavad, et Jpx ja Fix

aktiveerivad Xisz-1 peamiselt cis-vahendatud mehhanismide kaudu (van Bemmel et al., 2016).

Sarnaselt Xist-1 cis-regulaatoritele, mis asuvad Xist geenil iilesvoolu, paiknevad ka Tsix
positiivsed regulaatorid 7six promootoril iilesvoolu. Nendeks on RNA Tsx (testes-specific-X-
linked) ja enhanser Xite (X inactivation intergenic transcription element) ning hiljuti avastatud
Linx (long intergenic transcript in Xic) ja Chicl-s (cysteine rich hydrophobic domain 1)
sisalduvad eeldatavalt regulatoorsed elemendid, mis avastati nende kaugele ulatuvate cis-
interaktsioonide tottu nii 7six promootoriga kui enhanseriga Xite (Nora et al., 2012; van
Bemmel et al., 2016). Xite kéitub cis-regulatsioonis kui 7six enhanser olles samal ajal ka ise

transkribeeritav (Ogawa ja Lee, 2003).

Seega jaguneb cis-regulatoorne keskkond kaheks regiooniks (joonis 3) — iiks katab Tsix
regulatoorseid elemente ja teine Xist-i omi. 5C uuring, mis kaardistab kromatiini

interaktsioonide sagedust ja/vdi kalduvust leidis, et Xic ei ole eraldatud mitte ainult
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funktsionaalselt vaid ka ruumiliselt. Kromosoomi interaktsioonide kaart X inaktivatsiooni
keskusest néitab strukturaalselt organiseerunud regiooni, mis on jagunenud ruumiliselt kaheks
domeeniks — niinimetatud topoloogiliselt seonduvaks domeeniks (TAD, topologically
associating domains) (Nora et al., 2012). Kahe TAD-i piir paikneb tipselt Xist-i ja Tsix-i
promootorite vahel, eraldades seeldbi Xist-1 promootori ja selle aktivaatorid 7six-i promootorist

ja selle vastavatest regulaatoritest (van Bemmel et al., 2016).

Xpr Rnf12

Joonis 3. Cis-regulatoorne keskkond ja selle ruumiline jaotus. (van Bemmel et al., 2016) jargi.
(Laineline slimbol geeni iileval viitab mittekodeerivale geenile; Tsx omab nii kodeerivat kui
mittekodeerivat funktsiooni).

TAD domeeni organiseeritus on oluline korrektseks transkriptsiooniliseks regulatsiooniks. On
teada, et kogu hiire ja inimese genoom on organiseeritud TAD domeenidesse ja ,,piirid* nende
vahel on liikide vahel konserveerunud, mis tdhendab, et antud organiseeritus on funktsionaalse
tdhtsusega. Samuti voib TAD domeene pidada geeniregulatsiooni diskreetseteks iihikuteks,
kuna samasse TAD domeeni kuuluvate geenide transkriptsiooniline regulatsioon toimub
kooskdlastatud viisil (Dixon et al., 2012; Le Dily et al., 2014). 58 kb suurune Xist ja Tsix TAD
,piiri* deletsioon pdhjustab viahenenud ruumilist eraldatust kahe domeeni vahel (Nora et al.,
2012). Struktuuriiilesed analiilisid on ndidanud, et TAD domeeni ,,piirid* on rikastatud mitmete
genoomsete elementidega, viidates nende olulisusele ,,piiride* moodustamises — eriti just
arhitektuurilised valgud CTCF, kohesiin ja mediaator tunduvad olevat olulised allikad
topoloogilise domeeni struktuuri moodustumisel (Dixon et al., 2012; van Bemmel et al., 2016).
Kiill aga on veel viljaselgitamisel tipsed mehhanismid TAD domeeni kujunemisel ning

,piiride tekkimisel (van Bemmel et al., 2016).
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1.4.2. Trans-regulatsioon

X inaktivatsiooni keskuse trans-regulatsioon viitab seal paiknevate geenide regulatsioonile
difusiivsete faktorite kaudu ning see voib olla nii inhibeeriv kui aktiveeriv. Mitmed uuringud
on viidanud OCT2, NANOG, SOX2, REX1 ja PRDM14 kiitumisele XCI inhibiitoritena kas
otseselt represseerides Xist-1, aktiveerides 7Tsix-i voi kaudselt represseerides XCI aktivaatoreid
(joonis 4) (Donohoe et al., 2009; Ma et al., 2011; Navarro et al., 2011; Gontan et al., 2012;
Payer et al., 2013). Isastest embriionaalsetest tiivirakkudest OCT4 eemaldamise tulemuseks on
Xist-1 diferentseerumine ja iilesregulatsioon samale tasemele diferentseeruvate emaste
embriionaalsete tiivirakkudega, samas kui OCT4 eemaldamine emastest embriionaalsetest
tiivirakkudest pohjustab Xist bialleelset iilesregulatsiooni (Navarro et al., 2008; Donohoe ef al.,
2009). OCT4, NANOG, SOX2 ja PRDM14 seonduvad tugevalt Xist esimesele intronile, mis
voib tdhendada, et antud piirkond vahendab nende represseerivat tegevust Xist-ile (van Bemmel
et al., 2016). OCT4, NANOG, SOX2 ja PRDMI4 represseerivad XCI-d ka kaudselt
inhibeerides Rnf12 ekspressiooni (joonis 4). OCT4, NANOG, SOX2 ja PRDM14 seonduvad
Rnf12 promootori ldhedale ning NANOG voi OCT4 vihenemine pdhjustab Ruf12 vihenenud

ekspressiooni (Navarro et al., 2011).

Rnf12 on valku kodeeriv geen ning XCI aktivaator kodeerides E3-ubikvitiinligaasi RNF12, mis
on seotud REX1 doos-sdltuva degradatsiooniga (Navarro et al., 2011). Pluripotentsusfaktor
REX1 on X kromosoomi inaktivatsiooni mehhanismi kdigus RNF12 pohiliseks sihtmérgiks.
RNF12 pohjustab REXI1 ubikvinatsiooni ehk ubikvitiinvalk seondub REXI1-ga ning
proteasomaalset lagundamist. Rnf12 nokaut embriionaalsed tiivirakud néitasid suurenenud
REX1 taset. REX1 seondumiskohad on leitud nii Xist kui Tsix regulatoorsetest regioonidest.
Naiste embriionaalsetes tiivirakkudes inhibeerib REX1 iileekspressioon nii Xis¢ transkriptsiooni
kui X kromosoomi inaktivatsiooni (Gontan et al., 2012). Rnf12 asub 500 kb Xis¢-ist iilesvoolu.
Rnf12 ekspressioon on hiire embriionaalsetes tlivirakkudes madal, ent iilesreguleeritakse parast
diferentseerumist. Sellele aitavad kaasa vdhenenud pluripotentsete faktorite tasemed, mis
represseerivad Rnf12 ekspressiooni pluripotentses staadiumis. Rnf72" rakud on RNF12 koguse
mottes nagu mehe rakud, seega peavad olema veel mingisugused lisafaktorid, mis aktiveerivad
X kromosoomi inaktivatsiooni naiste diferentseeruvates embriionaalsetes tlivirakkudes. Lisaks
on aktiivse X kromosoomi RnfI12 ekspressioon vajalik Xi saavutamisel, pakkudes tugevat

tagasisidemehhanismi kindlustamaks vaid iihe X kromosoomi XCI (van Bemmel et al., 2016).
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Joonis 4. Xic trans-regulatsioon on méjutatud mitmetest difusiivsetest faktoritest. (van Bemmel et
al., 2016) jargi. Autosomaalselt kodeeritud pluripotentsuse faktorite vorgustik represseerib kas otseselt
Xist aktivatsiooni vOi 1dbi Xist ja Tsix repressorite aktivatsiooni. OCT4, SOX2, NANOG ja PRDM14
represseerivad samuti XCI aktivaatorit Rnf12. XCI aktivatsioon hdlmab endas REX1 doos-soltuvat
lagundamist RNF12 poolt. REX1 represseerib Xist-i ja aktiveerib Tsix-i. Autosomaalselt kodeeritud
YY1 aktiveerib Xist transkriptsiooni konkureerides REX1-ga seondumaks Xist regulatoorsetele
elementidele.

1.5. Paasevad geenid

Kuigi voiks eeldada, et X kromosoomi inaktivatsiooni kdigus vaigistatakse kogu kromosoom
oma geenidega, on koigil imetajatel geene, mis sellest padsevad. Sellistel geenidel puuduvad
tavaliselt vaigistamisega seotud Xist RNA katmine ja repressiivsed histooni modifikatsioonid.
Pédsevatel geenidel on ka tdheldatud spetsiifilisi DNA metiilatsiooni jélgi. Praegu on veel
ebaselge, kas spetsiifilised kromatiini elemendid nagu CTCF on samuti protsessi kaasatud.
Lisaks on suhteliselt vihe teada XCI-st pdédsevate geenide jagunemisest erinevates kudedes in

vivo ning mehhanismidest, mis kontrollivad koespetsiifilisi erinevusi (Berletch et al., 2015).

Inimesel pddsevad inaktiivsel X kromosoomil umbes 15% X-liitelistest geenidest
inaktivatsioonist, nad on tugevama puhastava valiku all kui teised X-liitelised geenid ning
vastavad geenid on iile X kromosoomi jagunenud klastritesse (Carrel ef al., 1999; Yang et al.,
2010; Marks et al., 2015). Hiirtel on aga péddsevad geenid kinnitunud vaigistatud kromatiini
erinevatesse regioonidesse ning nad on modda kromosoomi laiali (Berletch ez al., 2010). On ka
tdheldatud, et inaktivatsioonist pddsevad geenid on suhteliselt LINE-1 elementide vaesed
(Chow et al., 2010). Uurides kultuuris kasvatatud inimese/hiire hiibriidrakke ja kallutatud XCI-
ga inimeste rakke on leitud, et pddsemise tase varieerub 10-13% geenidest ning veel omakorda

10-20% geenidest erinevad rakuliiniti ja inimeste vahel (Berletch et al., 2015). Hiirel on

21



selliseid geene umbes 15, ent piddsemine voib koeti erineda, jdades siiski vahemikku 3-7%

koigist geenidest, tildjuhul siiski 3% (joonis 5) (Berletch et al., 2015; Marks et al., 2015).

Tsentromeer
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——
e
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— st
q
20%
e
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Joonis 5. Paidisevad geenid vastavalt inimese ja hiire X kromosoomil. (Valencia ja Wutz, 2015) jargi.
Geenid on mirgistatud tumedate triipudena. PAR — pseudoautosomaalne regioon; homoloogilised
piirkonnad, kus toimub homoloogiline rekombinatsioon; inimesel on mdlemas kromosoomi otsas iiks
PAR, hiirel vaid kromosoomi pikas 0las.

Inaktivatsiooni levikut ja seejuures ka geenide pdédsemist inaktivatsioonist voib mdjutada ka X
inaktivatsiooni keskuse asukoht tsentromeeri suhtes. Joonisel 5 on niha, et inimesel ja hiirel on
Xist ja tsentromeeri vaheline kaugus véga erinevad. Hiirel asub tsentromeer kromosoomi iihes
otspunktis ja seega ei mojuta see eriti kromosoomi vaigistamise levimist pikal dlal. Inimesel on
aga tsentromeer kromosoomi keskosas, eraldades lithikese dla pikast dlast, kus asub ka Xic
regioon, milles omakorda paikneb Xist (Berletch ef al., 2010). Seega vdib tsentromeer takistada

Xist-i levikut lithikesele dlale ning ta ei suuda seal efektiivselt koiki geene vaigistada.

Teatud kudedes, néditeks trofoblasti hiidrakkudes, on X-liiteliste geenide pddsemise tase korge.
Sellistes rakkudes ei moodusta Xist RNA tdielikku vaigistamiskompartmenti ning nii
heterokromatiini kui eukromatiini mérgised eksisteerivad koos (Galupa ja Heard, 2015). Samuti
on teada, et CpG saarekestega geenid, mis padsevad XCI-st, on metiileerimata nii Xa-1 kui Xi-

1 (Cotton et al., 2011). Teatav roll on geenide pidsemisel ka nende ekspresseeritavuse tasemel,
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ent see ei tundu olevat ainus méérav joud. Néiteks Car5b ekspressioonitase on munarakkudes
korgem kui Patski rakkudes, ent inaktivatsioonist pddseb ta just Patski rakkudes (Berletch et

al., 2015).

Kui suures ulatuses geenid vaigistatud olekus piisivad varieerub suuresti nii koetiilibist,
arengustaadiumist, liigist kui ka indiviididest liikide vahel. Neid geene iseloomustab {iks voi
mitu jargnevatest tunnustest:

a) Omab funktsionaalset koopiat Y kromosoomil (Agulnik et al., 1994)

b) Asub X kromosoomi pseudoautosomaalses regioonis. Antud regioon on X ja Y
kromosoomis homoloogilise jérjestusega (suurus ja geenisisaldus varieerub liigiti) ning
see voimendab korrektset sugukromosoomide bivalentide eraldumist meioosi kiigus;
selle tulemusena avalduvad koik antud regiooni geenid nii X kui Y kromosoomil (Lahn
ja Page, 1999)

¢) X kromosoomi koosseisu sattunud alles hiljuti ning ei ole veel vaigistamisprotsessi
moju all (Lahn ja Page, 1999)

d) Embriiogeneesi kdigus vaigistatud, ent avalduvad mdningal médral pirast siindi

(Lingenfelter et al., 1998).

Inimesel paiknevad enamik pddsevatest geenidest X kromosoomi lithikesel olal (Orstavik,
2006; Zhang et al., 2013). Antud geene ekspresseeritakse bialleelselt kogu organismi elu
jooksul, mis on oluline naiste normaalse fenotiiiibi arenguks (Van den Veyver, 2001; Berletch
et al., 2015). Kuigi geen vdib inaktivatsioonist pidseda, on ndidatud, et XCI-st padseval geenil
on ekspressioonitase tunduvalt madalam vorreldes tema teise alleeliga aktiivsel X kromosoomil
(Nguyen ja Disteche, 2006). Vastav ekspressioonitase Xi-l on koigest 10% aktiivsel X
kromosoomil olevast alleelist. Hinnanguliselt 35% Xp ja 5% Xq geenidest ekspresseeritakse

moningase madrani (Carrel ja Willard, 2005).

Hiirte puhul on ndidatud, et geeni KdmSc péddsemisele inaktivatsioonist eelneb tema
vaigistamine juba varases embriionaalses arengus. Enamike pdédsevate geenide puhul on aga
teadmata, kas nad on algselt vaigistatud ja siis reaktiveeritud voi pole nad kunagi XCI
sihtmargiks (Marks et al., 2015). Viikesel hulgal geenidest on X kromosoomi inaktivatsioonist
padsemine lildlevinud ja oluline omadus. Sinna hulka kuuluvad niiteks geenid Ddx3x, Kdméa,
Eif2s3x ja Kdm5c — koigil on sarnaste funktsioonidega konserveerunud Y-liiteline paraloog.
Taolised X/Y geenid méngivad transkriptsiooni ja translatsiooni regulatsioonis olulist rolli ning
on viga doositundlikud, mis v3ib seletada nende jéarjepidevat XCI pdgenemist kdigis kudedes

(Berletch et al., 2015).
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X kromosoomi inaktivatsioonist pddsevaid geene peetakse inimestel Turneri (XO) ja
Klinefelteri (XXY) stindroomide {iheks pdhjuseks, sest neil juhtudel on geenidoos vastavalt kas
madalam v4i kdrgem kui normaalse kromosoomistikuga rakus (Vacca et al., 2016). Vorreldes
46, XX kromosoomistikuga naistega puuduvad Turneri siindroomiga naistel (45, X) bialleelselt
ekspresseeritud X-liitelised geenid, mistottu avaldub neil selgelt erinev fenotiiiip — enneaegne
munasarjade puudulikkus ja lithike kasv. See viitab piddsevate geenide funktsioonide ja tépse
geenidoosi tidhtsusele, sest enamik Y homoloogiga X-liitelisi geene padsevad XClI-st (Park et

al., 2010).

Hiirte puhul on sugukromosoomide aneuploidsusest tingitud fenotiiiibid reeglina kergemad kui
inimestel. Emastel hiirtel, kellel on iiks X kromosoom (39, X) on {ldjuhul suhteliselt
normaalsed ja viljakad, kuigi vorrelduna normaalse kromosoomistikuga (40, XX) emaste
hiiretega on viljakustase siiski madalam (Burgoyne ja Baker, 1985). Kuna hiirtel on XCI-st
padsevaid geene vorreldes kdigi X kromosoomi geenidega oluliselt vihem kui inimestel,
tildjuhul vaid 3%, siis tdendoliselt ongi see pdhjuseks, miks X monosoomia puhul ei ole

fenotiitibilised muutused voi erisused nii rasked.

Bioinformaatilised analiiiisid, kus on vorreldud péédsevate geenide genoomset timbrust XCI
sihtmérgiks olevate geenidega viitavad sellele, et inaktiivsel X kromosoomil paiknevate
spetsiifiliste regioonide voi geenide XCI potentsiaal voib olla vahendatud mitmesuguste
jarjestuselementide poolt, mdned neist inaktivatsioonile kaasa aidates, teised holbustades
geenide inaktivatsioonist padsemist. Naiteks padsev geen Jaridlc omab selgelt viljakujunenud
jarjestusi, mis aitavad tal inaktivatsioonist hoiduda olenemata tema X-kromosomaalsest
asukohast (Chow et al., 2010). Moningatel juhtudel v3ib péddsemine olla pdhjustatud ka
puudulikest inaktivatsiooni vahendavatest jarjestustest ja/voi 1ahedal asuvate padsevate geenide
mojutustest. CTCF-seondumissaidid paiknevad péédsevate geenide ja inaktiveeritud regioonide
vahel, millest voib jireldada, et ehk on neil oluline roll inaktivatsioonist péddsemise

vahendamisel blokeerides inaktivatsiooni levikut (Filippova et al., 2005).

Moned péadsevad geenid on ka koespetsiifilised, s.t. geenid, mis iihes kindlas koes padsevad X
kromosoomi inaktivatsioonist, ent teistes kudedes vaigistatakse. Sellised geenid annavad
voimaluse vorrelda sugudevahelisi funktsionaalseid mehhanisme vastavates kudedes. Kuus
geeni — Gpm6b, Gpraspl, Syp, Gdil, Plpl ja Tmem47 paiknevad hiirte ajus ning neid XCI
kiigus ei vaigistata. Nendest kuuest geenist kolm — GPM6B, SYP ja PLP1 paisevad XCI-st ka
inimestel, mis tdhendab, et neid ekspresseeritakse naistel suuremas kontsentratsioonis kui
meestel. Pdrnaspetsiifilistest geenidest kolm — Vsig4, Cfp ja Bgn on seostatud
autoimmuunhaigustega nii hiirel kui inimesel (Berletch ef al., 2015).
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Uheks piisevaks geeniks nii hiirtel kui inimestel on IncRNA FIRRE/Firre, mis kujutab endast
markosatelliitset kordust paiknedes X inaktivatsiooni keskusest suhteliselt kaugel. Firre
seondab valku hnRNPU (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U) ning toimib kui
platvorm transkromosomaalsetes iihendustes, mis on seotud pluripotentsete radade
regulatsioonis isaste embriionaalsetes tiivirakkudes. Samas ei ole Firre rolli seoses XCI-ga veel

uuritud (Yang et al., 2015).

Hetkel puudub terviklik arusaam, kuidas pddsevad geenid vaigistatud X kromosoomil XCI-st
(Horvath et al., 2013). Endiselt on véljaselgitamisel, miks moned geenid ilma Y koopiata
padsevad, miks inimesel pddseb rohkem geene inaktivatsioonist kui hiirel vdi miks erineb

geenide padsemine kudede ja indiviidide vahel nii palju (Migeon, 2016).

2. X kromosoomi inaktivatsiooni kallutatus

Kuna inaktivatsiooni protsess toimub juhuslikult kahe kromosoomi vahel, omavad teoreetiliselt
50% rakkudest aktiivset emalt périnevat ja teised 50% aktiivset isalt parinevat X kromosoomi
(Jobanputra et al., 2012). Markimisvéérset korvalekallet sellisest 1:1 suhtest nimetatakse
kallutatuseks (Bolduc et al., 2008). Informatsiooni X kromosoomi inaktivatsiooni kallutatusest

on peamiselt saadud inimestel tehtud uuringutest.

Kallutatud XCI defineeritakse kui tendentsi inaktiveerida eelistatult kas emalt voi isalt parit X
kromosoom. Raku ,huvi® Uthe voi teise X kromosoomi inaktiveerimise eelistamiseks vOib
tuleneda iihest voi mitmest X-il paiknevast vigasest geenist, mis vOib omakorda viia
mittefunktsionaalse geenini, geeniekspressiooni hdiringuteni vdoi muutunud funktsiooniga
valguni (Bolduc et al., 2008). Kallutatud voi dérmiselt kallutatud XCI on tildjuhul defineeritud
kui tihte paritolu (kas emalt vai isalt) X kromosoomi inaktivatsioon vastavalt kas vdhemalt 75-
80% voi 90-95% rakkudes (Vacca et al., 2016). Kallutatus kas emalt voi isalt paritud X
kromosoomi kasuks on tdiskasvanud naiste seas suhteliselt tavaline, umbes 35% koikidest

indiviididest omavad rohkem kui 20% kallutatust kummaski suunas (Wong ef al., 2011).

Erinevalt nditeks hiirtest ei ole inimese somaatilistest rakkudest tdendeid XCI imprintingu
kohta (Kristiansen et al., 2005). Teatud geene ekspresseeritakse kas emalt voi isalt périt
genoomilt geneetilise imprintingu tulemusena (Keverne et al.,, 1996). Imprintingu mdistet
kasutatakse koikidel juhtudel, kui geenidel on erinev ekspressioonitase soOltuvalt sellest,
kummalt vanemalt on geen péritud. Kui isalt paritud alleel on aktiivne, siis vaigistatakse vastav

alleel emalt paritud kromosoomis ja vastupidi (Moore ja Haig, 1991).
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Piimalehmade puhul ekspresseeritakse populatsiooni tasemel piimanéddrmetes nii emalt kui isalt
paritud X kromosoomi vordselt ehk toimub juhuslik X kromosoomi inaktivatsioon. Samas on
isalt paritud X kromosoomi keskmine avaldumisprotsent 10...90% olenevalt konkreetsest
loomast. Seega kas piimanddre saab alguse iihest voi kahest tiivirakust voi kallutab XCI-d

mingisugune mittegeneetiline mehhanism (Couldrey et al., 2017).

2.1. Kallutatuse tekkemehhanismid

X kromosoomi inaktivatsiooni kallutatus vdib oma tekkelt olla kas primaarne voi sekundaarne
ehk omandatud (joonis 5) (Kristiansen et al., 2005; Bolduc et al., 2008; Minks et al., 2008).
Primaarne kallutatus voib olla tingitud kas juhusest voi faktoritest, mis modjutavad X
inaktivatsiooni varases embriionaalses arengus (Kristiansen et al., 2005). Juhus seisneb selles,
et suurem osa rakkudest voib inaktiveerida sama paritoluga X kromosoomi. Mida vidiksem on
rakupopulatsioon, kus inaktivatsiooni protsess parasjagu toimub, seda suurem on sellise

juhuslikult tekkiva primaarse XCI kallutatuse tdenédosus (de Hoon et al., 2015).

Primaarset mittejuhuslikku inaktivatsiooni vdivad pohjustada ka mitmesugused kontrollivad
elemendid. Naiteks hiirtel on lookus nimega X kromosoomi kontrolliv element (Xce, X
chromosome controlling element), mis erineb liiniti ning pdohjustab loomade ristamisel
primaarset inaktivatsiooni kallutatust. Hetkel ei ole teada, et inimese XCI kallutatuses osaleks
moni sarnane lookus (Minks et al., 2008; Peeters et al., 2016). Hiire Xce on 176 kb suurune
ning asub Xist geenist umbes 500 kb proksimaalselt (X tsentromeeri suunas). Xce mdjutab
inaktiveeritava X kromosoomi valikut. Xce kuulub cis-elementide alla ning tal on neli erinevat
alleeli: Xce?, Xce®, Xce® ja Xce', mis piisivad aktiivsena erineva tendentsiga (Xce® > Xce® >
Xce® > Xce?). Kui kahel kromosoomil on parasjagu erinevad Xce alleelid, siis toimub primaarne

mittejuhuslik XCI (Calaway et al., 2013).

Sekundaarne on pdhjustatud selektsioonist kas spetsiifilise genotiilibiga rakkude kasuks voi
vastu (Kristiansen et al., 2005). See on inaktivatsioonijirgse rakuvaliku tulemus, mis toimub
siis, kui rakkudes on mingisugune selektiivne surve heterosiigootsele X-liitelisele geenile.
Selline valik vOib toimuda igas vanuses, koes vOi olla ka koespetsiifiline. Sekundaarne
kallutatus voib olla ka elu jooksul vdheneva tiivirakkude kogumi tulemus, suurendades

voimalust, et enamik tlivirakke omavad sama Xi-d (de Hoon et al., 2015).

XCI kallutatus tundub olevat péritav tunnus, mis lubab aimata, et rohkem kui iiks X-liiteline
geen voib mojutada XCI mustrit (Vacca et al., 2016). Kallutatud XCI vdivad pdhjustada

stohhastilised efektid, perekondlik kalduvus X inaktivatsiooni kallutatusele voi1 kasvueelis
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nendele rakkudele, mis kannavad kas muteerunud geeni defektset voi metsiktiilipi alleeli oma

aktiivsel X kromosoomil (Van den Veyver, 2001).

On teada hulk perekondi, kus mitmel naisel on kallutatud XCI mustrid; tavaliselt on dérmiselt
kallutatud mustrid (90% vdi1 enam) need, mis tunduvad olevat X-liiteliselt péritavad.
Tdendoliselt on tegemist mutatsiooniga X kromosoomil, mis mdjutab Xi valikut (Van den

Veyver, 2001).

Kallutatud X kromosoomi inaltivatsioon

Mittejuhuslik

X kromosoomi inaktivatsioon

Eelis (suureneb kui prekursori
""hasseini" suurns viheneh)
Suunatud (nt Xce alleelid)

Juhushk
X kromosoomi
inaltivatsioon

Joonis 5. Kallutatud X kromosoomi inaktivatsioon naistel. (Minks et al., 2008) jirgi. (Tumeda
ovaalina on kujutatud heterokromatiinne Xi; roosa rakk — emalt périt X kromosoom, sinine rakk — isalt
parit X kromosoom). Kallutatud XCI vG&ib olla pdhjustatud nii primaarsest mittejuhuslikust
inaktivatsioonist kui ka sekundaarsest ehk omandatud mittejuhuslikust inaktivatsioonist. Naise embriios
on kaks aktiivset X kromosoomi, kumbki mdlemalt vanemalt (emalt -X™, isalt XP). Inaktivatsiooni
kdigus votab iiks X kromosoom heterokromatiinse struktuuri. Jargnev stohhastiline vdi valikuline
rakupopulatsiooni kasv viib inaktivatsiooni kallutatuseni. Kui aga algne inaktivatsioon oli mojutatud
monest alleelist (nt hiire Xce), siis vdib inaktivatsioon toimuda iihe alleeli suunas.

2.2. Kallutatuse seos vanusega

XCI protsessi peetakse igas rakus juhuslikuks ja klonaalselt siilitatuks, kui kord saavutatud.
Uuringud sellel teemal aga viitavad asjaolule, et XCI ei ole mitte alati juhuslik ning kallutatud
inaktivatsioon voib rohkem ilmneda vanusega. Kuigi XCI mustrid piisivad aja moddudes
suhteliselt stabiilsed, on siiski vanemates naistes markimisvaiarne kallutatuse kasvav levimus

(Wong et al., 2011). Mitmed teadlased on leidnud seose ddrmise XCI kallutatuse ja naiste
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vanuse vahel varieerudes 7% alla 25-aastastel naistel kuni 16% iile 60-aastastel naistel (Sharp
et al., 2000). Kui XCI peaks eeldatavasti olema koigi rakkude jérglastes piisiv, muutub X-
inaktivatsiooni muster vanusega. Vanuse mdju X-inaktivatsiooni mustrile voib olla juhuslik

protsess hematopoeetiliste tiivirakkude varu kahanemisega vanematel naistel (Orstavik, 2006).

Kallutatud XCI kasv tundub olevat ilmekam pérast 30. eluaastat kui nooremas eas. See trend
toetab vanusega seotud kallutatuse kasvu suurenemise mudelit, mida pohjustab
hematopoeetiliste tiivirakkude vananemine. Teine vdimalus on, et aja jooksul toimub
alleelspetsiifiline metiilatsiooni kadumine ning tagajdrjeks on suurenenud XCI kallutatuse

ilmnemine metiilatsioonipdhiseid analiiiise kasutades (Hatakeyama et al., 2004).

Vanematel naistel (antud artiklis naised vanuses >55 aastat) on kallutatud XCI sagedus
perifeersete vererakkude miieloidsetes rakuliinides palju kdrgem vorreldes nooremate naistega.
Selline vanusest soltuv XCI kallutatus voib olla hematopoeetiliste rakkude klonaalse
stohhastilise kao tulemus voi on eelis hematopoeetilistel tiivirakkudel, kellel spetsiifiline
genotlitip X-liiteliste geenidega. Vanusega seotud kallutatus ei ole vaid stohhastiline protsess
ja voib olla tingitud keerulistest mehhanismidest, mis sisaldavad endas nii stohhastilisi kui

geneetilisi stindmusi (Kristiansen et al., 2005).

Samas ei pruugi ainult iihte tiilipi rakkudel, nditeks vererakkudel, pohinev uuring olla kodige
objektiivsem, sest need voivad seoses vananemisega olla erinevalt mdjutatud. Perekondlikud
XCI wuuringud nendes vanemates naistes, kelle DNA on pdrit erinevatest rakkudest,
voimaldaksid suurendada teadmiste hulka geneetiliste faktorite mdjudest vanusega seotud

kallutatusele (Kristiansen et al., 2005).

2.3. Kallutatuse seos X-liiteliste haigustega

Kallutatud XCI voib olla pohjustatud nii rakkude positiivse kui negatiivse selektsiooni
mehhanismist. See omakorda voib reguleerida X-liiteliste retsessiivsete haiguste ilminguid
naistel (Van den Veyver, 2001). XCI tulemusena on heterosiigootsed naised X-liiteliste geenide
ekspressiooni suhtes mosaiigid, sest iihel osal rakkudest toimub geeniekspressioon Xp-It ja
teisel osal Xme-ilt (Plenge et al., 2002; Dixon-McDougall ja Brown, 2016). Selline rakkudest
moodustunud mosaiik tdhendab, et somaatilised rakud jagunevad neis sisalduvate alleelide

suhtes kaheks — aktiivne on kas metsiktiiiipi vOi mutantne alleel (Van den Veyver, 2001).

Ulevaateartiklis (Franco ja Ballabio, 2006) on kirjutatud, et X-liitelist haigust kirjeldatakse kui
dominantset juhul, kui ta on avaldunud heterosiigootses organismis. Inaktiveerides valdavalt
kas terveid voi mutantseid alleele, voib XCI kallutatus mdjutada X-liitelise haiguse raskusastet
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(de Hoon et al., 2015). Kui normaalse alleeliga X kromosoom on enamikes rakkudes vélja
lillitatud (XCI poolt vaigistatud), muutub X-liiteline retsessiivne tunnus dominantseks ning
voivad avalduda haigused, mille olemasolust konkreetne inimene voi tema perekond teadlikud
ei ole (Vacca et al., 2016). Samas moningate haiguste puhul vdib mutatsiooni kandev naine olla
fenotiilibiliselt tdiesti mdjutamata, sest tal on téielikult kallutatud XCI, kus mutantsed alleelid

on vaigistatud ega avaldu (de Hoon et al., 2015).

Huvitaval kombel on palju raskeid kliinilisi haigusi, mille puhul pole {iihtegi haigust
esilekutsuvat X-liitelist lookust tuvastatud, kuid neid on seostatud kallutatud XCI-ga. Selline
seos on tuvastatud nditeks autoimmuunsel tiireoidiidil. Naistel &drmiselt kallutatud X
inaktivatsiooni suhtega (XIR, X inactivation ratio) voib vilja areneda autoimmuunsus oma
antigeenidele, mis on kodeeritud sellise X kromosoomi poolt, mis on enamikes rakkudes
inaktiivne (de Hoon et al., 2015). Antud haigust pddevatel naistel on leitud kallutatud XCI
korgem tase (Brix et al., 2005).

Autoimmuunhaigused on naiste seas rohkem levinud kui meestel. Uheks viljapakutud
seletuseks on X-liiteliste geenide mdju (Chitnis et al., 2000). Samas on nii autoimmuunhaiguste
kui iileiildiselt X-liiteliste haiguste diagnoosimine suhteliselt raske ja keeruline, sest kliinilised
fenotiiiibid on tihtilugu erinevad olenevalt XCI kallutatuse levikust ja astmest ning puudus on
sarnastest patsientidest, kellega siimptomeid vorrelda. Samuti on puudujéék suure tootlikkusega

ekspressioonipdhistest meetoditest XCI hindamiseks (Szelinger et al., 2014).

2.4. Kallutatuse seos aberratsioonidega

X kromosoom, mis kannab endas strukturaalseid muutuseid nagu deletsioonid voi
duplikatsioonid, on tihtipeale inaktiivne (Vacca et al., 2016). X kromosoomi patogeensete
geneetiliste variantide kandjatel voib inaktivatsioonimuster olla kallutatud erinevatel tasemetel
koikudes 50:50 suhtest 0:100-ni voi olla seal vahepeal. Naistel, kellel on tasakaalustatud
X:autosoomi translokatsioonid, avaldub tavaliselt eelistatud inaktivatsioon normaalse X-
kromosoomi suhtes (Di-Battista et al., 2016). Samas nendel naistel, kellel on X kromosoomiga
seotud muutused tasakaalust véljas, kas siis geneetilise materjali juurdelisamise voi kadumise
ndol, on inaktivatsioonimuster kallutatud ebanormaalse Xi-ga rakkude kasuks (Disteche et al.,
1984). Seega voib Xp vdi Xq duplikatsioone seostada normaalse fenotiilibiga ja ebanormaalsed
fenotiilibid on tavaliselt seostatud juhusliku X kromosoomi inaktivatsioonimustriga (Carrozzo

et al., 1997; Matsuo et al., 1999).
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Kallutatud inaktivatsioonimuster on tavaliselt duplikatsioonidega kromosoomi kasuks, mille
tulemuseks on dubleeritud segmendi disoomia ja mis voib viia raske fenotiiiibini. Pakutakse, et
Xp11.23-p11.22 geneetilise materjali juurde lisamine voib méngida olulist rolli selliste rakkude
positiivse selektsiooni mehhanismis, kus muudetud X kromosoom on arengu kdigus aktiivne
(Evers et al., 2015). Adrmiselt kallutatud XCI esineb tihti struktuurselt ebanormaalse X
kromosoomiga naistel, samal ajal sdilitades normaalse X kromosoomi ja autosomaalse doosi
(Jobanputra et al., 2012). Seega detailne timberkorralduste iseloomustus ja X kromosoomi
inaktivatsioonimustri kindlakstegemine nii patsientides kui nende emades on olulisteks
votmeprotsessideks, et moista sellist ebatavalist rakkude valiku molekulaarset mehhanismi, mis

eelistab ebanormaalset X kromosoomi (Di-Battista et al., 2016).

3. Meetodid

X inaktivatsiooni analiiiise kasutatakse Xi ja Xa eristamiseks ja méératlemaks, kas geenid on
Xa-l erinevalt avaldunud (Van den Veyver, 2001). Meetodid, mida kasutatakse XCI
kvantitatiivseks hindamiseks, on piisinud iihesugused 1dbi aegade ning need pohinevad:

a) X-alleelide metiilatsiooni erinevustel. XCI tulemuseks on Xi ja Xa erinev markeerimine
epigeneetiliste modifikatsioonidega, sealhulgas DNA metiilatsioon. X kromosoomi
inaktivatsioonile allutatud CpG saarekesi sisaldavad geenide promootorid on umbes
50% ulatuses naistel metiileeritud, samas kui meestel on need metiileerimata (Cotton et
al., 2011). Koige rohkem tunnustust ja kasutust leidvamaks meetodiks DNA
metiilatsioonil pdohinevate ldhenemiste seas on inimese androgeeni retseptori (AR,
androgen receptor) geeni analiiiis ehk HUMARA (human androgen receptor gene
assay). Tegemist on CpG-metiilatsiooni tundliku restriktsioon-endonukleaasil pohineva
PCR meetodiga, mille sihtmérgiks on poliimorfsed lithikesed korduvjérjestused Xq-
liitelisel AR geenil ning mille kdigus analiitisitakse poliimorfseid (CAG). korduseid AR
geeni esimeses eksonis (Orstavik, 2006; Vacca ef al., 2016).

b) Ekspresseeritud poliimorfismidel. Kuigi DNA-d on organismist lihtsam kitte saada ja
see on RNA-st stabiilsem, annavad ka RNA-1 pdhinevad meetodid kallutatuse kohta
sama head infot (Musalkova et al., 2015). Alternatiiviks eelpool mainitud HUMARA
meetodile voib XCI staatust madrata ka RNA tasemel kasutades informatiivsete X-
liiteliste geenide avaldunud poliimorfisme (nditeks XIST), mida on vodimalik ldbi
andmebaasi otsingute tuvastada. Mida suurem on testitud geenide arv, seda parem XCI

suhte hinnang saadakse (Vacca et al., 2016).
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c¢) DNA replikatsiooniaja analiilisidel. Xi kromatiini iiheks iseloomujooneks on selle hiline
replikatsioon S-faasis, millel vastav meetod pohinebki (Chadwick ja Willard, 2003;
Dixon-McDougall ja Brown, 2016). Meetod on kasulik vaid siis, kui saadaval on
sekundaarne marker mis eristab kahte X kromosoomi, nditeks X:autosoomi
translokatsioon, mille tulemusena molemad kromosoomid on selgesti eristatavad
metafaasis (Van den Veyver, 2001).
Tihtipeale neid meetodeid kombineeritakse omavahel, ent metiilatsioonil pohinevad uuringud
on palju laiaulatuslikumad, kuna DNA on lihtsamini ligipdésetav ja stabiilsem kui RNA (Vacca

etal.,2016).

3.1. Xinaktivatsiooni taseme maidramine kudedes

Kuigi XCI uurimisel on mitmeid erinevaid meetodeid, on koigil teatavad piirangud — ainult iiht
v0i1 monda spetsiifilist kude kasutatakse analiiiisi 1abiviimiseks (leukotsiiiidid, naha fibroblastid,
limaskesta rakud voi kusepdie epiteelirakud). Samas on teada, et X inaktivatsiooni mustrid
erinevad koeti (Van den Veyver, 2001). Kallutatud inaktivatsiooni uuritakse tavaliselt
perifeersetes vererakkudes s.o. eriitrotsiiiitides, liimfotstiiitides ja trofoblastides. Saadud info
voib olla informatiivne, samas see ei iitle, mis toimub teistes koetiilipides, mis voib olla
mirgatavalt olulisem (Knudsen et al., 2007). Veel on vdimalik inaktivatsiooni uurida lisaks
vererakkudele ka lihtsasti ligipddsetavatest kudedest nagu pdseepiteelist ja juuksefollitkulist.
Sellistes kudedes olevat X inaktivatsiooni suhet saab vorrelda eelpoolnimetatud raskesti

ligipddsetavate kudede suhetega seoste leidmiseks (de Hoon et al., 2015).
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ARUTELU

Kéesoleva t06 eesmérgiks oli anda kirjandusel pohinev iilevaade imetajate X kromosoomi
inaktivatsioonist kui protsessist, selle mehhanismidest ning osalevatest molekulidest, valkudest

ja geenidest.

X kromosoomi inaktivatsioon on protsess, mis esineb kdigil imetajatel, ent siiani on seda
uuritud peamiselt inimestel ja hiirtel — kdige rohkem hiirtel, sest neid on lihtne uurida ja
laboritingimustes kasvatada; inimeste puhul tuleb méngu eetilisus, sest inaktivatsiooni protsessi
tuleb uurida embriiotel. Samas on inimese embriiotega seotud uuringud vidga rangelt
reguleeritud. Imetajalitke on aga tunduvalt rohkem ja terviklikuma pildi saamiseks tuleks
uurida ka teisi imetajaid. Kuigi protsess on iileiildises plaanis imetajatel universaalne, on
genoomi iilesehitus kohati erinev, mis voib mdjutada X kromosoomi inaktivatsiooni — niiteks
hiirtele omale Xce lookus, mida ei inimesel ega veisel pole leitud (Minks et al., 2008). Muid
imetajaid peale vdiksemate nériliste nagu hiir, rott voi hamster, pole voimalik sellisel viisil
laboris kasvatada ning teadusliku uurimise eesmargil elusaid embriioid ja looteid surmata ei
oleks samuti eetiline, mis ongi ilmselt pohjusteks, miks teiste imetajate peal antud protsessi
viga uuritud ei ole. Samuti elavad paljud imetajad vabalt looduses, embriioid on viga raske
kétte saada. Moningaid andmeid leiab ka veiste X kromosoomi inaktivatsioonist ning
piimalehmade piimanddrmetes toimuvast geenivaigistamisest (Couldrey et al., 2017). Head
lahendust vilja pakkuda ei ole. Uurimismeetodite ja tehnoloogiliste vdimaluste arengut on kiill
raske ennustada, aga ilmselt jadb X kromosoomi inaktivatsiooni uurimine pikaks ajaks vaid

inimeste ja hiirte parusmaaks.

Kuigi X kromosoomi inaktivatsiooni on uuritud juba rohkem kui pool sajandit, ei ole koiki
protsessi mehhanisme suudetud kindlaks teha, samuti kdib vaidlus Xic regiooni tipse suuruse
iile. Tegemist on XCI kdige tdhtsama regiooniga, ent sellegipoolest ei suudeta selle pikkust
kindlaks teha, mis néditab, kuivord keerulise protsessiga tegemist on (Horvath et al., 2011).
Tdendoliselt on osa uuringuid jadnud ebapiddevate voi puuduvate tehnoloogiliste voimaluste
taha, mis ei voOimalda vidga tdpselt tuvastada niivord véikeseid molekulidevahelisi
interaktsioone ja seoseid. Nditeks on antud juhul tegemist uuringuga, mille puhul on materjali
vaga vihe, sest embriios on védhe rakke ning sellised uurimismeetodid on alles arengujargus.
Teiseks, X kromosoomi inaktivatsiooni puhul radgime me kiill X kromosoomist, ent peame
arvestama kogu genoomi konteksti. Taolised iilegenoomsed uurimismeetodid (teise pdlvkonna
sekveneerimine vO0i RNA-sekveneerimine) on saanud vdimalikuks alles viimase 10 aasta
jooksul. Tehnoloogia on aga kiiresti arenev ning tdendoliselt 1dhima kiimnendi jooksul vdiks

toimuda areng ka biotehnoloogia vallas vdimaldades seni lahendamata kiisimustele vastuseid
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saada — nditeks on seni 10plikult tuvastamata, milliseid valke on ilmtingimata vaja ja millised
valgud seonduvad otse Xist RNA-ga, et geenivaigistamine saaks toimuda (McHugh et al.,
2015).

X kromosoomi inaktivatsiooni uurimine on vajalik ka meditsiinis. Vaga paljud haigused on X-
liitelised, mistottu nende avaldumine sdltub sellest, kas ekspresseeritud on terve voi mutantne
alleel (de Hoon et al., 2015). Kuna aga rakud ei ole kunagi vordselt jaotunud selle jargi, millist
paritolu X kromosoom on neis inaktiivne ehk emalt ja isalt paritud X kromosoomid ei ole
kunagi inaktiveeritud 1:1 suhtes, siis voib X-liitelist haigust pddevatel inimestel fenotiiiip viga
suuresti erineda. See aga tdhendab, et kui inimesel on kerged korvalekalded normaalsest
fenotiilibist, ei pruugi ta iial diagnoosi saada, sest haigust lihtsalt ei médrgata. Meeste puhul on
asi lihtsam, sest neil on vaid iihte paritolu X kromosoom ning neil ei teki haiguse suhtes sellist
mosaiiksust nagu naistel, kellel kahte erinevat péritolu X kromosoomid, mistdttu avalduvad
erinevad alleelid erineva sagedusega. See muudabki haigete inimeste (naiste) fenotiilibid
niivord erinevateks, sest igal naisel on nii emalt kui isalt paritud inaktiveeritud X kromosoomi
suhe erinev. X kromosoomi inaktivatsiooni uurimine aitaks seeldbi paremini ja kiiremini
haigust diagnoosida ja vajadusel leida ravi. Mis vdiks olla lahenduseks? Uhest kiiljest tuleks
leida voimalikult palju inimesi, kellel esinevad X-liitelised haigused ning nende genotiilipe
uurida, eriti médrke X kromosoomi inaktivatsiooni kallutatusest. Teisest kiiljest aga kui paljudel
nditeks ei ole haigust diagnoositud, ei saa ka neid uurida, sest pole, keda uurida. Seega on
tegemist suhteliselt keerulise teemaga. Uheks lahenduseks vdiks olla juba siindides
vastsiindinult proovi votmine ja sealt X-liiteliste haiguste uurimine. Inimesed, kellelt leitakse
X-liiteline haigus, néditeks moni autoimmuunhaigus, voiksid seejérel jidda jdlgimise alla, et
vaadata nende haiguse kulgu ja fenotiiiibi muutust. Majanduslikus plaanis see end ilmselt dra
ei tasuks, ent meditsiinilises mottes oleks suur edasiminek ja saaks erinevate X-liiteliste

haiguste ja nende diagnoosimiste kohta palju uut infot.

Geenidoosi kompensatsioon ei toimu vaid imetajatel, seda esineb ka teistel loomadel ja
lindudel, sest sugukromosoomid on neilgi sugude vahel erinevad. Néiteks on kanadel ZW ja
kukkedel ZZ, mistSttu on kuked need, kes peavad oma geenidoosi kompenseerima kanadele
vastavaks. On ka selliseid organisme, kelle puhul ei ole kindlat sugu méiiravat kromosoomi —
nditeks varbuss (Caenorhabditis elegans) — kus XX kromosoomistikuga on hermafrodiit ning
ithe X kromosoomiga on isane. Sel juhul toimub doosikompensatsioon nii, et XX
kromosoomistikuga hermafrodiidil vihendatakse transkriptsiooni molemalt X kromosoomilt

(Chuang et al., 1996; Meyer, 2000). Seega on taoline protsess looduses levinud kdigil isenditel,
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igaliihel kiill eri moodi, ent eesmirk on sama — hoida geenide ekspressiooni sugude vahel

vOrdsena, et tagada seeldbi normaalsete ja tervete isendite areng.
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KOKKUVOTE

Emastel imetajatel on kaks X kromosoomi, isastel ainult liks. Seetdttu peab emasorganism
vaigistama iihel X kromosoomil paiknevad geenid tagamaks X-liiteliste geenide vOrdse
avaldumise sugude vahel. Sellist protsessi nimetatakse X kromosoomi inaktivatsiooniks, mille
tulemusena valitakse rakkudes juhuslikult iks X kromosoom ning inaktiveeritakse see. Valiku
juhuslikkuse tottu sisaldavad osad rakud emalt périnevat ja teised rakud isalt périnevat

inaktiivset X kromosoomi.

Périsimetajatel on X kromosoomi inaktivatsioon sdltuv X inaktivatsiooni keskuses paiknevast
pikast mittekodeerivast RNAst nimega Xist. Vastavat RNA-d hakatakse tugevamalt
ekspresseerima sellelt X kromosoomilt, mida rakul on ,,plaanis* inaktiveerida. Selle tulemusena
katab Xist kogu kromosoomi ning geenid on vaigistatud. Paraku ei allu kdik geenid
inaktivatsioonile ning olenevalt liigist padseb vaigistamisest erinev hulk geene — inimesel
umbes 15%, hiirel aga vaid 3-7% koigist geenidest. Protsess jaguneb cis-ja trans-
regulatsiooniks, kus erinevate repressorite ja aktivaatorite abil mojutatakse nii Xisz-i kui selle

antisense RNA-d Tsix. Regulatsiooni tipsemad mehhanismid on endiselt viljaselgitamisel.

Modningatel juhtudel vdivad rakud hakata iiht paritolu X kromosoomi inaktiveerimist teisele
eelistama. Sel juhul on tegemist kallutatud X kromosoomi inaktivatsiooniga ehk rakkude 1:1
suhe on kallutatud. Kallutatud X kromosoomi inaktivatsioon vdib olla pdhjustatud naise
vanusest, pdrilikkusest, muudest geneetilistest faktoritest voi nende koosmodjudest. Selle
tulemusena voivad indiviididel esineda fenotiiiibilised korvalekalded normaalsest ning ka
mitmed haigused, nditeks autoimmuunhaigused on sagedasemad just naiste seas. Samas vdib
kallutatud inaktivatsioon olla ka kasulik, nditeks vaigistamise alla satuvad just mutatsioone

sisaldavad geenid ning avalduvad vaid terved geenid ehk stimptomid ei avaldu.

Kuigi X kromosoomi inaktivatsiooni on uuritud juba aastakiimneid, on endiselt teadmata,
kuidas tépselt rakud inaktiveeritava X kromosoomi valivad, mis ajendab neid seda tegema;
milliste mehhanismide abil toimub tépselt geenide vaigistamine, kuidas ja miks moned neist
sellest padsevad. Uuringuid takistab ja aeglustab inaktivatsiooni toimumine nii varases
embriionaalses arengus, ent loodetavasti suudetakse uut informatsiooni ldhiajal leida, mis

voimaldaks paremini mdista niivord keerulist protsessi.
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RESUMEE

X chromosome inactivation in mammals
Mariann Ménnistu

Summary

Female mammals have two X chromosomes while males have only one. Therefore females
have to silence genes on one of their X chromosomes in order to ensure equivalent expression
of X-linked genes between sexes. This process is called X chromosome inactivation that results
in random choice of one X chromosome and its inactivation. Due to its randomness some

somatic cells have maternal inactive X while others have paternal inactive X chromosome.

In Eutherians, X chromosome inactivation is dependent on long non-coding RNA Xist that is
located in X inactivation centre. Given RNA is about to be expressed from a “future” inactive
X. As a result Xist coats an entire X chromosome and genes on it are silenced. However, not all
genes are influenced and depending on species different amount of genes escape from
inactivation — in humans about 15% and in mice 3-7% of all genes. X chromosome inactivation
has two different regulation networks — cis- and frans-regulation, where different repressors
and activators are used to influence both Xist and its antisense 7six. Detailed mechanisms of its

regulations still remain to be unclear.

In some cases somatic cells might favour the inactivation of either paternally or maternally
inherited X chromosome. That is called skewed X chromosome which means that the ratio 1:1
is biased. Skewed X chromosome inactivation may be caused by age, heredity, other genetic
factors or their interactions. This can result in phenotype differences between individuals and
also many diseases, for example autoimmune diseases are more common in females. However,
biased inactivation can also be beneficial when genes carrying mutations are under the influence

of silencing, thus normal genes are expressed and symptoms do not appear.

Although X chromosome inactivation has been studied for decades there are still things that
remain unclear: how exactly cells choose the “future” inactive X, what prompts them to do that;
which mechanisms are involved in gene silencing, how and why some genes escape
inactivation. Some studies are prohibited or slowed down because inactivation process takes
place at an early embryonic stage but hopefully new information can be found in the near future

and such a complicated process will be understood better.
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