A4k TURUN
%1 YLIOPISTO

PIRNA-REITIN MERKITYS MIESTEN
SUKUSOLUJEN ERILAISTUMISESSA JA
TOIMINNASSA

Riikka Palimo

Luonnontieteiden kandidaatin tutkielma
Turun yliopisto

Biolaaketieteen koulutusohjelma
Ladketieteellinen tiedekunta
Bioldéketieteen laitos

24.6.2025

Turun yliopiston laatujarjestelméan mukaisesti tdméan julkaisun alkuperéisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -jérjestelmall&.



TIVISTELMA

Miesten lisddntymisterveyden tutkimukset ovat osoittaneet miesten lisadntymiskyvyn olleen laskussa
jo vuosikymmenten ajan. Kun tarkastellaan suomalaisten miesten tilannetta, voidaan todeta, etté jo
pelkéastdén siemennesteen siittiomaaran perusteella puolella miehisté lisddntymiskyky on alentunut.
Tama nékyy myos THL:n tilastoissa hedelmoityshoitojen méérastd Suomessa. Tilastot osoittavat
hedelmoityshoitojen maarén kasvaneen tasaisesti vuodesta 2001 saakka.

Spermatogeneesi on tarkoin s&édelty prosessi, jonka tavoitteena on tuottaa hedelmoityskykyisia
siittiitd. Spermatogeneesi voidaan jakaa karkeasti kolmeen vaiheeseen: mitoottiseen vaiheeseen,
meioottiseen vaiheeseen ja haploidien solujen erilaistumisvaiheeseen. Erilaistumisen aikana solujen
kromatiini pakataan tiiviisti, suurin osa sytoplasmasta poistetaan ja niiden morfologia muuttuu
radikaalisti. Spermatogeneesin jalkeen siittiot siirtyvét kiveksista kypsymaan lisakiveksiin, joissa ne
kehittyvat litkkumiskykyisiksi ja k&yvat 1api muutoksia niin RNA- kuin proteiinitasoilla.

piRNA:t ovat pienid ei-koodaavia RNA-molekyylejd, joiden toiminnan on osoitettu olevan
valttamaton osa siittididen kypsymisprosessia. Myds piRNA:t voidaan jaotella kolmeen tyyppiin:
fetaali-, prepakyteeni- seké pakyteeni-piRNA:ihin, jotka ilmentyvat sukusolujen erilaistumisen eri
vaiheissa. piRNA:t osallistuvat geenien ilmentymisen s&atelyyn sitoutumalla sukusoluspesifisiin
PIWI-proteiineihin. Interaktio piRNA:iden ja PIWI-proteiinien valilld mahdollistaa piRNA:iden
toiminnan sukusoluissa. piRNA:iden toimintamekanismit ovat moninaisia eikd niitd vield tunneta
tarkkaan. Térkein tunnettu piRNA:iden toimintamekanismi on fetaali-piRNA:iden aikaan saama
transposonien hiljentdminen epigeneettisen uudelleenohjelmoinnin aikana alkion sukusoluissa.
Toisaalta piRNA:iden tiedetddn myds osallistuvan lahetti-RNA:iden sdatelyyn ja sitd kautta
vaikuttavan solujen proteiinisynteesiin

Vaikka piRNA:iden kaikki toimintamekanismit eivét ole toistaiseksi selvilld, on kuitenkin selvaa, etta
héiriot piRNA:iden toiminnassa johtavat spermatogeneesin pysahtymiseen. Spermatogeneesin
pysahtyminen puolestaan johtaa hedelmattémyyteen sukusolujen erilaistumisen estyessd. piRNA-
biogeneesin héiriot aiheutuvat piRNA-reitin kannalta oleellisinten geenien mutatoituessa. Nama
geenit koodaavat mm. PIWI-proteiineja, TDRD-proteiineja sekd muita piRNA-reitin proteiineja.
Ihmisten hedelmattémyyden taustalta on I0ydetty erindisia hairiditd piRNA-reitin toiminnassa. Naméa
héiridt on yhdistetty mm. atsoospermiaan, eli kypsien siittididen puuttumiseen siemennesteessa, seka
siittiiden puutteelliseen liikkumiskykyyn.

piRNA-reitti ja sen toiminta ovat merkityksellisia tutkimuskohteita miesten lisdantymisterveyteen ja
hedelmattémyyteen liittyvissa tutkimuksissa. piRNA-reitin toiminnan tunteminen auttaa
ymmartdmaan hedelméattdmyyden syité, ja toisaalta tieto sen toiminnasta avaa myds mahdollisuuksia
diagnostisten tytkalujen ja hoitojen kehittdmiselle.

Asiasanat: spermatogeneesi, siittio, piRNA, lisdantymisterveys



LYHENNELUETTELO

A-MYB A-MY B-transkriptiotekija (eng. MYB Proto-Oncogene Like 1)

DDX4 eng. ATP-dependent RNA helicase DDX4

GASZ eng. Ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper domain-containing
protein 1

HENMT1 HEN-metyylitransferaasi | (eng. HEN Methyltransferase 1)

IMC eng. intermitochondrial cement

MOV10L1 eng. RNA helicase Mov10I1

MRNA ldhetti-RNA (eng. messanger RNA)

PGC primaarinen siitton kantasolu (eng. primordial germ cell)

piIRNA piwi-interaktoiva RNA (eng. piwi-interacting RNA)

PIWI eng. Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing

PLD6 eng. Phospholipase D Family Member 6

PNLDC1 eng. PARN Like Ribonuclease Domain Containing Exonuclease 1

TDRD eng. Tudor domain-containing protein

THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos

UAP56 eng. ATP-dependent RNA helicase UAP56

WHO Maailman terveysjarjesto (eng. World Health Organization)
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1 JOHDANTO

Tuoreet tutkimukset osoittavat suomalaisten miesten siemennesteen laadun olevan laskussa. Miesten
sukusolujen ja siemennesteen laadulla on merkittava rooli hedelmattdmyydessa. Vuonna 2019 tehdyn
tutkimuksen mukaan 25% prosenttia suomalaisista miehista ei tayta maailman terveysjarjesto WHO:n
(eng. World Health Organization) kriteereja, mitd tulee normaaliin siemennesteen laatuun. (1) Kun
tarkastellaan suomalaisten miesten siittididen mééréé siemennesteessd, tdmén perusteella jo puolella

miehista on alentumaa lisdantymiskyvysséa. (2)

Ongelmat suomalaisten heikentyneessé hedelmallisyydessa nakyvat myds terveydenhuollon datassa,
jossa hedelmdityshoitojen m&ara on ollut nousussa aina vuodesta 2001 saakka. Vuonna 2022
hedelmoityshoitoja aloitettiin Suomessa julkiselle sektorilla 14 650 kappaletta. (3) Kun tarkastellaan
miehien osuutta hedelmattémyystapauksissa, on todettu, ettd 50% tapauksista hedelmattomyys johtuu

ainakin osittain miehen siittididen ja/tai siemennesteen laadusta. (4)

Jotta hedelmattémyyttd voidaan ymmértadd, ennaltaehkdistd ja hoitaa, tulee ymmartdd, miten
sukusolut kehittyvat, erilaistuvat ja toimivat normaalitilassa. Miehen sukusolut tuotetaan
spermatogeneesiksi  kutsutussa  prosessissa, joka ka&ynnistyy murrosian alkaessa. (5)
Spermatogeneesin aikana kiveksien kantasoluista kehittyy kypsia siittidité, joiden kypsyminen jatkuu

kiveksistd vapautumisen jélkeen vield lisakiveksissa. (6-8)

Piwi-interaktoivat RNA-molekyylit, eli piRNA:t, ovat 21-35 nukleotidi& pitkid pienié ei-koodaavia
sukusoluspesifisia RNA-molekyyleja. piRNA:iden toiminnan on osoitettu olevan valttdmatén osa
normaalia miesten sukusolujen erilaistumista ja toimintaa. (9-13) piRNA:iden biogeneesi ja
normaalitoiminta on riippuvaista useista eri proteiineista, kuten PIWI-proteiineista (eng. Piwi Like
RNA-Mediated Gene Silencing) (14,15), TDRD-perheen (eng. Tudor domain-containing protein)
proteiineista (16-21) sekd muista piRNA-reitin toimintaan osallistuvista proteiineista. (22-26).
Hairiot piRNA:iden biogeneesin ja toiminnan osalta johtavat tyypillisesti steriiliyteen. (14-26)
piRNA-reitin hairididen on todettu vaikuttavan malliorganismien lisdaksi myds ihmisten

lisadntymisterveyteen ja sukusolujen kehitykseen. (27-30)

Tassa kandidaatin tutkielmassa perehdytddn piRNA-reitin toimintaan sekd rooliin osana miesten
sukusolujen erilaistumista ja toimintaa. Tutkielmassa spermatogeneesia sekd piRNA-reitin toimintaa
on tarkasteltu padosin hiirimalleista saatujen tietojen perusteella, ellei toisin mainita. Normaalitilan
lisaksi tutkielma paneutuu tunnettuihin piRNA-reitin héiridihin niin hiirimalleissa kuin

ihmisloydoksissa.



2 LYHYT KATSAUS SPERMATOGENEESIIN

Spermatogeneesi on tarkkaan kontrolloitu prosessi, jonka aikana siittididen kantasoluista kehittyy
kiveksissa Kkypsié siittioitd. Spermatogeneesi voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen: mitoottiseen
vaiheeseen, meioottiseen vaiheeseen sekd spermiogeneesiin. (6,7) Spermiogeneesin aikana haploidit
pyoredt spermatidit kdyvat ldpi morfologisen muutoksen, jonka jélkeen ne vapautetaan
siementiehyeisiin kypsina siittidina. (7)

Spermatogeneesi tapahtuu kiveksien siementiehyissa. Siementiehyet sisaltdvat spermatogeneesia
tukevia Sertolin soluja, jotka luovat siittididen kehitykselle otollisen mikroympériston, ja ovat ainoa
somaattinen solutyyppi siementiehyiden epiteelikerroksessa. Siementiehyet sisaltavét lisaksi eri
joko erilaistuviksi spermatogonioiksi tai uusiksi kantasoluiksi, mika yllapitdd kiveksien
kantasoluvarastoja. (7,33) Siittididen kantasolujen jatkuva jakautuminen seka erilaistuminen
mahdollistavat siittididen tuotannon lapi koko yksilon eldamén. (34) Siementiehyitd ympéroi
tukikudos, joka koostuu veri- ja imusuonista, makrofageista seké& Leydigin soluista. Leydigin solut

tuottavat testosteronia seké kasvutekijoitd, jotka ovat valttdmaton osa spermatogeneesid. (7,31)

Spermatogeneesin jalkeen siittiot siirtyvat jatkamaan kypsymista lisékiveksiin, jossa ne saavuttavat

tdyden toimintakykynsa. Lisékiveksissa siittiot kypsyvat litkkumiskykyisiksi, minka lisaksi niissa

2.1 Sukusolujen muodostuminen alkion kehityksen aikana

Primaarisia siittididen kantasoluja (eng. primordial germ cells, PGC) voidaan havaita kuusipaivéisen
alkion epiblastikerroksesta. P&atos erilaistua sukusoluiksi tapahtuu solujen sijaitessa epiblastissa.
Solujen siirtyessa sukupuolirauhaselle niiden plastisiteetti vahenee seké sukusoluidentiteetti kasvaa.
(5) PGC:t vaeltavat kehittyvéssa alkiossa paikoilleen sukupuoliharjanteelle, jossa ne vuorovaikuttavat
alkion Sertolin solujen, myeloidisolujen sekd Leydigin solujen kanssa. Kun PGC:t saapuvat
sukupuoliharjanteelle, alkion sukupuolen maarittyminen on paattynyt. PGC:t jakautuvat mitoottisesti
alkion  kiveksissa prospermatogonioiksi. (5,33) Solupopulaation kasvattamisen jalkeen
prospermatogoniat pysayttavat jakautumisen, kunnes ne jakautuvat syntyman jalkeen mitoottisesti

spermatogonioiksi ja sukusolujen erilaistuminen kaynnistyy. (5)

Epigeneettisen uudelleenohjelmoinnin on osoitettu olevan tarked osa PGC:iden sukusoluidentiteetin
muodostumista ja onnistunutta erilaistumista. (35) Solujen uudelleenohjelmointi tapahtuu ennen
jakautumista spermatogonioiksi. Epigeneettisen uudelleenohjelmoinnin aikana solujen DNA:n

metylaatiot puretaan, minka jalkeen DNA voidaan uudelleenmetyloida. (6,35) DNA:n metylaatiossa
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DNA:n metyylitransferaasi liittdéd metyyliryhmén DNA:n sytosiiniemékseen, miké saa aikaan geenin
luennan hiljentymisen. (36)  Ennen epigeneettistd uudelleenohjelmointia PGC:t vastaavat
epigeneettiseltad profiililtaan somaattisia soluja. PGC:iden epigeneettisen uudelleenohjelmoinnin
seurauksena kehittyvat sukusolut saavat sukusoluille ominaisen epigeneettisen profiilin. (37)

2.2 Mitoottinen ja meioottinen vaihe

Spermatogeneesi kaynnistyy murrosidssa, jolloin spermatogonioiden erilaistuminen kohti kypsaa,
hedelmoittamiskykyista siittiota, alkaa. Spermatogeneesin mitoottisessa vaiheessa kehittyvat siittiot
kéyvat l&pi useita solujakoja. Tyypin A spermatogoniat, jotka ovat sitoutuneita siirtymaan
meioottiseen erilaistumisohjelmaan (5), jakautuvat mitoottisesti vaiheiden Ai-As l&pi. Osa tyypin A4
spermatogonioista jakautuu valimuotoisiksi spermatogonioiksi, jotka puolestaan jakautuvat
muodostaen tyypin B spermatogonioita. Tyypin B spermatogoniat jakautuvat kerran mitoottisesti
erilaistuen primaareiksi spermatosyyteiksi, jotka aloittavat meioottisen vaiheen. (31)

Meioosin ensimmdinen vaihe, védhennysjako, alkaa profaasilla, joka jaetaan preleptoteeni-,
leptoteeni-, tsygoteeni-, pakyteeni- ja diploteenivaiheisiin. Preleptoteenivaiheessa DNA:n replikaatio
saa aikaan jokaisen kromosomin kahdentumisen kahdeksi identtiseksi kromatidiksi.
Leptoteenivaiheessa homologiset kromosomit alkavat pariutua ja tsygoteenivaiheessa ne aloittavat
synaptonemaalisen  kompleksin  sekd kromosomien vélisen synapsin  muodostamisen.
Pakyteenivaiheessa synaptonemaalinen kompleksi ja synapsi ovat taysin muodostuneet, jolloin
kromosomit aloittavat tekijainvaihdon. Tekijainvaihdossa toisiinsa Kiinnittyneet kromosomit
vaihtavat geneettistd materiaalia keskendan mahdollistaen laajemman geneettisen vaihtelun
yksiloiden vélilla. Diploteenivaiheessa synaptonemaalinen kompleksi hajoaa ja kromosomien vélinen
kiasma on valmis tekijainvaihdon tultua paatokseen. Kiasma on kromosomien valinen ristedmiskohta,
jonka kohdalla homologiset kromosomit ovat vaihtaa geneettistd materiaalia keskendan. Kiasmat

pitdvat homologiset kromosomit kiinni toisissaan meioosin vahennysjaon aikana. (38)

Meioosin vahennysjaon metafaasin aikana kromosomien véliset kiasmat hajoavat ja anafaasin aikana
homologiset kromosomit erkanevat toisistaan. (38) Meioosin véhennysjaon aikana syntyneet
sekundaariset spermatosyytit jatkavat meioosin tasausjakoon, jonka tuloksena syntyy haploideja

pyoreita spermatideja. (31)

2.3 Spermiogeneesi
Meioosin jalkeen spermiogeneesissa pyoreiden spermatidien morfologia muuttuu 16 vaiheen aikana,
jolloin niille kehittyvéat selked padosa, keskiosa sekéd hanta, flagellum. (7,31,32,39) Vaiheiden 1-8

aikana pyoreéat spermatidit valmistautuvat morfologiseen muutokseen mm. aloittamalla akrosomin



muodostamisen, mika on hedelméityksen kannalta valttaméaton vesikkelirakenne. Akrosomin avulla
siittio  pystyy hedelmoityksen aikana penetroitumaan onnistuneesti munasoluun. Hannén
kehittyminen alkaa myo6s spermiogeneesin vaiheessa 1 ja jatkuu l&hes spermiogeneesin loppuun
saakka. Lisdksi pyoreiden spermatidien tuma alkaa muuttaa muotoaan vaiheessa 8. (7,31,32)
Pyoreiden spermatidien elongaatio tapahtuu spermiogeneesin vaiheissa 9-16. (32) Mydos akrosomi
jatkaa kehittymista spermiogeneesin vaiheiden 9-14 aikana. (7,31,32)

Liséksi elongoituvien spermatidien kromatiinin rakenne muuttuu vaiheiden 11-12 aikana. Tallgin
histoniproteiinit, joiden ympérille kromatiini on kietoutunut, korvataan protamiiniproteiineilla ja
soluista tulee translationaalisesti inaktiivisia. Vaiheiden 15-16 aikana solujen tumat kondensoituvat

ja pitenevat, minka liséksi akrosomi kypsyy loppuun. (7,31,32)

Elongoitumisen lopussa pyoreiden spermatidien ldhes koko sytoplasma poistetaan. (7,31,32)
Sytoplasmasta jaa jaljelle ainoastaan sytoplasminen pisararakenne (cytoplasmic droplet) Sertolin
solujen fagosytoidessa suurimman osan siittididen sytoplasmasta. Morfologisen muutoksen johdosta
sytoplasminen pisara siirtyy kehittyvan siittion keskiosan loppupédéhan, jossa pisaralla on oma
kalvorakenne. (40) Pisara sailyy osana siittiotd, kunnes se irtoaa ejakulaation aikana. (8)
Spermiogeneesin pééatteeksi kypsat siittiot vapautetaan siementiehyiden lumeniin tapahtumassa, jota

kutsutaan spermiaatioksi. (31)

2.4 Lisakivesten rooli siittididen erilaistumisessa

Siementiehyista vapautumisen jalkeen siittiot siirtyvat kypsymaan lisakiveksiin. Lisakives koostuu
yhdesta putkesta, joka voidaan jakaa neljaan osaan: alkuosa (eng. initial segment), p&é (caput), runko
(corpus) sekda hanta (cauda). Lisdkiveksen veri-lisdkiveseste muodostuu epiteelisoluista, joiden
tehtdvand on varmistaa siittididen kypsymiselle, suojaamiselle seka varastoinnille optimaalinen
kypsymisen kannalta tarkeitd molekyylejd. Androgeenihormonit ovat suurelta osin vastuussa
lisakiveksen solujen proteiinisynteesistd, joka mahdollistaa tarvittavien proteiinien tuotannon seka

uloserittdmisen soluista. (8)

Osa lisékiveksen eristystoiminnasta tapahtuu epididosomivélitteisesti. Epididosomit ovat
lisakivekselle spesifeja vesikkelirakenteita, jotka vapautuvat lisakiveksen epiteelisoluista. (41)
Siittidihin kuljetetaan epididosomivilitteisesti proteiineja sekd RNA:ta, miké saa aikaan niiden RNA-
seka proteiiniprofiilien muutoksen. (8,41) Lisakivekset toimivat varastona siittidille, mutta niiden
merkitys osana siittididen kypsymista on myds merkittdva ja siittiot kehittyvat mm.

liilkkumiskykyisiksi lisékiveksissd kypsymisen aikana. Lisékiveksissa tapahtuvat siittididen



muutokset spermatogeneesin jalkeen ovat vélttamattomia siittion kyvylle hedelmagittdd munasolu
onnistuneesti. (8)

3 piIRNA:IDEN TUOTANTO JA TOIMINTA

piRNA:t ovat 21-35 nukleotidin mittaisia ei-koodaavia RNA-molekyylejd, jotka ilmenevat
padasiallisesti sukusoluissa. piRNA:t interaktoivat PIWI-proteiinien kanssa. (9—13) piRNA:t voidaan
jaotella kolmeen luokkaan: fetaali-piRNA:t, prepakyteeni-piRNA:t sekd pakyteeni-piRNA:t. (42—44)

Hiiren genomi koodaa kolmea PIWI-proteiinia: PIWIL1-, PIWIL2- ja PIWIL4-proteiinia, joiden
normaalitoiminta ja interaktio piRNA:iden kanssa on edellytys lisdantymiskyvylle. (14,15,43)
Fetaali-piRNA:t ilmenevat yhdessé PIWIL2:n ja PIWIL4:n kanssa, prepakyteeni-piRNA:t PIWIL2:n
kanssa ja pakyteeni-piRNA:t PIWIL1:n sekd PIWIL2:n kanssa. (42,45-47) IThmisen genomi koodaa
hiiren tavoin kaikkia edellda mainittuja PIWI-proteiineja, minka liséksi ihmisen genomi koodaa my0ds
PIWIL3-proteiinia. (48,49) Kehittyvien sukusolujen piRNA-profiili muuttuu sukusolujen kehityksen
aikana yhtenevésti PIWI-proteiinien ilmentymisprofiilin kanssa. (42,45)

piRNA:iden on todettu olevan vélttamaton osa sukusolujen erilaistumista ja toimintaa niin
selkdrankaisilla kuin selkarangattomilla eli6illa. (47) Hairiot piRNA-reitissd johtavat tyypillisesti
steriiliyteen, mikd osoittaa piRNA-reitin normaalin toiminnan olevan tarpeellinen osa

lisadntymiskykya. (50)

3.1 piRNA:iden ilmentyminen sukusolujen kehityksen aikana

piRNA-biogeneesi kdynnistyy kehittyvan alkion primaarisissa kantasoluissa lahteesta riippuen alkion
kehityspdivand 12.5-13.5. piRNA:ita tuotetaan kaikissa sukusolujen kehitysvaiheissa. (45,47,51)
piRNA:t voidaan luokitella kolmeen eri luokkaan niiden tuottamisajankohdan mukaisesti. Luokkia
ovat fetaali-piRNA:t, prepakyteeni-piRNA:t sekd pakyteeni-piRNA:t. (42-44) Fetaali-piRNA:ita
aletaan tuottamaan 15 péivaa hedelmdityksen jalkeen. Fetaali-piRNA:iden tuotanto péattyy kolme
paivaa syntyman jéalkeen. (47) Prepakyteeni-piRNA:ita tuotetaan myds alkion kehittyvissa kiveksissa
jatkuen spermiogeneesiin saakka. (47,52,53) Pakyteeni-piRNA:iden tuotanto puolestaan alkaa
rajahdysmaisesti 14 pdivaa syntyman jalkeen, jolloin ne muodostavat suurimman osan Kivesten
piRNA:ista. Pakyteeni-piRNA:ita voidaan havaita kehittyvissa siittidissa spermiogeneesin loppuun
saakka. (53,54)

Suurin osa piRNA-transkripteista tuotetaan niin kutsutuista genomisista piRNA-klustereista. Lisaksi
pieni osa piRNA:ista tuotetaan proteiineja koodaavista geeneistd. (55) Kun piRNA:ita tuotetaan

genomisista Klustereista, useampi piRNA-geeni transkriptoidaan samaan prekursoriin, josta piRNA:t



my6hemmin pilkotaan ja prosessoidaan sytoplasmassa. (13,54) piRNA:t tuotetaan kolmesta eri
prekursorilahteesté: fetaali-piRNA:t transposoni-RNA:sta ja prepakyteeni-piRNA:t 3’UTR RNA:sta,
(42-44,47) Pakyteeni-piRNA:t
transkriptoidaan pitkista ei-koodaavista RNA:ista geenien valisiltd alueilta RNA polymeraasi Il:n

joka on l&htoisin  valikoiduista mRNA-molekyyleista.
vaikutuksesta. Transkriptio alkaa, kun A-MY B-transkriptiotekija (eng. MYB Proto-Oncogene Like
1) kiinnittyy piRNA:ta koodaavan geenin promoottorialueelle, jolloin RNA polymeraasi Il aloittaa
geenin luennan. (13,42-44,47) Eri prekursoreista l&htoisin olevia piRNA:ita tuotetaan eri vaiheissa
sukusolujen erilaistumista ja eri luokkien piRNA:t vuorovaikuttavat seka sitoutuvat eri PIWI-

proteiinien kanssa, minka liséksi niilld on toisistaan poikkeavia funktioita. (42—44,47)

Taulukko 1. piRNA:iden luokittelut nisakkailla.

Luokka

Alkupera

Ilmentyminen

Biogeneesireitti

Fetaali-piRNA:t

Transposoni-RNA
(47)

15 paivaa
hedelmdityksen
jalkeen — 3 paivaa
syntyman jalkeen (47)
Primaarinen
biogeneesireitti, ping-

pong-sykli (47)

Prepakyteeni-
piRNA:t
3’UTR mRNA (54,56)

PGC:t— spermiogeneesi

(47,52,53)

Primaarinen

biogeneesireitti (46)

Pakyteeni-piRNA:t
IncRNA (42,54,57)
14 péivéaa syntyman
jalkeen —

spermiogeneesi (53,54)

Primaarinen

biogeneesireitti (58)

Interaktoivat PIWIL2, PIWIL4 (59) PIWIL2 (9,15,42,55,60)  PIWIL1, PIWIL2

proteiinit (47,61)

Funktiot Transposonien Transposonien Posttranskriptionaalinen
hiljentdminen hiljentdaminen  meioosin geenien hiljentdminen

epigeneettisen aikana ja sen jilkeen (63-66)
uudelleenohjelmoinnin  (53,62)

aikana (9,43,44)

Transkription jalkeen piRNA-prekursorit kuljetetaan tumasta sytoplasmaan, jossa ne prosessoidaan
kypsiksi piRNA-molekyyleiksi. Tumassa UAP56-proteiini (eng. ATP-dependent RNA helicase

UAP56) kerda piRNA-prekursorit yhteen tumahuokosten l&heisyydessd. Prekursorit siirretddn
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tumahuokosten l&pi sytoplasman puolelle, jossa ne kuljetetaan piRNA-biogeneesipaikalle
mitokondrioiden ulkokalvojen I&heisyyteen. (50,67)

3.2 piRNA-biogeneesi

piIRNA-biogeneesin aikana sytoplasmaan kuljetetut prekursorit pilkotaan oikeanpituisiksi, mink&
lisdksi niihin tehdédan muokkauksia, jotka mahdollistavat piRNA:iden toiminnan. Naitd muokkauksia
ovat 5’- ja 3’-pdiden muokkaukset sek& 3’-paan 2’0O-metylaatio. Muokkaukset tapahtuvat osana
primaarista piRNA-biogeneesireittid. (22,23,68,69)

MOV10L1 (eng. Mov10 Like RNA Helicase 1) on proteiini, joka toimii osana piRNA-biogeneesia
siirtdmalla piRNA-prekursorit mitokondrioiden ulkokalvojen l&heisyyteen. (47) MOV10L1:n on
todettu sitoutuvan tarkasti piRNA-prekursoreihin ennen kuin ne sitoutuvat PIWI-proteiinien kanssa.
MOV10L1 osallistuu my6s piRNA-prekursorien sekundaarirakenteiden muokkaukseen. (70)

PLD6 (eng. Phospholipase D Family Member 6) on fosfolipaasi sek& endonukleaasi, joka pilkkoo
piIRNA-prekursorit yksittéisiksi pre-piRNA-molekyyleiksi ja osallistuu pre-piRNA:iden 5’-pdiden
muodostamiseen. (25,71) 5’-paan muodostumisen jalkeen pre-piRNA:iden 3’-pdd muokataan 3’-5’-
PNLDC1-eksonukleaasilla (eng. PARN Like Ribonuclease Domain Containing Exonuclease 1). (23)

Toimintakykyisten piRNA-molekyylien biogeneesi edellyttdd pre-piRNA:iden 3’-pdiden 2’O-
metylaatiota. HENMT1-proteiini (eng. HEN Methyltransferase 1) metyloi 3’-péat hiirilla. 2°O-
metylaatio suojaa piRNA-molekyyleja niiden komplementaariselta hajottamiselta muiden RNA:iden
toimesta. Lisaksi metylaatio stabiloi piRNA:ita (72) ja PIWI-proteiinit sitoutuvat piRNA:ihin

tiukemmin, kun niiden 3’-péat ovat metyloitu. (73,74)

Primaarisen biogeneesireitin jalkeen piRNA:t voidaan vield monistaa ping-pong-syklissa. (42,75)
Monistamisen aikana primaari-piRNA:iden perusteella tuotetaan sekundaari-piRNA:ita, jotka ovat
komplementaarisia primaari-piRNA:ille. (13,76) Ping-pong-syklin tuloksena syntyy transposonien
hiljentamiseen kykenevia sekundaari-piRNA-molekyyleja, joita tuotetaan erityisesti alkion
sukusoluissa. (13,42,75)
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Kuva 1. piRNA:iden biogeneesireitti. piRNA:t transkriptoidaan piRNA-klustereista pitkiksi piRNA-prekursoreiksi.
piRNA-prekursorit kuljetetaan tumahuokosten laheisyyteen UAP56-proteiinin avulla ja siirretddn tumasta sytoplasmaan.
Sytoplasmassa MOV10L1 siirtdd piRNA-prekursorit piRNA-biogeneesin tapahtumapaikalle. Prekursoreista pilkotaan
PLD6-proteiinin toimesta pre-piRNA:ita, jotka interaktoivat PIWI-proteiinien kanssa. Pre-piRNA:t, joihin PIWI-
proteiinit ovat sitoutuneet, muokataan 3’-paistda PNLDC1-proteiinin toimesta. HENMT 1-proteiini 2°O-metyloi 3’-paat.
Tatd osuutta piRNA-biogeneesistd kutsutaan primaariseksi biogeneesireitiksi. Primaarisen biogeneesireitin jalkeen
piRNA:t voidaan siirtadd ping-pong-sykliin monistettaviksi. Ping-pong-syklin tuottamat piRNA:t ovat komplementaarisia
transposonien kanssa.

3.3 piRNA:iden toiminta
piRNA:t osallistuvat useisiin sukusolujen kehityksen ja toiminnan kannalta keskeisiin prosesseihin.

piRNA:iden toiminta vaihtelee niiden luokan mukaan eik& niiden kaikkia toimintamekanismeja
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tunneta. Fetaali-piRNA:iden tiedetddn hiljentavan transposonien toimintaa jo alkionkehityksen
aikana. (43) Prepakyteeni-piRNA:iden ja pakyteeni-piRNA:iden toiminta puolestaan on toistaiseksi

pitkalti tuntematonta.

3.3.1 Fetaali-piRNA:t

Fetaali-piRNA:iden tehtdvana on estéé transposonien toimintaa kehittyvissa sukusoluissa. (9,43,44)
Transposonit ovat genomissa ilmentyvié litkkuvia geneettisid elementtejd. Transposonit voivat liittad
itsensd osaksi genomia joko geenien ldheisyyteen tai niiden keskelle, jolloin ne voivat vaikuttaa
héiritsevésti geenien luentaan. (77) Fetaali-piRNA:iden suojaavat genomia transposonien
ilmentymiseltd, mika on erityisen tdarkedd alkioiden sukusoluissa tapahtuvan epigeneettisen
uudelleenohjelmoinnin  aikana, jolloin DNA:n demetylaatio mahdollistaa transposonien
aktivoitumisen. (43) Transposonien toiminnan hiljentdminen mahdollistaa sukusolujen genomien

eheyden séilymisen solujen erilaistumisen aikana. (43,44)

Fetaali-piRNA:t muokataan sek& primaarisella biogeneesireitilla ettd ping-pong-syklissa (47) ja ne
interaktoivat PIWIL2:n ja PIWIL4:n kanssa. (9,43,44) PIWIL4:n ilmentyminen Kkehittyvissa
sukusoluissa alkaa 15 pdivad hedelmoittymisen jalkeen ja jatkuu kolme pdivad syntyman jalkeen.
Tan& aikana solusykli on pysahtynyt ja primordiaaliset kantasolut kayvat lapi DNA:n de novo-
metylaatioita. (42,78,79) PIWIL4 ohjaa fetaali-piRNA:t takaisin tumaan ping-pong-syklin jalkeen,
jossa ne hiljentavét transposonien toimintaa DNA:n de novo-metylaatioiden aikana. (22,59,71)
PIWIL2:n kanssa sitoutuneet piRNA:t jdavat sytoplasmaan, jossa niiden toiminta kohdistuu muihin

transkripteihin hiljentden niiden toimintaa. (47)

3.3.2 Prepakyteeni-piRNA:t

Prepakyteeni-piRNA:t, joita kutsutaan myods 3°’UTR piRNA-molekyyleiksi, ovat vallitseva piRNA-
luokka spermatogeneesin alkuvaiheissa ennen meioosin vahennysjaon pakyteenivaihetta. (54,80)
Prepakyteeni-piRNA:iden konsentraatio on korkeimmillaan 10 pdivaa syntyman jalkeen, jolloin
myd6s PIWIL2-proteiinin tiedetddn olevan ainoa ilmentyva PIWI-proteiini. Prepakyteeni-piRNA:iden
tiedetddn interaktoivan PIWIL2:n kanssa kehittyvien sukusolujen elongaation alkuun asti.
(9,15,42,55,60)

Prepakyteeni-piRNA:t  tuotetaan mRNA:iden 3’UTR-alueilta aktiivisen valintaprosessin
seurauksena. Valintaprosessissa tietyt mRNA-molekyylit valitaan osaksi piRNA-biogeneesireittia.
Valintaan johtavia tekijoitd ei vield tunneta. (46) Prepakyteeni-piRNA:t pilkotaan tdysmittaisista
MRNA-molekyyleistd ja ribosomit ohjaavat mRNA:iden pilkkomista oikean kokoisiksi

fragmenteiksi. Fragmentit jatkavat kypsymistd piRNA-biogeneesireitilld, jossa niille tehdaan
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piRNA:iden toiminnan kannalta oleelliset muokkaukset. (62) Prepakyteeni-piRNA:t valmistetaan
kayttden primaaria biogeneesireittia eika niiden valmistuksessa tarvita ping-pong-syklin

komponentteja. (46)

Prepakyteeni-piRNA:iden toiminnasta tiedetddn toistaiseksi vahan. On ndytetty, ettd prepakyteeni-
piRNA:t osallistuvat meioosin aikana posttranskriptionaalisesti transposonien hiljentdmiseen. (53)
Prepakyteeni-piRNA:t siséltavat transposoneille komplementaarisia sekvensseja, mink& vuoksi ne
pystyvat hiljentdmaén transposonien toimintaa meioosin aikana ja sen jalkeen. (62)

3.3.3 Pakyteeni-piRNA:t

Pakyteeni-piRNA:iden tuotanto aloitetaan kehittyvissd siittidissd meioosin  véhennysjaon
myo6hdisestd pakyteenivaiheessa 14 pdivaa syntyman jalkeen. (14,42,53,54) Pakyteeni-piRNA-
tuotannon alettua ne muodostavat n. 95% aikuisen kiveksien piRNA-populaatiosta. (13) Pakyteeni-
piRNA:ita esiintyy myds runsaasti meioosin jalkeisissd pyoreissé ja elongoituvissa spermatideissa.
(53,54) Pakyteeni-piRNA:t interaktoivat PIWIL1- sekda PIWIL2-proteiinien kanssa. (47,61)
Pakyteeni-piRNA:t ovat I&htdisin genomin geenien valisiltd alueilta. Pakyteeni-piRNA:t pilkotaan
pitkistd yksijuosteisista ei-koodaavista RNA-molekyyleistda ja niiden prosessointiin kéytetdan

padasiallisesti primaaria piRNA-reittia. (42,54,57)
Syntyma
Mitoottiset jaot Spermiogeneesi
I \ 4 A
a
- r“
PGC Prospermatogonia Spermatogonia Leptoteeni/ Pakyteeni Pyéred Elongoituva Spermatozooa  Lisikives
Tsygoteeni spermatidi spermatidi
PIWIL4
PIWIL2
PIWIL1
Fetaali-piRNA:t

Prepakyteeni-piRNA:t
Pakyteeni-piRNA:t

Kuva 2. Hiiren spermatogeneesin vaiheet sekd piRNA:iden tuotanto. Fetaali-piRNA:t tuotanto alkaa 15 pdivaa
hedelmdityksen jalkeen primordiaalisissa kantasoluissa yhdessa PIWIL2 ja PIWIL4 proteiinien kanssa. Fetaali-piRNA:ita
tuotanto jatkuu viela kolme pdivaa syntyman jalkeen. Taman jalkeen prepakyteeni-piRNA:t yhdessa PIWIL2 kanssa ovat
ainoat tuotettavat piRNA:t. Pakyteeni-piRNA:iden tuotanto alkaa meioosin pakyteenivaiheessa. Pakyteeni-piRNA:t
interaktoivat PIWIL1- ja PIWIL2-proteiinien kanssa.

Pakyteeni-piRNA:iden toiminta on vield pitkalti tuntematonta. (13) On ndytetty, ettd osa pakyteeni-
piRNA:ista ohjaavat PIWI-proteiineja hajottamaan mRNA-molekyyleja, jolloin pakyteeni-piRNA:t

osallistuvat geenien ilmentymisen sadtelyyn. posttranskriptionaalisesti. Pakyteeni-piRNA:ita
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tuotetaan meioosin aikana ja sen jalkeen, jolloin ne pilkkovat meioosin aikaisia ja jalkeisid mRNA.-
molekyyleja sd&dellen ndin geenien ilmentymista. (63-66) Liséksi on néytetty, ett osa pakyteeni-
piRNA:ista osallistuu mRNA:iden translaation aktivaatioon PIWIL1-proteiinin kanssa. PIWIL1-
piIRNA-kompleksia tarvitaan spermiogeneesin aikana mm. akrosomin muodostumiseen osallistuvien
mRNA:iden translaatioon. (81)

3.4 piRNA:t ja sukusolugranulat
Sukusolugranulat ovat oleellinen osa kehittyvien siittididen pienten RNA:iden prosessointia seka
toimintaa. Sukusolugranulat ovat sukusolujen sytoplasmassa esiintyvid kalvottomia, dynaamisia

ribonukleoproteiinigranuloita, jotka koostuvat RNA:sta ja proteiineista. (82,83)

IMC (eng. intermitochondrial cement) ja kromatoidikappale (eng. chromatoid body) ovat kehittyvissa
siittigissd  esiintyvia sukusolugranuloita. IMC muodostuu alkion kehityksen aikaisissa
prospermatogonioissa ja se havaitaan aina pakyteenivaiheen spermatosyytteihin saakka. (82—84).
IMC sijaitsee tuman l&heisyydesséd mitokondrioiden valissa sitoen mitokondriot paikalleen. (85) Se
siséltdd mm. TDRD1-, TDRD6-, DDX4- sekd PIWIL2-proteiineja, joita myos kromatoidikappale
sisdltaa. (84,86) Kuitenkin IMC:n ja kromatoidikappaleiden proteomit poikkeavat toisistaan ja vain
n. 40% IMC:n komponenteista 16ytyy myos kromatoidikappaleesta. IMC siséltdd useita piRNA-
biogeneesiin osallistuvia proteiineja, kuten PLDB, jota havaitaan mitokondrioiden ulkokalvoilla, joita
IMC ympéro6i. Tamén perusteella ajatellaan, ettd IMC toimii piRNA-biogeneesin tapahtumapaikkana.
(86)

Kromatoidikappale havaitaan pyoreissd spermatideissa meioosin ja IMC:n haviamisen jalkeen.
(82,83) Kromatoidikappale koostuu suurelta osin piRNA-reitin kannalta oleellisista proteiineista,
joita ovat mm. PIWIL1, DDX4, TDRD6 seka TDRD7 (82). Sen on todettu akkumuloivan pakyteeni-
piRNA:ita. Kromatoidikappaleen proteomi viestii sen osallisuudesta RNA-sdatelyyn seka piRNA-
reitin toimintaa, sillda kromatoidikappale sisaltdd piRNA-reitin sekd niiden toiminnan kannalta
oleellisia komponentteja. (87,88) Olemassa olevan tutkimustiedon perusteella on ehdotettu, etta

kromatoidikappale toimii tapahtumapaikkana pakyteeni-piRNA-vélitteiselle RNA-saatelylle. (88)

4 piRNA BIOGENEESIN HAIRIOT JA VAIKUTUKSET
LISAANTYMISTERVEYTEEN

piRNA-reitin toiminta on vélttdimaton osa spermatogeneesid. piRNA-reitin merkitys miesten

sukusolujen erilaistumisessa ja toiminnassa on osoitettu niin malliorganismeilla kuin ihmisilla. Reitin
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toiminnalle oleellisen geenin poistaminen johtaa spermatogeneesin pysahtymiseen ja steriiliyteen.
(14-30,47)

Tyypillista piRNA-biogeneesin héiridissa on, ettd poistogeenimalleissa hairiot ilmenevat vain
homotsygooteilla yksil6ill4&. Heterotsygootit yksilot ovat fenotyypiltddn villityypin Kkaltaisia.
Homotsygooteilla mutaatiot johtavat yksiléiden steriiliyteen, mika aiheutuu piRNA-reitin toiminnan
hairiintymisesté. Hairiot reitille tarkeiden proteiinien tuotannossa ja toiminnassa on linkitetty piRNA-
biogeneesin hairiintymiseen, mink& seurauksena mm. transposonien hiljentdminen epigeneettisen
uudelleenohjelmoimisen aikana on puutteellista johtaen erilaistuvien solujen genomien
epéavakauteen. (15,23-25,43)

4.1. Hairiot PIWI-perheen proteiineissa

PIWI-perheen proteiinit PIWIL1, PIWIL2 sekd PIWIL4 ovat vélttamaton osa piRNA-reitin
toimintaa. (14,15) PIWIL4" yksil6t ovat steriilejd johtuen spermatogeneesin pysihtymisesta ennen
meioosin véhennysjaon pakyteenivaihetta. (43) PIWIL4:n mutaatio johtaa myods alkion Kivesten
vahentyneeseen piRNA-molekyylien méaérdan. piRNA:iden alentunut mé&ard johtaa LINE1-

retrotransposonien metylaatioiden puuttumiseen, jolloin niiden toimintaa ei hiljenneta. (43,44)

PIWIL4"-hiirimallin tavoin myds PIWIL27-hiiret ovat steriilejd eika niiden lisakiveksien cauda-
osasta l0ydetd lainkaan kypsia siittioita. Kiveksista ei mydskéan I6ydeta postmeioottisia sukusoluja.
Spermatogeneesi  pysdhtyy PIWIL27-hiirilldA meioosin alkuvaiheessa tsygoteenivaiheessa tai
aikaisessa pakyteenivaiheessa. (15) PIWIL2:n poistaminen sukusoluista laskee piRNA:iden maaraa

ja johtaa transposonien aktivaation lisdantymiseen.. (44)

PIWIL1:n poistaminen pyséyttad spermatogeneesin pyored spermatidi-vaiheeseen. PIWIL1"-hiiret
ovat steriilejd johtuen pakyteeni-piRNA-reitin toimimattomuudesta. (14) PIWIL1:n poiston on
osoitettu vaikuttavan meioosin véhennys- seké tasausjaon toimintaan. PIWIL1:n poistaminen johtaa
sentromeerien ja perisentromeerien ei-koodaavien RNA-molekyylien yli-ilmentymiseen, miké johtaa
satelliitti-RNA:iden liialliseen maéraan. Talléin meioosin vahennysjaossa kromosomit jakautuvat
vaarin soluissa, mika johtaa lisddntyneeseen aneuploidiaan meioosin tasausjaossa. Ongelmat
kromosomien jakautumisessa johtavat hdiriintyneessda meioosissa syntyneiden spermatidien

eliminaatioon seka steriiliyteen. (66)

4.2. Hairiét TDRD-perheen proteiineissa
TDRD-perheen proteiinit ovat IMC:ssa sekd kromatoidikappaleessa lokalisoituvia proteiineja, jotka
ovat Vélttdmaton osa spermatogeneesia ja hedelmallisyyttd. TDRD-perheen proteiinit osallistuvat

sukusolugranuloiden muodostukseen. N&itd proteiineja koodaavien geenien poistaminen estéé
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tyypillisesti sukusolugranuloiden muodostumisen, mika johtaa hairidihin piRNA-reitin toiminnassa.
Lisaksi sukusolugranuloille ominaiset proteiinit lokalisoituvat vaarin soluissa. TDRD1-, TDRD5-,
TDRD6-, TDRD7-, TDRD9- sekd TDRD12-geenien poistamisen on todettu aiheuttavan steriilin
fenotyypin hiiritutkimuksissa. (16-21)

TDRD1:n tai TDRD5:n poistaminen saa aikaan IMC:n muodostumisen héiriintymisen. (16,17)
TDRDZ1:n poisto ei vaikuta kromatoidikappaleen muodostumiseen. TDRD5-, TDRDG6- tai TDRD7-
geenien poiston seurauksena kromatoidikappaleen ~muodostuminen hairiintyy pyoreissa
spermatideissa. (16,17,19,21) Esimerkiksi PIWI-proteiinit sekd TDRD1-proteiini lokalisoituvat
véaérin TDRD5:n tai TDRDG6:n poistamisen vuoksi. (17,21)

Spermatogeneesi hairiintyy tyypillisesti TDRD-geenien poistamisen myotd, mutta sen pysahtymisen
ajankohta vaihtelee geeneittain. (17-19) TDRD5-poistogeeniset hiiret ovat steriilejd, sill& niiden
spermatogeneesi pysahtyy pyoreé spermatidi-vaiheeseen. Joskus spermatogeneesi pysahtyy meioosin
profaasiin. (17) Myds TDRD7-poistogeenisyys pysayttdd spermatogeneesin pydred spermatidi-
vaiheeseen. (19) TDRD9-poistogeenisyys johtaa meioosin pysédhtymiseen jo ennen pakyteenivaihetta,

koska geenin poisto estdd kromosomien vélisen synapsin muodostumisen. (18)

TDRD-mutaatioille yhteistd on myds transposonien aktiivisuuden lisadntyminen alkion sukusolujen
kehityksen aikana. TDRD5-, TDRD7- ja TDRD9-poistogeenisten hiirien LINE-1-retrotransposonien
hiljentdminen on estynyt ja piRNA-profiilit poikkeavat villityypin hiiristd. (17-19) TDRD12-
poistogeenisten hiirien transposonien hiljentdminen on estynyt, minka lisdksi piRNA:iden interaktio
PIWIL4:n kanssa on puutteellista. Tamé vaikuttaa hairitsevasti fetaali-piRNA:iden tuotantoon.
TDRD12 poistamisen ei ole osoitettu vaikuttavan PIWIL2:n ja piRNA:iden yhteistoimintaan. Nain
ollen primaari-piRNA-reitti ei hairiinny, vaan ongelmat piRNA:iden tuotannossa alkavat vasta ping-

pong-syklin aikana. (20)

4.3. Hairiot muissa piIRNA-reitin proteiineissa

PIWI- ja TDRD-perheiden proteiinien lisaksi myds muiden piRNA:iden prosessoinnille oleellisten
proteiinien mutaatiot johtavat piRNA-reitin héiriintymiseen ja steriiliin fenotyyppiin. Naita
proteiineja ovat mm. PLD6, GASZ, PNLDC1 sekda HENMT1. (22-26)

PLD6-proteiini pilkkoo pidempid piRNA-prekursoreita pre-piRNA-molekyyleiksi niiden 5’-péisté
piRNA-biogeneesin aikana. (71) PLD6™-hiirien kivesten kehitys ja spermatogeneesi etenevét
normaalisti alkion kehityksen seka ensimmaisten elinviikkojen ajan. Hairidt spermatogeneesissa
hiirilla alkavat 16 paivaa syntyman jalkeen. (25) PLD6™-hiirien spermatogeneesi pyséhtyy aikaiseen

pakyteenivaiheeseen eikd myd6haisid spermatosyytteja synny. Liséksi hiiriltd puuttuvat IMC-
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sukusolugranulat. (26) Poistogeenisten hiirien piRNA:iden maird on alentunut ja LINE-1-
retrotransposonien hiljentaminen epaonnistuu alkion kehityksen aikana. PLD6”-fenotyyppi on hyvin
samankaltainen kuin esimerkiksi PIWIL2, PIWIL4 ja TDRD9 poistogeenisilla hiirilla. (25)

GASZ (eng. Ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper domain-containing protein 1) on proteiini,
joka kolokalisoituu IMC:ssd yhdessd PIWIL2-proteiinia stabiloiden proteiinia. GASZ™"
poistogeenisten hiirien PIWIL2-proteiinin mard on huomattavasti villityyppiad matalampi ja hiirien
spermatogeneesi pysahtyy tsygoteeni/pakyteenivaineeseen. GASZ™ hiiret ovat steriileja ja niissa
ilmeneva retrotransposonien aktiivisuus on lisdéntynyt piRNA-tuotannon ongelmien vuoksi. (24)

PNLDC1-proteiini pilkkoo pre-piRNA:iden 3’-padt piRNA-biogeneesissa ja sen on osoitettu olevan
vilttamaton osa piRNA:iden toimivuutta. PNLDC1™ hiirilld pre-piRNA:iden 3’-paan pilkkominen
epéonnistuu, mika johtaa véarin kasiteltyjen piRNA:iden kertymiseen kehittyvissa sukusoluissa.
Tamé puolestaan johtaa kypsien piRNA-molekyylien véhdisyyteen ja transposonien toiminnan
lisddntymiseen. (23)

HENMT1-proteiinin normaalia toimintaa vaaditaan piRNA:iden 3’-pddn 2’0O-metylaatioon, joka
stabiloi piRNA:ita. Geenin poistaminen johtaa piRNA:iden instabiliteettiin ja piRNA:iden mé&arén
vahentymiseen, jolloin retrotransposonien toimintaa ei estetd. HENMT1” poistogeenisyys johtaa
my®6s spermatogeneesin pysahtymiseen pyoreiden spermatidien elongaation aikana. Suurin osa
soluista kuolee ja ne, jotka selviytyvat kypsymaén lisakiveksiin saakka, ovat morfologialtaan
poikkeavia p&én sek& hanndn osalta. Lisékiveksiin péatyvien siittididen maarad on 10% suhteessa
villityypin hiiriin. Hiirimallin steriiliys johtuu siis vahaisestd siittioiden méaérasta sekd niiden
poikkeavasta morfologiasta. (22)

4.4. piRNA-reitin hairiot ihmisilla

Malliorganismeilla tehdyt tutkimukset osoittavan piRNA-reitin olevan Vvélttdmaton osa
spermatogeneesia ja hedelméllisyyttd. Eldinmallien liséksi piRNA-reitin merkitys osana

lisadntymiskykya on ndytetty myds ihmisilla. (27-30)

Hedelmattomilla miehilla tehdyissa geenitutkimuksissa on havaittu mutaatioita 14 eri piRNA-reitin
kannalta oleellisen geenin osalta. Néit4 geeneja ovat mm. PIWIL1, TDRD1 sekd DDX4. Pakyteeni-
piRNA:iden méaran on todettu vahentyneen ndiden miesten Kiveksissa, miké viestii piRNA-reitin

toiminnanhairidista. (27)

verrattuna normaalisti liikkuviin verrokkeihin. PLDG6-proteiinin ja piRNA:iden samanaikainen
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vahaisyys voisi selittad siittioiden heikentyneen liikkumiskykyyn. PLD6:n mutaatio johtaa
piRNA:iden vahdiseen madréan, minka seurauksena potilaat ovat steriilejd johtuen siittiiden
heikosta litkkumiskyvysta. (28)

Atsoospermiaa tutkittaessa mutaatioita on I6ydetty PNLDC1-proteiinia koodaavasta geenista.
Ihmistutkimuksissa PNLDC1-mutaatio on linkitetty steriilien miesten piRNA:iden poikkeavaan
pituuteen sekd vahdiseen pakyteeni-piRNA:iden maaréd&n. Naiden miesten spermatogeneesi on
pysahtynyt meioosin jélkeiseen pyo6red spermatidi-vaiheeseen. Muutokset hiirimallissa ovat
yhtenevét ihmisloydoksien kanssa. (29)

Lisdksi MOV10L1-geenin polymorfia on linkitetty infertiliteettiin. Tietyissd& geenimuodoissa
tutkittujen miesten siittididen kypsyminen on pyséhtynyt meioosiin védhennysjaon alkuvaiheisiin ja
on epdilty, ettd MOV10L1 polymorfialla olisi rooli spermatogeneesin pysédhtymisessa. Tama selittéisi

kyseisten geenimuotojen omaavien miesten atsoospermian. (30)

5 YHTEENVETO

Spermatogeneesin on osoitettu olevan riippuvainen piRNA-reitin normaalista toiminnasta. (14—
30,47) piRNA-reitin toimintahairiot johtavat steriiliyteen, joka johtuu tyypillisesti spermatogeneesin
pysahtymisestd, piRNA-biogeneesin héiriintymisestd, piRNA:iden alentuneesta madaréstd seka
transposonien hiljentdmisen epédonnistumisesta, mika johtaa kehittyvien solujen genomiseen
epéavakauteen. (15,23-25,43)

Ihmisen atsoospermiaa seka siittididen lilkkumiskykyé tutkittaessa on tehty samankaltaisia 16ydoksia
kuin hiirikokeissa. Kuitenkin télla hetkelld ihmistutkimuksia 10ytyy vield rajallinen maaréd ja
tutkimusta miesten hedelmattomyydesta seké piRNA:iden merkityksestd osana lisadntymisterveyttéa
tarvitaan jatkossakin. On kuitenkin selvaa, ettd piRNA-reitin toiminta on valttamatonta miesten
sukusolujen erilaistumiselle ja toiminnalle. Ta&ma on todistettu niin selkdarangattomissa ja

selkdrangallisissa eldinmalleissa kuin myds tutkittaessa ihmisten hedelméattomyytta. (27—-30)

Vaikka piRNA-reitin, spermatogeneesin ja fertiliteetin valinen yhteys on tunnistettu merkittavaksi,
vaatii aihe edelleen laajaa perustutkimusta. Hedelmattémyys on kasvava ongelma, jonka
kokonaisvaltainen ymmartdminen edellyttdd nykyista laajempaa ymmarrystd piRNA:iden

toiminnasta.
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