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Tiivistelma

CRISPR-Cas-teknologia on mullistanut geeniterapian tarjoamalla tarkan ja joustavan tydkalun
geneettisten  sairauksien  hoitoon.  Menetelmd  pohjautuu  bakteerien  adaptiiviseen
immuunipuolustukseen, jossa Cas-proteiinit ja CRISPR-sekvenssit toimivat yhdessa tunnistaen ja
tuhoten vieraita geneettisid elementteja. Tastd mekanismista kehitetty CRISPR-Cas-menetelma on
osoittautunut tehokkaaksi monissa geeniterapian sovelluksissa. Cas-nukleaasin ja siihen liitetyn
sgRNA:n (single guide RNA) avulla menetelmé& voi kohdistaa DNA:n katkaisun tarkasti haluttuun
sekvenssiin, minké& jalkeen solun DNA-korjausmekanismien avulla on mahdollista poistaa tai lisata
geenejd. CRISPR-Cas-menetelmén avulla on myds mahdollista korvata virheellisesti toimiva geeni

toisella geenilla.

CRISPR-Cas-geenimuokkauksella on saavutettu merkittavia tuloksia erityisesti
hemoglobinopatioiden, kuten sirppisoluanemian ja beetatalassemian hoidossa. Néissa sairauksissa
CRISPR-Cas-menetelmaa hyodynnetadn hematopoieettisiin kantasoluihin muokkaukseen niin, ettéd
ne alkavat tuottaa fetaalihemoglobiinia, mika kompensoi viallisten geenien aiheuttamaa ongelmaa.
Vuonna 2023 néihin sairauksiin hyvéksyttiin ensimméainen CRISPR-Cas-pohjainen ladkehoito

(Casgevy) Iso-Britanniassa ja Yhdysvalloissa.

Vaikka CRISPR-Cas on osoittautunut tehokkaaksi tietyissé Kkliinisissd sovelluksissa, sen
laajamittainen kliininen k&yttd kohtaa vield teknisié haasteita. Yksi merkittdvimmistd ongelmista on
off-target-muutokset eli kohdesekvenssien ulkopuolella tapahtuvat muokkaukset, jotka voivat johtaa
haitallisiin sivuvaikutuksiin, kuten syévan kehittymiseen. Lisaksi CRISPR-Cas-menetelmén
tarkkuutta ja tehokkuutta haittaavat toimitusmenetelmien rajoitteet. Virusvektorit, kuten adeno-
assosioituneet virukset (AAV), ovat yleisesti kéytettyjd, mutta niiden kantokyky on rajallinen ja ne
voivat aiheuttaa immuunivasteita. Synteettisten vektorien, kuten lipidinanopartikkelien, tutkimus

tarjoaa lupaavia vaihtoehtoja, mutta niiden tehokkuus ei ole viela riittavélla tasolla.

CRISPR-Cas-menetelma4 tarjoaa merkittavia mahdollisuuksia geeniterapian alalla ja kliiniset kokeet
osoittavat sen potentiaalin geneettisten sairauksien hoidossa. Kuitenkin menetelmén terapeuttisen
tehokkuuden optimoimiseksi on ratkaistava useita teknisid haasteita, kuten kuljetusmenetelmien
parantaminen, off-target-muutosten minimointi ja eri solutyyppien muokkaamisen tehostaminen.
Jatkuva tutkimus ja menetelmien kehittdminen ovat avainasemassa CRISPR-Cas-teknologian

tulevassa menestyksessa kliinisessé kaytossa.
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1. Johdanto

Kun tutkijoiden ymmarrys ihmiskehon toiminnoista on ajan saatossa lisdéntynyt, geeniterapia on
muodostunut aina vain varteenotettavammaksi vaihtoehdoksi ennaltaehkaisté ja hoitaa tauteja. Alun
perin ajatus geeniterapiasta nousi esiin 1960- ja 1970-luvulla, mutta sen kaytossa kliinisessa
la&ketieteessd on edelleen paljon enemman potentiaalia tdméanhetkisten kayttokohteiden liséksi.
Geeniterapialla tarkoitetaan sairauksien hoitoa ja ehkéisemistd sairautta aiheuttavaa geenia

muokkaamalla, poistamalla tai siirtamélla terve geeni sen paikalle.

Pidempéaan kaytossa olleet geeniterapiamenetelmat ovat kalliita, hitaita ja usein epéatarkkoja, miké on
muodostanut ongelman niiden kayttamiseksi potilaiden hoidossa. Vuonna 2012 Jennifer Doudna ja
Emmanuelle Charpentier esittelivat uuden geenimuokkausmenetelman nimeltd CRISPR-Cas, joka on

syrjayttanyt monet vanhemmat menetelmat.

LuK-tutkielmassani keskityn esittelemaan CRISPR-Cas-menetelman toimintaa ja kdyttod osana
ihmisen geeniterapiaa sekd somaattisissa ettd ituradan soluissa. Taméan liséksi késittelen aiheen

eettisid ongelmia ja haasteita.

2. CRISPR-Cas9 -menetelma

2.1 Geenimuokkauksen perinteiset menetelmat

Geenimuokkaus on ollut vuosikymmenid tutkijoiden mielenkiinnon kohteena. Ensimméisend
tekniikkana kaytettiin jo 1970-luvun loppupuolella homologista rekombinaatiota. Siind muutoksen
kohteena olevan sekvenssin kanssa osakseen komplementaarinen sekvenssi injektoidaan solun sisaan,
jossa DNA:n nukleiinihappojen pariutuessa on mahdollista saada aikaan muutos, kun injektoitu
sekvenssi korvaa kohdesekvenssin solun tumassa. Téssa tekniikassa suureksi ongelmaksi muodostuu
kuitenkin heikko tehokkuus, kun haluttuja muutoksia tapahtuu jopa vain yhdessé solussa miljoonasta.
Liséksi ei-toivottujen mutaatioiden mahdollisuus on homologista rekombinaatiota kayttdmalla
erittain korkea. (Wigler et al., 1977)



Geenimuokkaus homologisella rekombinaatiolla on erittdin sattumanvaraista, joten tdimé menetelmé
ei juurikaan tayttanyt tutkijoiden vaatimuksia geeniterapia k&aytossd. Seuraava askel otettiin
1990-luvulla, kun sinkkisorminukleaasit (zinc finger nuclease, ZFN) esiteltiin. Tutkijat 10ysivat
eukaryoottisista organismeista katkaisuentsyymin, jota pystyttiin muuttamaan geenimuokkaukseen
soveltuvaksi. Toimintaperiaatteena ZFN:ssa on, ettd niiden proteiinirakenne suunnitellaan
kohdesekvenssin mukaan, jolloin ndma nukleaasit sitoutuvat tdsmallisesti haluttuun kohtaan ja
katkaisevat DNA juosteen. Na&in pystyttiin ensimmaisen kerran tehokkaasti tekemadn katkoksia
haluttuun kohtaan DNA:ta. Geenimuokkaus muodostui tall& menetelmalla selvésti tehokkaammaksi,
kun halutut muutokset onnistuivat joka kymmenennessd muokkauksessa. Haasteeksi ZNF:n kaytdssa
muodostui kuitenkin se, ettd jokaiselle kohdesekvenssille on suunniteltava oma proteiini, mika tekee
kéytosté haastavaa ja tyolasta. (Urnov et al., 2010)

Ensimmainen huomattavasti helppokayttéisempi geenimuokkaustyokalu esiteltiin vuonna 2010.
Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) kehitettiin sinkkisorminukleaasien tapaan
luonnossa normaalisti esiintyvasta proteiinista, jolla on kyky sitoutua tdsmallisesti tiettyyn kohtaan
DNA:ta (Boch et al., 2009). Téata proteiinia muokattiin liittaméallad siihen DNA:n katkaisemiseen
pystyvat nukleaasialueet. Lopputuloksena saatiin DNA:han hyvalla tarkkuudella sitoutuva ja juosteen
katkaisemiseen kykenevé proteiini. TALEN:n toiminta ja tehokkuus ovat verrattavissa ZFN:n
tehokkuuteen, mutta selked etu on kéytén helppoudessa. TALEN:n yksinkertaisempi rakenne
helpottaa  proteiinin  suunnittelemista  jokaiselle kohdesekvenssille, jolloin  kayttd on
kustannustehokkaampaa (Joung & Sander, 2013). Seuraava askel geenimuokkauksessa otettiin pari
vuotta my6hemmin, kun uusi TALEN:ia ja ZFN:ia tehokkaampi CRISPR-Cas -menetelm4 esiteltiin
tiedeyhteisolle.

2.2 Bakteerien adaptiivinen immuunipuolustus

Vuonna 1987 japanilaisen tutkimusryhmén analysoidessa Escherichia coli —bakteerin genomia
ilmeni toistuvia sekvensseja siséltdva lokus, jonka tehtavéa ei vield tiedetty (Ishino et al., 1987).
Mybhemmin rakenteeltaan samanlaisia lokuksia 16ytyi my6s muista prokaryooteista ja nimitys
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) muodostui (Mojica et al., 1993).
CRISPR-sekvenssien samankaltaisuudet olivat selkeitd. Ne koostuvat yleensd 28 — 37 nukleotidin
mittaisista toistojaksoista (repeat) ja toistojaksojen valissé olevista, yleensd 32 — 38 nukleotidia

pitkistd, niin sanotuista vaihtuvista sekvensseistda (spacer). CRISPR-sekvenssien tarkoitus oli



tutkijoille vuosia mysteeri ja erilaisia hypoteeseja niiden toiminnasta, esimerkiksi DNA-
korjausmekanismina, esitettiin (Makarova et al., 2002). Vuosia my6hemmin CRISPR-sekvenssien
spacereiden huomattiin tdsmadvan bakteriofagien ja plasmidien DNA:han, jolloin ajatus niiden
osallistumisesta genomin suojelemiseen syntyi. Nykyé&an tiedetdan, ettd CRISPR-lokus toimii

useiden bakteerien ja arkkibakteerien hankittuna immuunipuolustuksena. (Mojica et al., 2005)

Samaan aikaan tunnistettiin useita geenejd, joiden koodaamien proteiinien todettiin olevan laheisesti
yhteydessd CRISPR-sekvenssien toimintaan, josta muodostui nimitys cas (CRISPR associated)—
geenit (Jansen et al., 2002). Mydhemmissé tutkimuksissa selvisi CRISPR-sekvenssien ja Cas—
proteiinien yhteistoiminta bakteerien ja arkkibakteerien immuunipuolustuksessa (Makarova et al.,
2006). CRISPR-sekvensseja ja Cas—proteiineja alettiin  kutsua yhdessd CRISPR-Cas-

puolustusjarjestelmiksi.

Eri bakteerien CRISPR-Cas-puolustusjarjestelmat tutkittaessa huomattiin eroja niiden toiminnassa.
Puolustusjarjestelmét jaetaan kahteen luokkaan toiminnallisten erojen mukaan. Suurin osa, noin 90
%, bakteereista ja arkeista kéyttad luokan | CRISPR-Cas-jarjestelmia, joissa esiintyy padasiassa 4—7
Cas—efektoriproteiinia. Nama Cas—proteiinit yhdessa vastaavat kompleksin toiminnasta. Luokan 11
CRISPR-Cas-puolustusjarjestelmissd, jota kéyttdvat loput 10 % bakteereista ja arkeista,
efektoriproteiineja on vain yksi, jolloin kompleksin toiminta on huomattavasti yksinkertaisempi.
(Shmakov et al., 2017)

Bakteerien ja arkkien CRISPR-Cas-immuunipuolustuksen toiminta jaetaan kolmeen eri vaiheeseen,
muokkausvaihe (adaptation), CRISPR-RNA:n (crRNA) prosessointi, ja estaimisvaihe (interference).
Ensimmaisessé eli muokkausvaiheessa bakteeriin tunkeutuneen bakteriofagin perimasta siirretaan
tunnistekappale bakteerin CRISPR-sekvenssiin spaceriksi. Tunnistekappaleen valinta bakteriofagin
periméstd tapahtuu niin kutsuttujen PAM-sekvenssien (protospacer adjacent motif) ohjaamana.
PAM-sekvenssin tehtéva bakteerien immuunipuolustuksessa on suojata bakteeri omaa genomia Cas-
nukleaasien aktiivisuudelta. Tunnistekappaleen siirtdmisestd vastaa kaikissa CRISPR-Cas-tyypeissa

Casl ja Cas2-proteiinit. (Makarova et al., 2006)

Immuunipuolustuksen toisessa vaiheessa tapahtuu CRISPR—sekvenssin transkriptio crRNA:Ksi.
Kaikissa CRISPR-Cas—jarjestelmissa CRISPR-sekvenssi transkriptoidaan ensin prekursori-
crRNA:ksi (pre-crRNA), joka Cas-proteiinien ja ribonukleaasien toimesta pilkotaan ja prosessoidaan
valmiiksi crRNA:ksi. Valmis crRNA ilmentdd yhtd spacer—sekvenssid, jota kdytetddn tunnistamaan
bakteriofagin perimd tulevassa infektiossa. CRISPR-Cas-tyypin mukaan eri Cas-nukleaasit

osallistuvat crRNA:n prosessointiin. Tyypin Il efektoriproteiini Cas9 on tutkituin ja parhaiten



tunnettu kaikista Cas-nukleaaseista. Cas9-proteiini vastaa yhdessa RNase I11:n ja tracrRNA:n (trans-
activating RNA) kanssa pre-crRNA:n  prosessoinnista. tracrRNA:n  emdsjdrjestys on
komplementaarinen  CRISPR-sekvenssin  toistojaksoille, jolloin  crRNA:n  prosessoinnin
ensimmadisessa vaiheessa tracrRNA Kkiinnittyy pre-crRNA:han emaésparisitoutumisella. Cas9-
nukleaasi stabiloi tracrRNA:pre-crRNA-kompleksin ja pre-crRNA:n prosessointi jatkuu RNase 111:n
toimesta. Prosessoinnin lopputuloksena on yksittaisia tracrRNA:crRNA-Cas9-komplekseja, joissa
jokaisessa ilmennetaan yhtd CRISPR-sekvenssin spacereista lahtoisin olevaa tunnistuskappaletta.
(Marraffini & Sontheimer, 2010)

Kolmannessa niin  sanotussa estamisvaiheessa Cas9-proteiini  toimii  endonukleaasina.
tracrRNA:crRNA-kompleksin kiinnittyessa Cas-proteiiniin siiné tapahtuu konformaatiomuutoksia ja
sen endonukleaasitoiminta aktivoituu. tracrRNA:crRNA-Cas9-kompleksi seuloo tulevissa
infektioissa virusten periméa. Kun crRNA:n spaceria vastaava sekvenssi 10ytyy viruksen perimasta,
crRNA sitoutuu siihen komplementaarisella sitoutumisella, jolloin Cas9-nukleaasin katalyyttiset
RuvC ja HNH nukleaasialueet katkaisevat viruksen DNA/RNA-juosteen. Viruksen periman

katkaiseminen estda sen toiminnan, jolloin infektio estyy. (Marraffini & Sontheimer, 2010)

2.3 CRISPR-Cas-menetelman toiminta geenimuokkaustytkaluna

Erityisesti tyypin Il CRISPR-Cas-puolustusjarjestelmén yksinkertaisuus Kiinnosti tutkijoita ja vuonna
2012 Jennifer Doudna ja Emmanuelle Charpentier esittelivat uuden geenimuokkaustydkalun nimelta
CRISPR-Cas9. Tutkijat eristivat Streptococcus pyogenes —bakteerista Cas9-proteiinin (SpCas9) ja
totesivat, ettd mukailemalla bakteereissa normaalisti toimivien kaksois-RNA-sekvenssien rakennetta

Cas9:n nukleaasitoimintaa pystytadn ohjaamaan. (Jinek et al., 2012)

Yksinkertaistaakseen Cas9:44 ohjaavaa RNA-koneistoa tutkijat kehittivat yhden kimeerisen RNA-
juosteen (single guide RNA, sgRNA), joka siséltdd bakteereissa ilmenevat tracrRNA- ja crRNA-
juosteet. Rakenteeltaan sgRNA jaljittelee tracrRNA:crRNA-kompleksia, jolloin kiinnittyminen
Cas9:4an séilyy ennallaan. Taméan sgRNA:n ohjaamana Cas9:n endonukleaasiaktiivisuus pystytaan
kohdentamaan haluttuun kohtaan DNA:ta (Jinek et al., 2012). Aiempiin geenimuokkausmenetelmiin
verrattuna CRISPR-Cas9:n suuri etu on kayton helppous. Pelkéstddn sgRNA:n emasjarjestysta

muokkaamalla DNA:n katkaisu voidaan kohdentaa Iahes mihin tahansa haluttuun kohtaan genomia.



Rajoitteena CRISPR-Cas9:n nukleaasitoiminnan kohdentamisessa toimii PAM-sekvenssi. PAM-
sekvenssit ovat 2-5 nukleotidin mittaisia lyhyita patkia DNA:ssa, jotka ovat erilaisia CRISPR-Cas-
systeemin tyypistd ja alkuperdisesta bakteerista riippuen. Cas9-proteiinilla PAM-sekvenssi on
muotoa NGG, jolloin kohde-DNA:sta taytyy katkaisukohdan vierestd 10ytya yksi mika tahansa
nukleotidi (N) ja sen jalkeen kaksi guaniinia (G). Yleensd PAM-sekvenssin sijainti on
katkaisukohdasta 3-4 nukleotidia lukusuuntaan. Cas9:n nukleaasitoiminnan aktivoituminen ei
tapahdu ilman PAM-sekvenssin tunnistamista, mika rajoittaa mahdollisten kohdesekvenssien maaraa.
(Jinek et al., 2012)

Yksi suurimmista CRISPR-Cas-menetelmédn haasteista geenimuokkauksessa on mahdollisten
kohdegeenien ulkopuolella eli off-target-alueilla tapahtuvat muokkaukset. Vaikka teoriassa CRISPR-
Cas-koneiston ohjaaminen kohdegeenin muokkaukseen onnistuu komplementaarisen sgRNA:n
suunnittelulla, muokkaus ei vélttdmattd tapahdu ainoastaan kohdegeenissa tastd huolimatta.
Ohjatessaan  CRISPR-Cas-koneiston  muokkausalueelle sgRNA  sietdd jonkun verran
yhteensopimattomuutta ja saattaa talléin ohjata muokkauskoneiston off-target-alueelle, jossa
tapahtuu virheellinen DNA:n katkaisu (Fu et al., 2013). Nailla off-target-mutaatioilla saattaa olla
ennalta-arvaamattomia vaikutuksia, kun alueen geenien toiminta mahdollisesti hairiintyy. Off-target-
mutaatiot saattavat johtaa esimerkiksi karsinogeenisiin vaikutuksiin ja siten kasvattaa potilaan
syopériskia. Off-target-vaikutusten minimoimiseksi on kehitetty useita tapoja, joista yksi
tarkeimmistd on kohdegeenin suunnittelu ja SgRNA:n optimoiminen. Tutkijat ovat liséksi yrittaneet

kehittaa vaihtoehtoisia cas-nukleaaseja, joilla off-target-aktiivisuus olisi pienempi (kappale 2.4).

2.4 DNA:n korjausmekanismit geenimuokkauksessa

Usein genomia muokatessa halutaan deleetioiden sijaan vieda uusia geeneja genomiin tai esimerkiksi
korjata virheellisid geenejé korvaamalla ne korjatulla geenisekvenssilla. Talloin kéytetdan hyvaksi
solujen omia mekenismeja kaksoisjuosteen katkaisukohtien korjaamiseksi. DNA:n kaksoisjuosteen
katkoksien korjausta varten elimistossamme toimii kaksi eri DNA-korjausmekanismia: homology-
directed repair (HDR) (Sung & Klein, 2006) ja non-homologous end joining (NHEJ) (Lieber, 2008).
Naistda HDR on tasmallinen korjausmekanismi, joka tarvitsee toimiakseen homologisen DNA-
juosteen. Tastd syystd HDR-mekanismi esiintyy jakautuvissa soluissa, yleisesti solusyklin G2 ja
S-vaiheissa, jolloin homologinen DNA-juoste eli niin sanottu templaatti on saatavilla.

Geenimuokkauksessa soluihin voidaan viedda CRISPR-Cas-komponenttien lisaksi DNA-templaatti,



jolloin HDR-korjausmekanismissa DNA korjataan templaatin mallin mukaiseksi. N&in saadaan
lisattyd geeni osaksi solun genomia tai esimerkiksi muokattua virheellisesti toimiva geeni jéalleen
toimivaksi. (Lin et al., 2014)

NHEJ-mekanismi on solun kannalta tehokkaampi, mutta epatarkempi tapa korjata DNA-katkos. Siina
DNA-juosteiden paat liitetddn yhteen sattumanvaraisesti, minka seurauksena DNA-juosteeseen jaa
usein yliméaardaisia nukleotideja tai jotkin nukleotidit katoavat. Naitd muutoksia kutsutaan insertioiksi
ja deleetioiksi, ja yhdesséa ndista kaytetaan nimitysta indel-mutaatiot. Geenimuokkauksen kannalta
NHEJ-mekanismin esiintyminen on usein huono asia, silla yksittaisten nukleotidien muutokset
muuttavat geenin lukukehyksen. Indel-mutaatioiden muodostumista ja geenimuokkauksen
lopputulosta on mahdoton ennustaa, jolloin muokkauksen seuraukset ovat arvaamattomia. NHEJ-
mekanismia hyodynnetdankin yleensa prekliinisissd tutkimuksissa satunnaisten mutaatioiden

muodostamisessa ja poistogeenisten tautimallien luomisessa. (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019)

DNA-katkoksen korjaus HDR-mekanismin kautta johtaa tasmallisiin muokkauksiin ja siten palvelee
genominmuokkausta paremmin kuin NHEJ-mekanismi. Ongelmaksi muodostuu se, ettd namé
molemmat DNA-korjausmekanismit toimivat soluissa rinnakkain ja on hankalaa vaikuttaa, kumman
mekanismin kautta DNA-katkos korjataan. HDR:NHEJ-suhde on siten ratkaisevassa roolissa
genominmuokkauksen onnistumisen kannalta. Tehokkaasti jakautuvissa soluissa tamé suhde on
yleensa suurempi kuin heikosti jakaantuvissa soluissa. Tutkijat ovat yrittdneet 16ytaa tapoja kasvattaa
suhdetta erilaisin menetelmin, kuten kéyttdmalla inhibiittoreita NHEJ-mekanismin estdmiseen
(Maruyama et al., 2015). HDR:NHEJ-suhteen kasvattamiseksi ei kuitenkaan ole 16ytynyt hyvin
toimivaa tapaa. Tutkimus on viime vuosina keskittynyt uusien cas-nukleaasien ja
muokkausmenetelmien kehittdmiseen, jotta riippuvuus DNA:n korjausmekanismeista ei olisi niin

suurta.

2.5 CRISPR-Cas-menetelman johdannaiset

Streptococcus pyogenes -bakteerista eristetyn SpCas9:n lisaksi on eristetty muita Cas9-proteiineja
monesta muusta bakteerista. Naitd ovat esimerkiksi Staphylococcus aureus -bakteerista eristetty
SaCas9, Streptococcus thermophilus -bakteerista eristetyt St1Cas9 ja St3Cas9, ja Neisseria
meningitidis -bakteerista eristetty NmCas9. Jokainen Cas9-proteiini tunnistaa sille tyypillisen PAM
sekvenssin, mikd mahdollistaa nukleaasitoiminnan kohdentamisen useampaan kohtaan genomia.

Liséksi PAM-sekvenssit vaikuttavat cas-nukleaasien spesifisyyteen. Esimerkiksi St1Cas9 ja St3Cas9
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proteiineissa erittain rajoittavien PAM-sekvenssien (NNAGAAW ja NGGNG) johdosta off-target-
muutosten esiintyminen on pienempaa kuin kéytettdessa SpCas9-nukleeaseja (Miiller et al., 2016).
Myo6s Cas9-proteiinien rakenteessa on eroja. SaCas9-proteiinin etuna on sen pieni koko (1053
aminohappoa) verrattuna vyleisesti kéytettyyn SpCas9-proteiiniin (1368 aminohappoa), mikéa
muodostuu  merkittavaksi  tekijaksi, kun mietitddn CRISPR-Cas9-koneiston pakkaamista
kuljetusvektoriin. (Ran et al., 2015)

DNA-katkosten tarkkuutta ja tehokkuutta lisdtédkseen tutkijat ovat etsineet muita Cas-proteiineja ja
pyrkineet muokkaamaan jo tunnettuja endonukleaaseja kayttotarkoituksiin sopivammiksi (Taulukko
1).
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Taulukko 1. Erilaisia cas-nukleaaseja

Nukleaasin
nimi

SpCas9

SaCas9

St1Cas9
St3Cas9

Casl2a

nCas9

dCas9

ABE

CBE

Prime-editor

Alkupera

Streptococcus
pyogenes

Streptococcus
aureus

Streptococcus
thermophilus

Acidaminococ
cus

Johdettu
useista Cas9-
nukleeaseista

Johdettu
useista Cas9-
nukleeaseista

nCas, dCas

nCas, dCas

nCas

PAM-sekvenssi
(5> 3)

NGG

NNGRRT

NNAGAAW
NGGNG

TTTV

Koko

(aminohappoa)

1368

1053

1122

1409

1308-1 310

12

Ominaisuudet

Tutkituin
Yleisimmin kaytetty

Kooltaan pienempi kuin SpCas9
Mahdollisesti sopivampi
vektorivélitteiseen kuljetukseen

PAM-sekvenssi rajoittavampi
Spesifisyys on ollut SpCas-
nukleaaseja parempi

Porrastunut DNA:n katkaisu
jattden ketjuihin 4-5nt lisékkeet
Hyodyllinen HDR-
korjausmekanismin toimintaa
vaativissa muokkauksissa

Toinen katalyyttinen osa
hiljennetty, jolloin vain yksi
ketju DNA:sta katkaistaan

Katalyyttiset osat hiljennetty
Sitoutuu genomiin ilman
DNA:n katkaisua

CRISPRI ja CRISPRa kayttd
geeniaktiivisuuden saatelyyn

Cas-nukleaasiin liitetty
adenosiinideaminaasiin
Kykenee pistemutaatioihin
ilman DNA:n katkaisua
A-T - G-C muutokset

Cas-nukleaasiin liitetty
sytidiinideaminaasi
Kykenee pistemutaatioihin
ilman DNA:n katkaisua
C-G > T-A muutokset

nCas9 yhdistettyna
kaanteiskopioijaentsyymiin
Geenimuokkaus ilman DNA:n
taydellista katkaisua



2.5.1 Eri Cas-endonukleaasien ominaisuudet

Erityisesti PAM-sekvenssien tuomat rajoitteet ovat saaneet tutkijat etsimdén vaihtoehtoisia Cas-
proteiineja. Esimerkiksi Cas12-proteiini on toiminnaltaan melko samanlainen kuin Cas9, mutta sen
PAM-sekvenssit ovat adeniini/tymiini-rikkaita, kun taas Cas9 -proteiineissa ne ovat guaniini-rikkaita.
Talldin Casl2-proteiini saattaa olla soveltuvampi, jos kohdegeenin alue koostuu suurelta osin
adeniinista ja tymiinista. Casl2-nukleaasien erikoisuutena on lisaksi porrastettu DNA-ketjun
katkaisu. Taméan seurauksena DNA-katkoskohtaan ja& ketjuihin 4-5 nukleotidin lisékkeet
(overhangs), joilla on todettu mahdollisesti olevan HDR-korjausmekanismia aktivoivaa vaikutusta
(Zetsche et al., 2015). DNA:han muutokset kohdistavien nukleaasien liséksi on 16ydetty nukleaaseja,
kuten Casl3, jotka kohdistavat vaikutukset RNA:han. Vaikutusten kohdistaminen RNA:han tekee
muutoksista hetkellisig, jotka palautuvat CRISPR-Cas-koneiston poistuttua solusta. (Abudayyeh et
al., 2016)

2.5.2 Cas-nukleaasien muokkaus

Useista Cas-proteiineista on muokattu erilaisia versioita, joilla jotkin ominaisuudet ovat parempia ja
kayttotarkoitukseen soveltuvampia kuin alkuperéisilla. Esimerkiksi StCas9 ja NmCas9-proteiineista
on muokattu versiot, joissa niiden katalyyttiset osat on hiljennetty. Talldin Cas9-proteiini, jolla ei ole
entsymaattista aktiivisuutta (deadCas9, dCas9), pystyy edelleen RNA:n ohjaamana sitoutumaan
haluttuun kohtaan DNA:ta, mutta ei katkaise kohdejuostetta. dCas9-proteiineja voidaan kdyttda niin
sanottuna CRISPRi-menetelmdnd (CRISPR-interference) geenien hiljentdmiseen, silla kohteeseen
sitoutuessaan proteiini estaa transkription (Qi et al., 2013). dCas9-proteiinia hyddynnetadn myos
geenien  aktivoimisessa CRISPRa-menetelmalla. CRISPRa-menetelmassa  dCas9-proteiini
yhdistetédan transkriptioaktivaattoriin, jolloin kohdegeeniin sitoutuessaan kompleksi k&ynnistaa
kyseisen geenin transkription (Bikard et al., 2013). dCas9-proteiineja on myds merkitty
fluoresenssiproteiineilla, jolloin pystytddan tutkimaan proteiinin sitoutumista haluttuihin DNA-
sekvensseihin. (Chen et al., 2013)

Liséksi Cas9-proteiineista on muokattu versioita, joissa toinen katalyyttinen osa on hiljennetty ja
toinen toimii normaalisti (nickase, nCas9), jolloin Cas9 katkaisee vain toisen DNA:n
kaksoisjuosteista. Kahta nCas9:44 kadyttamalla katkokset voidaan erikseen tehd&d molempiin
juosteisiin niin, ettd katkaisukohtaan jaa niin sanotut ulokkeet (overhangs). N&in on mahdollista
kasvattaa geenimuokkauksen tarkkuutta. (Ran, Hsu, Lin, et al., 2013)

13



2.5.3 Emasmuokkausmenetelma

Uusimpia CRISPR-Cas-menetelmén johdannaisia ovat niin  sanotut base-editorit eli
emasmuokkausmenetelmét. Naiden erona perinteisiin - CRISPR-Cas-menetelmiin  on  kyky
pistemutaatioiden tekemiseen ilman DNA:n Kkatkaisemista. Eméasmuokkausmenetelmissa
hyodynnetaan nukleaasiaktiivisuudelta hiljennettyd Cas-proteiinia (nCas9 tai dCas9), johon on liitetty
deaminaasientsyymi. Tahdn mennessa on kehitetty kaksi eri emasmuokkausmenetelmaa: sytosiini-
emésmuokkaus (cytosine base editor, CBE) ja adeniini-eméasmuokkaus (adenine base editor, ABE).
CBE:n avulla genomin sytosiini (C) — guaniini (G) emasparit voidaan muuttaa tymiini (T) — adeniini
(A) emaspariksi (Komor et al., 2016). ABE:n avulla emasparien muutos onnistuu A — T emdsparista
G — C eméspariksi (Gaudelli et al., 2017). Emasmuokkausmenetelmien avulla pystytéan aiheuttamaan
tai korjaamaan pistemutaatioita, mika Iluo paljon mahdollisuuksia sairauksien hoitoon

tulevaisuudessa.
2.5.4 Prime-muokkausmenetelma

Toinen uusi CRISPR-Cas-menetelmasta johdettu geenimuokkaustydkalu on nimeltdén prime editing
eli  prime-muokkausmenetelmd. Toisin  kuin  perinteisessd  Cas-nukleaaseilla  tehdyssé
geenimuokkauksessa, prime-muokkauksessa geenimuokkaus pystytdan tekemdaan ilman DNA-
kaksoisketjun katkaisua. Prime-editorit ovat proteiinikomplekseja, jotka koostuvat nCas9:sta ja siihen
liitetysta kdanteiskopioijaentsyymista. Proteiinikompleksin toimintaa ohjaa kohdesekvenssin mukaan
syntetisoitu pegRNA (prime editing guide RNA), joka tunnistaa kohteen ja tarjoaa mallisekvenssin

haluttua geenimuokkausta varten. (Anzalone et al., 2019)

Prime-editorien etuna on myd6s niiden vahdisempi vaatimus PAM-sekvenssin l&heisyydesta
kohdesekvenssin alueella, miké rajoittaa geenimuokkauksen tekemistd véhemman kuin perinteisilla
cas-nukleaaseilla. Geenimuokkauksen toteutus ilman DNA-kaksoisjuosteen taydellistd katkaisua
poistaa  primemuokkauksesta  perinteiseen CRISPR-Cas-muokkaukseen liittyvat DNA-
korjausmekanismeista johtuvat ongelmat. Tastd syystd prime-editoinnissa esimerkiksi indel-
mutaatioiden ja muiden ei-toivottujen muutosten riski on huomattavasti pienempi. Prime-editoinnin
merkittavista eduista huolimatta sen tehokkuus saattaa olla vaihtelevaa, minka vuoksi menetelma

vaatii vield kehittdmista. (Anzalone et al., 2019)
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3. CRISPR-Cas koneiston kuljetus soluun geeniterapiasovelluksissa

Turvallinen ja tehokas tapa kuljettaa CRISPR-Cas-koneisto kohdekudokseen ja soluihin on
avainasemassa menetelman kliinisessa kaytossa. Kuljetustapoja ja -menetelmié on useita ja niilla on
jokaisella hyvat ja huonot puolensa. Monet ndistd saattavat vahingoittaa soluja, aiheuttaa liiallista
immuunivastetta tai olla muuten toksisia. Liséksi kuljetustapa saattaa vaikuttaa off-target-muutosten
ilmenemiseen. Naistd syistd Kkuljetustapa tulee valita tapauskohtaisesti siten, ettd saavutetaan

mahdollisimman suuri terapeuttinen tehokkuus mahdollisimman pienilla haittavaikutuksilla.

CRISPR-Cas-menetelméssd koneiston kuljetukseen voidaan kéyttdd kolmea eri strategiaa.
Ensimmaisessé tavassa Cas9-proteiinia ja SgRNA:ta koodaavat DNA-patkat pakataan plasmidiin eli
vektoriin. Tama plasmidiin pohjautuva kuljetusmekanismi on yksinkertainen ja perinteinen tapa
siirtdd geenimuokkaukseen tarvittava koneisto solun sis&an. Solun sisalla restriktioentsyymit
pilkkovat plasmidin ja vapauttavat Cas9-proteiinia ja sgRNA:ta koodaavat DNA-sekvenssit.
Plasmidiin-pohjautuvassa kuljetusmekanismissa haasteeksi muodostuu plasmidin kuljettaminen
tumaan. Lisaksi plasmidin Cas9-proteiinia koodaava DNA-sekvenssi taytyy transkriptoida Cas9
mMRNA:ksi, mink& vuoksi téssé tavassa geenimuokkauksen tapahtuminen vaatii enemman aikaa.
Liséksi on mahdollista, ettd plasmidiin-pohjautuvassa kuljetusmekanismissa esiintyy enemman off-

target-muutoksia kuin muissa kuljetusstrategioissa. (Ran, Hsu, Wright, et al., 2013)

Toinen kuljetusstrategia pohjautuu sekoitukseen Cas9:n mRNA:ta ja SgRNA:ta. T4ssd tavassa etuna
on se, ettd Cas9-sekvenssi on jo mRNA-muodossa, jolloin tumassa tapahtuvaa transkriptiota ei
vaadita. Cas9-mRNA transloidaan sytoplasmassa Cas9-proteiiniksi, joka SgRNA:n kanssa muodostaa
Cas9-sgRNA-kompleksin, mikd on valmis muokkaamaan kohdegeenin. Ongelmaksi muodostuu se,
ettd Cas9-proteiinin ilmentdminen on tilapdistd, mika rajoittaa geenimuokkauksen tapahtumista.
Lisdksi mMRNA:n stabiilius hankaloittaa tdmén kuljetusstrategian kdyttod. Plasmidiin-pohjautuvaan
kuljetusstrategiaan verrattuna off-target-vaikutuksia on todettu olevan vahemman, kun koneisto

kuljetetaan soluun RNA-muodossa. (Niu et al., 2014)

Kolmannessa kuljetusstrategiassa CRISPR-Cas-koneisto vied&an soluun sekoituksena Cas9-
proteiinia ja sgRNA:ta. Puhdistettu Cas9-proteiini on positiivisesti varautunut ja muodostaa sgRNA:n
kanssa tehokkaasti Cas9/sgRNA-ribonukleoproteiini-kompleksin (RNP). Valmiin RNP-kompleksin
kuljettamisessa soluun on useita hyotyja. Koneisto on heti soluun pééstesséan valmis toimimaan,
jonka takia se on nopea ja sill4 on korkea geenimuokkaustehokkuus. Liséksi tdma strategia ei vaadi

transkriptioon tai translaatioon vaadittavien kodonien optimointia ja promoottorialueen valintaa.
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Tassa kuljetusstrategiassa on myos todettu olevan vahemman off-target-muutoksia, toksisuutta ja

immuunireaktiota kuin aiemmin mainituissa strategioissa. (Zuris et al., 2015)

Kuljetusstrategian liséksi on valittava tapa, jolla CRISPR-Cas-koneisto kuljetetaan soluun. Erilaisia
kuljetustapoja on useita, mutta usein kdytetddn vektoreita eli partikkeleita, kuten plasmideja tai
viruksia, jotka kuljettavat muokkauskoneiston solun sisddn. Geenimuokkauksen kannalta hyvan
vektorin piirteitd ovat tehokkuus, spesifisyys ja turvallisuus. Vektorin tehokkuus maarittdd kuinka
useaan kohdesoluun CRISPR-Cas-koneisto saadaan kuljetettua. Mikali tehokkuus ja& matalaksi,
geenimuokkauksen tehokkuus ja& myds alhaiseksi ja terapeuttista tehokkuutta ei véalttamattd
saavuteta. Vektorin spesifisyys mahdollistaa CRISPR-Cas-koneiston kuljetuksen juuri haluttuihin
soluihin. On olemassa esimerkiksi useita kudosspesisifejd vektoreita, joita kdyttamélld saadaan
kohdistettua vaikutukset kohdesoluihin. Vektorin korkea spesifisyys rajaa siten geenimuokkauksen
tapahtumisen kohdesoluihin, mika véhentaa ei-toivottujen muutosten ilmenemistd muissa kehon
soluissa. Vektorin tulee olla myos turvallinen kéyttaa. Se ei saa aiheuttaa haitallista immuunivastetta
kehossa.

3.1 Virusvektorit

Virusvektoreita on kehitetty useita erilaisia, mutta kliinisissa kokeissa yleensa kaytetyt virusvektorit
on johdettu adeno- tai retroviruksista. Naiden virusten perimasta on poistettu virusten lisaédntymiselle

valttdmattomat ja sairauksia aiheuttavat geenit, jolloin niitd on turvallista kdyttaa vektoreina.

Geenimuokkauksessa eniten kéytetty virusvektori on adeno associated virus (AAV) (Gaj et al., 2016).
Hydtyind AAV:n kaytossd on, ettd ne ovat huomattavasti vahemman immunogeenisia kuin muut
virukset, ja pystyvat infektoimaan sekéd jakautuvia, ettd ei-jakautuvia soluja. Ongelmaksi AAV-
vektorien kaytossa muodostuu niiden rajallinen kantokyky. Streptococcus pyogenes Cas9 ja SRNA
plasmidiin pakattuna ovat kooltaan noin 4 200 emasta. AAV-vektorin kantokyvyn ollessa noin 4 500
emastd, SpCas9 ja sgRNA saadaan juuri ja juuri mahdutettua sen sisdén. Kantokykyongelmaan on
yritetty 10yt44 ratkaisuja lyhentdamalla SpCas9:44 ja kayttamalla muista bakteereista peraisin olevia
nukleaaseja, kuten Staphylococcus aureuksen Cas9:a4, joka on kooltaan SpCas9:a4 pienempi. Nailla
vaihtoehdoilla on kuitenkin huomattu olevan usein negatiivisia vaikutuksia Cas9:n aktiivisuuteen ja
geenimuokkauksen tehokkuuteen. Liséksi on yritetty k&yttaa kaksois-AAV-systeemid, joissa toiseen

vektoriin pakataan SpCas9 ja toiseen sgRNA. Té&ll6in ongelmia kuitenkin aiheuttaa se, etté
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molempien vektoreiden taytyy infektoida sama solu, jotta geenimuokkaus voi tapahtua. (Yang et al.,
2016)

AAV-vektoreiden lisdksi lentivirusten kéyttéd on hyoddynnetty geenimuokkauskoneiston
kuljetukseen. Lentivirusten suurimpana etuna on niiden korkea infektiotehokkuus, joka ulottuu my0ds
ei-jakaantuviin soluihin. T&st& on suurta hyotyd, kun muokkauksen kohteena on kudos, kuten aivot
tai lihas, jossa terapeuttisen tehokkuuden saavuttamiseksi geenimuokkauksen téytyy onnistua
mahdollisimman monessa solussa (Zufferey et al., 1998). Lentivirusten kéytosta
geenimuokkauskoneiston kuljetuksessa on saatu hyvia tutkimustuloksia prekliinisissa kokeissa.
(Aiuti et al., 2013)

3.2 Synteettiset vektorit

Virusvektorien rajoittunut kantokyky ja immuunivaste on johtanut synteettisten kuljetusvektoreiden
kehittdamiseen. Né&iden ei-viraalisten vektoreiden etuna on erityisesti, ettd niihin pystytadn
sisallyttamaan aktiivinen RNP-kompleksi, jolloin Cas-proteiinia ilmennetddn kohdesolussa vain
tilapdisesti. Virusvektoreihin verrattuna synteettisten vektorien etuna on véhdisemman
immuunivasteen lisaksi niiden helppo muokattavuus, jolloin vektoriin pystytddn kiinnittdmaan
immuunipuolustuksen tunnistamiselta suojaavia komponentteja, kuten polyetyleeniglykoli-
molekyyleja.

Lipidinanopartikkelit ovat yksi nukleiinihappojen kuljetukseen yleisimmin kaytetyistd synteettisista
vektoreista. Muutama lipidinanopartikkeli on edennyt kliinisiin kokeisiin kaytettdvaksi RNA.-
interferenssiterapiassa (Coelho et al., 2013) ja soveltuvuutta CRISPR-Cas-geenimuokkaukseen on
tutkittu. Prekliinisissa kokeissa lipidinanopartikkeleja kéayttamalla on pystytty onnistuneesti
kuljettamaan sekd RNP-komplekseja, ettd Cas9 mRNA ja sgRNA sekoituksia kohdesoluihin. (Zuris
etal., 2015)

Toinen mahdollinen synteettinen vektori CRISPR-Cas-geenimuokkaukseen on polymeereistéa
johdettu partikkeli, kuten polyetylenimiini. Polyetylenimiiniin pystyy kuljettamaan nukleiinihappoja
solun siséén ja vapauttamaan ne sytosoliin. Polyetylenimiinia kayttamalla onnistuneesti kuljetettu
sgRNA:ta ja Cas9:44 koodaavia plasmideita esimerkiksi kasvainsoluihin hiirikokeissa. (Kang et al.,
2017)
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Lipidinanopartikkelien ja polymeeripartikkelien liséksi epdorgaanisten materiaalien kayttoa
CRISPR-Cas-geenimuokkauksen vektoreina on tutkittu. Kultananopartikkelien kéytt6 Cas9-
proteiinin ja SgRNA:n kuljetukseen on useissa solumalleissa osoittanut hyvaé kuljetustehokkuutta.
(Mout et al., 2017)

3.3 Muut kuljetusmekanismit

Perinteisia  fyysisida CRISPR-Cas-koneiston kuljetusmenetelmid ovat elektroporaatio ja
mikroinjektio. Elektroporaatiossa solukalvojen lapaisevyytta lisatéan tilapaisesti johtamalla solujen
lapi s&hkovirta (Mali et al., 2013). Talléin solukalvoihin syntyy pienid reikid, joiden kautta
esimerkiksi nukleiinihapot, jotka eivat normaalisti kykene lapaiseméén solukalvoa, padsevat solun
sisadn. Mikroinjektio tarkoitetaan yksinkertaista menetelmaa, jossa mikropipetin avulla kuljetetaan

proteiineja tai DNA:ta solun sisaan. (Niu et al., 2014)

Elektroporaatiossa ja mikroinjektiossa etuna on, ettd niitd pystytdadn kayttdm&an mihin tahansa
solutyyppiin ja niissa pystytaan hyodyntamaan kaikkia kolmea kuljetusstrategiaa. Elektroporaatiossa
transfektiotehokkuus on korkea, mutta ongelmaksi muodostuu, ettd menetelméssa ei voida kohdentaa
transfektiota vain tiettyyn solutyyppiin, koska kaikkien sahkovirralle altistuneiden solujen solukalvon
lapéisevyys liséantyy. Lisaksi elektroporaatio aiheuttaa soluille niin merkittdvéa vauriota, etta
solukuolleisuus on muita menetelmia suurempaa. Mikroinjektiolla pystytddn kontrolloidusti
kuljettamaan CRISPR-Cas-koneisto haluttuihin soluihin, mutta menetelméa ei sovellu tapauksiin,
joissa taytyy transfektoida useita soluja. Mikroinjektiota kdytetddn lahinna tsygoottien transfektioon
koe-eldinmalleja tehdesséd. Mikroinjektio voi olla varteenotettavin vaihtoehto myds ihmisen ituradan
solujen muokkaukseen (Liu et al., 2017). Lisaksi mikroinjektiota on kaytetty kliinisissa kokeissa
Leberin synnynndistd amauroosia (Leber Congenital Amaurosis) sairastavien potilaiden silmén

solujen muokkaukseen (Pierce et al., 2024).

3.4 Ex vivo ja In vivo-muokkaus

CRISPR-Cas-geenimuokkaus voidaan tehda ex vivo tai in vivo. Ex vivo-terapiassa potilaan soluja
eristetddn ja muokataan kehon ulkopuolella, jonka jalkeen ne siirretdan takaisin potilaaseen. In vivo-

terapiassa CRISPR-Cas-koneisto vieddin potilaan kehoon systeemiselld tai paikallisella injektiolla,
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jonka jalkeen koneisto siirtyy vektorien avulla kohdekudoksiin ja -soluihin Ex vivo-terapia
mahdollistaa muuttujien kontrolloinnin paremmin Kkuin in vivo-terapia, mutta ex vivo-terapia ei

sovellu kaikkien solujen muokkaamiseen samoin kuin in vivo-terapia. (Glass et al., 2018)

Ex vivo-terapiaa voidaan télla hetkelld pitda turvallisempana kuin in vivo-terapiaa ja monet tdmén
hetken CRISPR-Cas-geenimuokkauksen kliinisista kokeista hyddyntavat tatd menetelmaa. Ex vivo-
terapiassa ladkeannosta pystytaan kontrolloimaan paremmin ja geenimuokkauksen onnistuminen
voidaan sekvensoinnilla varmistaa ennen muokattujen solujen siirtoa eli transplantaatiota. Lisaksi
mahdollisia off-target-muutoksia voidaan sekvensoinnilla seurata ja nédma solut erotella
transplantaatioon etenevastd solupopulaatiosta. Ex vivo-terapian kannalta on oleellista, etta
kohdesolut voidaan eristdd potilaasta helposti ja aiheuttamatta suurta haittaa. Esimerkiksi
hematopoieettiset solut soveltuvat ex vivo-terapiaan erittdin hyvin, kun niitd voidaan eristaa potilaan
verestd. Vastakohtana voidaan pitaa esimerkiksi aivosoluja, joiden eristdminen potilaasta ei onnistu
ilman merkittdvan haitan aiheuttamista. Lisaksi ex vivo-terapiassa kéytettyjen solujen tulee kyeté
selviamaan kehon ulkopuolella ja sailyd potentteina geenimuokkauksen jélkeenkin. Monille
kehonsoluista esimerkiksi solu-solu-signaalit ovat toiminnan kannalta valttaméattémia, jolloin on
mahdollista, ettd ndma solut ex vivo-terapiassa ajautuvat apoptoosiin tai menettavat toimintakykynsa.
Onnistuneen eristamisen ja geenimuokkauksen jalkeen ex vivo-terapiassa on tirkedd saada muokatut
solut jakaantumaan ennen transplantaatiota, jotta terapeuttinen tehokkuus olisi mahdollisimman
suuri. (Li et al., 2020)

4. CRISPR-Cas kliinisissa geeniterapiatutkimuksissa

Tassa tutkielmassa kasittelen hemoglobinopatioista sirppisoluanemian seké beetatalassemian, silla
néista toiseen on hyvéksytty geeniterapia hoidoksi (sirppisoluanemia) ja toisessa on kliiniset kokeet
kaynnissé (beetatalassemia). Lisdksi ké&sittelen Duchennen lihasdystrofiaa (DMD), koska tauti
ilmenee perinnollisesti ja on yksi téll4d hetkelld tutkinnan kohteina olevista sairauksista, missa

harkitaan ituradan geeniterapiaa.
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4.1 Hemoglobinopatiat

4.1.1. Sirppisoluanemia

Sirppisoluanemia on geneettinen sairaus, jonka hoitamisessa on mahdollista hyddyntdd CRISPR-
Cas9 menetelmé&d. Maailmanlaajuisesti sirppisoluanemiaa sairastaa noin 6 miljoonaa ihmisté. Taudin
patologiassa tunnuspiirteend on pistemutaatio hemoglobiinin B-alayksikon geenissa (HBB), mika
aiheuttaa 6. aminohapon, glutamiinin, korvaamisen valiinilla B-hemoglobiiniproteiinin rakenteessa.
Tamd muutos aiheuttaa punasolujen  epamuodostumisen  sirppiméiseksi  rakenteeksi.
Sirppisoluanemiassa tyypillistd on punasolujen kiihtynyt hajoaminen eli hemolyysi ja siita johtuva
hemolyyttinen anemia. Ep&muodostuneet punasolut aiheuttavat yhtend sirppisoluanemian
vakavimmista oireista vaso-okklusiivisia kriiseja, mikd pahimmillaan voi johtaa elinvaurioihin.
Sirppisoluanemiaan yhdistetdadn vahvasti myds lyhyempi elinajanodote (Rees et al., 2010).
Kantasoluhoito ja luuydinsiirre ovat ainoat sirppisoluanemian parannuskeinot, mutta molempiin
siséltyy huomattavia riskeja. Yhden geenin mutaatiosta seuraava sirppisoluanemia on hyva esimerkki
sairaudesta, johon CRISPR-Cas9-geenimuokkaus voisi toimia tehokkaana hoitomuotona.

Vuoden 2023 lopulla CRISPR-Cas-geenimuokkaukseen perustuva ldékehoito (Casgevy) hyvéksyttiin
sirppisoluanemian hoitoon Iso-Britanniassa ja Yhdysvalloissa. Casgevyn toiminta perustuu
hematopoieettisten kantasolujen muokkaamiseen ex vivo siten, ettd ne alkavat ilmentaa
fetaalihemoglobiinia. Fetaalihemoglobiini (Hb-F) kattaa suurimman osan vastasyntyneen
kokonaishemoglobiinista (60-85%), mutta jo ensimmaisen puolen vuoden aikana sen osuus laskee 2
— 3 prosenttiin. Korkeiden Hb-F tasojen takia sirppisoluanemiaa sairastavat vastasyntyneet ovat
yleensé oireettomia ja sairauden muodot alkavat ilmetd vasta myohemmalla ialla. Casgevy-hoidon
myo6td hematopoieettiset kantasolut voivat erilaistua punasoluiksi, jotka Hb-F:ia ilmentamalla
pystyvat toimimaan normaaliin tapaan. Casgevyn on todettu vahentavdn SCD-potilaiden vaso-
okklusiivisia kriiseja merkittavasti. (Frangoul et al., 2021)

4.1.2. Beetatalassemia

Beetatalassemia on sirppisoluanemian tapaan HBB geenin mutaatiosta johtuva perinnéllinen sairaus,
joka diagnosoidaan noin 60 000 potilaalla vuosittain. Mutaatio johtaa B-globiinin vahentymiseen tai
puutteeseen. Seurauksena on a ja B-globiinien epédtasapaino, mika johtaa tehottomaan erytropoieesiin
ja lisdantyneeseen hemolyysiin. Sirppisoluanemian tapaan sairautta pystytddn hoitamaan

verensiirroilla, mutta ainoana parantavana hoitona toimivat kantasoluhoito ja luuydinsiirre (Galanello
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& Origa, 2010). Uusille hoitomuodoille on suuri tarve my6s beetatalassemian hoidossa, silla
nykyisisséd hoitomuodoissa haastavaa on sopivan luovuttajan 16ytdminen ja riskind on aina kehon
hylkimisreaktio.

Kliinisissa tutkimuksissa Casgevyn on todettu véhentdvan myds beetatalassemian oireita. Casgevy
hyvéksyttiin Iso-Britanniassa marraskuussa 2023 myds verensiirroista riippuvaisen beetatalassemian
(Transfusion-Dependent Beta Thalassemia, TDT) hoitoon. Casgevy hyvaksyttiin Yhdysvalloissa
TDT:n hoitoon tammikuussa 2024. Kliinisten kokeiden perusteella Casgevy-hoidon aikaansaama Hb-

F:n ilmentdminen poisti potilaiden tarpeen verensiirroille. (Frangoul et al., 2021)

4.2 Duchennen lihasdystrofia

Duchennen lihasdystrofia (DMD) on periytyva lihassairaus, joka aiheuttaa lihaskudoksen hajoamista
ja johtaa yleensé kuolemaan 20-30 vuoden idssd. X-kromosomaalisen resessiivisen periytymisen
takia sairautta esiintyy péaasiassa pojilla ja tytot toimivat oireettomina kantajina, mutta harvoissa
tapauksissa oireita esiintyy myods kantajana toimivilla tytoilla. Esiintyvyys Duchennen
lihasdystrofiassa on maailmanlaajuisesti noin yksi tapaus 3500-5000 syntynyttd poikalasta kohden.
Sairauden aiheuttaa mutaatio DMD-geenissd, joka koodaa normaaleille lihastoiminnoille
valttamatonta  dystrofiiniproteiinia.  Duchennen  lihasdystrofiaa ~ hoidetaan  pé&dasiassa
kortikosteroideilla, mutta varsinaista parannuskeinoa sairauteen ei ole (Duan et al., 2021). Sairauden
luonteen, korkean esiintyvyyden ja hoitojen puutteen takia geenimuokkauksen kayttdminen

Duchennen lihasdystrofian hoidossa on ollut tutkijoiden mielenkiinnon kohteena .

Toistaiseksi yksikdadn CRISPR —menetelmaa hyddyntavéa hoito ei ole edennyt kliinisiin tutkimuksiin,
mutta monet prekliiniset tutkimukset ovat osoittaneet geenimuokkauksen potentiaalin Duchennen
lihasdystrofian  hoidossa.  Ongelmaksi DMD-geenin  korjaamisessa  muodostuu  HDR
korjausmekanismin  huono tehokkuus kehittyneissa poikkijuovaisissa lihassoluissa ja
sydanlihassoluissa, jolloin geenin korjaaminen terveelld geenill& ei onnistu. T&sta syysta tutkijat ovat
ottaneet erilaisia lahestymistapoja kehittddkseen geenimuokkaushoitoja Duchennen lihasdystrofiaan.
Tutkijat ovat esimerkiksi muokanneet sairauteen yhteydessé olevien geenien ilmentymistd CRISPRa
ja CRISPRi-menetelmia kayttamalla. Yksi tutkimuksen kohteena oleva geeni on UTRN, joka koodaa
dystrofiinin kaltaista utrofiiniproteiinia. Useiden prekliinisten tutkimusten tuloksena on huomattu,
ettd utrofiinin tasoja nostettaessa osa Duchennen lihasdystrofian oireista on poistunut (Liao et al.,

2017). Toisena lahestymistapana on kaytetty emasmuokkausta, jolla voidaan korjata DMD geenissa
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esiintyvid pistemutaatioita, joita esiintyy noin 27 %:ssa tapauksista. Tutkijat ovat nédin pystyneet
vahentdmaan Duchenen lihasdystrofian oireita hiirimalleilla. Ndiss& prekliinisissa hiiritutkimuksissa
geenimuokkaus on tehty in vivo adenovirusvektoreita kayttamalla (Ryu et al., 2018).

Edelld kuvatut hiirimalleilla tehdyt prekliiniset tutkimukset ovat antaneet lupaavia tuloksia, mutta
CRISPR-Cas menetelman kayttdmiseksi Duchennen lihasdystrofian hoidossa on vield pitk& matka.
Monissa prekliinisissé tutkimuksissa vaikutukset ovat jaaneet marginaalisiksi tai vaikutus sairauden
fenotyyppiin on ollut pieni. DMD:n hoidossa ex vivo-geenimuokkaus ei ole vaihtoehto, koska
muutosten tulee tapahtua kattavasti ympari kehon lihassoluja, miké aiheuttaa yhden suuren ongelman
geenimuokkaushoidon tehokkuuteen. Adenovirusverktoreilla muutokset on mahdollista kohdentaa
hyvalla tehokkuudella lihaskudokseen, mutta koko kehon lihaksiston kattavien muutosten tekeminen

nykyisilla menetelmilla ei ole mahdollista.

5. Eettiset ongelmat

Seké somaattisten solujen, ettd ituradan solujen geenimuokkaukseen liittyy suuri joukko eettisia
ongelmia. Monet néistd pohjautuvat muokkausmenetelmissd ilmeneviin ongelmiin, kuten
mahdollisiin off-target-muutoksiin. lturadan geenimuokkauksessa suurimpana ongelmana pidetaan
muutosten periytymista tuleviin sukupolviin. Vuonna 2015 jarjestetyssa kansainvélisessa
huippukokouksessa (International Summit on Human Gene Editing) joukko alan huippututkijoita
kokoontui keskustelemaan geenimuokkauksen silloisesta tilanteesta ja kaytannoistd. Kokouksessa
komitea linjasi, ettd ituradan geenimuokkausta ei voida toistaiseksi pitda eettisesti hyvaksyttdvana
lukuisten riskien takia. (Olson, 2016)

Tietoon perustuva suostumus on perinteinen eettinen prosessi ladketieteen tutkimuksessa ja
sairauksien hoidossa. Silla henkil6 vahvistaa halukkuutensa osallistua tutkimukseen tai ladkehoitoon
sen jalkeen, kun hdnelle on annettu riittavét tiedot osallistumispaatokseen vaikuttavista asioista, kuten
tarkoituksesta, riskeistd ja mahdollisista hyodyista. Tietoon perustuvan suostumuksen toteutuminen

geenimuokkaushoidoissa ei kuitenkaan ole taysin mutkatonta.

Tassd kappaleessa kasittelen somaattisen ja ituradan solujen geenimuokkaukseen liittyvia eettisia

ongelmia sairauksien hoidon kannalta.
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5.1 Somaattisten solujen geenimuokkaus

Geenimuokkauksen potentiaalista huolimatta riskit vaikeuttavat sen terapeuttista kéyttéa. Ei-
toivottujen muutosten lisdksi geenimuokkaukseen saattaa liittyd monia muita sivuvaikutuksia, jotka
ilmenevét vasta vuosia geenimuokkaushoidon jalkeen. Off-target-muutokset voivat pitk&dn ajan
kuluessa johtaa esimerkiksi syopdan, kun normaalisti toimivien geenien ilmentyminen héiriintyy.
Tallaisten muutosten varalta on eettisesti valttamatonta, ettd potilasta seurataan pitké&éan
geenimuokkaushoidon jalkeen. Pitkat seurannat kuitenkin aiheuttavat lisdkuluja, jolloin

geenimuokkauksen kaytto saattaa muodostua taloudellisesti viel4 ongelmallisemmaksi.

Vuosia myéhemmin ilmenevien off-target-vaikutusten esiintyessé niita voi olla huomattavan vaikeaa
hoitaa. Perinteisissa ladkehoidoissa esiintyvat sivuvaikutukset yleensa poistuvat, kun laékehoito
lopetetaan. Geenimuokkauksessa vaikutuksia voidaan pitdad pysyving, jolloin aiheutetun vahingon
korjaaminen on erittdin hankalaa. Aarimmaisessa tapauksessa sivuvaikutusten hoitaminen saattaa

vaatia geenimuokkauksen kayttoa alkuperdisten muutosten korjaamiseksi.

5.2 lturadan solujen geenimuokkauksen eettiset ongelmat

Ituradan geenimuokkauksen suurin vastustus nousee muokkausmenetelmien ongelmista ja
muutoksien periytyvyydestd. Somaattisten solujen geenimuokkauksessa ei-toivottujen muutoksien
haittavaikutukset rajoittuvat hoidettuun yksilodn, mutta iturataa muokattaessa ne siirtyvat myos
tulevien sukupolvien taakaksi. Talla hetkelld muokkausmenetelmi&d pidetddn liian epé&tarkkoina,
mutta niiden kehittdmiseksi tehddan jatkuvasti paljon toitd. Uusien tarkempien menetelmien
ilmaantuessa saatamme tulevaisuudessa olla tilanteessa, jossa ituradan muokkaamisen riskeja

voidaan pitaa kohtuullisina verrattuna niiden tuomiin hyotyihin.

Ituradan geenimuokkauksessa ongelmallista on tietoon perustuvan suostumuksen tayttyminen
tulevien sukupolvien osalta. Nykyisissa ladkehoidoissa vanhemmat tekevét usein paatokset lastensa
puolesta, mutta tat4 on Kkuitenkin vaikea rinnastaa siihen, ettd ituradan muokkauksen seurauksena
vaikutukset voivat ulottua useampaan tulevaan sukupolveen. Ituradan muokkausta kannattavissa
lausunnoissa viitataan usein siihen, ettd tulevat sukupolvet eivat tallakaan hetkella pysty

vaikuttamaan saamaansa geeniperiméén. Luonnon saneleman sattuman kautta periytyvaé sairautta tai
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haitallista mutaatiota voi kuitenkin pitdd hyvaksyttavdmpanad kuin ituradan geenimuokkauksella

aiheutettua vastaavaa vaikutusta.

Eettiseksi ongelmaksi joissakin tapauksissa muodostuu myds ituradan geenimuokkauksesta
pidattaytyminen. Kun tulevaisuudessa ituradan muokkauksen riskejd voidaan pitad hieman
kohtuullisempina ja perinnollisten sairauksien hoitaminen olisi tdten mahdollista, onko eettisesti
oikein pidattdytya antamasta geenimuokkaushoitoa? Tilanteessa, jossa geenivirhe johtaa elaméa
suuresti haittaavaan sairauteen tai jopa kuolemaan, ladkehoidosta paattavat tahot saattavat joutua
vaikean eettisen péatoksen eteen punnitessaan hoidetaanko yksilod ja samalla riskeerataan

geneettisen taakan aiheuttaminen tuleville sukupolville.

Ituradan geenimuokkauksen potentiaali on huomattava, mutta on mietittdva missé tilanteissa sen
hyddyntdminen on eettisesti oikein. Vaikeaa haittaa tai kuolemaan johtavia sairauksia voidaan pitaa
ituradan geenimuokkauksen ensimmadisind kohteina, mutta rajanveto on vaikeaa. Lasketaanko
hoidettaviin geenimutaatioihin esimerkiksi periytyvét syopariskié aiheuttavat geenimutaatiot, kuten
BRCA-geenien mutaatiot? Téllaiset riskid nostavat mutaatiot eivat kuitenkaan suoraan aiheuta sydpaa
tai muuta tautia, minkd vuoksi voi olla kyseenalaista lahted muokkaamaan ituradan genomia.
Toisaalta, jos suvussa ilmenee esimerkiksi paljon perinndllista rintasy0paa, olisiko talldin eettisesti
oikein vahentaa tulevien sukupolvien riskid muokkauksella? Lisaksi on mietittdva mitka genomin
vaihteluista johtuvat ilmenemat ovat ominaisuuksia ja mitké luokitellaan sairauksiksi. Esimerkiksi
Downin syndroomaa sairastavien lasten vanhemmat usein painottavat Down syndrooman olevan

ominaisuus ja esimerkki monimuotoisuudesta, eiké hoidettava sairaus.

5.3 Geenimuokkauksen valvonta ja saately

Kun geenimuokkausmenetelmat alkoivat yleistyd ja ensimmaéiset geenimuokkaukseen perustuvat
geenimuokkaushoidot alkoivat lahestya kliinisia kokeita, tutkijoiden keskuudessa herési suuri huoli
geenimuokkauksen valvonnasta ja saatelysta. Talla hetkella geenimuokkauksen valvonta ja saately
vaihtelee suuresti eri maanosissa ja valtioissa. Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto (FDA) ja
Euroopan ladkevirasto (EMA) ovat péivittaneet ohjeitaan ja menettelytapoja vastaamaan paremmin
nykyisté geenimuokkauksen kayttod ja mahdollisia tulevaisuuden hoitoja. EMA:n liséksi jokaisessa
Euroopan valtiossa vaikuttaa valtion oma sadatelyviranomainen, kuten Suomessa Ldadkealan
turvallisuus- ja kehittdmiskeskus FIMEA. FDA:n, EMA:n ja esimerkiksi Kanadan

valvontaviranomaisen PDD:n (Pharmaceutical Drug Directorate) valvonta ja saately on
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geenimuokkauksen kohdalla melko yhtendistd, vaikkakin pienid eroja loytyy. Suuremmaksi
ongelmaksi muodostuu valvonnan ja séatelyn yhdenmukaisuus monien muiden valtioiden kanssa.
Monien Aasian maiden sadatelyelinten toiminta poikkeaa suuresti lansimaisten vastaavien
toiminnasta. Esimerkiksi Kiinassa valtiollinen valvontaviranomainen NMPA (National Medical
Products Administration) on lahiaikoina uudistanut ohjeistusta ja toimintatapoja, mutta valvonta ja

séately on edelleen puutteellista erityisesti yksityisten yritysten toiminnan osalta.

Puutteellisesta valvonnasta ja séatelystd, ja sen seurauksista saatiin esimerkki vuonna 2018, kun
kiinalainen He Jiankui ja hénen tutkimusryhménsa julkaisivat tuloksia kliinisestd kokeesta, jossa
muokattiin ituradan soluja. He ja hdnen tutkimusryhmansé tavoitteena oli muokata alkioiden genomia
siten, ettd niiden valkosolut olisivat resistenttejd HIV:ta vastaan. Tarkemmin sanottuna tavoitteena
oli muokata CRISPR-Cas9-menetelmad hyodyntamalla valkosolujen CCR5-pintareseptoria siten,
ettd virukset eivat voisi kiinnittya niihin. Tutkimuksessa muokattiin yhteensa seitseman parin alkioita
hedelmoityshoitojen aikana. Naista hedelmdityshoidoista seurasi yksi onnistunut raskaus. Tamén
raskauden seurauksena marraskuussa 2018 syntyi kaksoset, joista julkisuudessa on kéytetty nimia
Lulu ja Nana. Tutkimusryhman julkaisemien tulosten mukaan nama kaksoset ovat HIV:lle

immuuneja. (Greely, 2019)

Ituradan muokkaamisen lisaksi Hen tutkimuksesta 16ytyy myds muita eettisid ongelmia. Hen mukaan
tutkimuksen tavoitteena oli suojata lapsia tulevaisuuden HIV-infektioilta ja julkisuudessa tdman
tutkimustavoitteen eettisyytta on kyseenalaistettu suuresti. On olemassa monia tehokkaita ja riittavia
keinoja suojautua HIV-infektiolta, jonka vuoksi puutteellinen la&ketieteellisen hoidon tarve ei tassa
tutkimuksessa tayty.

Vuonna 2019 He Jiankui ja kaksi h&nen kollegaansa joutuivat oikeuteen tekemansé tutkimuksen
takia. He tuomittiin laittomasta l&&ketieteen harjoittamisesta kolmeksi vuodeksi vankilaan ja
maksamaan kolme miljoonaa kiinan yuania (noin $429 000) sakkoja. Hanen kollegoistansa toinen sai
kahden vuoden ja toinen 18 kuukauden vankilatuomion. Kuten He, ndma kaksi tutkijaa tuomittiin

my6s maksamaan sakkoja, toinen miljoona yuania ja toinen 500 000 yuania. (Normile, 2019)

Positiivisena voi pitaa sité, ettd Hen tutkimus tuomittiin Kiinan oikeusjarjestelmassa. Tapaus toimii
varoittavana esimerkkind ja toivottavasti estdd vastaavien tapausten ilmenemistd tulevaisuudessa.
Tuomioita voi kuitenkin pitdd varsin kevyind, kun otetaan huomioon rikkeen vakavuus. Joka
tapauksessa tapaus herdtti alan asiantuntijat ituradan muokkauksen seurannassa ja saatelyssé
vallitsevaan ongelmaan. Vaikka ihmisen ituradan muokkaus on maailmanlaajuisesti todettu

epéeettiseksi ja kielletyksi, ei voida olettaa, ettd kaikkialla pysyttdisiin ndiden moraalisten rajojen
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sisalla geenimuokkausta harjoitettaessa. Tarve kansainvalisesti toimivalle kattojérjestolle, joka hoitaa
geenimuokkauksen seurannan ja sadatelyn, on suuri. Talla jarjestolla tulee olla tarvittavat
toimivaltuudet ja mahdollisuus yhdessa kansallisten valvontaviranomaisten kanssa asettaa sanktioita

ihmisen geenimuokkauksessa esiintyvista rikkeista.

6. Pohdinta

CRISPR-Cas-menetelman kliinisessa kaytossa on suurta potentiaalia ja vuoden 2023 lopulla
ensimmaisen CRISPR-Cas-menetelmaan perustuvan hoidon hyvaksyminen kliiniseen k&yttéon liséé
luottamusta vastaavien hoitojen yleistymiseen tulevaisuudessa. Menetelmén laajempaa terapeuttista

kayttoa kuitenkin varjostaa viela useita ongelmia.

6.1 Terapeuttisen tehokkuuden saavuttaminen

Terapeuttisen tehokkuuden saavuttaminen CRISPR-Cas-geenimuokkauksessa on yksi isoimmista
ongelmista. Yksinkertaistetusti terapeuttisen tehokkuuden saavuttamisella tarkoitetaan sitd, ettd
geenimuokkaus pystytddn onnistuneesti tekeméan niin suuressa maardssa soluja, ettd sairauden
eteneminen pyséhtyy, oireet vahenevat tai potilas paranee. Onnistuneiden geenimuokkausten maaré
terapeuttisen tehokkuuden saavuttamiseksi vaihtelee suuresti eri sairauksien ja muokkauskohteiden
valilla. Téstd syystd on selvad, ettd CRISPR-Cas-geenimuokkaus toimii paremmin joidenkin
sairauksien hoitamiseksi kuin toisten. Kuten kappaleessa 4 ilmenee, CRISPR-Cas-menetelméa
soveltuu hyvin esimerkiksi sirppisoluanemian (kappale 4.1.1.) ja beetatalassemian (kappale 4.1.2.)
hoitoon.

Mahdollisimman korkean terapeuttisen tehokkuuden saavuttamiseksi on adrimmaisen tarkead
ymmart&a niin kohdegeenid ja sen biologista vaikutusta, kuin myds kohdesairautta. Kohdegeenin
tutkimuksella pystytaan arvioimaan ja ennakoimaan vaikutuksia, joita tdiman geenin muokkauksella
saataisiin aikaan. On myos tarkedd ymmartdd mihin sairauteen geenimuokkausta pyritdan
kohdentamaan. Geneettiset sairaudet ovat geenimuokkaukselle luonnollisia kohdesairauksia, mutta
niistdkin on tarkedd ymmartad, onko kyseesséd yksittdisen geenin mutaatio vai useamman geenin

yhdessé aiheuttama sairaus.
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Terapeuttisen tehokkuuden saavuttamiseksi muokattujen solujen taytyy syrjdyttaa tautia aiheuttavat
vialliset solut. Esimerkiksi sydvassa on haastavaa saada korjatut solut tekemaén néin, jos kasvuetu
séilyy muuttumattomilla syopésoluilla. Terapeuttiseen tehokkuuteen vaadittu muokattujen solujen
madrd vaihtelee tautikohtaisesti, mutta lahtokohtaisesti valtaosa sairautta-aiheuttavista soluista
taytyisi saada muokattua. Tama korostuu erityisesti sairauksissa, joissa kohdesolut eivat jakaannu
aktiivisesti. Jos taas muokatut solut jakautuvat tehokkaasti, huomattavasti pienempikin maaré
muokattuja soluja voi riittdd sairauden parantamiseksi. SyOpésairauksien hoidossa ongelmaksi
muodostuu  myds sydpasolujen sopeutumiskyky ja mutaatioiden runsaus. Tamén vuoksi

geenimuokkaus sydpasairauksien hoidossa taytyisi saada onnistumaan lahes kaikissa syopésoluissa.

6.2 CRISPR-Cas-geenimuokkauksen tekniset haasteet

Geenimuokkauksen Kliinistd kayttod varjostaa suuri joukko teknisid haasteita. Naitd haasteita
CRISPR-Cas-menetelmésséd ovat erityisesti tarkkuus, tehokkuus ja kuljetusmekanismien
puutteellisuus. Riittdvan terapeuttisen tehokkuuden saavuttamiseksi kaikissa ndissé on parantamista.

6.2.1 Geenimuokkauksen tarkkuuden parantaminen

Geenimuokkauksen tarkkuus maaritellddn kyvylla muokata genomia kohdelokuksessa. Mutaatiot
kohdelokuksen ulkopuolella, eli niin kutsutut off-targetit, ovat pitkélla tdhtaimella vahingollisia, silla
ne voivat johtaa genomin toksisuuteen, genomin epévakauteen, geenien toiminnan héiri6ihin,
epigeneettisiin muutoksiin ja karsinogeneesiin. Mahdollisten off-target-muutosten tunnistamiseksi on
kehitetty algoritmeja ja erilaisia tietokantoja, jotka auttavat tutkijoita minimoimaan off-target-

vaikutuksia.

CRISPR-Cas-menetelméan tarkkuuden lisddminen on yksi suurimmista prioriteeteista menetelman
kehittdmisessd. Menetelman tarkkuuteen vaikuttaa suuresti sgRNA:n rakenne, koska
kohdesekvenssia tunnistaessaan sgRNA:n sietdd pienen mééran epatarkkuutta. Talléin sitoutuminen
voi tapahtua off-target-alueella, vaikka sekvenssi ei olisi tdysin komplementaarinen sgRNA:n
sekvenssin kanssa. Tastd syystd sgRNA:n tarkka suunnittelu ja testaaminen eri algoritmeilla ja
tietokannoilla  mahdollisten  off-target-vaikutusten  varalta vahentdd off-target-muutosten
todenndkoisyyttd geenimuokkausta tehdessd, ja télloin parantaa menetelman tarkkuutta. Liséksi
sgRNA:n sekvenssin pituudella on huomattu olevan vaikutusta off-target-vaikutusten ilmenemiseen.

sgRNA:n lyhentiminen 5’-p&asta kahdella tai kolmella nukleotidilla on muutamien tutkimusten
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perusteella vahentanyt mutaatioita off-target-alueilla, koska lyhennetty sgRNA:n sekvenssi sietéda
vahemman epéatarkkuutta. Kuitenkin merkittavin tapa off-target-muutosten vahentamiseksi on valita
uniikki kohdesekvenssi, joka ei ole homologinen genomin muille sekvensseille. T&lldin voidaan

valttaa tai ainakin vahentad sgRNA:n sitoutumista ei-halutuille alueille.

Geenimuokkauksen tarkkuutta voidaan lisata kayttamalla eri Cas-nukleaaseja. Esimerkiksi kahta
nCas-nukleaasia kayttamélld on havaittu olevan vahemmaén off-target-muutoksia kuin DNA-
kaksoisketjun katkaisevilla Cas-nukleaaseilla. Cas-nukleaasien kehittdminen ja tutkiminen voisi

tuoda tulevaisuudessa lisdé tarkkuutta geenimuokkaukseen.

Liséksi off-target-muutosten esiintymiseen vaikuttaa Cas-sgRNA-kompleksin konsentraatio solussa.
Liian korkeassa konsentraatiossa off-target-vaikutukset yleistyvat, kun taas lilan pienessa
konsentraatiossa muutokset kohdesekvenssissé vahenevat. Tastd syysta optimaalisen konsentraation

I6ytdminen on tarke&a.
6.2.2 Geenimuokkauksen tehokkuuden kasvattaminen

DNA:n korjausmekanismien vallitsevuus vaihtelee suuresti eri solutyyppien valilla. Useimmissa
soluissa NHEJ on aktiivisempi kuin HDR. HDR toimii aktiivisena korjausmekanismina erityisesti
solusyklin S ja G2-vaiheissa, minka vuoksi sité esiintyy vain aktiivisesti jakautuvissa soluissa. Erot
DNA:n korjausmekanismien aktiivisuudessa muodostavat haasteita geeninkorjausta tai
geeninlisdamista vaativien sairauksien hoidolle. Geenimuokkauksessa NHEJ-korjausmekanismia
hyédyntdmalla on mahdollistaa poistaa sairautta aiheuttava geeni tai aiheuttaa hairiditd sen
toimintaan, mutta geeninkorjaus ja geeninlisaédminen vaativat HDR-korjausmekanismin aktiivisuutta.
HDR-aktiivisuutta on yritetty lisatd esimerkiksi NHEJ-korjausmekanismia inhiboimalla, mutta
vaikutukset ovat jaaneet véahaisiksi. HDR-korjausmekanismin aktiivisuutta lissdméalla CRISPR-Cas-
geenimuokkauksella olisi mahdollista hoitaa lukuisia perinnéllisia sairauksia, mutta talld hetkella
menetelman kayttd rajoittuu vain sairauksiin, joissa solut jakautuvat aktiivisesti, kuten

hemoglobinopatioissa.

Vaihtoehtoisesti ratkaisuna  voi olla  DNA:n korjausmekanismeista  itsendisten
geenimuokkausmenetelmien, kuten emasmuokkauksen ja PRIME-muokkauksen kayttd. Naissa
menetelmissd etuna on geenimuokkauksen onnistuminen ilman DNA-kaksoisketjun katkaisua ja
DNA:n korjausmekanismeja. Erityisesti PRIME-muokkaus on heréttanyt tutkijoissa mielenkiintoa

korvaamaan perinteisen CRISPR-Cas-muokkausmenetelman.
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6.2.3 Kuljetusmekanismin vaikutus geenimuokkauksen tehokkuuteen

Tehokkaan ja turvallisen kuljetusmekanismin l6ytdminen CRISPR-Cas-geenimuokkaukselle on
merkittdva haaste menetelmén laajemmalle kliiniselle kaytolle. Erityisesti in vivo-geenimuokkauksen
kannalta nykyisista kuljetusmekanismeista l16ytyy paljon ongelmia. Synteettiset vektorit ovat monien
tutkimusten perusteella turvallisia ja kykenevat kantamaan Cas-sgRNA-komponentit soluun, mutta
niiden tehokkuudessa on parannettavaa. Virusvektoreilla puolestaan on korkea tehokkuus ja riittava
spesifisyys, mutta immunogeenisyys aiheuttaa ongelmia. In vivo-geenimuokkauksella on mahdollista
hoitaa sairauksia, joihin ex vivo-muokkaus ei sovellu. Ennen in vivo-geenimuokkauksen laajempaa
Kliinistd kayttod tarvitaan kuitenkin lisda tutkimusta kuljetusmekanismeista ja uusia parempia

kuljetusvektoreita.

6.3 Eettiset haasteet

Riskeista huolimatta geenimuokkaus on erittain potentiaalinen terapiamuoto niitd vakavia sairauksia
vastaan, joihin tall& hetkella ei I16ydy muuta tehokasta hoitomuotoa. Menetelmia kehitetdén jatkuvasti
ja toivottavasti tulevaisuudessa nykymenetelmien ongelmista, kuten spesifisyydesta tai
tehokkuudesta, johtuvat riskit ovat vahdisemmat. Ensimmdinen CRISPR-Cas-menetelmaa
hyodyntdva geenimuokkaushoito (Casgevy) on hyvaksytty kayttdon Iso-Britanniassa ja
Yhdysvalloissa, ja tulevan vuosikymmenen aikana sité seuraa varsin todennakdéisesti muutama muu
vastaava hoito. On mahdollista, ettd kdyton yleistyessé tormataan uusiin ongelmiin, mutta menetelmia
kehittdmalla namakin vastoinkdymiset pystytddn melko varmasti tulevaisuudessa ylittdmaan.
Ituradan muokkauksessa riskit ja eettiset ongelmat ovat moninkertaiset somaattisten solujen
muokkaukseen verrattuna. Mutaatioiden siirtyminen sukupolvelta toiselle siséltdd suuret riskit ja
muodostaa valtavan eettisen ongelman, mink& vuoksi ituradan muokkauksen tulee olla kiellettya

ainakin siihen asti, kunnes menetelmat kehittyvéat huomattavasti turvallisimmiksi.

Geenimuokkauksen seurannassa ja saatelyssd on suuria eroja valtioiden vélilld. L&nsimaisissa
valtioissa valvonta on samansuuntaista, mutta liséa ty6té on tehtdvé, jotta yhteiset pelisadannot ovat
selkedt. Lis&dksi maailmassa on useita valtioita, joiden lains&d&dantd ei ota lainkaan kantaa
geenimuokkauksen harjoittamiseen. Monissa valtioissa tutkijoita rajoittaa ainoastaan moraalinen
vastuu. Ei voida olettaa, ettd kaikki tutkijat maailmassa seuraavat sovittuja s&ééntoja ja pitavéat huolta
tutkimustensa eettisyydestd, kuten Hen tapaus osoitti.
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Néihin ongelmiin on alan asiantuntijoiden keskuudessa heratty ja on toivottavaa, ettd tulevaisuudessa
erityisesti ituradan genominmuokkauksen seuranta ja sadtely on kansainvalisesti yhdenmukaista.
Erityisesti ituradan muokkaukseen liittyvat rikkeet on tuomittava laajasti ja tuomioiden tulee olla
suuruudeltaan tuntuvia, jotta vastaavilta rikkeiltd véltytddn. Tarve geenimuokkausta valvovalle
kattojarjestolle on suuri ja sitd pidetddn ainoana tapana taata geenimuokkauksen eettisyys

tulevaisuudessa.

Y hteenveto

Geenimuokkaus on yksi nykymaailman isoimmista askelista ladkehoitojen saralla. T&man
hoitomuodon potentiaali on valtava vaikkakin se sisaltdd myos paljon haasteita ja eettisid ongelmia.
CRISPR-Cas-menetelmaan perustuvan Casgevyn hyvaksyminen kliiniseen kéyttéon Iso-Britanniassa
ja Yhdysvalloissa osoittaa kuinka nopeasti tdmén hoitomuodon potentiaali on havaittu.
Geenimuokkaus sisaltad verrattain monia erilaisia tapoja toteuttaa ja niiden teho, spesifisyys, hyodyt
ja haitat vaihtelevat sekd tapojen ettd kohdesairauksien valilla. Jatkotutkimus ja -kehitys
geenimuokkauksen osalta tulee mahdollistamaan entistd parempien menetelmien kehittdmisen ja

parantaa jo olemassa olevia geenimuokkausmenetelmié.

Vaikkakin geenimuokkauksen potentiaali on valtava, sen haasteet ovat ldhestulkoon yhtd suuria.
Geenimuokkausmenetelmissé on jokaisessa parantamisen varaa, mutta on selvaa, ettd haasteet ovat
enemmaén valvonnan ja eettisten ongelmien puolella. Eettisten ongelmien haasteet tulevat vahvasti
esille myo6s ituradan muokkauksessa, jonka valvonta pitdisi olla ehdottoman yhdenmukaista koko

maailmassa.

Geenimuokkauksen suuren potentiaalin vastapainona onkin valvonnan puutteellisuus ja eettiset
ongelmat. Ta&mén vuoksi menetelmien kehittdmisen liséksi pitéisi tutkimusmaailman panostaa

valtavasti yhdenmukaiseen lainsd&dantoon ja valvoviin jarjestoihin.
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