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ABSTRACT

Small-RNA-mediated gene requlation is a repeated topic in biology. Animal germ cells are characterized
by an interesting small RNA mediated gene silencing mechanism known as the PIWI pathway. PIWI-
interacting RNAs (piRNAs) are endogenous small noncoding RNAs that act as guardians of the genome,
protecting it from invasive transposable elements in the germline. piRNAs are 25 to 33 nt in length,
depending on the PIWI protein that they bind to. piRNAs derive from distinct transposons that are
referred to as piRNA clusters. It remains unclear how piRNAs are generated, but potential methods have
been suggested, and it is certain their biogenesis pathway is distinct from miRNA and siRNA, while
rasiRNAs are a piRNA subspecies. The purpose of this review is to highlight piRNA factors, biogenesis,
non-gonadal function and role of genomic integrity insights in the piRNA world.
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0z

Kiiciik RNA aracili gen regiilasyonu, biyolojide tekrarlanan bir konudur. Hayvan germ hiicreleri, PIWI
yolu olarak bilinen ilging bir kiiciik RNA araclli gen susturma mekanizmasi ile karakterizedir. PIWI
etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar) genomun koruyuculan olarak davranan, invaziv transpoze edilebilir
elementlerden koruyan endojen kiiciik RNA'lardir. Baglandiklari PIWI proteinine bagh olarak, piRNA'lar
25-33 nt uzunlugundadir. piRNA'lar, piRNA kiimeleri olarak adlandinlan farkli transpozonlardan elde
edilir. piRNA'lanin nasil iiretildigi belirsizligini koruyor ancak potansiyel yontemler dnerilmektedir.
Biyogenez yolagi, miRNA ve siRNA'dan farkli olarak rasiRNA'lar da piRNA alttiirflerindendir. Bu
derlemenin amaci, piRNA diinyasinda piRNA faktdrlerini, biyogenezini, gonadal olmayan fonksiyonu ve
genom biitiinligiintin korunmasindaki roliinii vurgulamaktir.
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Girig

Genomumuz gesitli hiicresel islevlerden sorumlu binlerce gen kodlamaktadir ve bu genlerin
paternleri ve ifade seviyelerinin diizenlenmesi, gelisim ve homeostaz icin oldukca onemlidir.
Bu diizenleme molekiil ici ve molekiiller arasi olaylarin birlesimle gerceklesmektedir. RNA
susturulmasi (RNA interferans, RNAi), bircok okaryottaki anahtar gen diizenleyici yolaklardan
birisidir. 20-31 niikleotit uzunlugundaki kiicik RNA'lar iiretimi, RNA susturma yolaklarinin
merkezine iletilmektedir*“. Argonot proteinler, RNA ile uyanlan susturucu komplekse baglanir
ve hedef transkriptleri endoniikleaz aktiviteyle keser boylece gen susturulmasini saglar. Bu gen
susturulmasi; translasyonel gen susturumu, belirli kromatinlerin modifikasyonu araciligiyla
gerceklesen transkripsiyonel gen susturumunu icermektedir®.

Argonot proteinler 2 alt aileye ayrilmaktadir: Argonot (AGO) ve PIWI ailesi’. AGO alt ailesi
miRNA (micro RNA) ve siRNA'lara (small interfering RNA) baglanmakta ve bircok dokuda
ifadelenmektedir. Bunlar cift zincirli onciillerden 20-22 niikleotit uzunlugunda Dicer bagiml
mekanizmalarla islenmektedir. (Sekil 1) PIWI alt aile iiyeleri (PIWI proteinleri) ise baslica germ
hiicrelerinde ifade edilmektedir ve piRNA (Piwi-interacting RNA) ile birlikte kendilerine ozel
RISC (piRISC) komplekslerinde iiretilmektedir’.

piRNA’lar : miRNA ve siRNA’lara gore biraz daha uzun olan (24-31 niikleotit), 3 ucunda 2"- 0-
metil bulunduran ve Dicer enziminden bagimsiz bir mekanizma araciligiyla piRNA kiimeleri
olarak adlandinlan intergenik bolgelerden ifadelenir (Sekil 1)™ Tek zincirli dnciil transkriptler ile
islenir. piRNA kiimeleri cok sayida ve cesitli transpozonlari barindirmaktadir bu nedenle
piRNA'larin  temel gorevi transpozon  aktivitesini ~ diizenlemektir. Transpozonlarin
transpozisyonu sonucu genomun hasar gorme riski yiiksektir bu nedenle transpozonlarin piRNA
araalli diizenlenmesi esansiyeldir ve normal gametogenez ve reprodiiksiyon islemlerinin
korunmasini saglamaktadir''. Bu derlemede son 10 yildir daha da popiiler konulardan biri olan
piRNA ve piwi proteinlerinin biyogenezi, genom biitiinliigiini saglamadaki roliinii, non-
gonadal islevlerine aciklik getirmek amaclanmaktadir.

Genom Biitiinliigiinde PIWI Proteinler ve piRNA’nin Onemi

Piwi proteinleri ve piRNA'lar siingerlerden okaryotlara kadar uzanan genis bir aralikta
korunmakta ve gonadlarda ifadelenmektedir'. Piwi proteinlerinin prototipi Drosophila piwi (P-
element-induced wimpy testes) genleri, germ hatti gelisiminde esansiyel gen sinifi olarak
tanimlanmaktadir’®. Drosophila’da piwi genleri (ago3, aubergine:aub, piwi) erkek ve disi
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fertilitesi icin gereklidir™. Transpozonlarin derepresyonu, piwi mutant ovaryumlarin hepsinde
gozlemlenmektedir. Aub ve Ago3 hedef transpozon transkriptlerini stoplazmada parcalarken,
piwi hedef transpozonlan transkripsiyonel seviyelerde cekirdekte diizenlemektedir®.
Drosophila piRNA yolagi telomer devamliidini saglamak icin transpozon aktivitesini de
diizenlemektedir. Bircok okaryotun aksine kromozomal uglara transpozon setinin aktarimi
Drosophila kromozomlarinin devamlihigini korur. Bu nedenle piRNA yolagindaki kusurlar
telomere ozgiin piRNA'lanin ifadelenmesinin azalmasina ve telomer koruma kompleksinin
baglantisinin bozulmasina yol acabilir. Bu sirada piRNA yolagi kusurlar somatik dokulardaki
telomer yapisini ve transpozon ifadelenmesini etkilemez'® ",

Fare ifadelenen 3 piwi proteini: MIWI, MIWI2 ve MILI'dir (Sekil 1). Bu 3 piwi proteinin hepsi
spermatogenez sirasinda farkli asamalarda ifadelenmektedir, fakat yalnizca MILI ¢ok az da olsa
disi germ hiicrelerinde ifade edilmektedir. Fare PIWI genlerindeki mutasyonlar erkek germ
hattini etkiler fakat disi germ hattini etkilemez. MILI ya da MIWI2'deki hasarlar uzun
serpistirilmis cekirdek elementlerinin ve uzun terminal tekrari retrotranspozonlarin (LTR)
aktivasyonuna yol agmaktadir™,

Fare PIWI proteinleri 2 fazda ifade edilen piRNA'lara baglanir: Prepakiten piRNA'lar ve pakiten
piRNA'lar. Prepakiten piRNA'lar, gonosit evresinde MILI ve MIWI2 ile baglantili ve transpozon
elementlerden koken almaktadir. Pakiten piRNA'lar ise genomun cesitli bolgelerinde yer alan
piRNA kiimelerinden kdken alir ve MILI ve MIWI2'ye baglanir (Sekil 2) 2.

Fare piwi proteinlerinin islevleri sadece transpozon transkriptlerinin kinlmasiyla post-
transkripsiyonel gen susturumu degil ayni zamanda transpozon bdlgeleri iizerinde dogrudan
(pG DNA metilasyonu ile transkripsiyonel susturmayi da saglamaktadir. MILI ve MIWI2 genlerin
aktivitelerindeki kusurlar, erkek germ hattinda DNA metilasyonu ve susturma mekanizmalarini
azaltmaktadir. Bu bulgular piRNA’larin hedef transpozonlar susturmada de novo DNA
metilasyonu kullandigini gostermektedir’ >,

PiRNA’larin Biyogenezi

PiRNA'lar 2 ana yolla iiretilmektedir: primer yolak ve sekonder piRNA'larin iiretildigi ping-pong
cevrimidir (Sekil 3). Primer piRNA’lar 5'niikleik asitinde uridin’e (U) sahipken sekonder
piRNA'lar primer RNA yapisina ek olan 10 niikleotit ve adenozin (A) bulundurur” . Drosophila
ovaryumlarinda primer yolak germ hatti ve somatik hiicre periferinde diizenlenir oysa ping-
pong cevrimi sadece germ hiicrelerinde diizenlenmektedir®.
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Sekil 1. insan, fare ve Drosophila'daki Argonot aile proteinleri ve kiiciik RNA’larla RNA
susturulmasi. insanda dzgiin olarak 4 PIWI proteini ifade edilmektedir. miRNA, esiRNA ve
piRNA’lar icin piRNA onciilleri, olgun diziler, RISC olusumu ve hedef genler 6zetlenmistir.
insan piwi proteinleri ve piRNAlan arasindaki baglanti heniiz tam olarak
aydinlatilmamigtir”’.

Drosophila ovaryum somatik hiicrelerinde primer yolakla birlikte yalnizca PIWI alt aile
lyelerinden sadece piwi ifadelenmekte ve flamenco (flam) gibi tek zincirli tek yonli
transkriptler olan piRNA kiimelerinden transkribe edilir. Coklu adimlar sonucu siireler iglenir.
Bu siirecler de mitokondri yiizeyinde bulunan bir endoniikleaz olan Zucchini (Zuc), oncil
RNA'larin islenmesi icin gereklidir®®. Zuc tercihen 5 ucundaki U bulunan onciil RNA'lan
iiretmektedir. Mitokondri yiizeyinde olusum gosteren Yb cisimcikleri olarak adlandinlan
periniikleer graniillerde onciil piRNA’lardan olgun piRNA'lar olusturulur?. Yb cisimcikleri
Armitage (Armi), Vreteno (Vret), Shutdown (Shu) proteinleri bir kompleks halinde bulunur ve
proteinler hem Yb cisimcikleri icin hem de olgun piRNA'lar icin esansiyeldir®®. Bunlara ek olarak
Minotaur (Mino) ve GasZ mitokondri yiizeyinde bulunmakta ve primer piRNA siireclerinin
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islevleri icin gereklidir. piRNA biyogenezi ve mitokondri arasindaki iligkinin ok onemli oldugu
bilinmesine ragmen mitokondriyal aktivitelerin bu biyogenezde mekanizmasi hala tam olarak
aclk degildir. Bunun yani sira olgun piRNA’lanin 3" kirpiimasinda 3'- 5" ekzoniikleaz
aktivitesinin olup olmadigi da heniiz bilinmiyor. DmHen1/Pimet metiltransferaz daha sonra
olgun piwi-piRNA kompleksini ya da piwi-piRISC retmek icin 3"uclarina metil grubu
eklemektedir. Piwi-piRNA kompeksi hedef genleri transkripsiyonel olarak diizenlemek icin
cekirdege tasinir (Sekil 3)%.
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Sekil 2. Spermatogenez sirasinda fare piRNAsi, MILI, MIWI ve MIWI2'nin ifadelenme
paternleri. piRNA'lar spermatogenez asamalarinin temelinde pakiten piRNA'lar ve
prepakiten piRNA'lar olarak 2 ayn sinifa aynimaktadir. Gonositlerde MILI ve MIWI2, bashca
transpozonlardan olusan prepakiten piRNA kiimelerinden piRNA’lara baglanmaktadir”.

PIWI Proteinlerin ve piRNA'larin Non-gonadal islevleri

Bircok calisma piwi-piRNA komplekslerinin germ hiicreleri ve somatik hiicrelerde diizenleyici
roli oldugunu savunmaktadir. Bir deniz yumusakcasi olan Aplysia'da beyindeki hafiza
depolama icin piwi-piRNA islevi gerekmektedir. Aplysia piRNA'lan genomdaki piRNA
kiimelerinden ifadelenir ve cekirdege lokalizedir. Bu piRNA’lar hedef genleri diizenlemek icin
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DNA metilasyonunu uyarmaktadir. Hedefler hafizanin transkripsiyonel baskilayicilan olan
CREB2 adi verilen proteini icermektedir®®. Calismalar sonucunda CREB2'nin promotor
bolgelerinin piRNA'lar tarafindan metillendigini ve bu sekilde mekanizmanin kontrol altina
alindigini gostermektedir. Burada gorev alan piRNA’lar MIWI proteini ile de baglanti halinde
olup dendritik omurga gelisimi icin de gereklidir®" *% Baska bir deniz canlisi olan Ascidians'ta
PIWI ortologlan olan BI-Piwi ve Piwi tiim viicut yenilenmesi icin gereklidir. Bl-Piwi'nin
baskilandi§i durumlarda viicut yenilenmesinin askiya alindi§i goriilmdstiir®®.
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Sekil 3. Drosophila piRNA biyogenezindeki primer yolak ve ping-pong cevrimi. Primer

yolakta piRNA'lar piRNA kiimeleri olarak adlandinlan genomik bélgelerden transkribe
edilir, islenir ve piwi ya da Aub iizerine yiiklenir*'.

Piwi fonksiyonlari insan kanser gelisiminde de esansiyel rol oynayabilir. Drosophila’da malign
beyin tiimorlerinde yaygin olan iiretilen faktrler baskilandiginda piwi ve Aub proteinlerinin
tiimor gelisimine katkida bulundugu gdsterilmistir. insan piwi proteinleri cesitli kanserlerde
ifade edilmektedir. Bunun ilk drnegi erkek germ hiicre kanseri olan seminomlu hastalarda HIWI
proteinin asin sekilde ifadelenmesidir. Piwi proteinlerinin ektopik ifadelenmesi ise meme, mide
ve akciger kanserlerinde doku orneklerinde ve hiicre hatlarinda gozlenmistir.

Sonug

Giiniimiiz itibariyle piRNA dretimini diizenleyen ¢ok sayida faktoriin oldugu bilinmekte fakat bu
faktorlerin iglevsel rolleri ve ozellikle cekirdekte piRNA ile uyarilan epigenetik degisimler hala
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tam olarak bilinmemektedir. Dahasi piRNA iretiminde ve/veya transpozon baskilanmasinda
gorevli olan elementler ve etki mekanizmalan tanimlanmalidir. Fertilitede baglantili olan
piRNA’larin tranaspozon baskilanmasini nasil gerceklestirdigi hala bilinmemektedir. Piwi-piRNA
yolagindaki cesitli genlerin germ hatti icinde ve disinda bircok isleve sahiptir*. Piwi-piRNA ve
diger yolaklar arasindaki etkilesim bu islevlerin aciklanmasina yardima olabilir. Somatik genom
diizenlenmesi Tetrahymena piRNA'larinin analiziyle ilk defa tanimlanmistir ve yeni model
organizmalarin kesfi yararli yaklagimlarin olusmasina yol acabilir. Ornegin; tilysiiz kostebek
faresi kanserin herhangi bir isareti olmaksizin 30 yildan daha fazla siire yasayabilmekte ve bu
canlida piwi proteinleri kodlanmasina ragmen transpozonlar inaktive edilebilmektedir*>*’. Bu
tiirlerdeki analizler memeli piwi proteinleri ve piRNA'larin transpozonlar diizenleme
mekanizmasinin anlagiimasi ile ilgili bilgi verebilir.
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