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Aino Vesikansa

Geenisaksilla hermoston sairauksien jäljille

Geenisaksiksi kutsuttua CRISPR-menetelmää pidetään yhtenä tämän vuosikymmenen suurimmista 
tieteellisistä läpimurroista. CRISPR-menetelmän avulla voidaan muokata DNA-juostetta tarkasti ja 
yksinkertaisesti halutussa genomin kohdassa. Helppo muokattavuus ja käytettävyys yli lajirajojen teke
vät menetelmästä ainutlaatuisen. CRISPR-menetelmä on mullistanut myös neurologisten sairauksien 
taustalla vaikuttavien geenien toiminnan tutkimisen. Uudet tautimallit ja ihmisen kantasoluviljelmien 
muokkaus nopeuttavat sekä hermoston toimintamekanismien tutkimusta että avaavat uusia mahdol
lisuuksia lääkekehitykselle. Tulevaisuudessa joitakin perinnöllisiä tauteja voidaan mahdollisesti hoitaa 
CRISPR-tekniikkaan perustuvilla geenihoidoilla. Menetelmällä pystytään muokkaamaan geenejä 
myös ihmisen sukusoluissa. Alan tämän hetken tärkeimpiä haasteita onkin pohtia laajamittaisesti 
geenimuokkauksen vaikutuksia ja sopia alalle eettisesti ja yhteiskunnallisesti kestävät pelisäännöt. 

I hmisen genomikartan valmistuminen vuon-
na 2003 ja sitä seurannut uuden sukupol-
ven sekvensointimenetelmien kehitys ovat 

merkittävästi lisänneet tietoa hermoston sai-
rauksien taustalla vaikuttavista perinnöllisistä 
tekijöistä. Genominlaajuisten assosiaatiotut-
kimusten avulla on löydetty satoja esimerkiksi 
autismille tai skitsofrenialle altistavia geeni-
muunnoksia. Valtaosa hermoston sairauksista 
syntyy kuitenkin useiden geenien, ympäristöte-
kijöiden ja sattuman yhteisvaikutuksen tulokse-
na. Nykyisin suurimpia haasteita onkin ymmär-
tää, miten nämä alttiusgeenit yhdessä ulkoisten 
tekijöiden kanssa vaikuttavat tautiriskiin ja tau-
din patofysiologiaan. 

Toiminnallisen genomitutkimuksen tarkoi-
tuksena on selvittää, miten ja missä ympäris-
tössä geenit toimivat ja miten ne vaikuttavat il-
miasuun. Viime vuosien suurimpia läpimurtoja 
toiminnallisen genomitutkimuksen saralla on 
täsmällisten geenimuokkausmenetelmien kehi-
tys. Näistä merkittävimpänä pidetään CRISPR-
menetelmää (clustered regularly-interspaced 
short palindromic repeats), jonka sovellukset 
ovat lisääntyneet räjähdysmäisesti sitten teknii-
kan kuvaamisen genomin muuntelussa (1,2). 
CRISPR-menetelmä avaa uusia mahdollisuuk-

sia myös hermoston toiminnan ja sairauksien 
tutkimukseen ja perinnöllisten sairauksien täs-
mähoitojen kehittämiseen (3,4).

CRISPR-geenimuokkauksen 
periaate ja sovellukset

Geenimuokkausmenetelmillä tarkoitetaan ylei-
sesti tekniikoita, joilla muutetaan yksilön tai 
solun perimää lisäämällä, poistamalla tai muut-
tamalla DNA-jaksoja tai emäksiä tietyssä geno
min kohdassa. Ensimmäiset geenimuokkaus-
menetelmät perustuivat meganukleaaseihin, 
sinkkisormiproteiineihin ja TALEN-proteiinei-
hin (5). Kuitenkin vasta CRISPR-menetelmän 
kehitys on mahdollistanut tehokkaan ja täsmäl-
lisen geenimuokkauksen laajassa mittakaavassa 
(6). CRISPR eroaa aiemmista menetelmistä 
DNA:han sitoutuvan osan suhteen. Proteii-
nin sijaan CRISPR-geenisaksien sitoutumista 
DNA:han ohjaa lyhyt RNA-jakso, mikä tekee 
menetelmästä aiempia geenimuokkausmene-
telmiä huomattavasti helpomman ja edullisem-
man käyttää. 

CRISPR-menetelmä perustuu bakteeri-
en immuunijärjestelmän luontaiseen kykyyn 
puolustautua viruksia vastaan. Bakteeriperäi-
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siä CRISPR-systeemejä on löydetty useita, ja 
niistä parhaiten tunnettu on ensimmäisenä 
Streptococcus pyogenes ‑bakteerilta karakteri-
soitu tyypin 2 CRISPR-Cas9 (7). Geeniteknii-
kassa bakteerien luontaista CRISPR-systeemiä 
voidaan hyödyntää yksinkertaisesti ja tehok-
kaasti. Menetelmän keskeinen osa on yksittäi-

nen opas-RNA (single guide RNA, sgRNA), 
joka ohjaa Cas9:n sitoutumaan DNA-juostee-
seen halutussa genomin kohdassa (KUVA 1). 
DNA:han sitoutunut Cas9 katkaisee juosteen 
opas-RNA:n määräämässä paikassa, minkä jäl-
keen solu hyödyntää luonnollisia DNA:n kor-
jausmekanismejaan juosteen korjaamiseen (8). 

KUVA 1.  CRISPR-geenisaksien periaate. Opas-RNA, joka voidaan syntetisoida laboratoriossa, ohjaa Watson–
Crickin emäspariutumisen avulla CRISPR-nukleaasin (esimerkiksi Cas9) haluttuun genomin kohtaan. Opas-RNA 
voidaan suunnitella mihin tahansa kohtaan genomia sillä edellytyksellä, että 20:n nukleotidin tunnistussekvens-
siä seuraa kolmen nukleotidin PAM-sekvenssi, joka on spCas9-nukleaasille 5´-NGG-3. Ihmisen genomissa PAM-
sekvenssi esiintyy noin kahdeksan nukleotidin välein, joten käytännössä sopivan opas-RNA:n suunnittelu on 
usein helppoa. Cas9 katkaisee DNA-juosteen kolme nukleotidia ennen PAM-sekvenssiä. Solu korjaa DNA-säikeen 
käyttämällä joko NHEJ- (1) tai HDR-reittiä (2). NHEJ:ssä katkenneen DNA:n päät liitetään yhteen ilman mallijuos-
tetta, jolloin DNA:n leikkauskohtaan jää tyypillisesti satunnaisia mutaatioita, mikä muuttaa lukuraamia, ja geenin 
normaali ilmentyminen estyy (poistogeeniset mallit). Vaihtoehtoisesti jakautuvissa soluissa voidaan hyödyntää 
HDR-reittiä, jossa solu korjaa katkaistun juosteen mallijuosteen mukaiseksi. Mallijuosteen avulla genomiin voi-
daan liittää haluttu uusi DNA-jakso, luoda pistemutaatioita tai saada aikaan kohdistettu deleetio.
PAM = protospacer adjacent motif, NHEJ = non-homologous end-joining, HDR = homology-directed repair

Cas9

ACCTGGCCCAAATGGCTTACTGG
TGGACCGGGTTTACCGAATGACC
ACCTGGCCCAAATGGCTTAC

SpCas9:n katkaisukohta

Genominen DNA

Genominen DNA

Cas9

CRISPR-nukleaasi,
esim. Cas9

Opas-RNA

CRISPR-geenisakset

Satunnaismutaatiot
Lukuraamin muutos ja

geenin toiminnan inaktivoituminen
(”knock-out”)

Kohdistettu mutaatio
spesifisten insertioiden, pistemutaatioiden

tai deleetioiden tekeminen genomiin

1) NHEJ 2) HDR 

Mallijuoste

+
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Non-homologous end-joining (NHEJ) on 
tehokkaampi mutta epätarkempi tapa korjata 
DNA-juoste. NHEJ liittää katkenneen juos-
teen päät yhteen sattumanvaraisesti, jolloin 
DNA:han jää usein ylimääräisiä nukleotideja 
tai alkuperäisiä nukleotideja katoaa (insertiot 
ja deleetiot, ”indelit”).  NHEJ-mekanismiin pe
rustuvaa korjausta hyödynnetään satunnaisten 
mutaatioiden luomiseen ja poistogeenisten mal-
lien tuottamiseen. 

Homology-directed repair ‑mekanismiin 
(HDR) perustuvaa korjausta käytetään puo-
lestaan tarkkojen mutaatioiden ja insertioiden 
luomiseen perimään. Soluun viedään opas-
RNA:n ja Cas9:n lisäksi mallijuoste, jonka 
mukaiseksi solu korjaa katkaistun genomisen 
DNA-jakson. HDR:n hyödyntämistä on rajoit-
tanut se, että mekanismi toimii vain jakautuvis-
sa soluissa ja mutaatiotaajuus on usein harva. 
Uusien sovellusten ansiosta myös HDR-reittiin 
perustuvasta geenimuokkauksesta on kuitenkin 
tullut tehokkaampaa (9).

CRISPR-menetelmän sovellukset lisäänty-
vät huimaa vauhtia, ja alkuperäisen geenisak-
sitoiminnon lisäksi menetelmästä on kehitetty 
useita kekseliäitä versiota geenien toiminnan 
tutkimukseen (10). Niiden avulla voidaan esi-
merkiksi säädellä geenien ilmentymistä ja epi-
genetiikkaa tai seurata kromatiinin dynamiik-
kaa leimaamalla haluttu geeni fluoresoivalla 
merkkiproteiinilla (KUVA 2). Yleisimmin käy-
tetyn Streptococcus pyogenes ‑Cas9-nukleaasin 
(spCas9) rinnalle on kehitetty myös muihin 
CRISPR-nukleaaseihin perustuvia menetel-
miä, joiden avulla voidaan esimerkiksi parantaa 
kohdetarkkuutta, laajentaa kohdevalikoimaa tai 
pakata nukleaasi AA-virukseen (9). 

CRISPR-menetelmän etuihin kuuluu helpon 
kohdistettavuuden lisäksi mahdollisuus muo-
kata useita geenejä samanaikaisesti (2). Vie-
mällä soluun useita opas-RNA:ita yhtä aikaa 
voidaan tutkia geenien vuorovaikutussuhteita 
ja yhteisvaikutuksia sairauksien etiologiassa. 
Tämä on erityisen tärkeää monitekijäisten sai-

Metyylitransferaasi
CH3: Metyyliryhmä

Poistogeeniset mallit
(”knock-outs”)

Spesifiset insertiot

Spesifiset deleetiot

Pistemutaatio

Tutkittava DNA-jakso

1) Geenisakset 2) Geenin ilmentymisen säätely
A) Aktivaatio

4) Epigeneettinen säätely

3) Genomin leimaus

dCas9

dCas9

dCas9

dCas9

B) Inhibitio

Fluoresoiva
merkki-
molekyyli

Transkriptiota
aktivoiva proteiini
Transkriptiota 
hiljentävä proteiini

CGG CAG CH3

KUVA 2.  CRISPR-menetelmän sovellukset. Opas-RNA:n kykyä ohjata Cas9 haluttuun genomin kohtaan voidaan 
hyödyntää eri tavoin. DNA:n emäsjärjestyksen muokkaus perustuu Cas9-nukleaasin kykyyn katkaista kaksois-
juoste (”geenisakset”) ja solun luonnollisiin korjausmekanismeihin (1). Cas9-proteiinista muokattu versio, josta 
puuttuu nukleaasiominaisuus (nuclease-deactivated Cas9, dCas9) toimii puolestaan proteiinimoduulina, jonka 
avulla voidaan ohjata muita efektoreja genomiin (2–4). dCas9-proteiiniin voidaan liittää esimerkiksi transkriptio-
ta sääteleviä proteiineja (2), fluoresoiva merkkimolekyyli (3) tai DNA:n epigeneettisiä ominaisuuksia säätelevä 
entsyymi (esimerkiksi metyylitransferaasi) (4). 
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rauksien mekanismeja tutkittaessa. Merkittävää 
on myös tekniikan toimiminen yli lajirajojen – 
CRISPR on toiminut toistaiseksi kaikissa testa-
tuissa eliöissä sukkulamadoista kädellisiin.

Uudet tautimallit lisäävät 
ymmärrystä hermostosairauksien 
mekanismeista

Geenien toiminnan tutkiminen hermostossa 
on erityisen vaativaa hermosolujen pitkälle 
erilaistuneen luonteen vuoksi. Ihmisen ja mui-
den nisäkkäiden aivoissa on jopa satoja erilai-
sia hermosolutyyppejä, jotka eroavat toisistaan 
rakenteeltaan ja toiminnaltaan. Geenien toi-
minta hermosolussa voi olla hyvinkin erilaista 
esimerkiksi aivojen eri osissa. Tämä riippuu 
solun mikroympäristöstä ja yhteyksistä muihin 
soluihin. Ihmisen hermosolujen kudosympäris-
töstä riippuvia patologisia muutoksia päästään 
tutkimaan vasta kuolemanjälkeisistä näytteistä. 
Solu-, kudos- ja eläinmallit ovatkin merkittäviä 
neurologisten sairauksien mekanismien selvit-
tämisessä ja uusien lääkkeiden kehittämisessä. 
CRISPR on osoittautunut verrattomaksi työka-
luksi uusien, enemmän ihmisen sairautta muis-
tuttavien tautimallien luomiseen.

Täsmällisempiä eläinmalleja nopeammin. 
Ihmisten hermostosairauksia tutkittaessa kes-
kiössä ovat yleisesti hiirimallit, joiden alkion 
kantasolujen perimän muokkaaminen homo-
logisen rekombinaation avulla osataan hyvin. 
Hiirimallien luominen homologisen rekombi-
naation avulla on kuitenkin varsin työlästä, ja 
uuden hiirimallin tekeminen vie vuodesta jopa 
kahteen. 

CRISPR-menetelmällä erityisesti poisto-
geenisten hiirimallien luominen on yksinker-
taista ja edullista (11). Menetelmällä voidaan 
muokata suoraan hedelmöittyneen munasolun 
perimää kantasolujen sijaan ja luoda poisto-
geeninen hiirimalli jopa puolessa vuodessa 
(KUVA 3). Koska menetelmällä voidaan muoka-
ta samanaikaisesti useamman geenin toimintaa, 
hitaiden ja kalliiden siirtogeenisten hiirikanto-
jen risteytyksien tarve vähenee huomattavasti 
(12). CRISPR-menetelmä ei ole kuitenkaan 
vielä täysin syrjäyttänyt tavanomaisia mene-
telmiä hiirimallien luomisessa. Kohdistettujen 

mutaatioiden, kuten tarkkojen insertioiden tai 
deleetioiden, aikaansaaminen CRISPR-mene-
telmällä ei ole yhtä yksinkertaista kuin poisto-
geenisten mallien luominen. 

Hiirimallien käyttö aivosairauksien tutki-
muksessa ei ole ongelmatonta. Etuaivokuori, 
joka käsittelee korkeampia aivotoimintoja ja 
jonka toiminnan häiriöt ovat monien psykiat-
risten sairauksien (esimerkiksi skitsofrenia, 
kaksisuuntainen mielialahäiriö, ADHD) taus-
talla, on hiirellä huonosti kehittynyt. Toisaalta 
hiiren lyhyt elinikä vaikeuttaa iän myötä kehit-
tyvien hermoston rappeumasairauksien tutki-
musta. CRISPR-menetelmää voidaan käyttää 
tautimallien luomiseen pitkäikäisissä nisä-
käslajeissa, joissa tavanomaisia kantasolujen 
muokkaamiseen perustuvia tekniikoita ei voida 
hyödyntää. Esimerkiksi neurodegeneratiivisten 
sairauksien tutkimukseen on kehitetty useita 
apina- ja sikamalleja (13,14). Apinamalleja on 
hyödynnetty myös neuropsykiatristen sairauk-
sien kuten autismin tutkimuksessa (15). 

Uusien eläinmallien, erityisesti kädellisten 
eläinten osalta, kehittäminen herättää runsaasti 
eettistä keskustelua ja jakaa mielipiteitä. Länsi-
maissa kädellisten eläinten käyttö tutkimukses-
sa on vähäistä kriittisen ilmapiirin vuoksi. Kä-
dellisten jalostaminen on huomattavan hidasta, 
ja siksi riittävän tutkimusaineiston tuottaminen 
on vaativaa. Toisaalta uudet eläinmallit voisi-
vat ratkaisevasti edesauttaa uusien lääkkeiden 
kehittämistä neurologisiin sairauksiin, sillä yli 
80 % hiirimalleissa toimiviksi ja turvallisiksi 
todetuista lääkkeistä osoittautuu tehottomiksi 
ihmiskäytössä (16). Keskushermostoon vaikut-
tavien lääkeaineiden kliinisten kokeiden epäon-
nistuminen on huomattavasti yleisempää kuin 
muiden lääkeaineiden (17). Onkin pohdittava 
tarkoin, missä tilanteessa esimerkiksi kädellis-
ten käyttö tutkimuksessa on välttämätöntä ja 
perusteltua. 

Nisäkästautimallien lisäksi CRISPR-mene-
telmä on nopeuttanut hermoston perusmeka-
nismien tutkimusta monissa muissakin mal-
lieliöissä, kuten seeprakaloissa. Seeprakalojen 
perimä ja hermoston rakenne on kuvattu hyvin, 
ja CRISPR-menetelmän avulla voidaan seuloa 
samanaikaisesti jopa kymmenien geenien vai-
kutusta ilmiasuun (18).

Geenisaksilla hermoston sairauksien jäljille
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Geenien paikallisen toiminnan tutkimi‑
nen in vivo ‑geenimuokkauksella. Siirtogee-
nisissä eläinmalleissa muokattu tai poistettu 
geeni on useimmiten jokaisessa eliön solussa, 
jolloin geenin paikallisten ja ajallisten vaiku-
tusten tutkiminen on haastavaa. Toisaalta kehi-

tyksenaikaiset kompensaatiomekanismit voivat 
osaltaan vaikuttaa ilmiasuun. CRISPR-mene-
telmä mahdollistaa hermoston solujen perimän 
muokkaamisen myös in vivo halutulla aivoalu-
eella ja jopa tietyssä solutyypissä (KUVA 3). 

In vivo ‑geenimuokkauksen avulla voidaan 

KUVA 3.  Monitekijäisten neurologisten sairauksien tutkiminen CRISPR-menetelmän avulla hiirimallissa. 
Kun geneettisissä tutkimuksissa on löydetty tiettyjen geenivarianttien (tässä B, C) ja esimerkiksi sporadisen Alz-
heimerin taudin yhteys, voidaan CRISPR-menetelmää käyttää muokkaamaan kandidaattigeenejä hiirimallissa. 
Opas-RNA ja Cas9 voidaan viedä mikroruiskeella suoraan hedelmöittyneeseen munasoluun, mikä nopeuttaa 
hiirimallien luomista merkittävästi (1). Tekniikalla voidaan muokata useita kandidaattigeenejä samanaikaises-
ti, mikä helpottaa monitekijäisten sairauksien taustalta löydettyjen geenien synergisten vaikutusten tutkimista. 
Siirtogeenisissä hiirimalleissa voidaan tutkia myös erilaisten geenien sekä ympäristötekijöiden, kuten ruokava-
lion tai stressin, yhteisvaikutuksia Alzheimerin taudin synnyssä. Vaihtoehtoisesti CRISPR-menetelmää voidaan 
käyttää kandidaattigeenien toiminnan tutkimiseen in vivo esimerkiksi muistin toiminnalle tärkeässä hippokam-
puksessa (2). Tällöin opas-RNA ja Cas9 viedään stereotaktisella ruiskeella halutulle aivoalueelle, mikä mahdollis-
taa myös geenien toiminnan ajallisten vaikutusten tutkimisen siirtogeenisiä hiirimalleja paremmin.

Potilasaineisto Verrokkiryhmä

Geneettinen tutkimus

Geeni A 70 %
Geeni B 60 %
Geeni C 35 %

71 %
55 %
42 %

Geeni B
Geeni C

Ilmiasun tutkiminen:
Solu- ja kudostason anatomiset ja fysiologiset muutokset

Käyttäytyminen
Lääkeaineiden testaus

+ Ympäristötekijät

~ 6 kk

Muuntogeeninen hiiriTsygootti

Opas-RNA:n ja Cas9:n vienti kudokseen
stereotaktisella ruiskeella

- Virusvektorit (AAV, lentivirus)
- Ribonukleiiniproteiinikompleksi

- Lipidinanopartikkelit

Cas9

Cas9

1) Siirto- tai poistogeeniset hiirimallit (CRISPR) 2) In vivo -geenimuokkaus (CRISPR)
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tutkia geenin toimintaa määrätyn ajanjakson 
aikana, ja se soveltuukin hyvin esimerkiksi iän 
myötä kehittyvien hermostosairauksien tut-
kimiseen. In vivo ‑geenimuokkausta voidaan 
hyödyntää myös tutkittaessa hermosolujen 
epigeneettistä dynamiikkaa, jonka häiriöiden 
on havaittu vaikuttavan useiden neurologisten 
sairauksien taustalla (19). Paikallisen geeni-
muokkauksen avulla on pystytty vahvista-
maan esimerkiksi MECP2-geenin merkitys 
kontekstuaalisen muistin toiminnassa hiiren 
hippokampuksessa (20). In 
vivo ‑geenimuokkauksella 
on osoitettu myös tunnet-
tujen kasvunrajoitegeenien 
(PTCH1, Trp53, PTEN, 
NF1) merkitys hiiren pikku-
aivojen medulloblastooman 
ja etuaivojen glioblastooman 
kehittymisessä (21).

Vaikka in vivo -geenimuokkaus on nopeaa 
ja monin tavoin tarkoituksenmukaista, se ei ole 
vielä rutiinimaisessa tutkimuskäytössä mene-
telmään liittyvien haasteiden vuoksi. Viimeai-
kaiset löydöt vauhdittavat eittämättä CRISPR-
menetelmän käyttöä in vivo ja rakentavat poh-
jaa myös menetelmän mahdolliselle kliiniselle 
käytölle. Äskettäin julkaistiin uusi NHEJ-kor-
jausmekanismiin perustuva HITI-menetelmä 
(homology-independent targeted integration), 
jolla kyetään luomaan kohdistettuja geenimutaa-
tiota myös postmitoottisten hermosolujen peri-
mään in vivo (22). Uusien geeninsiirtomenetel-
mien ja Cas9-nukleaasin säädeltävien versioiden 
kehittäminen helpottavat osaltaan paikallisen ja 
ajallisen tarkkuuden saavuttamista (4,23).

Muokatut kantasolut – ihmisperäiset 
solu- ja kudosmallit. Kantasolutekniikoiden 
kehittyminen on mahdollistanut tutkimuksen 
ihmisiltä eristetyissä soluissa ja osaltaan vauh-
dittanut hermostosairauksien mekanismien sel-
vitystä. Yhdistettynä genominmuokkausmene-
telmiin kantasolut ja niistä kasvatetut hermos-
ton solut ja kudosmallit (organoidit) tarjoavat 
oivallisen tavan tutkia geenien toimintaa ihmi-
sen soluissa in vitro (24). Kantasoluista kas-
vatetuissa hermosoluviljelmissä voidaan myös 
seuloa nopeasti ja tehokkaasti mahdollisia lää-
keaineita (25). Kantasoluilla ja kudosmalleilla 

onkin merkittävä rooli pyrkimyksissä vähentää 
eläinkokeiden määrää.

Ihmisen erittäin monikykyiset kantasolut 
jaetaan alkulähteensä perusteella kahteen tyyp-
piin: alkion kantasoluihin (embryonic stem 
cells, hES-solut) ja indusoituihin pluripotent-
teihin kantasoluihin (induced pluripotent stem 
cells, IPS-solut). Indusoidut pluripotentit kan-
tasolut ovat aikuiselta ihmiseltä (esimerkiksi 
ihon fibroblasteista) eristettyjä ja kasvatettuja 
somaattisia soluja, jotka voidaan soluviljel-

mässä ohjata kehittymään lähes 
minkä tahansa tyypin soluiksi. 
Kantasoluista kasvatetut her-
mosolut tai hermoston tukisolut 
säilyttävät siis luovuttajan pe-
rinnöllisen materiaalin ja mah-
dollistavat geenien toiminnan 
tutkimisen ihmisen erilaisissa 
perinnöllisissä taustoissa (26). 

CRISPR-menetelmän avulla voidaan muo-
kata joko suoraan kantasolujen tai niistä erilais-
tuneiden hermoston solujen perimää. Muok-
kaamalla kandidaattigeenejä potilaalta eriste-
tyistä kantasoluista voidaan tutkia kyseisten 
geenien vaikutuksia solujen patofysiologiseen 
ilmiasuun (KUVA 4). Vaihtoehtoisesti terveeltä 
verrokilta eristettyihin kantasoluihin voidaan 
luoda haluttu mutaatio ja seurata, johtaako 
tämä taudille tyypilliseen solutason ilmiasuun. 
Tämä on erityisen hyödyllistä tutkittaessa ke-
hityksellisiä hermostosairauksia tai hermoston 
rappeumasairauksia, joiden patofysiologiset 
muutokset alkavat eläinmalleista saadun tiedon 
perusteella jo ennen oireiden alkua. Esimer-
kiksi varhaiseen Alzheimerin tautiin linkitty-
vien APP- ja PSEN1-geenien muokkaaminen 
CRISPR-menetelmällä kantasoluissa johti kan-
tasoluista kasvatetuissa hermosoluissa saman-
kaltaisiin muutoksiin, joita on kuvattu Alzhei-
merin taudin yhteydessä (27). 

Ihmisen CRISPR-geenimuokkaus – 
mahdollisuuksia ja uhkakuvia

CRISPR-menetelmä on ollut suuri läpimurto 
lääketieteellisen perustutkimuksen monella 
osa-alueella. Tekniikka on kuitenkin herät-
tänyt paljon kiinnostusta ja odotuksia myös 
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on ollut suuri läpi
murto lääketieteellisen 
perustutkimuksen 
monella osa-alueella
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kliinisen lääketieteen puolella. Voitaisiinko 
CRISPR-menetelmää tulevaisuudessa käyttää 
sairauksien hoidossa tai jopa pysyvästi paranta-
maan perinnöllisiä hermosairauksia? CRISPR-
menetelmää kokeiltiin ihmisen geenihoidossa 
ensi kertaa viime vuonna. Kiinalaiset tutkijat 
siirsivät keuhkosyöpäpotilaalle CRISPR-me-
netelmällä ex vivo muokattuja immuunipuo-
lustukseen osallistuvia T-soluja, ja tavoitteena 

oli kasvainkudoksen tuhoaminen (28). Mene-
telmää on testattu myös ihmisalkioiden peri-
män muokkaamiseen, ja vaikka näitä muunto-
geenisiä alkioita ei ollut tarkoituskaan siirtää 
kohtuun asti, kokeilut aiheuttivat suurta kohua 
sekä tutkijapiireissä että mediassa (29,30).

CRISPR-menetelmään perustuvia somaat-
tisten solujen geenihoitoja on jo kehitteillä, ja 
moni yritys on julkistanut menetelmään liit-

Kandidaattigeenit

VerrokkiPotilas

Kantasolujen kasvattaminen

1) Geenin korjaus (CRISPR) 2) Geenin mutatoiminen (CRISPR)

Erilaistuminen

Terve ilmiasu Sairas ilmiasu Terve ilmiasuSairas ilmiasu

A) B)A) B)

Geeni B
Geeni C

Geeni B
Geeni C

KUVA 4.  Muokatut kantasolut mahdollistavat sairauksien tutkimisen in vitro ihmisten perinnöllisen taustan 
vaihdellessa. Monikykyisiä kantasoluja voidaan kasvattaa somaattisista soluista (esimerkiksi ihon fibroblastit) ja 
erilaistaa viljelmässä hermoston soluiksi. CRISPR-geenimuokkausta voidaan hyödyntää kandidaattigeenien (B, C) 
tutkimuksessa eri tavoin. Kandidaattigeeni voidaan korjata CRISPR-menetelmällä potilaalta kasvatetuissa soluis-
sa (1). Jos geeninkorjaus palauttaa terveen solun ilmiasun, kuten (geeni B), voidaan geenin ja taudin yhteys var-
mistaa (1 A). Vaihtoehtoisesti kandidaattigeeneihin voidaan tehdä mutaatiota terveistä yksilöistä kasvatetuissa 
soluissa (2). Koska geenin B muokkaaminen johtaa sairaan solun ilmiasuun, sairauden ja geenin välinen yhteys 
vahvistuu (2 A). Koska geeniä C muokkaamalla ei pystytä vaikuttamaan tutkittavaan ilmiasuun (1 B, 2 B), geenin 
C yhteyttä tautiin ei voitu tässä mallissa osoittaa.
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tyviä hankkeita (31). Hermostosairauksista 
kiinnostuksen kohteena ovat erityisesti perin-
nölliset verkkokalvon rappeumataudit, kuten 
verkkokalvon pigmenttisurkastuma (retinitis 
pigmentosa) ja tyypin 10 Leberin synnynnäi-
nen amauroosi (LCA10). Myös kuurosokeu-
tumista aiheuttavalle Usherin oireyhtymälle, 
jonka alatyyppi USH3 kuuluu suomalaiseen 
tautiperintöön, on kehitteillä CRISPR-mene-
telmään perustuvia geenihoitohankkeita. Sil-
mään kohdistuvat hoidot ovat houkutteleva 
kohde helpon tavoitettavuuden, anatomian ja 
immuunipuolustuksen eristäytyneisyyden ta-
kia. Silmätautien lisäksi CRISPR-menetelmään 
pohjautuvien geenihoitojen julkistettuja koh-
teita ovat Duchennen lihasdystrofia ja perin-
nöllinen amyloidinen polyneuropatia. Kaikki 
geenihoitohankkeet ovat kuitenkin hyvin var-
haisessa vaiheessa, eikä niiden kliinistä merkit-
tävyyttä voida vielä arvioida. 

Yhden geenin aiheuttamien neurologisten 
sairauksien geenihoitoa on testattu solu- ja 
eläinmalleissa. Esimerkiksi Huntingtonin tau-
tiin johtava CAG-emästoistojakson pidentymä 
huntingtin-geenissä on onnistuneesti korjat-
tu CRISPR-menetelmällä viljellyissä soluissa 
(32). Korjaamalla CRISPR-menetelmällä rot-
tamallissa verkkokalvon pigmenttisurkastu-
maan johtava MERTK-geeni pystyttiin puoles-
taan osin palauttamaan näkökyky (22). 

Ennen CRISPR-menetelmään perustuvien 
geenihoitojen mahdollista tuloa laajamittaisesti 
sairauksien hoitoon on ratkaistava monta tek-
niikan tehokkuuteen ja turvallisuuteen liitty-
vää kysymystä (KUVA 5) (33). Geenikorjaus on 
toistaiseksi varsin tehotonta jopa jakautuvissa 
soluissa kuten maksasoluissa ja saattaa saman-

aikaisesti aiheuttaa ei-toivottuja muutoksia 
kohdegeeniin (34). Vielä ei myöskään tiede-
tä tarkasti, kuinka usein CRISPR katkaisee 
DNA:ta väärästä kohdasta perimää (off-target 
effects). Yleisimmin käytetyn CRISPR-nuk
leaasin, Cas9:n, vieminen elimistöön (in vivo 
-hoidot) on proteiinin suuren koon vuoksi vai-
keaa yleisesti geenihoidoissa käytetyillä vekto-
reilla, kuten AA-viruksilla. Toisaalta ihmiselle 
vieraan proteiinin vieminen elimistöön saattaa 
myös aiheuttaa voimakkaan puolustusreaktion. 
Hermoston sairaudet ovat erityisen vaativia 
geenihoidon kohteita. Valtaosa sairauksista on 
monitekijäisiä ja usein luonteeltaan kehittyviä. 
Suuri haaste on, miten geenihoito saataisiin 
kohdistetuksi oikeaan kudokseen ja solutyyp-
piin oikeaan aikaan.

CRISPR-menetelmään perustuvien lääketie-
teellisten sovellusten markkinoille tuloa ovat 
osaltaan hidastaneet tekniikkaan liittyvät pa-
tenttiristiriidat. Yhdysvalloissa CRISPR-mene-
telmän geenimuokkauksessa ovat patentoineet 
Kalifornian yliopiston Jennifer Doudna yhdes-
sä menetelmän toisen kehittäjän, Emmanuelle 
Charpentierin kanssa. Menetelmän nisäkässo-
vellusten ja siten ihmiskäyttöön liittyvät patentit 
kuuluvat Yhdysvalloissa kuitenkin Broad-insti-
tuutin Feng Zhangille. Samalla kun patenttikiis-
tely Yhdysvalloissa jatkuu, Euroopan patenttivi-
rasto on suosittanut laajan patentin myöntämis-
tä CRISPR-menetelmän käytöstä Kalifornian 
yliopistolle. Ristiriitainen tilanne on aiheuttanut 
hämmennystä menetelmää lääketieteellisessä 
tarkoituksessa hyödyntävien yritysten piirissä, 
ja on edelleen varsin epäselvää, kuka lopulta 
tulee käärimään voitot CRISPR-menetelmään 
perustuvista kaupallisista sovelluksista. 

Tekniset haasteet
Kohdistaminen oikeaan kudokseen
ja solutyyppiin
Tehokkuus
Validointi

Turvallisuus
Tarkkuus
Immunogeenisuus

Eettiset ja yhteiskunnalliset kysymykset
Geenimuokkauksen käytön rajat:
somaattiset vs ituradan terapiat

CRISPR-geenihoidon
haasteet

KUVA 5.  CRISPR-menetelmään perustuvien geenihoitojen haasteet. 
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Ituradan muokkaus jakaa mielipiteet. En-
simmäiset tulokset terveiden ihmisalkioiden 
perimän muokkaamisesta julkaistiin äskettäin 
(29). Vaikka tulokset olivat parempia kuin 
aiemmat epänormaaleilla alkioilla tehdyistä 
kokeista saadut, myös näissä kokeissa vain osa 
alkion soluista sisälsi muokatun geenin eli on-
gelmana oli geneettinen mosaikismi.

Alkion perimän peukalointi on suuri eetti-
nen ja yhteiskunnallinen kysymys, joka jakaa 
asiantuntijoidenkin mielipiteet (35). Valtaosas-
sa länsimaista ihmisen perimän muokkaaminen 
on kielletty. Esimerkiksi Ruotsissa, Britanniassa 
ja Yhdysvalloissa on kuitenkin myönnetty lupa 
alkioiden perimän muokkaamiseen tutkimus-
käytössä. Yhdysvalloissa tehtiin äskettäin mer-
kittävä periaatteellinen päätös ihmisalkioiden 
perimän muokkaamisesta kliinisessä tarkoi-
tuksessa (36). Kansainvälisistä asiantuntijois-
ta koostuva paneeli hyväksyi alkion perimän 
muokkauksen tilanteessa, jossa muita vaihtoeh-
toja terveen biologisen lapsen saamiseen ei ole. 
Käytännössä tämä tarkoittaisi hyvin harvinaista 
tilannetta, jossa molemmat vanhemmat kanta-
vat samaa dominoivasti periytyvää sairautta ja 
jossa tervettä alkiota ei voida valita alkiodiag-
nostiikan keinoin. 

Lopuksi

CRISPR-menetelmän kehitys on edennyt vii-
me vuodet aallonharjalla, ja uusia sovelluksia 
julkaistaan jatkuvasti. Aiempiin geenimuok
kausmenetelmiin verrattuna CRISPR on ainut-
laatuisen helppo, nopea ja edullinen käyttää. 
Menetelmästä onkin tullut pysyvä osa mole-
kyylibiologian työkalupakkia, ja sen odotetaan 
nopeuttavan merkittävästi myös hermoston 
ja sen sairauksien tutkimusta. Yhdessä uusien 
mallisysteemien ja tehokkaiden sekvensoin-
timenetelmien kanssa CRISPR mahdollistaa 
geenien toiminnan tutkimisen monimutkaisis-
sa hermoverkostoissa aivan uudella tarkkuudel-
la. Geenitiedon lisääntymisen ja tautimekanis-
mien ymmärryksen myötä pystytään tulevai-
suudessa toivottavasti hoitamaan neurologisia 
sairauksia syihin niiden kohdistuvilla täsmä-
lääkkeillä pelkän oireiden helpottamisen sijaan. 

CRISPR-menetelmän nopea kehitys haas-
taa sekä tiedeyhteisön että yhteiskunnan 
pohtimaan geenimuokkauksen käytön rajoja. 
CRISPR-menetelmä on tehnyt ihmisen pe-
rimän muokkaamisen mahdolliseksi tavalla, 
jota ei aiemmin osattu kuvitellakaan. Ensim-
mäisten CRISPR-menetelmään perustuvien 
somaattisten geenihoitojen kliiniset kokeet 
on tarkoitus aloittaa kuluvan vuoden aikana. 
CRISPR-menetelmään perustuvia somaattis-
ten solujen terapioita kehitetään varmasti lisää 
lähitulevaisuudessa, eivätkä näihin liittyvät eet-
tiset kysymykset ja viranomaisvaatimukset eroa 
merkittävästi nykyään käytössä olevista gee-
nihoidoista. Toisaalta CRISPR:n myötä myös 
ihmisen sukusolujen ja siten jälkeläisille siirty-
vien perinnöllisten ominaisuuksien muokkaus 
on käytännössä mahdollista. Ituradan hoitoihin 
liittyy teknisten vaatimusten lisäksi perustavan-
laatuisia eettisiä kysymyksiä, joihin tiedeyhtei-
sön ja yhteiskunnan on nopeasti luotava selkeä 
kanta. Onkin korkea aika käydä laajaa keskus-
telua geenimuokkauksen vaikutuksista ja siitä, 
mihin menetelmää ollaan tulevaisuudessa val-
miita käyttämään. ■

Ydinasiat
88 CRISPR-menetelmän avulla voidaan tehdä 

tarkkoja muutoksia DNA-juosteeseen ha-
lutussa genomin kohdassa.

88 Menetelmä on helppo ja edullinen käyttää 
ja toimii lähes kaikissa eliöissä.

88 CRISPR-menetelmä on oiva työkalu neuro-
logisten sairauksien taustalla vaikuttavien 
geenien toiminnan tutkimiseen ja lääke-
kehitykseen. 

88 Menetelmää voidaan käyttää myös ihmi-
sen perimän muokkaamiseen ja tulevai-
suudessa mahdollisesti joidenkin perin-
nöllisten sairauksien geenihoitoihinkin.
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SUMMARY
Unravelling the etiology of central nervous system disease using CRISPR gene-editing
The CRISPR-”gene-scissors”-method is considered one of the major scientific breakthroughs of this decade. The CRISPR-
method provides an accurate and efficient means to generate sequence-specific changes in the genome. It is currently the 
simplest, most versatile and precise method of genetic manipulation. The method has revolutionized functional genomics 
and the landscape of research in neurological disease mechanisms. New model systems, including animal models and stem 
cell derived in vitro models, have accelerated the pace of basic research and opened new avenues for drug development. 
CRISPR-based techniques hold potential for gene therapy applications for some hereditary neurological disorders. The 
CRISPR-method can also be used to modify genes in human germ line, which raises many ethical and environmental 
questions. Broad societal and professional discussion is thus needed to agree on general guidelines for the use of CRISPR-
based gene modification methods.
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