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KATSAUS P

DNA-korjauksen kahdet kasvot:
genomin yllapito ja geenien muokkaus

DNA:n korjausmekanismit ovat kehittyneet sdilyttamadan DNA-molekyylit riittavén virheettdmind solun
ja elion elinkyvyn sdilyttamiseksi sukupolvelta toiselle. Periytyvdt muutokset DNA:ssa voivat johtaa pe-
rinndllisiin sairauksiin, mutta toisaalta ne sallivat perimén vaihtelun ja sitd kautta evoluution. Somaat-
tisten kudosten solujen DNA:han kerddntyvat virheet liittyvat ladketieteen ndkdkulmasta ennen kaikkea
syopien kehitykseen seka ikddntymiseen, ja DNA:n korjausmekanismien tutkimus onkin aiemmin liitty-
nyt pddasiallisesti ndihin ilmidihin. Viime aikoina valtavasti kehittyneet geenien muokkausmenetelmat,
kuten CRISPR-Cas, luovat uusia mahdollisuuksia hoitaa ihmisten sairauksia genomia muokkaamalla. So-
lunsisdiset DNA:n korjausmekanismit ovat keskeisia ja luovat reunaehdot genomin muokkaukselle.

itotumallisten elididen solujen DNA:han

on kirjattu tieto siitd, miten solu raken-

netaan ja miten sita yllipidetdan. Solun
kemialliset komponentit, esimerkiksi proteii-
nit, lipidit ja ribonukleiinihapot voidaan tarvit-
taessa rakentaa uudelleen DNA:n sisaltimain
informaation perusteella. Itse DNA:n perus-
tehtdva on toisaalta pysyd vakaana solun vaih-
tuvassa ymparistossi, mutta toisaalta kuitenkin
riittdvin vaihtelevana, jotta yksilon ilmiasun
erilaisuus ja muuntuvuus mahdollistavat jatku-
van evoluution.

Riittavan tehokkaat DNA-virheiden tunnis-
tus- ja korjausmekanismit ovat mahdollistaneet
monimutkaisten ja pitkdikdisten elididen kehit-
tymisen. Pienistd sekvenssivaihteluista voidaan
kiittad korjausmekanismien ajoittaisia epaon-
nistumisia, silli vaikka virheiden seuraukset
voivat olla kohtalokkaita, ne ovat vilttimitto-
mid lajin evoluution kannalta. Evoluutiossa tér-
keai onkin ollut nimenomaan riittivien mutta
epatdydellisten mekanismien kehittyminen.
Ilman mutaatioita bakteeri ei voisi kehittaa
vastustuskykyd mikrobilddkkeille, virus ei voisi
muuntua immuunijirjestelmalle tunnistamat-
tomaksi eivatkd suuremmat eliot kuten ihmiset
kehittdd hyodyllisia ominaisuuksia, esimerkiksi
suurikokoisia aivoja (KUVA 1).

e Verkossa ensin
ePUB

DNA:n korjaustehokkuus

Tehoton Tehokas
Paljon mutaatioita Mutaatiot harvinaisia
Nopea evoluutio Hidas evoluutio
Sydpa Vahan syopid
Ikdantyminen (lyhyt elinikd) Pitka elinika

KUVA 1. DNA:n korjausteho mahdollistaa pitkan elin-
ian. DNA:n korjausmekanismien taytyy toimia riitta-
van hyvin mahdollistaakseen elién elinkyvyn lisdaan-
tymisikaiseksi, mutta riittavan epatarkasti mahdollis-
taakseen evoluution. Tama tasapaino vaihtelee huo-
mattavasti lajien valilla.

Mista DNA-vauriot johtuvat ja miten
niita korjataan?

DNA voi vaurioitua tai muuttua lukuisista eri
syistd ja eri tavoilla, ja erilaisille muutoksille on
omat korjaussysteeminsd. Esimerkiksi pienet
DNA:n emisten kemialliset muutokset, ku-
ten deaminaatiot, eivat aiheuta muutosta itse
DNA-molekyylin rakenteeseen, mutta niiden
korjautumatta jidminen voi aiheuttaa sekvens-
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simuutoksia DNA:n kahdentumisen yhteydes-
sd. Tallaisia pienid muutoksia tapahtuu jokai-
sessa solussa tuhansia joka pdivd esimerkiksi
happiradikaalien reagoidessa DNA:n kanssa.
Niiden korjauksesta vastaa emiksenkorjaus
(base excision repair, BER) -mekanismi, joka
tunnistaa ja vaihtaa vioittuneen emiksen. Nuk-
leotidinpoistokorjaus (nucleotide excision re-
pair, NER) puolestaan korjaa isompia DNA:n
rakenteeseen vaikuttavia muutoksia, joita
aiheuttavat esimerkiksi UV-siteily tai tietyt
syopiladkkeet kuten sisplatiini.

Vakavimpia DNA-vaurioita soluille ovat
DNA:n kaksoisjuosteen katkokset, joiden
korjaukseen on kehittynyt erilaisia korjaus-
mekanismeja. Non-homologous end joining
(NHE]J) -korjaus on aktiivinen suurimmassa
osassa erilaistuneista, jakautumattomista so-
luista. NHE]-proteiinit tunnistavat katkenneet
kromosomin péit ja yhdistavit ne mahdolli-
simman nopeasti vélittimattd deleetiosta, joka
jad sekvenssiin korjauksen yhteydessa.

Homologiaohjattu korjaus (homology di-
rected repair, HDR) puolestaan on mekanismi,
jolla rikkoutunut kromosomi korjataan kiytta-
malld sisarkromatidin sekvenssid mallijuostee-
na, jolloin saavutetaan virheet6n korjaus. HDR
on aktiivinen ainoastaan jakautuvissa soluissa,
esimerkiksi suku- ja kantasoluissa.

Kolmas tapa liittdd kaksoisjuosteiden kat-
kokset on mikrohomologiavilitteinen yhdista-
minen (microhomology-mediated end joining,
MME]), jossa juosteet liitetddn yhteen katkos-
kohdan ympirilld olevan 5-2S emisparin pitui-
sen homologisen selvenssin kohdalta. DNA:n
katkoskohtaa ymparéivit lyhyet homologiset
sekvenssit pariutuvat siis yksijuosteisina toisiin-
sa, ja DNA:han jai deleetio, joka vastaa homo-
logisten sekvenssien etdisyytti toisistaan.

DNA:n tulee kopioitua tarkasti jokaisen so-
lunjakautumisen yhteydessi. Ihmisen DNA:n
kopiointi kestdd noin kymmenen tuntia, ja sind
aikana kopioidaan diploidin genomin yli kuusi
miljardia emdsparia, mikd vastaa reilua tuhat-
ta keskimittaista romaania. DNA:ta kopioivat
polymeraasientsyymit tekevit oikolukuomi-
naisuutensa ansiosta virheitd vain joka kym-
menennenmiljoonannen emiksen kohdalla.
Niiden virheiden korjauksesta vastaa DNA:n
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kahdentumisvirheiden korjaus (mismatch
repair, MMR), joka tunnistaa ja korjaa vield
99 % naistd virheistd. Talloin tytirsoluun kopi-
oituva DNA on lihes identtinen malli-DNA:n
kanssa.

DNA-virheiden kertyminen
somaattisiin soluihin: syopa ja
ikdantyminen

Sukupolvelta toiselle periytyvien DNA-muu-
tosten lisiksi myos somaattisten solujen DNA
muuttuu yksilon ikddntymisen yhteydessi:
kromosomien piitd suojaavat toistojaksot, telo-
meerit, lyhenevit, ja mutaatiomaird lisddntyy.
Somaattisiin soluihin kertyvien mutaatioiden
tunnetuin seuraus on syovan kehittyminen.

Periytyvit mutaatiot DNA:n korjausproteii-
neja koodaavissa geeneissd johtavat mutaa-
tioiden kertymisen nopeutumiseen, ja tihin
ilmi6on liittyvd suuri syopariski on vahvista-
nut syovin olevan pidosin geneettinen sairaus.
BER-systeemin mutaatiot liittyvit esimerkiksi
kolorektaalisyopdin, tiettyjen NER-mutaatioi-
den kantajien riski sairastua ihosyopiin on yli
2 000-kertainen ja MMR-geenien mutaatiot
altistavat muun muassa paksusuoli- ja koh-
dunlimakalvosydville (1-4). Periytyviin rin-
tasyopain liittyvit BRCA1- ja BRCA2-geenit
ovat osa HDR-koneistoa (5).

Syopaalttiuden ja DNA:n korjausmekanis-
mien vilisen yhteyden selvittydi DNA:n kor-
jaussysteemien tutkimus lisidntyi valtavasti. Se
palkittiin vuonna 2015 kemian Nobelin palkin-
nolla.

Syopdalttiuden lisdksi ihmisen ikddntymi-
seen liittyy monenlaisia oireita, joista osa voi
johtua ikddntyvissd soluissa tapahtuvasta te-
lomeerien lyhenemisesti (6). Toisaalta myds
DNA-vaurioiden kertyminen soluihin voi olla
syyni ikddntymiseen liittyville oireille, ja osal-
le NER-geenien mutaatioita kantavista poti-
laista kehittyykin ennenaikaista vanhenemista
aiheuttava Cockaynen oireyhtymi tai COFS-
oireyhtymd  (cerebro-oculo-facio-skeletal
syndrome), joihin liittyy dementiaa, koordi-
naatiovaikeuksia, kuulon ja ndon heikentymis-
ta sekd osteoporoosia. Erittdin harvinaisissa ta-
pauksissa NER-mutaatiot johtavat sekd syopa-
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(2,3).

Genomin muokkaus:
tyokalupakki laajenee

Ihmisen genomin sekvensointi on paljastanut
yli 75 000 geneettistd poikkeamaa, jotka liitty-
vit erilaisiin periytyviin sairauksiin (7). Yksi
bioldaketieteen pitkin aikavilin tavoitteista on-
kin pystyd parantamaan geneettisid ja muita sai-
rauksia genomin muokkauksen avulla. Geeni-
muunneltujen solu- ja eliinmallien luominen
edesauttaa geneettisten sairauksien ymmarta-
mistd sekd mahdollistaa hoitojen prekliinisen
testaamisen lyhyemmalla aikavalilla.

Siirtimalla malli-DNA:ta hiirten kantasolui-
hin onkin HDR:n avulla onnistuttu luomaan
esimerkiksi poistogeenisid hiirid ja potilasmu-
taatioiden hiirimalleja. Geenimuunneltujen
hiirien kdytt66n kehitetty menetelma on ollut
ratkaisevan tirked geenien toiminnan tutki-
muksessa ja erilaisten tautimallien luomisessa.
Onnistuneiden HDR-tapahtuminen todenni-
koisyys on kuitenkin pieni, ja tekniikka on ty6-
lds ja epdvarma.

HDR-tapahtumien todennikdisyytti ja koh-
dennetun DNA-muokkauksen eli genomin edi-
toinnin onnistumista voidaan lisiti valtavasti,
mikali muokattavaan kohtaan luodaan DNA:n
katkos. Yksi bioladketieteen suurimmista li-
pimurroista onkin ollut DNA:n kohdennettu
katkaiseminen (8). Restriktioentsyymit, jot-
ka tunnistavat ja katkaisevat DNA:ta tiettyjen
sekvenssien kohdalta, kuvattiin 1970-luvulla.
Meganukleaasit 16ydettiin 1990-luvulla; ne kat-
kaisevat DNA:ta spesifisesti kohdesekvenssinsa
kohdalta, mutta kohdesekvenssien harvinaisuus
rajoittaa niiden kayttoa.

Ensimmiiset laajalti kiytetyt, riittdvin spe-
sifistd sekvenssid tunnistavat entsyymit olivat
sinkkisorminukleaaseja (zing finger nucleases,
ZFN) eli proteiineja, jotka tunnistavat tietyn
DNA-sekvenssin ja katkaisevat sen. Kasvien pa-
togeeneista eristetyt transkription aktivaattorin
kaltaiset vaikuttajat (transcription activator-like
effectors, TALE) puolestaan sitoutuvat kohde-
sekvenssiinsd. Naihin liitetyn nukleaasin avulla
tuotetaan TALEN-entsyymejd, jotka katkai-

Ydinasiat

» DNA:n korjausmekanismit ylldpitavat ge-
neettistd informaatiota ihmisen elinian
aikana ja sallivat sen siirron sukupolvesta
toiseen.

» Geenien muokkaus voi mahdollistaa ge-
neettisten sairauksien parantamisen tai
oireiden lievittamisen.

» Geenien muokkaustekniikat kuten
CRISPR-Cas kayttdavat hyvaksi solunsisai-
sid DNA:n korjausmekanismeja.

» CRISPR-Cas-tekniikan ja vastaavien me-
netelmien kayttokelpoisuus ladketie-
teessa riippuu kyvystémme hyodyntaa ja
hallita solunsisdisia DNA:n korjausmeka-
nismeja.

sevat DNA:ta siitd kohdasta, joihin proteiinin
sekvenssispesifinen osa sitoutuu.

Vaikka sekd sinkkisormi- ettdi TALEN-nuk-
leaasit ovat tyolaitd ja kalliita tapoja katkaista
DNA:ta halutuista kohdista, ne osoittivat, etta
DNA:n kohdennettu muokkaus on mahdol-
lista. Tamd mahdollisti teoriassa sellaisten
sairauksien parantamisen, joissa viallisen gee-
nin tai sen osan poistaminen johtaisi solun toi-
minnan normalisoitumiseen (8). Esimerkiksi
Duchennen lihasdystrofiassa haitallisen ekso-
nin poistaminen sallisi dystrofiinigeenin osit-
taisen toiminnan ja taudin lieventymisen (9).
Huntingtonin taudissa geenin patogeeninen
alleeli palautuisi normaalimuotoon, jos ylipitka
polyglutamiinitoistojakso poistettaisiin (10).

Vuonna 2012 Jennifer Doudna ja Emma-
nuelle Charpentier osoittivat bakteerista eriste-
tyn Cas9-nukleaasin leikkaavan DNA:ta opas-
RNA:n ohjaamana DNA:n emiskomplemen-
taarisesta kohdasta (11). CRISPR-Cas-systee-
miksi kutsuttu tekniikka perustuu bakteerien
viruksia vastaan kehittimain puolustusjirjes-
telmdin, jolla bakteeri tuhoaa viruksen sen
periméd tunnistavien RNA-sekvenssien avulla.
Tamid lipimurto teki genomieditoinnin huo-
mattavasti aiempia sovelluksia helpommaksi ja
monipuolisemmaksi.

DNA-korjauksen kahdet kasvot
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KUVA 2. CRISPR-Cas9 ja DNA:n kaksoisjuosteen katkoksen korjaus. A. Cas9-opas-RNA (gRNA) -kompleksi tunnis-
taa gRNA:lle komplementaarisen sekvenssin. B. Opas-RNA pariutuu kohdesekvenssin kanssa. C. Cas9-nukleaasi
katkaisee DNA:n molemmat juosteet. D. NHEJ-korjaus liittdd DNA-juosteiden péat yhteen, jolloin tuloksena on
yleensa deleetio, jonka koko vaihtelee. Kuvassa kaksi erilaista deleetiomahdollisuutta. E. Homology directed re-
pair (HDR) korjaa katkoksen kayttamalla homologista sekvenssia mallina, jolloin DNA sdilyy virheettomana ja
siihen voidaan lisata haluttuja muutoksia. Keltainen osa kuvaa opas-RNA:n kohdesekvenssia.

NHEJ = ei-homologisten paiden yhdistdminen, non-homologous end joining

CRISPR-Cas-tekniikassa tarvitaan vain
yksi DNA:ta leikkaava entsyymi (esimerkik-
si Cas9), ja leikkauskohta voidaan osoittaa
helposti ja edullisesti syntetisoitavan RNA-
molekyylin avulla. CRISPR-Cas-teknologian
moniin mahdollisuuksiin kuuluvat esimer-
kiksi DNA-sekvenssin deletoiminen, tietyn
mutaation korjaus oikeaksi tai halutun mutaa-
tiosekvenssin luominen seki halutun uuden
sekvenssin kuten fluoresoivan merkkiaineen
tai muun merkkiaineen vienti haluttuun ge-
nomin kohtaan. Tdma aiempia huomattavasti
halvempi, tehokkaampi ja monipuolisempi
uusi DNA:n editointisysteemi vaikuttaa seu-
raavien vuosien ja vuosikymmenien aikana
biotekniikan ja biolddketieteen kehitykseen
valtavasti (12).

S. Ollila ja J.-O. Andressoo

Genomin muokkaus nojaa DNA:n
korjausmekanismeihin

Miten DNA:n korjaussysteemit sitten liittyvit
genomin muokkaukseen? Genomin editointiin
liittyy kolme vaihetta: katkaisukohdan tun-
nistus, DNA-juosteen katkaisu ja katkaistun
kohdan korjaus. Tunnistuksesta ja katkaisus-
ta vastaavat molekyylit on mahdollista viedad
editoitaviin soluihin, mutta korjausreaktiossa
tarvitaan solun omia DNA:n korjausmekanis-
meja. Kussakin solussa aktiivisena olevat kor-
jaussysteemit asettavat siis reunaehdot sille,
miten genomin editointia voidaan hyddyntaa
niin perustutkimuksessa kuin bioteknisissi ja
bioldiketieteellisissi sovelluksissakin (13).
Esimerkiksi geenien poistoissa voidaan hy6-
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KUVA 3. Emasmuokkaus (base editing). A. Cas9-opas-RNA-kompleksi tunnistaa opas-RNA:lle komplementaari-
sen sekvenssin. Cas9 on modifioitu niin, etta siina ei ole nukleaasiaktiivisuutta, ja se on fuusioitu deaminaasient-
syymin seka emaksenkorjauksen (BER) estajaentsyymin kanssa. B. Opas-RNA pariutuu kohdesekvenssin kanssa ja
deaminaasi poistaa sytosiinista aminoryhman, jolloin se muuttuu urasiiliksi. Normaalisti BER tunnistaisi urasiilin
ja korjaisi sen sytosiiniksi. BER:n estdja estaa taman. C. DNA:n kopioitumisen jalkeen tuloksena on emdsparimuu-

tos C-G > T-A.
BER = base excision repair

dyntdd NHE]J-mekanismia, joka vastaa DNA:n
katkosten korjauksesta jakautumattomissa so-
luissa, ja tuottaa DNA:han erilaisia deleetioita
(KuvAT 2 A-D). MME]:n avulla voidaan lisiti
sekvenssid suhteellisen tarkasti tiettyyn geno-
min kohtaan hy6dyntimalld mikrohomologiaa,
mutta tuloksena on my6s pienid deleetioita.
HDR:n mallijuosteena jakautuvissa soluissa on
sisarkromatidi, mutta genomieditoinnissa so-
luun vieddin mallijuosteeksi muokattavalle sek-
venssille homologinen DNA-molekyyli, jossa
on haluttu sekvenssimuutos (KUVAT 2 A-Cja E).
Sairauksia aiheuttavien mutaatioiden tark-
ka korjaaminen vaatii virheetontd korjausta eli
HDR:d4, joka rajoittaa sen kiyton jakautuviin
soluihin. Uusiutumattomiin kudoksiin, esimer-
kiksi aivoihin tai sydimeen, ei timéin vuoksi pys-
tytd tekemddn HDR:ddn perustuvaa editointia.
Tarkan genomieditoinnin riippuvuutta solus-
sa toimivasta HDR:sta on pyritty kiertimain
erilaisilla tavoilla aktivoida HDR-mekanismia

(12-15). CRISPR-Cas-systeemid on kehitetty
my6s muokkaamaan DNA-emiksid ilman kak-
soiskierteen katkaisua, jolloin voidaan valttaa
riippuvuus HDR:std. Emiksen muokkauksella
(base editing) voidaan korjata tiettyjd mutaati-
oita poistamalla Cas9-entsyymistd nukleaasiak-
tiivisuus ja lisddmalld sithen deaminaasientsyy-
mi (KUVA 3).

Deaminaasin avulla sytosiinista voidaan
muodostaa urasiili, joka kiyttiytyy DNA:ssa
tymiinin tavoin. Vastaavasti adeniinin deami-
naatiosta muodostuu inosiini, joka kiyttaytyy
guaniinin tavoin. Normaalisti BER-systeemi
tunnistaa ja korjaa spontaanin sytosiinin deami-
naation kautta syntyneet muuntuneet emakset,
mutta emaksen editoinnissa Cas9-entsyymiin
on liitetty BER:n toimintaa estivd entsyymi.
Rajoituksena eméseditoinnissa on se, etti silld
voidaan tuottaa ainoastaan C>T ja A G-mo-
difikaatioita. Tekniikkaa rajoittaa myds se, ettd
deaminaatioreaktion rajoittaminen vain halut-

DNA-korjauksen kahdet kasvot
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pegRNA =
opas-RNA +
malli-RNA

Kaénteiskopioija-
entsyymi

KUVA 4. Alukemuokkaus (prime editing). A. Aluke-
muokkaus-opas-RNA:ssa (pegRNA) on sekad opas-RNA
ettd halutun muutoksen sisaltava malli-DNA. pegR-
NA-Cas9-kompleksi tunnistaa opas-RNA:lle komple-
mentaarisen sekvenssin. Cas9 on modifioitu niin, etta
se katkaisee vain yhden DNA-juosteen (nickase), ja
se on fuusioitu kadnteiskopioijaentsyymin kanssa. B.
pegRNA:n opas-RNA-sekvenssi pariutuu kohdesek-
venssin kanssa. C. Cas9 leikkaa yhden DNA-juosteen,
ja kaanteiskopioijaentsyymi jatkaa leikattua juostetta
kayttamalla apunaan alukemuokkausosaa pegRNAs-
ta, johon sisaltyy alukesekvenssi seka mallisekvenssi,

S. Ollila ja J.-O. Andressoo

joka sisaltaa halutun DNA-muutoksen. D. Kaksi ver-
siota DNA:n toisessa juosteessa muokatusta kohdas-
ta: haluttu mutaatio ja alkuperédinen sekvenssi, joista
kumpi tahansa voi jadda pariutumatta toisen juosteen
kanssa (lappa, flap). Solun endo- ja eksonukleaasit
poistavat lapan, ja kun alkuperdinen sekvenssi poiste-
taan, DNA:n toisessa juosteessa on mutaatio ja toises-
sa ei. Editoimattomaan juosteeseen indusoidaan kat-
kos (nick) Cas9-nikaasin (nickase) avulla. E. Kahdentu-
misvirheiden korjaus (MMR) korjaa heterodupleksin
alkuperdisen juosteen editoidun mukaiseksi.

MMR = mismatch repair
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KUVA 5. Esimerkki geenimuokkauksen mahdollisuuksista sydvan immuunihoidossa: PD1-reseptorin poisto T-so-
luista. Syopépotilaalta eristetaan T-soluja, joista poistetaan PD1-reseptori esimerkiksi CRISPR-Cas9-menetelmalla.
PD1-poistogeenisia T-soluja kasvatetaan ex vivo, ja ne siirretaan takaisin potilaaseen, jolloin syépasolujen ilmen-
tama PD1-ligandi (PDL1) ei voi sitoutua reseptoriin ja estaa T-solun toimintaa syopasolun tappajana.

tuun emikseen on hankalaa (14).

Lokakuussa 2019 julkaistiin uusi CRISPR-
Cas-systeemin kaytettdvyyttd mahdollises-
ti lisddvd lapimurto, alukkeisiin perustuva
muokkaus (prime editing) (Kuvaa4). Tissd
alukemuokkaustekniikassa Cas9-proteiini on
muokattu tekemdin kaksoisjuosteen sijaan
vain yhden DNA-juosteen katkoksen. Tamin
lisaksi Cas9:ddn liitettiin viruksen kainteisko-
pioijaentsyymi, joka voi syntetisoida DNA:ta
kiyttimilli RNA:ta mallina (15). Halutun
mutaation sisdltdvd malli tuotiin soluun erilli-
sen DNA:n sijaan RNA:na, joka oli fuusioitu
opas-RNA-molekyyliin, jolloin DNA:han saa-
tiin luotua haluttuja muutoksia ilman HDR:n
apua. Tutkimuksessa hyodynnettiin sen sijaan
toista DNA:n korjausmekanismia, MMR:43,
joka korjaa DNA:n kahdentumisessa synty-
vid virheitd tunnistamalla rakenteilla olevassa
DNA-juosteessa olevan katkoksen. Lisddmalld
editoimattomaan DNA-juosteeseen katkos saa-
tiin MMR korjaamaan editoimaton juoste edi-
toidun kaltaiseksi, miki lisisi editoinnin luo-
tettavuutta merkittavasti. Kayttamalla hyvaksi
CRISPR-Cas-periaatetta luotiin niin systeemi,
jolla. DNA:ta editoitiin tarkasti kdyttamalld
MMR-korjausta, ilman pullonkaulaksi muo-
toutunutta HDR:di (15).

Geenimuokkaus laaketieteessa:
mahdollisuuksia, rajoitteita ja
eettisia nakokohtia

Genomieditointitekniikoiden kehitys avaa lu-
kemattomia mahdollisuuksia parantaa tai lie-
vittad erilaisia sairauksia. Tarvittavat tyokalut
lidketieteelliseen genomieditointiin ovat jo ole-
massa, esimerkiksi virusvektorit, joilla voidaan
viedd malli-DNA, Cas-entsyymi ja opas-RNA
soluihin. Vaikka geenimuuntelulla ei voitaisi-
kaan hoitaa koko kehon tai kudoksen soluja,
joissakin tapauksissa DNA:n korjaaminen vain
osaan soluista voisi olla riittavaa. Useita klii-
nisia kokeita, joissa kidytetian CRISPR-Cas9-
tekniikkaa ja muita genomieditointitekniikoita,
onkin jo kidynnissi (16).

Erityisesti sy6vin immuunihoidoissa on
kaynnissd useita genomieditointa hyodyntavid
kokeita. Sydpasolut vilttelevit immuunijar-
jestelmdi ilmentimailldi PDL1-ligandia, joka
estdd tappaja-T-solujen aktiivisuutta sitoutu-
malla niiden pinnalla olevaan PD1-reseptoriin
(kuvas). Genomieditointia hyddyntavissi
immuunihoidossa syopipotilaasta eristetyistd
T-soluista poistetaan editoinnin avulla PD1-
reseptori ex vivo. Kun PD1-poistogeeniset T-
solut siirretddn takaisin potilaaseen, tavoitteena

DNA-korjauksen kahdet kasvot



P KATSAUS

TAULUKKO. Yhteenveto DNA:n korjaussysteemien kaytosta genomieditointisovelluksissa.

DNA:n korjaus- Genomin Entsyymi Rajoitukset
systeemi editointitekniikka
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CRISPR-Cas

Cas-nukleaasi

Deleetiot

Deleetioiden kokoa vaikeaa rajoittaa,

paiden yhdistami- | sinkkisorminukle- | Fok1 off-target-editointi
nen (NHEJ) aasit
TALEN
Homologiaohjattu | CRISPR-Cas Cas-nukleaasi Tarkat sekvenssi- Heikko HDR-teho somaattisissa
korjaus (HDR) Sinkkisorminukle- | Fok1 muutokset soluissa
aasit
TALEN
Mikrohomologia- | CRISPR-Cas Cas-nukleaasi Mikrohomologisten | Deleetiot kohdesekvenssissa, tarkka

valitteinen yhdis-

Sinkkisorminukle-

Fok1

alueiden viliset in-

korjaus mahdollista vain rajallisesti

taminen (MMEJ) | 3asit sertiot ja deleetiot | (homologisten sekvenssien sijainnin
TALEN mukaan)
Emaksenkorjaus | Emasmuokkaus Inaktiivinen Cas9, | Emasten muutokset | Vain rajalliset emasmuutokset mah-
(BER) (base editing) deaminaasi ja (CaT, AaG) dollisia, off-target-editointi, in vivo
BER:n estaja -tehokkuus tuntematon
Kahdentumisvir- | Alukemuokkaus Muokattu Cas9 Tarkat sekvenssi- Uusi teknologia, in vivo -tehokkuus

heiden korjaus
(MMR)

(prime editing)

(nikaasi, nickase),
kaanteiskopioija-

muutokset, tehok-
kaampi menetelma

tuntematon, off-target-editointia
tutkittu rajallisesti

entsyymi

BER = base excision repair, HDR = homology directed repair, MMEJ = microhomology mediated end joining; MMR = mis-
match repair, NHEJ = non-homologous end joining, TALEN = transkription aktivaattorin kaltainen vaikuttajanukleaasi

on, ettd syOpasolut eivit pysty estimiin niitd
vaan T-solut tappavat syopisoluja tehokkaasti
(KuvA5).

HIV-infektion hoidossa genomieditoinnilla
puolestaan pyritidn poistamaan auttaja-T-so-
luista CCRS-geeni, jonka ilmentyminen mah-
dollistaa HI-viruksen tehokkaan siirtymisen
naihin soluihin. Ensimmaisissa kokeissa CCRS-
poistogeenisten T-solujen siirto potilaisiin on
osoittautunut turvalliseksi, ja tehokkuutta mit-
taavat kokeet ovat kiynnissi (16).

Monista mahdollisuuksista huolimatta geno-
mieditointi ei ole helppoa eikd ongelmatonta.
Yksi merkittdva haaste on editoinnin kohdis-
tuminen ei-toivottuun sekvenssiin. CRISPR-
Cas-systeemissd opas-RNA ohjaa nukleaasin
leikkaamaan tietystd sekvenssikohdasta, mutta
nukleaasi voi katkaista DNA:ta my6s muual-
ta, mikd saattaa johtaa haitallisiin muutoksiin
(vddrd kohdennus, off-target). Toisaalta myds
oikeassa leikkauskohdassa korjausreaktio saat-
taa toimia vadrin ja johtaa suurien kromosomi-
alueiden deleetioihin. Myds emadsmuokkauk-
sessa on vaativaa rajata editointi vain haluttuun
emikseen (14). Luotettava viirien muutosten

S. Ollila ja J.-O. Andressoo

valttaiminen on avainasemassa turvallisessa
geenimuokkaukseen perustuvassa geenihoi-
dossa.

Genomin muokkaustekniikoiden kehitty-
miseen ja lddketieteellisiin sovelluksiin liittyy
luonnollisesti my6s valtavia eettisid haasteita.
Vuonna 2018 kiinalainen tutkija He Jiankui
paljasti kiyttineensi CRISPR-Cas-menetel-
mad muokatakseen koeputkihedelmoitettyjen
munasolujen perimii suojellakseen syntyvid
vauvoja HIV-infektiolta poistamalla vauvojen
genomista toimivan CCRS-geenin. Tami Kii-
nan lain vastainen tapaus heritti laajaa jarkytys-
td maailmanlaajuisesti.

On selvad, ettd sukusolujen muokkaamista
ei tule tehda ainakaan tidssid vaiheessa, kun ei
voida olla varmoja geenieditoinnin mahdolli-
sista haittavaikutuksista. Genomin muokkaus-
tekniikoiden kehittyessd kiyddinkin kiivasta
pohdintaa niiden kdyton eettisistd pelisddn-
ndisti (12). Jos (kun) genomieditointitekniikat
mahdollistavat esimerkiksi periytyvia sairautta
sairastavien jilkeldisten perimin korjaamisen
turvallisesti, kuka méarittdd, millaisia korjauk-
sia genomiin on eettistd tehda?



Lopuksi

DNA:n korjausmekanismit takaavat DNA:n
riittdvin vakauden soluissa. Tutkijat ovat val-
jastaneet samat mekanismit kaytt66nsi pyr-
kimyksissddn muokata genomia tarkasti ja
virheettémaisti (TAULUKKO). Jdi nihtiviksi,
voidaanko CRISPR-Cas-tekniikalla muokata
ihmisen genomia ladketieteellisessd tarkoituk-
sessa turvallisesti ja tehokkaasti, mutta viime-
aikaisten ldpimurtojen valossa timi ndyttad
todennikoiselta.

SAARA OLLILA, FT, akatemiatutkija

Joka tapauksessa kykymme kiyttid solun
luontaisia DNA:n korjausmekanismeja hyvik-
semme maarittdd sen, kuinka hyvin pystymme
editoimaan genomia haluamallamme tavalla.
DNA:n korjausmekanismit ovat siis jilleen
kerran bioldiketieteen, eivit pelkistddn sy6vin
ja ikddntymisen, vaan myos DNA:n muokkauk-
sen tutkimuksen kohteena. m
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