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Geenira

atalin

uudet sakset

B Vuoden 2020 kemian
Nobelin palkinnon saivat
ranskalainen Emmanuelle
Charpentier ja yhdysvaltalai-
nen Jennifer Doudna. Kaksikon
keksimat geenisakset voivat
mullistaa monia aloja ladke-
tieteesta maatalouteen.

JARI KOPONEN

Geenisaksien - virallisemmin crispr-
cas9-entsyymin — avulla voidaan muo-
kata minkd tahansa tumallisen solun
sisdltdmad geenimateriaalia halutulla
tavalla.

Muokkaus voidaan tehdi joko pois-
tamalla jokin kohta dna:sta, jolloin gee-
ni korjaa itsensd, tai liittdmalld poistet-
tuun kohtaan uutta geenimateriaalia.

Tie kohti Nobelia alkoi vuonna 2011,
kun ranskalainen biokemisti ja mikro-
biologi Emmanuelle Charpentier kol-

legoineen selvitti streptokokkibaktee-
rista mekanismin, jolla bakteerit puo-
lustautuvat niihin tunkeutuvia viruksia
vastaan.

Virukset padsevit lisdantymaén, kun
ne liittdvdt oman dna:nsa osaksi bak-
teerien perimdd. Bakteerien vastaisku
perustuu siihen, ettd ne tuottavat cas-
entsyymii, joka pilkkoo hyokkaavan
viruksen dna:n palasiksi.

Ikivanha mekanismi toimii mit4 eri-
laisimmissa bakteereissa ja arkeoneis-
sa. Niiden periméssd on samanlaisena
toistuva crispr-alue (clustered regular
interspaced short palindromic repeats),
jonka siséltimén kahden merkkijakson
viliin viruksen injisoima dna liittyy.

Niin lisatty crispr kopioituu pitkéksi
rna-molekyyliksi. Seuraavaksi merk-
kijaksoihin kiinnittyy kaksi transakti-
voivaa rna:ta (tracr-rna), ja ndin muo-
dostuneeseen kompleksiin liittyy cas9-
entsyymi.

Sitten ribonukleaasi ITIT (RNaasi III)
-proteiini leikkaa virusjakson irti. Cas9

sisdltdd nyt viruksen perimién, joten se
on muuttunut geneettisiksi saksiksi.
Ndin muuntunut cas9 tunnistaa ja pois-
taa saman viruksen uudet infektiot.

Nopeaa menetelma-
kehitysta

Loydoksensd jalkeen Emmanuelle
Charpentier ryhtyi tutkimaan meka-
nismin laajempaa kiyttokelpoisuutta
yhdessd amerikkalaisen biokemistin
Jennifer Doudnan kanssa.

Heidén ensimmdinen havaintonsa
oli, ettd bakteerien puolustusmekanis-
mi toimii myos aitotumallisissa soluis-
sa, kuten kasvi-, sieni- ja eldinsoluissa.

Jo vuonna 2012 kaksikko pystyi ra-
portoimaan menetelmistd, jonka avul-
la cas9 yhdessa siihen liitetyn ohjain-
rna:n kanssa voidaan radtiloida pois-
tamaan miki tahansa dna-jakso.

Menetelmissé luodaan ensiksi rna-
ohjain, joka tunnistaa korjattavan koh-
dan kohde-dna:sta. Ohjain ja cas9-ent-
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Uusi ase taisteluun
bakteereja vastaan?

Tutkija Pilvi Ruotsalainen selvitti Jyvaskyldn yliopistossa
viime vuonna julkaistussa viitoskirjassaan muun muas-
sa geenisaksien kiyttod bakteerien antibioottiresistenssin
poistamiseen.

Jos bakteereilta saataisiin vastustuskyky pois, antibiootit
tepsisivit niihin taas toivotulla tavalla.

Antibiooteille vastustuskykyisten bakteerien valtava li-
sdantyminen johtuu ladkkeiden laajasta, osin tarpeetto-
masta kdytostd sekd terveydenhuollossa ettd karjatalou-
dessa.

Vastustuskyky siirtyy bakteerista ja jopa bakteerilajista
toiseen plasmidien vilitykselld. Plasmidit ovat dna-ren-
kaita, jotka ovat erilldan bakteerin omasta dna:sta. Yksi
plasmidi voi siséltdd vastustuskyvyn useille eri antibioo-
teille, jolloin bakteeri on moniresistentti.

Terveiden, suolistossaan resistentteja suolistobakteereja
kantavien ihmisten lukumaéra on kasvussa, mika puoles-
taan nopeuttaa antibioottivastustuskyvyn levidmistd mui-
hin ihmisiin ja eldimiin. Ellei ilmi6té saada kuriin, edes-
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samme on paluu antibiootteja edeltdvain aikaan.

Pilvi Ruotsalaisen laboratoriokokeessa luovuttajasolussa
oli siirtoplasmidi ja geenisaksien dna:n sisiltdvé plasmidi.

Siirtoplasmidin luoman yhteyden kautta molemmat
plasmidit siirtyvit bakteerisoluun, joka sisiltad resistens-
siplasmidin. Siirron jilkeen kohdesolut alkavat tuottaa
geenisaksia, jotka kiinnittyvit resistenttiplasmidien en-
nalta ohjelmoituihin alueisiin.

Koska niistd on erilaisia muunnoksia, Ruotsalainen va-
litsi kohteeksi kaikille muunnoksille yhteisen alueen plas-
midista. Nama alueet leikattiin pois, jolloin resistenssi-
plasmidit hajosivat.

Menetelmalld ei ainoastaan poisteta jo infektoituneita
bakteereja vaan estetdan myos resistenssin leviamista.

Ruotsalaisen kokeessa suurin osa kohdeplasmideista tu-
houtui, ja bakteerien antibioottiresistiivisyys havisi.

Menetelma on vasta alkuvaiheissaan, mutta siit4 saattaa
tulla yksi kayttokelpoinen ase muiden joukossa taistelussa
antibioottiresistenssin uhkaa vastaan.



Moneen
otteeseen jo aiemmin
palkittu Jennifer Doudna
toimii biokemian ja
molekyylibiologian
professorina Kalifornian
yliopiston Berkeleyn
kampuksella.

Jussi Puikkonen
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syymi muodostavat kompleksin, jonka ohjain vie lei-
kattavaan kohtaan geenissi. Sen jdlkeen entsyymi avaa
dna:n kaksoisjuostetta ja katkaisee sen.

Tamin jilkeen uusi geenipétkd liitetddn dna:han
erityisesti valmistetun pienen dna-templaatin avulla.
Templaattia tarvitaan, silld jos solun annetaan itse huo-
lehtia liittdmisestd, seurauksena on useimmiten geenin
toiminnan loppuminen.

Alkuperiisté tekniikkaa on sittemmin kehitetty edel-
leen. Yksi sen paljon kiytetty muunnelma on niin kut-
suttu prime editing -menetelmi (PE).

PE-menetelméassd hyddynnetdan kompleksia, jonka
cas9-entsyymid on muunneltu. Muunnettu cas9 katkai-
see kohde-dna:n juosteista vain toisen yhden emésparin
kohdalta.

Myds rna-ohjainta on muokattu siten, ettd se sisil-
tdd ohjainosan jatkeena korvaavan osan koodin. Liséksi
mukaan on liitetty kdénteinen transkriptaasientsyymi,
joka lukee korvaavan osan koodin ja syntetisoi sen ko-
pion.

Kopio liittyy katkaistuun juosteeseen ja eheyttdd sen,
mutta se ei olekaan endd yhteensopiva vastajuosteen
kanssa. Tdma korjataan leikkaamalla vastajuoste poik-
ki toisella rna-ohjaimella varustetuilla geenisaksilla.

Talloin solu korjaa dna:n eheéksi kayttamalla muu-
tettua juostetta templaattina, jolloin geenisiirto on to-
teutettu. Solun endosyytit tuhoavat vanhat juostepétkat.

Ovi rajattomaan
muokkaukseen

Prime editing edustaa télla hetkelld alan edistyneinta
ja monikayttoisintd tekniikkaa. Syitd sen menestykseen
on useita.

Tekniikka on ensinndkin hyvin tarkka. Genomissa
alle kymmenesosalla muunnettuja soluja on ei-toivot-
tuja muutoksia.

Menetelmé on my6s monipuolinen. Yhdelld ja samal-
la tekniikalla voidaan poistaa geenejé, lisdtd uutta dna:ta
ja muuttaa yksittdisia eméspareja. Liséksi leikkauksen
kohdistaminen vain yhteen juosteeseen estda solun vir-
heille alttiin korjauskoneiston aktivoitumisen.

Tekniikalla voidaan liséksi korjata geneettisia virhei-
td my0s monissa sellaisissa soluissa, jotka eivit endd ja-
kaudu, kuten esimerkiksi aivojen neuroneissa ja lihas-
soluissa.

PE avaa ndin ennennikemittdmid mahdollisuuksia
esimerkiksi ladketieteen, kasvinjalostuksen ja elintarvi-
ketuotannon aloilla.

Geenisaksien toimintaa on testattu mallisysteemeissa,
solujen lisiksi my6s hiirissd. Kokeissa on saatu korjat-
tua muun muassa sirppisoluanemian, keuhkosyovin,
epilepsian, hepatiitti B:n ja hivin seké autismin takana
olevia kohdegeeneja.

Juuri ladketieteessd geenisaksilla on valtavia mahdol-
lisuuksia, silld pelkistddn geneettisesti periytyvid sai-
rauksia tunnetaan yli 5 000.

Liaketieteellisissa kdytdnnon sovelluksissa ollaan kui-
tenkin vasta tutkimusvaiheessa ja kaukana tekniikan
kliinisestd kéaytosta.

Geenisaksien hyodyntimiseen potilaiden hoidossa

KEMIA

Prime Editor -kompleksi muodos- Ohjain-RNA vie Cas9:n lei-
tuu modifioidusta Cas9-entsyy- kattavalle kohdalle DNA:ssa.
mistd, joka katkaisee vain toisen

DNA-juosteista ja kaanteisesta

transkriptaasientsyymista (RT),

joka voi muodostaa uutta DNA:ta hp_egR:ﬁ A
kopioimalla RNA-templaatin. (o Jj:,n' )

Cas9

katkaisee,

toisen

DNA:n

juosteistal
pegRNA sisaltaa kaksi tasma- Kaanteinen transkriptaasient-
aluetta: alueen joka sitoutuu syymi lukee RNA:ta ja lisaa
katkaisukohtaan ja valmistaa vastaavat DNA-vastikeosat
lisddamaan uusia nukleotideja aukkokohdan paahan templaa-
katkaisukohtaan. Editoitu tin mukaisessa jarjestyksessa.
RNA-sekvenssi koodaa uuden .
DNA-jarjestyksen. Editoitu

sekvenssi

Sitomis- Editoitu RNA-
alue sekvenssi

Sitomis-
O e e Uusi DNA [ Zlue

Solujen endonukleaasit tuhoa- Kohdealueelle jaavat editoitu
vat vanhan DNA-sekvenssin ja editoimaton juoste eivat
ja liittdvat uuden sekvenssin sovi taysin yhteen.
genomiin.

Alkuperainen
Solun endo- sekvenssi

nukleaasi\ pois}etaan E

Uusi DNA ~ EpA #
\ - EPASOVITUS <

Epéasovituksen korjaamiseksi vie  Leikkaus aktivoi solun korjaa-
toisentyyppisella ohjain-RNA:lla maan leikatun juosteen niin,

varustettu Prime Editor -komp- etta editoitu juoste toimii temp-
leksin vastakkaisen juosteen laattina. Genomin editointi on
kohtaan jossa leikkaus tapahtuu.  viety loppuun.
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Valmiiksi editoitu
DNA
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liittyy vield suuria avoimia kysymyksid. Selvitettdvini ovat
muun muassa menetelmén teho, turvallisuus ja sivuvaikutuk-
set.

Myos maatalous on alue, jolla voidaan saavuttaa huomatta-
via tuloksia geenisaksien avulla. Maapallon vaestonkasvu ja il-
mastomuutos aiheuttavat ruokahuollolle ongelmia, joiden tor-
junnassa geenisakset ovat merkittdvi potentiaalinen tyokalu.

Editori kat-
kaisee DNA-
juosteen




Maailman neljén tarkeimman vilje-
lykasvin eli riisin, maissin, vehnén ja
kassavan saatavuus tulisi kyeté varmis-
tamaan. Erityisesti pitkdaikainen kui-
vuus muodostaa uhan monille lajeille.

Maissin “kuivuusgeenid” on tutki-
mubksissa jo muokattu. Kokeelliset tu-
lokset osoittivat, ettd kasitellyn maissin
sato on kuivissa oloissa huomattavasti
parempi kuin kisittelemattomilld kas-
veilla.

Geenisaksia voidaan kayttdd myds
kasvitautien torjunnassa. Kassava eli
maniokki on etenkin Afrikassa ja Ete-
14-Amerikassa tirked ruokakasvi, joka
on kuitenkin altis sy6tdvédn juuriosan
tuhoavalle virukselle. Koeviljelyissd on
kaynyt ilmi, ettd geenisaksilla muoka-
tuilla kasveilla virustuhot ovat merkit-
tavasti pienempid.

Aarrearkku vai
Pandoran lipas?

Geenisakset ovat kuitenkin niin uusi
menetelmi, ettd niiden kéyton turval-
lisuuteen ja jalkivaikutuksiin liittyvis-
té tekijoistd tiedetddn vield lilan vahan.
Asiasta tarvitaan laaja-alaista keskus-
telua ja sitovaa kansainvilistd lainsda-
dantod.

EU-alueella toimiin on jo ryhdytty.
Vuonna 2018 linjattiin, ettd geenisak-
sien kéytté kuuluu unionin geenima-
nipulaatiota sditelevin gmo-direktii-
vin piiriin.

Direktiivin mukaan menetelmén
kaikkien osien osalta taytyy tehdd oma
riskianalyysinsa. Vaatimus ulottuu

=
B
1]
IS
Q
ic
>
s
9]
>
T
E=}
=
I

Ranskalainen Emmanuelle Charpentier tyoskentelee tata nykya Berliinissa,
jossa han johtaa Max Planck -instituutin patogeenien yksikk6a. Han on
vieraillut myés Uumajan yliopiston professorina.

koskemaan my6s toimenpiteen mah-
dollisia my6hempié vaikutuksia. Niitd
voivat olla muun muassa geenimuun-
neltujen elididen jélkeldisten geneetti-
nen vakaus ja vaikutukset ympéroivaan
ekosysteemiin.

Mammuttien paluu?

Siperian ikiroudassa on siilynyt
meiddn péiviimme asti mammut-
tien jaannoksid, joista vuonna 2008
onnistuttiin sekvensoimaan nyt jo
sukupuuttoon kuolleen villamam-
mutin perima.

Villamammutin ldhin elossa oleva
sukulainen on aasiannorsu (Elephas
maximus), joka eriytyi mammutista
noin 440 000 vuotta sitten.

Max Planck -instituutissa tehdyn
arvion mukaan lajien genomit ero-
avat noin 1,4 miljoonan mutaation
verran. Toisin ilmaistuna aasiannor-
suon 99,96-prosenttisesti villamam-
mutti.

Vuonna 2015 Harvardin yliopis-
tossa luotiin keinotekoisesti muuta-
mia mammutin perimdsté loydetty-
jd geenejd, jotka siirrettiin onnistu-
neesti aasiannorsun ihosolulinjaan.

Alku on hyvin vaatimaton, silld
varovaisenkin arvion mukaan nor-
sun genomin palauttaminen villa-
mammutin periméksi vaatisi vahin-
tddn muutaman sadantuhannen gee-
nisegmentin siirtoa.

Geenisaksien ansiosta tutkimus
harppoo kuitenkin eteenpdin, joten
ehkidpi jalkeldisemme joskus tule-
vaisuudessa saavat nadhdd mammut-
tien paluun.

Erityisesti ihmisalkioiden geeni-
muokkaus on jyrkasti kiellettyd. Kiel-
toa on kuitenkin jo rikottu.

Kiinalainen tutkija He Jiankui ryh-
mineen teki vuonna 2018 salaa ja ilman
lupia kokeita, joissa ihmisalkiot tehtiin
vastustuskykyisiksi hi-virukselle.

Kun ndin muokatut kaksostytot seu-
raavana vuonna syntyivat, asiasta nou-
si valtava kansainvélinen kohu. Tutkija
tuomittiin kolmen vuoden vankeuteen
ja kolmen miljoonan juanin eli reilun
420 000 euron sakkoihin.

Kontrolloimaton ja laiton toiminta
on vakava geenisaksiin liittyvd uhka-
tekija. Kun tekniikat kehittyvét help-
pokéyttoisemmiksi ja tulevat saatavil-
le kaupallisesti, myds uhat yleistyvit.
Tamad lisdd laajemman védrinkayton
ja jopa rikollisuuden mahdollisuuksia.

Kokemus on osoittanut, ettd kaik-
kea, mitd voidaan kéyttaa sotilaallises-
ti, my6s hyodynnetadn sotilaskaytossa.
Geenisakset olisivat oiva ty6viline bio-
aseiden kehittdjille. O

Kirjoittaja on tiedetoimittaja.

KEMIA

21




