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P KATSAUS

Aino Vesikansa

Geenisaksilla hermoston sairauksien ja

ljille

Geenisaksiksi kutsuttua CRISPR-menetelmdd pidetddan yhtenda tamdan vuosikymmenen suurimmista
tieteellisistd lapimurroista. CRISPR-menetelmdn avulla voidaan muokata DNA-juostetta tarkasti ja
yksinkertaisesti halutussa genomin kohdassa. Helppo muokattavuus ja kdytettavyys yli lajirajojen teke-
vat menetelmadstd ainutlaatuisen. CRISPR-menetelmd on mullistanut myds neurologisten sairauksien
taustalla vaikuttavien geenien toiminnan tutkimisen. Uudet tautimallit ja ihmisen kantasoluviljelmien
muokkaus nopeuttavat sekd hermoston toimintamekanismien tutkimusta ettd avaavat uusia mahdol-
lisuuksia ladkekehitykselle. Tulevaisuudessa joitakin perinndllisid tauteja voidaan mahdollisesti hoitaa
CRISPR-tekniikkaan perustuvilla geenihoidoilla. Menetelmdlld pystytddn muokkaamaan geenejd
myos ihmisen sukusoluissa. Alan tdmdn hetken tarkeimpid haasteita onkin pohtia laajamittaisesti
geenimuokkauksen vaikutuksia ja sopia alalle eettisesti ja yhteiskunnallisesti kestdvat pelisaannot.

hmisen genomikartan valmistuminen vuon-

na 2003 ja sitd seurannut uuden sukupol-

ven sekvensointimenetelmien kehitys ovat
merkittivisti lisinneet tietoa hermoston sai-
rauksien taustalla vaikuttavista perinnéllisistd
tekijoistd. Genominlaajuisten assosiaatiotut-
kimusten avulla on 16ydetty satoja esimerkiksi
autismille tai skitsofrenialle altistavia geeni-
muunnoksia. Valtaosa hermoston sairauksista
syntyy kuitenkin useiden geenien, ymparistote-
kijéiden ja sattuman yhteisvaikutuksen tulokse-
na. Nykyisin suurimpia haasteita onkin ymmar-
tdd, miten ndm4 alttiusgeenit yhdessi ulkoisten
tekijoiden kanssa vaikuttavat tautiriskiin ja tau-
din patofysiologiaan.

Toiminnallisen genomitutkimuksen tarkoi-
tuksena on selvittdd, miten ja missd ymparis-
tossd geenit toimivat ja miten ne vaikuttavat il-
miasuun. Viime vuosien suurimpia lipimurtoja
toiminnallisen genomitutkimuksen saralla on
tasmallisten geenimuokkausmenetelmien kehi-
tys. Néistd merkittdvimpéana pidetadn CRISPR-
menetelmdd (clustered regularly-interspaced
short palindromic repeats), jonka sovellukset
ovat lisidntyneet rdjahdysmaisesti sitten teknii-
kan kuvaamisen genomin muuntelussa (1,2).
CRISPR-menetelma avaa uusia mahdollisuuk-
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sia my6s hermoston toiminnan ja sairauksien
tutkimukseen ja perinnollisten sairauksien tds-
mihoitojen kehittimiseen (3,4).

CRISPR-geenimuokkauksen
periaate ja sovellukset

Geenimuokkausmenetelmilld tarkoitetaan ylei-
sesti tekniikoita, joilla muutetaan yksilon tai
solun perimai lisadamalld, poistamalla tai muut-
tamalla DNA-jaksoja tai emiksii tietyssi geno-
min kohdassa. Ensimmiiset geenimuokkaus-
menetelmdt perustuivat meganukleaaseihin,
sinkkisormiproteiineihin ja TALEN-proteiinei-
hin (5). Kuitenkin vasta CRISPR-menetelmin
kehitys on mahdollistanut tehokkaan ja tasmal-
lisen geenimuokkauksen laajassa mittakaavassa
(6). CRISPR eroaa aiemmista menetelmisti
DNA:han sitoutuvan osan suhteen. Proteii-
nin sijaan CRISPR-geenisaksien sitoutumista
DNA:han ohjaa lyhyt RNA-jakso, miki tekee
menetelmistd aiempia geenimuokkausmene-
telmid huomattavasti helpomman ja edullisem-
man kayttda.

CRISPR-menetelmd perustuu bakteeri-
en immuunijirjestelmin luontaiseen kykyyn
puolustautua viruksia vastaan. Bakteeriperii-

Toimitus suosittelee erityisesti opiskelijoille @



SpCas9:n katkaisukohta

4
ACCTGGCCCAAATGGCTTAC
TGGACCGGGTTTACCGAATGACC
I LR
ACCTGGCCCAAATGGC';FAC

Genominen DNA

"\

CRISPR-nukleaasi,
esim. (as9

=

=

Genominen DNA

(as9 Opas-RNA
CRISPR-geenisakset O‘i\ :

——— ———————
——— ——————

(as9

1) NHEJ 2) HDR
+
Mallijuoste

[ e |
—e | T | I e — T
—e | T | I e — T

Kohdistettu mutaatio

spesifisten insertioiden, pistemutaatioiden
tai deleetioiden tekeminen genomiin

Satunnaismutaatiot
Lukuraamin muutos ja
geenin toiminnan inaktivoituminen
("knock-out”)

KUVA 1. CRISPR-geenisaksien periaate. Opas-RNA, joka voidaan syntetisoida laboratoriossa, ohjaa Watson-
Crickin emdspariutumisen avulla CRISPR-nukleaasin (esimerkiksi Cas9) haluttuun genomin kohtaan. Opas-RNA
voidaan suunnitella mihin tahansa kohtaan genomia silld edellytykselld, ettd 20:n nukleotidin tunnistussekvens-
sid seuraa kolmen nukleotidin PAM-sekvenssi, joka on spCas9-nukleaasille 5-NGG-3. lhmisen genomissa PAM-
sekvenssi esiintyy noin kahdeksan nukleotidin valein, joten kdytanndssa sopivan opas-RNA:n suunnittelu on
usein helppoa. Cas9 katkaisee DNA-juosteen kolme nukleotidia ennen PAM-sekvenssid. Solu korjaa DNA-sdikeen
kayttamalla joko NHEJ- (1) tai HDR-reittia (2). NHEJ:ssa katkenneen DNA:n péat liitetaén yhteen ilman mallijuos-
tetta, jolloin DNA:n leikkauskohtaan jaa tyypillisesti satunnaisia mutaatioita, mikd muuttaa lukuraamia, ja geenin
normaali ilmentyminen estyy (poistogeeniset mallit). Vaihtoehtoisesti jakautuvissa soluissa voidaan hyddyntaa
HDR-reittid, jossa solu korjaa katkaistun juosteen mallijuosteen mukaiseksi. Mallijuosteen avulla genomiin voi-
daan liittda haluttu uusi DNA-jakso, luoda pistemutaatioita tai saada aikaan kohdistettu deleetio.

PAM = protospacer adjacent motif, NHEJ = non-homologous end-joining, HDR = homology-directed repair

sia CRISPR-systeemejid on loydetty useita, ja
niisti parhaiten tunnettu on ensimmdiisend
Streptococcus pyogenes -bakteerilta karakteri-
soitu tyypin 2 CRISPR-Cas9 (7). Geeniteknii-
kassa bakteerien luontaista CRISPR-systeemii
voidaan hyodyntdd yksinkertaisesti ja tehok-
kaasti. Menetelmin keskeinen osa on yksittai-
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nen opas-RNA (single guide RNA, sgRNA),
joka ohjaa Cas9:n sitoutumaan DNA-juostee-
seen halutussa genomin kohdassa (KUVA1).
DNA:han sitoutunut Cas9 katkaisee juosteen
opas-RNA:n midrdamassd paikassa, minka jal-
keen solu hy6dyntad luonnollisia DNA:n kor-
jausmekanismejaan juosteen korjaamiseen (8).

Geenisaksilla hermoston sairauksien jaljille
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KUVA 2. CRISPR-menetelman sovellukset. Opas-RNA:n kykya ohjata Cas9 haluttuun genomin kohtaan voidaan
hyodyntaa eri tavoin. DNA:n emaésjarjestyksen 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 liittaa esimerkiksi transkriptio-
ta saatelevia proteiineja (2), fluoresoiva merkkimolekyyli (3) tai DNA:n epigeneettisia ominaisuuksia saateleva

entsyymi (esimerkiksi metyylitransferaasi) (4).

Non-homologous end-joining (NHE]) on
tehokkaampi mutta epitarkempi tapa korjata
DNA-juoste. NHE] liittdd katkenneen juos-
teen pait yhteen sattumanvaraisesti, jolloin
DNA:han jdd usein ylimaardisia nukleotideja
tai alkuperiisia nukleotideja katoaa (insertiot
ja deleetiot, “indelit”). NHE]J-mekanismiin pe-
rustuvaa korjausta hyddynnetdin satunnaisten
mutaatioiden luomiseen ja poistogeenisten mal-
lien tuottamiseen.

Homology-directed repair -mekanismiin
(HDR) perustuvaa korjausta kiytetiin puo-
lestaan tarkkojen mutaatioiden ja insertioiden
luomiseen perimdin. Soluun vieddin opas-
RNA:n ja Cas9:n lisiksi mallijuoste, jonka
mukaiseksi solu korjaa katkaistun genomisen
DNA-jakson. HDR:n hy6dyntidmisté on rajoit-
tanut se, ettd mekanismi toimii vain jakautuvis-
sa soluissa ja mutaatiotaajuus on usein harva.
Uusien sovellusten ansiosta myos HDR-reittiin
perustuvasta geenimuokkauksesta on kuitenkin

tullut tehokkaampaa (9).

A.Vesikansa

CRISPR-menetelmin sovellukset lisddnty-
vit huimaa vauhtia, ja alkuperiisen geenisak-
sitoiminnon lisiksi menetelmistd on kehitetty
useita kekseliditd versiota geenien toiminnan
tutkimukseen (10). Niiden avulla voidaan esi-
merkiksi sdddelld geenien ilmentymisti ja epi-
genetiikkaa tai seurata kromatiinin dynamiik-
kaa leimaamalla haluttu geeni fluoresoivalla
merkkiproteiinilla (KUVA 2). Yleisimmin kiy-
tetyn Streptococcus pyogenes -Cas9-nukleaasin
(spCas9) rinnalle on kehitetty myds muihin
CRISPR-nukleaaseihin perustuvia menetel-
mid, joiden avulla voidaan esimerkiksi parantaa
kohdetarkkuutta, laajentaa kohdevalikoimaa tai
pakata nukleaasi AA-virukseen (9).

CRISPR-menetelmin etuihin kuuluu helpon
kohdistettavuuden lisiksi mahdollisuus muo-
kata useita geeneji samanaikaisesti (2). Vie-
malld soluun useita opas-RNA:ita yhtd aikaa
voidaan tutkia geenien vuorovaikutussuhteita
ja yhteisvaikutuksia sairauksien etiologiassa.
Tama on erityisen tdrkedd monitekijdisten sai-
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rauksien mekanismeja tutkittaessa. Merkittavaa
on myos tekniikan toimiminen yli lajirajojen —
CRISPR on toiminut toistaiseksi kaikissa testa-
tuissa elidissa sukkulamadoista kidellisiin.

Uudet tautimallit lisadvat
ymmarrysta hermostosairauksien
mekanismeista

Geenien toiminnan tutkiminen hermostossa
on erityisen vaativaa hermosolujen pitkille
erilaistuneen luonteen vuoksi. Ihmisen ja mui-
den nisidkkdiden aivoissa on jopa satoja erilai-
sia hermosolutyyppeji, jotka eroavat toisistaan
rakenteeltaan ja toiminnaltaan. Geenien toi-
minta hermosolussa voi olla hyvinkin erilaista
esimerkiksi aivojen eri osissa. Tami riippuu
solun mikroymparistosti ja yhteyksistd muihin
soluihin. Thmisen hermosolujen kudosymparis-
tostd riippuvia patologisia muutoksia padstian
tutkimaan vasta kuolemanjilkeisistd ndytteista.
Solu-, kudos- ja eldiinmallit ovatkin merkittavia
neurologisten sairauksien mekanismien selvit-
timisessd ja uusien ladkkeiden kehittimisessa.
CRISPR on osoittautunut verrattomaksi tyoka-
luksi uusien, enemmin ihmisen sairautta muis-
tuttavien tautimallien luomiseen.

Tasmaillisempid eliinmalleja nopeammin.
Thmisten hermostosairauksia tutkittaessa kes-
kiossd ovat yleisesti hiirimallit, joiden alkion
kantasolujen perimdn muokkaaminen homo-
logisen rekombinaation avulla osataan hyvin.
Hiirimallien luominen homologisen rekombi-
naation avulla on kuitenkin varsin ty6list, ja
uuden hiirimallin tekeminen vie vuodesta jopa
kahteen.

CRISPR-menetelmilld erityisesti poisto-
geenisten hiirimallien luominen on yksinker-
taista ja edullista (11). Menetelmilli voidaan
muokata suoraan hedelméittyneen munasolun
perimad kantasolujen sijaan ja luoda poisto-
geeninen hiirimalli jopa puolessa vuodessa
(kuva 3). Koska menetelmilli voidaan muoka-
ta samanaikaisesti useamman geenin toimintaa,
hitaiden ja kalliiden siirtogeenisten hiirikanto-
jen risteytyksien tarve vihenee huomattavasti
(12). CRISPR-menetelmi ei ole kuitenkaan
vield tdysin syrjdyttinyt tavanomaisia mene-
telmid hiirimallien luomisessa. Kohdistettujen
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mutaatioiden, kuten tarkkojen insertioiden tai
deleetioiden, aikaansaaminen CRISPR-mene-
telmilld ei ole yhtd yksinkertaista kuin poisto-
geenisten mallien luominen.

Hiirimallien kéytto aivosairauksien tutki-
muksessa ei ole ongelmatonta. Etuaivokuori,
joka kisittelee korkeampia aivotoimintoja ja
jonka toiminnan hiiriét ovat monien psykiat-
risten sairauksien (esimerkiksi skitsofrenia,
kaksisuuntainen mielialahiirio, ADHD) taus-
talla, on hiirelld huonosti kehittynyt. Toisaalta
hiiren Iyhyt elinikd vaikeuttaa iin my6ta kehit-
tyvien hermoston rappeumasairauksien tutki-
musta. CRISPR-menetelmii voidaan kayttad
tautimallien luomiseen pitkdikaisissd nisa-
kislajeissa, joissa tavanomaisia kantasolujen
muokkaamiseen perustuvia tekniikoita ei voida
hy6dyntad. Esimerkiksi neurodegeneratiivisten
sairauksien tutkimukseen on kehitetty useita
apina- ja sikamalleja (13,14). Apinamalleja on
hy6dynnetty myos neuropsykiatristen sairauk-
sien kuten autismin tutkimuksessa (15).

Uusien eldinmallien, erityisesti kddellisten
eldinten osalta, kehittiminen herittia runsaasti
eettistd keskustelua ja jakaa mielipiteitd. Lansi-
maissa kidellisten eldinten kiytto tutkimukses-
sa on vihdistd kriittisen ilmapiirin vuoksi. Ka-
dellisten jalostaminen on huomattavan hidasta,
ja siksi riittdvan tutkimusaineiston tuottaminen
on vaativaa. Toisaalta uudet eldinmallit voisi-
vat ratkaisevasti edesauttaa uusien lidkkeiden
kehittimistd neurologisiin sairauksiin, silld yli
80 % hiirimalleissa toimiviksi ja turvallisiksi
todetuista lddkkeistd osoittautuu tehottomiksi
ihmiskaytossi (16). Keskushermostoon vaikut-
tavien lidkeaineiden kliinisten kokeiden epdon-
nistuminen on huomattavasti yleisempai kuin
muiden liikeaineiden (17). Onkin pohdittava
tarkoin, missi tilanteessa esimerkiksi kidellis-
ten kaytt tutkimuksessa on vilttimitonti ja
perusteltua.

Nisdkastautimallien lisiksi CRISPR-mene-
telmd on nopeuttanut hermoston perusmeka-
nismien tutkimusta monissa muissakin mal-
lielidissd, kuten seeprakaloissa. Seeprakalojen
perimi ja hermoston rakenne on kuvattu hyvin,
ja CRISPR-menetelmin avulla voidaan seuloa
samanaikaisesti jopa kymmenien geenien vai-
kutusta ilmiasuun (18).

Geenisaksilla hermoston sairauksien jaljille
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KUVA 3. Monitekijdisten neurologisten sairauksien tutkiminen CRISPR-menetelméan avulla hiirimallissa.
Kun geneettisissa tutkimuksissa on I0ydetty tiettyjen geenivarianttien (tdssa B, C) ja esimerkiksi sporadisen Alz-
heimerin taudin yhteys, voidaan CRISPR-menetelmaa kayttdaa muokkaamaan kandidaattigeeneja hiirimallissa.
Opas-RNA ja Cas9 voidaan viedad mikroruiskeella suoraan hedelmoittyneeseen munasoluun, mikd nopeuttaa
hiirimallien luomista merkittavasti (1). Tekniikalla voidaan muokata useita kandidaattigeeneja samanaikaises-
ti, mikd helpottaa monitekijdisten sairauksien taustalta |dydettyjen geenien synergisten vaikutusten tutkimista.
Siirtogeenisissa hiirimalleissa voidaan tutkia myos erilaisten geenien seka ymparistotekijoiden, kuten ruokava-
lion tai stressin, yhteisvaikutuksia Alzheimerin taudin synnyssa. Vaihtoehtoisesti CRISPR-menetelméa voidaan
kayttaa kandidaattigeenien toiminnan tutkimiseen in vivo esimerkiksi muistin toiminnalle tarkedssa hippokam-
puksessa (2). Talloin opas-RNA ja Cas9 viedaan stereotaktisella ruiskeella halutulle aivoalueelle, mikd mahdollis-
taa my0ds geenien toiminnan ajallisten vaikutusten tutkimisen siirtogeenisia hiirimalleja paremmin.

Geenien paikallisen toiminnan tutkimi-
nen in vivo -geenimuokkauksella. Siirtogee-
nisissd eldinmalleissa muokattu tai poistettu
geeni on useimmiten jokaisessa elion solussa,
jolloin geenin paikallisten ja ajallisten vaiku-
tusten tutkiminen on haastavaa. Toisaalta kehi-

A.Vesikansa

tyksenaikaiset kompensaatiomekanismit voivat
osaltaan vaikuttaa ilmiasuun. CRISPR-mene-
telmd mahdollistaa hermoston solujen perimén
muokkaamisen myds in vivo halutulla aivoalu-
eella ja jopa tietyssd solutyypissd (KUVA 3).

In vivo -geenimuokkauksen avulla voidaan
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tutkia geenin toimintaa maérityn ajanjakson
aikana, ja se soveltuukin hyvin esimerkiksi idn
myotd kehittyvien hermostosairauksien tut-
kimiseen. In vivo -geenimuokkausta voidaan
hy6dyntdd myos tutkittaessa hermosolujen
epigeneettistd dynamiikkaa, jonka hairididen
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 myos tunnet-
tujen kasvunrajoitegeenien
(PTCHI, TrpS3, PTEN,
NF1) merkitys hiiren pikku-
aivojen medulloblastooman
ja etuaivojen glioblastooman
kehittymisessa (21).

Vaikka in vivo -geenimuokkaus on nopeaa
ja monin tavoin tarkoituksenmukaista, se ei ole
vield rutiinimaisessa tutkimuskiytdssi mene-
telmédn liittyvien haasteiden vuoksi. Viimeai-
kaiset 16ydot vauhdittavat eittimitta CRISPR-
menetelméin kéyttod in vivo ja rakentavat poh-
jaa my6s menetelmin mahdolliselle kliiniselle
kiytolle. Askettiin julkaistiin uusi NHE]-kor-
jausmekanismiin perustuva HITI-menetelma
(homology-independent targeted integration),
jolla kyetdan luomaan kohdistettuja geenimutaa-
tiota my6s postmitoottisten hermosolujen peri-
miin in vivo (22). Uusien geeninsiirtomenetel-
mien ja Cas9-nukleaasin siddeltivien versioiden
kehittiminen helpottavat osaltaan paikallisen ja
ajallisen tarkkuuden saavuttamista (4,23).

Muokatut kantasolut - ihmisperiiset
solu- ja kudosmallit. Kantasolutekniikoiden
kehittyminen on mahdollistanut tutkimuksen
ihmisiltd eristetyissa soluissa ja osaltaan vauh-
dittanut hermostosairauksien mekanismien sel-
vitystd. Yhdistettynd genominmuokkausmene-
telmiin kantasolut ja niistd kasvatetut hermos-
ton solut ja kudosmallit (organoidit) tarjoavat
oivallisen tavan tutkia geenien toimintaa ihmi-
sen soluissa in vitro (24). Kantasoluista kas-
vatetuissa hermosoluviljelmissd voidaan myds
seuloa nopeasti ja tehokkaasti mahdollisia 1da-
keaineita (25). Kantasoluilla ja kudosmalleilla
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CRISPR-menetelma

on ollut suuri lapi-
murto ladketieteellisen
perustutkimuksen
monella osa-alueella

onkin merkittdva rooli pyrkimyksissd vihentdd
eliinkokeiden maaraa.

Ihmisen erittdiin monikykyiset kantasolut
jaetaan alkuldhteensd 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 ihmiselti (esimerkiksi
ihon fibroblasteista) eristettyjd ja kasvatettuja
somaattisia soluja, jotka voidaan soluviljel-
missd ohjata kehittymian lihes
minkd tahansa tyypin soluiksi.
Kantasoluista kasvatetut her-
mosolut tai hermoston tukisolut
sdilyttavat siis luovuttajan pe-
rinnéllisen materiaalin ja mah-
dollistavat geenien toiminnan
tutkimisen ihmisen erilaisissa
perinnéllisissi taustoissa (26).

CRISPR-menetelmin avulla voidaan muo-
kata joko suoraan kantasolujen tai niisti erilais-
tuneiden hermoston solujen perimii. Muok-
kaamalla kandidaattigeenejd potilaalta eriste-
tyistd kantasoluista voidaan tutkia kyseisten
geenien vaikutuksia solujen patofysiologiseen
ilmiasuun (KUVA 4). Vaihtoehtoisesti terveeltd
verrokilta eristettyihin kantasoluihin voidaan
luoda haluttu mutaatio ja seurata, johtaako
tamai taudille tyypilliseen solutason ilmiasuun.
Tami on erityisen hyodyllistd tutkittaessa ke-
hityksellisia hermostosairauksia tai hermoston
rappeumasairauksia, joiden patofysiologiset
muutokset alkavat eldinmalleista saadun tiedon
perusteella jo ennen oireiden alkua. Esimer-
kiksi varhaiseen Alzheimerin tautiin linkitty-
vien APP- ja PSENI-geenien muokkaaminen
CRISPR-menetelmilld kantasoluissa johti kan-
tasoluista kasvatetuissa hermosoluissa saman-
kaltaisiin muutoksiin, joita on kuvattu Alzhei-
merin taudin yhteydessi (27).

Ihmisen CRISPR-geenimuokkaus -
mahdollisuuksia ja uhkakuvia

CRISPR-menetelmi on ollut suuri lipimurto
lidketieteellisen perustutkimuksen monella
osa-alueella. Tekniikka on kuitenkin herit-
tanyt paljon kiinnostusta ja odotuksia myos

Geenisaksilla hermoston sairauksien jaljille
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KUVA 4. Muokatut kantasolut mahdollistavat sairauksien tutkimisen in vitro ihmisten perinnéllisen taustan
vaihdellessa. Monikykyisia kantasoluja voidaan kasvattaa somaattisista soluista (esimerkiksi ihon fibroblastit) ja
erilaistaa viljelmassa hermoston soluiksi. CRISPR-geenimuokkausta voidaan hyodyntda kandidaattigeenien (B, C)
tutkimuksessa eri tavoin. Kandidaattigeeni voidaan korjata CRISPR-menetelmalla 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 tehdd mutaatiota terveista yksiloista kasvatetuissa
soluissa (2). Koska geenin B muokkaaminen johtaa sairaan solun ilmiasuun, sairauden ja geenin valinen yhteys
vahvistuu (2 A). Koska geenia C muokkaamalla ei pystyta vaikuttamaan tutkittavaan ilmiasuun (1 B, 2 B), geenin

C yhteytta tautiin ei voitu tdssa mallissa osoittaa.

kliinisen lddketieteen puolella. Voitaisiinko
CRISPR-menetelmidi tulevaisuudessa kayttda
sairauksien hoidossa tai jopa pysyvisti paranta-
maan perinndllisida hermosairauksia? CRISPR-
menetelméd kokeiltiin ihmisen geenihoidossa
ensi kertaa viime vuonna. Kiinalaiset tutkijat
siirsivit keuhkosyopipotilaalle CRISPR-me-
netelmilld ex vivo muokattuja immuunipuo-
lustukseen osallistuvia T-soluja, ja tavoitteena

A.Vesikansa

oli kasvainkudoksen tuhoaminen (28). Mene-
telmdd on testattu my6s ihmisalkioiden peri-
min muokkaamiseen, ja vaikka niiti muunto-
geenisid alkioita ei ollut tarkoituskaan siirtad
kohtuun asti, kokeilut aiheuttivat suurta kohua
sekd tutkijapiireissd ettd mediassa (29,30).
CRISPR-menetelmdidn perustuvia somaat-
tisten solujen geenihoitoja on jo kehitteilld, ja
moni yritys on julkistanut menetelmdin liit-
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KUVA 5. CRISPR-menetelmadn perustuvien geenihoitojen haasteet.

tyvid hankkeita (31). Hermostosairauksista
kiinnostuksen kohteena ovat erityisesti perin-
nolliset verkkokalvon rappeumataudit, kuten
verkkokalvon pigmenttisurkastuma (retinitis
pigmentosa) ja tyypin 10 Leberin synnynnii-
nen amauroosi (LCA10). Myés kuurosokeu-
tumista aiheuttavalle Usherin oireyhtymille,
jonka alatyyppi USH3 kuuluu suomalaiseen
tautiperint6on, on kehitteilli CRISPR-mene-
telmddn perustuvia geenihoitohankkeita. Sil-
maiin kohdistuvat hoidot ovat houkutteleva
kohde helpon tavoitettavuuden, anatomian ja
immuunipuolustuksen eristiytyneisyyden ta-
kia. Silmitautien lisiksi CRISPR-menetelmiin
pohjautuvien geenihoitojen julkistettuja koh-
teita ovat Duchennen lihasdystrofia ja perin-
néllinen amyloidinen polyneuropatia. Kaikki
geenihoitohankkeet ovat kuitenkin hyvin var-
haisessa vaiheessa, eik niiden kliinista merkit-
tavyytta voida vield arvioida.

Yhden geenin aiheuttamien neurologisten
sairauksien geenihoitoa on testattu solu- ja
eldinmalleissa. Esimerkiksi Huntingtonin tau-
tiin johtava CAG-emistoistojakson pidentyma
huntingtin-geenissi on onnistuneesti korjat-
tu CRISPR-menetelmilld viljellyissd soluissa
(32). Korjaamalla CRISPR-menetelmilli rot-
tamallissa verkkokalvon pigmenttisurkastu-
maan johtava MERTK-geeni pystyttiin puoles-
taan osin palauttamaan nikékyky (22).

Ennen CRISPR-menetelmdin perustuvien
geenihoitojen mahdollista tuloa laajamittaisesti
sairauksien hoitoon on ratkaistava monta tek-
niikan tehokkuuteen ja turvallisuuteen liitty-
vid kysymystd (kuvas) (33). Geenikorjaus on
toistaiseksi varsin tehotonta jopa jakautuvissa
soluissa kuten maksasoluissa ja saattaa saman-
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aikaisesti aiheuttaa ei-toivottuja muutoksia
kohdegeeniin (34). Vield ei myoskiin tiede-
ta tarkasti, kuinka usein CRISPR katkaisee
DNA :ta viiridstd kohdasta perimdi (off-target
effects). Yleisimmin kdytetyn CRISPR-nuk-
leaasin, Cas9:n, vieminen elimistéon (in vivo
-hoidot) on proteiinin suuren koon vuoksi vai-
keaa yleisesti geenihoidoissa kaytetyilld vekto-
reilla, kuten AA-viruksilla. Toisaalta ihmiselle
vieraan proteiinin vieminen elimisto6n saattaa
myos aiheuttaa voimakkaan puolustusreaktion.
Hermoston sairaudet ovat erityisen vaativia
geenihoidon kohteita. Valtaosa sairauksista on
monitekijdisid ja usein luonteeltaan kehittyvia.
Suuri haaste on, miten geenihoito saataisiin
kohdistetuksi oikeaan kudokseen ja solutyyp-
piin oikeaan aikaan.

CRISPR-menetelmédin perustuvien ladketie-
teellisten sovellusten markkinoille tuloa ovat
osaltaan hidastaneet tekniikkaan liittyvit pa-
tenttiristiriidat. Yhdysvalloissa CRISPR-mene-
telmin geenimuokkauksessa ovat patentoineet
Kalifornian yliopiston Jennifer Doudna yhdes-
sd menetelmin toisen kehittdjan, Emmanuelle
Charpentierin kanssa. Menetelmin nisikésso-
vellusten ja siten ihmiskayttoon liittyvit patentit
kuuluvat Yhdysvalloissa kuitenkin Broad-insti-
tuutin Feng Zhangille. Samalla kun patenttikiis-
tely Yhdysvalloissa jatkuu, Euroopan patenttivi-
rasto on suosittanut laajan patentin myontimis-
td CRISPR-menetelman kaytostd Kalifornian
yliopistolle. Ristiriitainen tilanne on aiheuttanut
himmennystd menetelmii lidketieteellisessd
tarkoituksessa hyodyntivien yritysten piirissa,
ja on edelleen varsin epdselvid, kuka lopulta
tulee kadrimain voitot CRISPR-menetelmiin
perustuvista kaupallisista sovelluksista.
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Ydinasiat

» CRISPR-menetelman avulla voidaan tehda
tarkkoja muutoksia DNA-juosteeseen ha-
lutussa genomin kohdassa.

» Menetelmad on helppo ja edullinen kayttaa
ja toimii lahes kaikissa elioissa.

» CRISPR-menetelma on oiva tyokalu neuro-
logisten sairauksien taustalla vaikuttavien
geenien toiminnan tutkimiseen ja ladke-
kehitykseen.

» Menetelmaa voidaan kdyttad myos ihmi-
sen periman muokkaamiseen ja tulevai-
suudessa mahdollisesti joidenkin perin-
nollisten sairauksien geenihoitoihinkin.

Ituradan muokkaus jakaa mielipiteet. En-
simmdiset tulokset terveiden ihmisalkioiden
perimidn muokkaamisesta julkaistiin dskettdin
(29). Vaikka tulokset olivat parempia kuin
aiemmat epdnormaaleilla alkioilla tehdyistd
kokeista saadut, myds niissd kokeissa vain osa
alkion soluista sisilsi muokatun geenin eli on-
gelmana oli geneettinen mosaikismi.

Alkion perimin peukalointi on suuri eetti-
nen ja yhteiskunnallinen kysymys, joka jakaa
asiantuntijoidenkin mielipiteet (35). Valtaosas-
sa lansimaista ihmisen perimin muokkaaminen
on kielletty. Esimerkiksi Ruotsissa, Britanniassa
ja Yhdysvalloissa on kuitenkin myonnetty lupa
alkioiden perimin muokkaamiseen tutkimus-
kaytossd. Yhdysvalloissa tehtiin dskettdin mer-
kittdvd periaatteellinen pditds ihmisalkioiden
perimidn muokkaamisesta kliinisessd tarkoi-
tuksessa (36). Kansainvilisistd asiantuntijois-
ta koostuva paneeli hyviksyi alkion perimin
muokkauksen tilanteessa, jossa muita vaihtoeh-
toja terveen biologisen lapsen saamiseen ei ole.
Kaytannossd tima tarkoittaisi hyvin harvinaista
tilannetta, jossa molemmat vanhemmat kanta-
vat samaa dominoivasti periytyvii sairautta ja
jossa tervettd alkiota ei voida valita alkiodiag-
nostiikan keinoin.

AINO VESIKANSA, FT
Eldinladketieteellisten biotieteiden osasto ja
Helsinki Institute of Life Science, Helsingin yliopisto

A.Vesikansa

Lopuksi

CRISPR-menetelmin kehitys on edennyt vii-
me vuodet aallonharjalla, ja uusia sovelluksia
julkaistaan jatkuvasti. Aiempiin geenimuok-
kausmenetelmiin verrattuna CRISPR on ainut-
laatuisen helppo, nopea ja edullinen kiyttaa.
Menetelmistd onkin tullut pysyvd osa mole-
kyylibiologian tyokalupakkia, ja sen odotetaan
nopeuttavan merkittdvisti my6s hermoston
ja sen sairauksien tutkimusta. Yhdessd uusien
mallisysteemien ja tehokkaiden sekvensoin-
timenetelmien kanssa CRISPR mahdollistaa
geenien toiminnan tutkimisen monimutkaisis-
sa hermoverkostoissa aivan uudella tarkkuudel-
la. Geenitiedon lisddntymisen ja tautimekanis-
mien ymmairryksen myotd pystytddn tulevai-
suudessa toivottavasti hoitamaan neurologisia
sairauksia syihin niiden kohdistuvilla tisma-
laakkeilld pelkdn oireiden helpottamisen sijaan.

CRISPR-menetelmidn nopea kehitys haas-
taa sekd tiedeyhteison ettd yhteiskunnan
pohtimaan geenimuokkauksen kiyton rajoja.
CRISPR-menetelmi on tehnyt ihmisen pe-
rimin muokkaamisen mahdolliseksi tavalla,
jota ei aiemmin osattu kuvitellakaan. Ensim-
maisten CRISPR-menetelmididn perustuvien
somaattisten geenihoitojen kliiniset kokeet
on tarkoitus aloittaa kuluvan vuoden aikana.
CRISPR-menetelmiin perustuvia somaattis-
ten solujen terapioita kehitetddn varmasti lisad
lihitulevaisuudessa, eivitkd naihin liittyvit eet-
tiset kysymykset ja viranomaisvaatimukset eroa
merkittdvisti nykyddn kiytossd olevista gee-
nihoidoista. Toisaalta CRISPR:n my6ta myos
ihmisen sukusolujen ja siten jilkeldisille siirty-
vien perinnollisten ominaisuuksien muokkaus
on kiytinnossd mahdollista. Ituradan hoitoihin
liittyy teknisten vaatimusten lisiksi perustavan-
laatuisia eettisid kysymyksid, joihin tiedeyhtei-
son ja yhteiskunnan on nopeasti luotava selked
kanta. Onkin korkea aika kiyda laajaa keskus-
telua geenimuokkauksen vaikutuksista ja siitd,
mihin menetelméi ollaan tulevaisuudessa val-
miita kdyttimaan. W
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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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