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1 ALKUSANAT

CRISPR/Cas9 teknologian soveltaminen genomieditointiin on saanut valtavasti huomiota
ja sitd on pidetty mullistavana teknologiana, jonka vaikutukset ja mahdollisuudet ovat
paljon laajemmat kuin perinteisten geenimuuntelumenetelmien. Tassi julkaisussa, joka on
valmisteltu geenitekniikan lautakunnan pyynnosté kevaalla 2018 valmistuneen muistion
pohjalta, selvitetddn esimerkkien avulla CRISPR/Cas9 teknologian erilaisia sovelluksia
erityisesti kasvinjalostuksessa ja malarian torjunnassa. Mikrobeihin kohdistuvaa genomie-
ditointia sivutaan lyhyesti. CRISPR/Cas9-teknologia mahdollistaa my6s populaatioissa
itseddn levittdvien geenielementtien (ns. geeniajurien) rakentamisen. Julkaisussa tarkas-
tellaan my6s genomieditointisovellusten suhdetta geenitekniikkalainsdddant6on. Erityisen
ongelman muodosti pitkdan se, ettd oli epaselvaa miten EU:n lainsdadantoa sovelletaan
uusiin tekniikoihin, jotka mahdollistavat kohdennetun mutageneesin tavalla, jota ei voi
erottaa luonnon mutaatioista. Tilannetta on selkeyttanyt EU-tuomioistuimen (EUT) heina-
kuussa 2018 tekema pétos, jossa se otti kantaa uusien mutageneesitekniikoiden juridiseen
asemaan. Biotekniikan neuvottelukunta laatii terveyskysymyksisti erillisen selvityksen.
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2 TEKNIKAT

21 Ohjelmoitavat nukleaasit, Crispr/Cas9

CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR asso-
ciated protein 9) on alun perin osa bakteerien ja arkeonien puolustusjérjestelmaa viruksia
vastaan (Hsu ym. 2014, Barrangou 2015). Menetelma on nykyién laajassa kiytossa sekd
aitotumallisten ettd esitumallisten eliGiden genomien muokkaamisessa. CRISPR/Cas9-me-
netelma perustuu tietyn emasjérjestyksen omaavan DNA-ketjun tunnistamiseen ohjaavan
RNA-molekyylin avulla ja sithen liitetyn Casg9-nukleaasin kykyyn leikata kaksijuosteista
DNA:ta. Kaytdnnossa ldhes mita tahansa kohtaa elion genomissa voidaan muokata suun-
nittelemalla sille sopiva ohjaava RNA liitettdviksi Casg-nukleaasiin.

CRISPR/Cas9 teknologia ei sinéllddn edusta aivan uutta teknologiaa. Sen erityispiir-
teena on soveltamisen helppous ja nopeus, joka saattaa teknologian paljon laajemman tie-
deyhteison kiyttoon. Teknologian taustalla (niin eldin- kuin kasvipuolella) on ollut tavoite
saada aikaan kohdennettu geeninsiirto. Kasveilla yli 30 vuotta kiytossi olleella perinteisella
geeninsiirtotekniikalla siirtogeeni liittyy genomiin sattumanvaraiseen paikkaan, ns. inser-
tiopaikkaan, ja vain osalla siirtogeenisista linjoista on halutut ominaisuudet esimerkiksi
siirretyn geenin toiminnan voimakkuuden ja pysyvyyden kannalta. Kaytdnnossa hyvin
toimivat linjat 16ydetdédn seulomalla suuri miara kandidaattilinjoja. Kohdennetulla gee-
ninsiirrolla véltetddn insertiopaikkaan liittyva sattumanvaraisuus.

Kohdennettu geeninsiirto saadaan aikaan, jos kohde (haluttu kohta genomissa) osa-
taan katkaista endonukleaasilla, joka katkaisee DNA:n molemmat juosteet. Jo 25 vuotta
sitten osoitettiin menetelman toimivan kayttaimalla genomiin perinteiselld tavalla siirrettya
keinotekoista kohdetta/DNA-aluetta, joka katkaistiin spesifiselld endonukleaasilla (mega-
nukleaasi I-Scel, Puchta ym. 1993). Varsinainen haaste menetelmén yleiselle kaytélle on
ollut siind, miten voitaisiin suunnitella katkaisijaentsyymi genomin ennalta suunniteltuun
tdysin spesifiseen kohteeseen.

“Meganukleaasit”, “sinkkisorminukleaasit” ja "TALE nukleaasit” ovat entsyymeja, joita
voidaan proteiinimuokkauksen avulla raitiloida katkaisemaan ennalta suunniteltu koh-
desekvenssi. Ndiden entsyymien muokkaaminen vaatii erikoisosaamista, jonka takia vain
harvat tutkimusryhmait ovat pystyneet niitd hyodyntamaén. Tassa esitetyt sovellustyypit
on alun perin osoitettu toimiviksi juuri ndiden ensimmaisen polven nukleaasien avulla
ja monet esimerkit on toteutettu jollakin néistd muokatuista proteiineista. CRISPR/Casg
teknologian erityisyys on siin4, ettei proteiinimuokkausta tarvita lainkaan, vaan nukleaasin
spesifisyys saadaan aikaan RNA-molekyylilla, jonka valmistaminen tiettyyn kohteeseen
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on yksinkertainen, nopea ja kustannuksiltaan halpa prosessi. Yhteisnimityksena kaikille
voidaan kéyttad termid “ohjelmoitava nukleaasi” (programmable nuclease).

Teknologian ydin on genomin DNA:n molempien juosteiden katkaisu, DSB (double
stranded break, Kuva 1). Monet luonnolliset prosessit, kuten ionisoiva radioaktiivinen
(tausta)siteily, aiheuttavat DSB-vaurioita, jotka solun korjausjarjestelma osaa korjata. Jos
DNA juosteiden paat yksinkertaisesti liitetdadn takaisin yhteen, puhutaan ei-homologisesta
liittAmisestd, NHEJ (non-homologous end joining). Virheettomassd NHEJ prosessissa
korjattu kohdesekvenssi on altis uudelle katkaisulle, mutta korjauksessa tapahtuu myos
virheita. Niinpa yksinkertaisin lopputulos ohjelmoitavan nukleaasin kaytosta on kohdesek-
venssin mutaatio, useimmiten lyhyt deleetio tai pieni insertio. Kiytdnnossa kohdegeenin
toiminta lakkaa tai heikkenee - samoin tapahtuu suurimmassa osassa kohdegeenin luon-
nollisia mutaatioita. Tatd sovellusta kutsutaan tyypin 1 sovellukseksi, DSB-1.

DSB on substraatti myos homologiselle rekombinaatiolle. Homologisessa rekombinaa-
tiossa katkennut DNA-juoste korjataan mallin mukaan, esimerkiksi diploidin organismin
ehjan vastinalleelin perusteella. Tallaisessa tapauksessa puhutaan geenikonversiosta, mutta
DSB on myo6s meioosissa tapahtuvan tekijainvaihduntaprosessin ensimmaéinen vaihe. Jos
siis ohjelmoitavan nukleaasin lisdksi soluun siirretdan kaksijuosteinen DNA-molekyyli
malliksi, saadaan aikaan kohdegeenin konversio mallin mukaiseksi. Tall tavalla genomiin
voidaan ohjata kohdennettu mutaatio, esimerkiksi muuttaa koodattavan proteiinin yksi
aminohappo toiseksi ja ndin saada ominaisuuksiltaan suunnitellulla tavalla muokattu pro-
teiini. Muutos mallimolekyylissa voi olla hyvin pieni, pienimmillaan vain yksi nukleotidi.
Kyseessa on tyypin 2 sovellus, DSB-2.

Tyypin 3 sovellukset, DSB-3, perustuvat niin ikdan homologiseen rekombinaatioon.
Mallisekvenssisséd oleva “muutos” on kuitenkin paljon suurempi ja kisittda kokonaisen
toimivan geenikasetin, joka integroituu ohjelmoitavan nukleaasin katkaisemaan kohtee-
seen. Kyseessi on siis kohdennettu geeninsiirto, tekniikan alkuperiinen tavoite. DSB-2 ja
DSB-3 perustuvat samanlaiseen prosessiin ja kohteeseen liitetyn geenijakson pituus voi
vaihdella yhdesta tai muutamasta eméksestd (mutaatiosta) useisiin tuhansiin (kokonai-
siin geeneihin). Tyypillisesti DSB-2 tekniikassa muokataan kohdetta ja DSB-3 tekniikassa
kohdetta kdytetddn laskeutumisalustana, mutta on mahdollista kehittda sovelluksia, jotka
ovat ndiden valilld tai niiden yhdistelmia.
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Kuva 1. Kromosomaalisen DNA:n kaksoisjuosteen katkaisu ohjelmoidulla nukleaasilla voi johtaa deleetioon (DSB-1)
tai jos malli-DNA siirretaan samalla soluun, geenikonversioon mallin mukaan (DSB-2 ja DSB-3).

Kohdennetut pistemutaatiot eivit myoskadn ole luonnolle uusia. DNA:n replikaatiossa
toimiva DNA-polymeraasi tekee virheita taajuudella 107, toisin sanoen yksi eméas miljar-
dista on muuttunut toiseksi. Ndin ollen tarvitaan noin miljardi yksilo4, jotta minka tahansa
etukiteen valitun emiksen kohdalla olisi 16ydettavissa mutaatio. Miljardi ohran- tai veh-
nanjyvaa voidaan Suomessa korjata alle 10 hehtaarin pellolta. Luonnollisen disruptiivisen
geenimutaation frekvenssi on moninkertainen tahén verrattuna, koska se voi tapahtua
monessa kohtaa geenid.

Ohjelmoitavat nukleaasit voivat katkaista myos suunnitellun kohdesekvenssin kaltaisia
sekvensseja muualla genomissa, ns. “off-target” kohteita, joihin syntyy myos deleetioita
tai insertioita. “Off-target” tapahtumien hallinta on tirkea osa genomieditoinnin mene-
telmikehitysti ja niiden yleisyyteen voidaan vaikuttaa suunnittelemalla kohde/haluttu
katkaisukohta huolella, olettaen ettd kohdeorganismin koko genomisekvenssi tunnetaan.
Myos ohjelmoitavien nukelaasien suunnittelulla ja valinnalla voidaan vaikuttaa "off-target”
frekvensseihin. ”Off-target” tapahtumat ovat suuri ongelma geeniterapiassa, mutta kas-
vinjalostukseen sovellettuna niitd ei pideti kovin vaikeina hallita. "Off-target” mutaatiot
ovat luonteeltaan samanlaisia kuin sattumanvaraiset luonnonmutaatiot (yleensa disrup-
tiivisia) ja niista padstdan takaisinristeyttdmalla helposti eroon, aivan kuin perinteisessa
jalostuksessa syntyvista haitallisista ”off-mutaatioista”.



2.2 Geeniajurit

CRISPR/Cas9-menetelmaa voidaan kiyttdd muun geenieditoinnin lisdksi geeniajurien
(gene drive) valmistamiseen suvullisesti lisdéantyville eliGille. CRISPR/Casg-menetelm&a
kaytettdessd elion genomiin siirretddan geeniajurin keskeiset osat. Ohjelmoitavaa nukleaasia
koodaavan geenin ympdrille liitetdan ohjelmoidun katkaisukohdan oikean- ja vasemman-
puoleinen DNA-jakso rekombinaatiomalliksi. Kasettiin voidaan liittid myos geeniyhdistel-
ma3, jonka toivotaan yleistyvan populaatiossa. Hedelméityksessa tAma ajurin osat sisaltava
juoste kopioi itsensa toiselta vanhemmalta perittyyn vastinalleeliin. Kaytdnnossa tama
tapahtuu niin, ettd ohjaava RNA tunnistaa toiselta vanhemmalta perityn alleelin ja Cas9-
nukleaasi katkaisee sen. Tamaén jilkeen solu korjaa katkaistun juosteen CRISPR/Casg-
kompleksin sisdltiman DNA-mallin mukaan. Toisin sanoen, muutettu, ajurin sisaltava
juoste korjaa aina muuttamattoman villityypin alleelin kaltaisekseen ja heterotsygoottisesta
yksilosta tulee homotsygoottinen ajurikasetin suhteen. Geeni paityy jokaiseen jilkeldiseen
ja kaikkiin naidenkin jalkelaisiin. Geeniajureita (ns. itsekkaitd geenielementteja) esiintyy
my6s luonnossa ja niitd on mahdollista tehda my6s ilman CRISPR/Cas9-tekniikkaa, mutta
ei yhti helposti (Burt 2003).

Geeniajurilisdd todennékaisyytta sille, etta tietty geenimuoto periytyy jéalkeldisille (luon-
nossa periytymisen todennakoisyys on 50 %) ja pystyy siten levidmaian myos valintapai-
netta vastaan. Geeniajuri esiintyy usean sukupolven paista populaation lihes jokaisessa
yksilossa. Ajurin toimintamekanismi perustuu joko halutun geenimuodon kopioitumiseen
vastinkromosomissa tai villityypin geenimuodon omaavan sukusolun heikentyneeseen
elinkelpoisuuteen (Champer ym. 2016). Geeniajurien avulla voidaan joko nopeuttaa tietyn
geneettisen ominaisuuden levidmisti populaatiossa ja/tai pienentia tai kokonaan hévittaa
kohdepopulaatioita tai periti kokonaisia lajeja (ks. esim. Champer ym. 2016). Tahén voi
riittdd hyvin pieni madrd muokattuja yksiloitd. Menetelmén avulla on siten mahdollista
vaikuttaa kokonaisiin ekosysteemeihin.

Geeniajurimenetelméa pidetidan lupaavana tekniikkana esim. haitallisten tulokaslajien
havittimisessi ja vali-isantien avulla levidvien sairauksien, erityisesti malarian, torjunnassa.



3 ESIMERKIT

3.1 Kasvit

Soijabljyn laatujalostus genomieditoinnilla (DSB-1)

Kertatyydyttymattomid rasvahappoja pidetddn ruokavaliossa monityydyttyméattomia ja
tyydytettyja rasvahappoja terveellisempina ja niiden sailyvyys on parempi kuin monityy-
dyttymattomien. Soijadljyssi on kertatyydyttyméttomia rasvahappoja 24 %, kun taas rap-
sioljyssd ja oliividljyssa niitd on 61 % ja 75 %. Soijadljya voidaan muokata katalyyttisesti
vedyttamalld (hydraamalla), jolloin kertatyydyttyméattomien rasvahappojen osuus nousee,
mutta prosessissa syntyy myos trans-rasvahappoja, jotka ovat epéterveellisia. Soijalla FAD2
geeniperhe (FATTY ACID DESATURASE2) vastaa monityydyttyméttomien rasvahappojen
biosynteesisti ja katalysoi kertatyydyttyméattoman 6ljyhapon hapettumista monityydytty-
mattomaksi linolihapoksi. Kaksi geeniperheen jasentd, FAD2-1A ja FAD2-1B ilmentyvit
soijan siemenen tayttyessd ja sditelevit oljyhapon mairai siemenissa.

Inaktivoiva mutaatio FAD2-1A ja FAD2-1B geeneissa yhta aikaa johtaa haluttuun omi-
naisuuteen, kohonneeseen 6ljyhapon pitoisuuteen soijassa. Perinteinen jalostus on pysty-
nyt hyddyntdmaén téllaisia mutaatioita, mutta mutaatioiden siirtdminen eri olosuhteisiin
sopeutuneisiin soijan viljelylajikkeisiin (risteyttdmalla ja takaisinristeyttdimalld) on hidas
prosessi. Haun ym. (2014) ohjelmoivat proteiinimuokkauksen avulla TALE nukleaasin tun-
nistamaan soijan FAD2-1A ja FAD2-1B geenien sekvenssin, testasivat eri versiot hiivassa ja
soijan karvajuuriviljelmissé, ja siirsivit parhaiten toimivat ohjelmoidut nukleaasit soijaan
perinteisen geeninsiirron avulla. Yhdekséstatoista soijalinjasta neljassa havaittiin suunni-
teltu mutaatio FAD2-1A ja FAD2-1B geeneissi lehdista eristetyssd genomisessa DNA:ssa
ja kolmessa linjassa mutaatiot periytyivit jalkeldisille (yhdessd molemmat, kahdessa vain
toinen). Molempien mutaatioiden suhteen homotsygoottisissa linjoissa siementen rasva-
happopitoisuus oli dramaattisesti muuttunut ja 6ljyhapon pitoisuus oli noussut 20 %:sta
80 %:iin ja samalla linolihapon pitoisuus oli laskenut 50 %:sta 4 %:iin. Jalkeldiset oli
valittu niin, ettd TALE nukleaasia koodaava siirtogeeni oli segregoitunut pois. FAD2-1A
ja FAD2-1B geeneissa havaittiin olevan 63 ja 23 emdsparin deleetiot toisessa eksonissa,
ohjelmoitujen katkaisukohtien vieressa.



Héadrmdénkestavyys vehndssa (DSB-1)

Blumeria graminis sienen aiheuttama harma on yleinen viljakasvien tauti. Ohralla tun-
netaan kestiva resistenssigeeni hirméaa vastaan, disruptiivinen mutaatio lokuksessa Milo.
Resistenssigeeni on resessiivinen (ilmenee vain homotsygoottisena). Mutaatio on kuvattu
ensimmaisen kerran 1940-luvulla ja identifioitu toistuvasti ohran mutageneesiohjelmissa.
Vehnan harméan osalta Mlo resistenssia ei ole 16ydetty. Vehna on heksaploidi ja sen kaikissa
kolmessa kromosmistossa on Mlo lokus (TaMLO-A1, TaMLO-B1 ja TaMLO-D1). Geenit
ovat emasjarjestykseltadn 98-99 % identtisia. Koska resistenssigeeni on resessiivinen, mu-
taatio tarvitaan kaikissa lokuksissa homotsygoottisena. Wang ym. (2014) kayttivat seka
TALEN ettd CRISPR/Cas9 teknologiaa ja kohdensivat samanaikaisesti mutaation kaikkiin
lokuksiin. Mutaatiot olivat lyhyitd deleetioita, periytyivat jalkeldisille ja kolmoishomotsy-
gootti oli kestdva harméaa vastaan.

Vaikka vehnan mlo-resistenssia ei ole identifioitu perinteisen valintajalostuksen aikana
(tilastollisista syistd), se on hiljattain saatu aikaan tunnistamalla yksittdiset luonnolliset
mlo-mutaatiot TILLING-tekniikan avulla ja yhdistamalla ne risteyttamalla (Acevedo-Garcia
ym. 2017). Lajike on kenttidkoevaiheessa (Ralph Panstruga, RWTH Aachen University,
Germany, henkilokohtainen tiedonanto 13.3.2018).

Vahaperunan jalostus (DSB-1)

Kasvien téarkkelys on glukoosipolymeeri ja koostuu kahdenlaisista molekyyleista, lineaari-
sesta (haarautumattomasta) amyloosista ja haarautuvasta amylopektiinista. Pelkdsti amy-
lopektiinistd koostuvalla tiarkkelykselld on sovelluksia paperi- ja elintarviketeollisuudessa
ja téllaisia "vaha” (waxy) lajikkeita tunnetaan mm. maissista. Kyseessd on disruptiivinen
mutaatio yhdenlaisessa tirkkelyssyntaasia (GBSS) koodaavassa geenissa.

Myos perunan kohdalla vahalinjoille olisi sovelluksia. Perunan luonnollisia vahalinjoja
ei tunneta, mutta siteilyttamalla sellaisia on saatu aikaan (Hovenkamp-Hermelink ym.
1987) ja geeninsiirtotekniikoiden avulla on osoitettu, ettd hiljentdmalld perunan GBSS1
geeni antisense- tai RNAi-tekniikalla saadaan aikaan tavoiteltu vahaperuna (Kuipers ym.
1994, Andersson ym. 2003). Andersson ym. (2017) kayttivit kohdennettua DSB-1 muta-
geneesid CRISPR/Casg avulla saman lopputuloksen kehittdmiseen.

Torjunta-ainekestava tupakka (DSB-2)

Tyypin 2 sovelluksessa kéytetddn ohjelmoitavan nukleaasin lisdksi mallisekvenssii, jonka
mukaan kohde korjataan geenikonversiolla ja saadaan aikaan kohdennettu (piste)mutaatio.
Teknologian kannalta DSB-2 muistuttaa DSB-3 tekniikkaa, mutta lopputuloksen osalta
DSB-1sovelluksia siind mielessa, ettd vastaava pistemutaatio syntyy helposti myo0s itsestaan.
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Townsend ym. (2009) on ensimmaisia raportteja, missa ohjelmoitavia nukleaaseja
ylipaataan kaytettiin kasveilla. Kohdegeenina oli tupakan asetolaktaattisyntaasia koodaa-
vat geenit SuRA ja SuRB. Niiden geenien tiettyjen mutanttimuotojen tiedetdén johtavan
imidazolinoni- ja sulfonyyliureaherbisidi-kestavyyteen ja mallisekvenssej kayttden saatiin
aikaan kohdennettuja mutaatioita ndihin geeneihin, jotka johtivat herbisidiresistenssiin.

Kohdennettu geeninsiirto (DSB-3)

Tyypin 3 sovellus on kohdennettu geeninsiirto. Edelld mainitun Townsend ym. (2009) tyon
ohella DSB-teknologian ensimmaiset esimerkit kasveilla kuuluvat tdhian ryhméaan. Shukla
ym. (2009) kayttivit ohjelmoitua sinkkisorminukleaasia kohdentamaan herbisidiresistens-
sigeenin haluamaansa genomiseen lokukseen maississa. Shuklan ja kollegoiden kohdelokus
oli maissin IPK1 geeni, joka koodaa fytaatin biosynteesin viimeisessa vaiheessa tarvittavaa
entsyymid. Fytaatti on siemenen fosforivarasto, jota eldimet eivét pysty hyodyntdméaan ja
siten fytaatin fosfori padtyy kuormittamaan ympéristod. Tyossa oli siis tarkoitus saman-
aikaisesti kehittdd herbisidinkestdva maissi ja vihentdd maissin jyvin fytaattipitoisuutta
kohdennetulla (insertio)mutaganeesilla.

Kohdennetun geeninsiirron tavoite on saada siirtogeeni liittymé&an eri kerroilla samaan
lokukseen, jolloin insertiokohdan vaikutuksista saatuja tuloksia voidaan soveltaa yleisem-
min. Tavoitteena on 16ytad “laskeutumisalustoja” siirtogeeneille, joissa geeni toimii stabii-
listi halutulla tavalla sukupolvesta toiseen ja joiden kohdalla ei ilmene haitallisia sivuvai-
kutuksia. Kohde voi sinédnsi olla toimiva geeni, kuten edelld olevassa fytaattitapauksessa.
Kiytdnnossa toimivia vakioituja insertiokohtia ei toistaiseksi ole kuvattu millain viljely-
kasvilajilla, vaikka asiaa on kirjallisuudessa pohdittu (esim. Cantos ym. 2014). Kéyttaen
keinotekoista kohdetta ja CRISPR/Cas9 teknologiaa Jiang ym. (2013) saivat aikaan koh-
dennetun geeninsiirron lituruohon, tupakan, durran ja riisin genomiin.

Toinen tirked sovellus on siirtogeenien “pinoaminen”. Perinteisilla tekniikoilla aikaan-
saaduilla GMO-lajikkeilla joihin on siirretty useampi ominaisuus, nima ovat eri lokuksissa
ja periytyvit toisistaan riippumattomasti. Ensimmadisen siirtogeenin yhteyteen voidaan
siséllyttaa laskeutumisalusta seuraavaa geenia varten (Ainley ym. 2013). Koska alusta on
synteettinen, voidaan se optimoida hyvin.
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3.2 Malariahyttysen torjunta geeniajurin avulla

Malariaa levittavat Anopheles gambiae ja A. stephensi -lajien naarashyttyset (Champer
ym. 2016). Malarian torjuntaan on suunniteltu erilaisia geeniajuripohjaisia ratkaisuja.
Hammond ym. (2016) tuottivat CRISPR/Casg-muunnetun, pelkastdan koiraspuolisia jalke-
laisia tuottavan naaraslinjan. Tutkijat kehittivit geeniajurin, joka hairitsee naarashyttysen
fertiliteetille tirkedn geenin (AGAP007280) toimintaa. Laboratoriokokeissa geeniajurin
sisaltdvaa alleelia 16ytyi 71,5 % hyttyspopulaatiosta neljan sukupolven jalkeen.

Gantz ym. (2015) on puolestaan tuottanut CRISPR/Casg-menetelmén avulla hyt-
tyslinjan, jonka kestavyyttd malarialoiselle (Plasmodium falciparum) on parannettu.
Geeniajurikonstruktiin on liitetty malarialoisen tiettyihin proteiineihin kohdistuvia vasta-
aineita (m1C3jam2A19) ilmentiva antiparasiittinen efektorigeeni. Vasta-aineita tuottavien
tiysikasvuisten hyttysnaaraiden sylkirauhasista ei tavattu malarialoisen sporozooiitteja
(tartuttava vaihe). Vasta-ainegeeni periytyi CRISPR/Casg-muunnettujen hyttysten jalke-
laisille 99,5 % todennakoisyydella (Gantz ym. 2015).

Geeniajurilliset sovellukset eivit ole vield valmiita kaytettaviksi. Useissa tutkimuksissa
on havaittu, ettd populaation resistenssi geeniajurille voi kehittyd nopeasti eivitka sovel-
lukset ole aina vakaita. Geeniajurien kiyttod sairauksien torjunnassa rajoittavat niiden
mahdollisten laajamittaisten ja peruuttamattomien ekologisten vaikutusten lisdksi itse
tekniikan heikkoudet (resistenssin kehittyminen, konstruktien epiavakaus) (Oye ym. 2014).

Muita menetelmis, joiden avulla on mahdollista, joskin vaikeaa, saada keinotekoisesti
aikaan geeniajureita, ovat mm. itseohjautuvat (homing) endonukleaasigeenit (Burt 2003),
mikali ndihin saadaan liitettyd tietyn DNA-jakson tunnistava elementti (mm. TALENeja
ja sinkkisormia on kaytetty tissd yhteydessd). CRISPR/Casg-mekanismin RNA-ohjaus on
kuitenkin huomattavasti helpompi ja tehokkaampi tapa tuottaa geeniajureita (Hammond
ym. 2016).

Vastaavia, hyttysvilitteisten sairauksien torjuntaan suunnattuja keinoja on toteutettu
my6s muiden menetelmien avulla. Esimerkiksi britannialaisyritys Oxitec kasvattaa “perin-
teisid” geenimuunneltuja Aedes aegypti hyttysid Brasiliassa. Kun muunnetut koirashyt-
tyset parittelevat luonnossa eldvien villityypin naaraiden kanssa, tuloksena on nuorena
kuolevia jélkeldisia. Aiemmissa kenttdkokeissa menetelmin avulla on saatu hyttyskantaa
pienennettya jopa 9o %.

Téssd sovelluksessa geenimuunneltuja hyttysia tulee kuitenkin vapauttaa luontoon
valtavia maarid, kun taas geeniajurin kohdalla pieni maara riittda koko populaation havit-
tdmiseen/muuttamiseen. Tulos voi lisdksi olla véliaikainen kun muualta tulleet yksilot
rakentavat populaation uudelleen.
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3.3 Mikrobien genomieditointi

Mikrobien osalta genomimuokkauksessa on parhaiten tunnettujen malliorganismien ku-
ten Escherichia coli bakteerilla ja Saccharomyces cerevisiae hiivalla ollut jo vuosikausia
kéytossi laaja kirjo teknologioita (esim. lambda red rekombinaasiproteiinit E. colissa ja
erittdin tehokas homologisen rekombinaation hyviksikéaytto S. cerevisiaessa), joiden avulla
niiden genomia on kyetty muokkaamaan kohdennetusti ja tasmaillisesti. CRISPR/Cas9-
teknologia on kuitenkin syrjayttamassa ndissd organismeissa aiemmin kéytetyt menetelmat
(Donohoue ym. 2018). Useimmissa tapauksissa tdimé johtuu teknologian helppokayttoi-
syydesta ja erityisesti siita ettd sen avulla kyetadn, niin haluttaessa, aikaisempia teknologi-
oita huomattavasti tehokkaammin aikaansaamaan samanaikaisesti useita kohdennettuja
genomimuokkauksia.

Edelld mainittujen organismien lisiksi CRISPR/Cas9-teknologian on osoitettu toi-
mivan tehokkaasti hyvin erityyppisissid bakteereissa ja hiivoissa seki filamenttisissa
homeissa. Erotuksena aiemmin kehitetyille genomimuokkausmenetelmille, CRISPR/
Caso-teknologian osalta on jo olemassa esimerkkeja siitd, ettd genomimuokkausta voi-
daan tehda siirtden soluihin pelkistddn Casg proteiinia ja ohjaavia RNA molekyyleja
ja haluttaessa genomiin vietdvda DNA:ta (esim. Liang ym. 2015). TAméan kaltainen
lahestymistapa mahdollistanee ldhitulevaisuudessa myos sellaisten mikrobien ja mui-
den organismien genomimuokkauksen, joille ei ole olemassa plasmideihin perustuvaa
yhdistelménukleiinihappoteknologiaa.

On oletettavaa, etta seka tutkijat ettd kaupalliset toimijat (huolimatta CRISPR/Cas9-
teknologian epaselvasti patenttitilanteesta) kdyttavat mielenkiinnon kohteena olevan orga-
nisminsa muokkaukseen ensisijaisesti CRISPR /Casg-teknologiaa teknologian helppouden
ja tehokkuuden takia.

3.4 CRISPR/Cas9-menetelmien kaytto Suomessa

Suomessa CRISPR/Casg-sovelluksia on kiytetty eukaryoottien tutkimuksessa suljetussa
kéytossa. Tutkimuksissa on kiytetty ainakin lituruohoa (Arabidopsis thaliana), nisékas-
solulinjoja laboratorio- soluviljelmissa, lohta (Salmo salar), mahlakarpasta (Drosophila
sp.), filamenttihometta Trichoderma reesei ja Saccharomyces cerevisiae hiivaa. Naissa on
tehty muutoksia genomiin joko aiheuttamalla geenin toimintaa hiiritsevid katkoksia tai
vaihtamalla geeni isomman deleetion omaavaan geeniin tai vaihtamalla geeni toisen lajin
vastaavaan alleeliin. Lisiksi osassa tutkimuksista kéytettiin eri organismista perdisin olevaa
merkkigeenid. Kyseisissa tapauksissa leikkaava nukleaasi on viety soluihin joko RNA- tai
proteiinimuodossa, joten se ei integroidu eliGiden genomiin tai eliGtd on jatkoristeytetty
niin, ettd menetelmaista jaa genomiin ainoastaan haluttu mutaatio.
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Maaria Kankare, Jyviskylan yliopiston Bio- ja ymparistétieteiden laitos

Drosophila

CRISPR/Cas9-muunnettujen mahlakarpasten (Drosophila montana ja D. flavomonta-
na) muutokset toteutettiin aiheuttamalla geenin toimintaa hiiritsevid katkoksia.Geenin
toiminnan héirinnassa Casg-nukleaasi katkaisee ohjaavan RNA:n tunnistaman geenin
kaksoisjuosteen. Solu korjaa katkoksen omalla korjausmekanismillaan (non homologo-
us end-joining; NHEJ). Korjaamisen yhteydessa tapahtuu usein mutaatioita, joissa voi
tapahtua yhden tai useamman nukleotidin lisdys tai poisto. TAmé& voi lopettaa geenin
toiminnan (knock-out) tai hairit4 sitd. Koska tumman ruumiinvarin tiedetain vaikuttavan
elididen lammonsaitelyyn ja ko. mutaatiot on helppo havaita kiarpasten ilmiasussa, on
tutkimusryhmamme muokannut mahlakarpasten ruumiinvériin vaikuttavia yellow- (kuva
1A)jaebony-geeneji. Olemme myos tutkineet yellow-geeniin muodostuneiden eripituisten
deleetioiden vaikutusta karpasten kylménkestiavyyteen ja havainneet, ettd mutaatiolinjat
(2 nt, 7 nt ja 21 nt deleetiot yellow-geenin ensimmaisessi eksonissa) ovat vihemman

kylménkestavia kuin kontrollilinjojen (ei mutaatioita) kdrpéset nk. CT_ (critical thermal
minimum) -kokeella mitattuna (Kuva 1B).
I Drosophila montana ! < u female
CRISPR/Cas9 W male

wilid type
~ mutant

Tyukmaeva et al., unpublished T T T T

wt  wt 2nt 2nt 7nt 7nt 21nt 21nt

Line

Kuva 1. A) CRISPR/Cas9-geenien editointimenetelmalld muokatut D. montana -kérpéset, joista vasemmanpuoleinen
on normaalin ruumiinvarin ja oikeanpuoleinen muunnellun keltaisen varin omaava karpanen. B) Eri mutanttityyppien
(2, 7 ja 21 emasparin deleetio yellow-geenin ensimmaisessa eksonissa) ja muokkaamattomien karpasten (villityyppi
= wt) erilainen kayttaytyminen kylmakokeissa (nk. CTmin; critical thermal minimum -koe). Mutaatiolinjat kestavat
kylmaa huonommin kuin kontrollilinja (p < 0.001) mutta eri mutaatiolinjojen valilla ei ole merkitsevia eroja (p > 0.1).
Valokuva V. Tyukmaeva, kuva J. Manttari.
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Jussi Jéantti, Teknologian tutkimuskeskus VTT

Hiivat
CRISPR/Cas9 -tekniikkaa ja automaatiota hyodyntden VTT:1la on muokattu Saccharo-
myces cerevisiae -hiivan kolmea eri genomista lokusta samanaikaisesti kayttdaen luovuttaja-
DNA:na synteettisid promoottoreita, jotka mahdollistavat geenien ilmentdmisen hyvin
alhaisista asteittain erittdin korkeisiin tasoihin. Luovuttaja-DNA:n kanssa soluihin siirrettiin
my0s kohdistus-RNA-molekyyleja (gRNA) koodaavat geenit. Hiivasolut oli jo aiemmin
muokattu siten ettd ne ilmensivit Casg-geenid. Tama lahestymistapa mahdollisti sen, etta
yhdella solujen muokkauskerralla saatiin aikaan suuri maéra erilaisia hiivasoluvariantteja,
joissa kolmen keskeisen metaboliageenin ilmentymistasot poikkeavat normaaleista tasoista
(Kuivanen ym. 2018). Tutkimalla aikaansaatujen hiivasolujen kyky# tuottaa erilaisia mo-
lekyyleja on mahdollista ymmartdaa metaboliareittien toimintaa ja niiden sdételyd. Tata
ldhestymistapaa kayttden voidaan my0s nopeasti optimoida hiivasoluihin siirretyn entsy-
maattisen kohdemolekyylien tuotantoreitin aktiivisuutta esimerkiksi niin etti tuotantoreitin
toiminta on optimaalista halutuissa tuotanto-olosuhteissa.

CRISPR/Casg -teknologiaa on kiytetty myos apuna osoitettaessa uudentyyppisen gee-
nisdatelynjarjestelméin toiminta hiivoissa, jotka omaavat teolliseen biotekniikkaan hyvin
soveltuvia ominaisuuksia, mutta joita ei ole aiemmin kyetty muokkaamaan perinteisen
geenitekniikan menetelmin (Rantasalo ym. 2018). Kdyttden CRISPR/Cas9 -teknologiaa ver-
siona, jossa soluille annetaan gRNA-molekyylien kanssa koeputkessa sitoutettua/yhdistet-
tyd Casg-proteiinia (erotuksena yleisesti kiytettyyn lahestymistapaan, jossa Casg-proteiinia
ilmennetain sitd koodaavasta geenistd), erittdin happamia kasvuolosuhteita kestiviin
Candida apicolaja Zygosaccharomyces lentus -hiivoihin kyettiin siirtaméén ennalta suun-
niteltuun genomin kohtaan uudenlainen geenien ilmentdmisen mahdollistava systeemi.
Kyseinen esimerkki osoittaa CRISPR/Cas9 -teknologian kiytettivyyden myos mikrobeissa,
joita ei ole vield aiemmin
kyetty muokkaamaan tas-
mallisesti perinteisen geeni-
tekniikan menetelmin. TAma
lahestymistapa mahdollistaa
aiemmin vdhan kéytettyjen
mikrobien testaamisen ja
kayttoonoton bioteknologi-
sissa sovelluksissa.

15




4  YHTEENVETO

41 Ymparisto

CRISPR/Cas9-sovellusten, myos geeniajurien, riskit arvioidaan kayttaen geenitekniikka-
lainsdddannon riskinarviointimenetelmia. Geeniajurit voivat kuitenkin aiheuttaa lisdhaas-
teita riskinarvioinnissa silld niiden avulla tehdyt populaatiomuutokset voivat olla laajamit-
taisiaja pysyvid. Todennakoisimpina riskeind pidetddn tahatonta geeniajurin valmistamista
seka suljetussa kaytossa olevien ajurillisten elididen tahatonta ympérist66n vapautumista
(Westra ym. 2016, Lunshof ja Birnbaum 2017). Mikali geeniajurin avulla tehty muutos
halutaan peruuttaa, se on tehtdva toisen geeniajurin avulla. Muokattua populaatiota ei
kuitenkaan enai voida palauttaa alkuperdiseen tilaansa, jossa samasta alleelista esiintyy
useampaa muotoa. Joidenkin artikkelien (esim. de Jong 2017) mukaan olemassa oleva
muuntogeenisten eliiden riskinarviointi voi olla riittdvd my0s geeniajurillisten elididen
ympéristovaikutusten arviointiin, mikali lisdksi riskeja arvioidaan myos mallinnuksen avul-
la. Hollanti on ensimmaéisia maita, jossa geeniajurit on siséllytetty geenitekniikkalainsaa-
diant6on (Westra ym. 2016, Lunshof ja Birnbaum 2017). Lain mukaan kaikelle geeniajuria
kayttaville tutkimukselle on haettava lupa ja tutkimus tulee toteuttaa eristystason 4 tiloissa.
Korkealle eristystasolle on mahdollista hakea poikkeusta mikali riskinhallintatoimet ovat
riittavia.

4.2 Maatalous

Elintarviketuotannon tulevaisuutta muovaavat tulevaisuudessa monet globaalit muutokset,
kuten kaupungistuminen, digitalisaatio ja ilmastonmuutos. Ilmastonmuutoksen aiheut-
tamat sdén aari-ilmiot aiheuttavat haasteita alkutuotannolle ja vaikuttavat satomaariin.
Globaalit markkinat ja lisddntynyt matkustelu lisddvét riskeja eldin- ja kasvitautien le-
viamiselle uusille alueille. Nopeasti muuttuvassa ymparistossa joustava sopeutumiskyky
uusiin olosuhteisiin on avainasemassa ruokajarjestelmén toimivuuden ja turvallisuuden
varmistamisessa. Fossiilisesta taloudesta bio- ja kiertotalouteen siirtymisessa elintarvikkei-
den alkutuotannolla on tarkei rooli. Muuttuvassa ympéristossi ja globaalin viestonkasvun
paineessa elintarviketuotannolta vaaditaan seké kasvavaa tuottavuutta etté toisaalta tuotan-
non kestavyydelle asetettujen, yhi kiristyvien tavoitteiden toteuttamista. Sadon méiran ja
satovarmuuden parantamisen lisdksi uusia haasteita liittyy erityisesti veden ja ravinteiden
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kayton optimointiin, tauti- ja tuholaiskestavyyteen sekd maatalouskemikaalien aiheuttaman
ympéristokuorman hallintaan. Kokonaistavoitteena on edelleen terveellisen ja turvallisen
ravinnon tuottaminen, tima on my6s kotimaisen maatalous- ja elintarviketuotannon kilpai-
lukyvyn sdilyttdmisen perusta nopeassa muutosvaiheessa olevassa toimintaymparistossa.

Uuteen genomipohjaiseen tietotaitoon perustuva tutkimus- ja kehitystyo tarjoaa mah-
dollisuuksia edistéa ja luoda uusia toimintaedellytyksid niin maa- kuin metsataloudessa-
kin. Tulevaisuudessa keskeisten viljelykasvilajikkeiden satoisuutta ja ekologista sietokykya
on parannettava, erityisesti taudin- ja tuholaiskestavyys sekd mahdollisesti tulvan ja kui-
vuuden sietokyky ovat keskeisissa rooleissa ruokaturvan varmistamiseksi. CRISPR/Cas9
menetelmé sovelluksineen avaa uusia kaytantoja viljelykasvien tuottavuuden parantami-
seksi, mika tehostaa viljelymaan kayttoa ja vihentédd siten uusien luonnonympéristGjen
raivaamista maatalouskayttoon kestidvén kehityksen periaatteiden mukaisesti. Menetelmia
tulee kuitenkin soveltaa hallitusti, lihtokohtana elintarviketuotannon eri tuotantosuuntien
elinvoimaisuus, luonnonvarojen kestéava kaytto seka tuotteiden turvallisuus ja korkea laatu.

4.3 Etiikka

Monet CRISPR/Casg-menetelmis koskevat eettiset kysymykset liittyvit niiden riski-
arviointiin, -hallintaan ja -viestintaan. Riskiarviointiin liittyvat normatiiviset ennakko-
olettamukset ja -sitoumukset ovat usein jadneet vihille huomiolle. Esimerkiksi se, mika
ylipadnsa katsotaan riskiksi (siis mahdolliseksi ei-toivotuksi seuraukseksi), ei ole pelkastdan
tieteellinen kysymys. Samoin riskiarvioinnin menetelmiin ja laajuuteen liittyy valintoja:
arvioidaanko menetelméia ensisijaisesti ekologisesta, terveydellisestd vai muusta nakokul-
masta, jamiten nima arviot yhdistetaan (vrt. malariahyttysten torjunta geeniajurin avulla)?

Erityisesti geeniajurit tuovat mukanaan sellaisia riskejd, joita ei perinteiseen muun-
togeenitekniikkaan sisilly. Sen osoittaminen, ettd jonkin tekniikan kéayttéonotolla saattaa
olla jokin ei-toivottu seuraus, ei kuitenkaan sinilldin ole kovin vahva argumentti tuota
tekniikkaa vastaan. Perinteisesti on ajateltu, ettd lisdksi on myds punnittava mahdollis-
ten ei-toivottujen seurausten todennakoisyytta ja sitd, kuinka suuresta haitasta on kyse.
Téllainen kaksiulotteinen riskikasitys on humanistis-yhteiskuntatieteellisessa tutkimuk-
sessa kyseenalaistettu riittimattomana.

Nykyinen geenitekniikkalaki (377/1995) edellyttdd muuntogeenisten organismien mah-
dollisten riskien kartoittamista. Eettisestd ndkokulmasta keskeistd eivit kuitenkaan ole
yksinomaan riskit vaan myos se, mikd on mahdollisen haitan suhde saavutettaviin hyo-
tyihin. Talloin keskeiseksi eettiseksi kysymykseksi nousee, millaiset hyodyt oikeuttavat
riskien ottamisen (vrt. torjunta-ainekestava tupakka). Eettisesti merkityksellistd on myos,
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keneen mahdolliset riskit ja hyodyt kohdistuvat. Lihtokohtaisesti tilanne, jossa riskit koi-
tuvat heikossa asemassa oleville (esimerkiksi kehittyvien maiden koyhille pienviljelijéille)
ja hyodyt niille, joiden asema on jo valmiiksi vahva (esimerkiksi ldnsimaiden ylemmaille
keskiluokalle), on eettisesti ongelmallinen.

Mahdollisten riskien ja hyGtyjen vuoksi on tirkeéd, etti CRISPR/Casg-menetelmasti
kiydadn avointa keskustelua ja ettad sen kayttoa sdddelladn ja valvotaan. Se, ettd CRISPR/
Cas9:n oikeudellinen asema on pitkaan ollut epaselvi, on eettisesti ongelmallista. Juridinen
epavarmuus hidastaa tutkimusta ja tuotekehitysta ja siten CRISPR/Casg-sovellusten hyo-
tyjen saavuttamista. Tilanne myos asetti eri teknologioiden hyodynt&jat keskenaan eriar-
voiseen asemaan, kun CRISPR/Casg-siitelyn tulevaisuuden nakymat olivat epavarmat.

Nikemyksemme mukaan kysymys siitd, onko CRISPR/Casg-menetelmén kaytto ylei-
sesti ottaen eettisesti hyviksyttdvaa, ei ole kovinkaan mielekis eettisestd ndkokulmasta.
Hyvid eettisid perusteita CRISPR/Cas9-menetelmén yleiselle kiellolle on vaikea 16ytaa,
kun esimerkiksi muuntogeenitekniikoita koskevassa keskustelussa on jo osoitettu, etteivit
jumalan leikkimiseen ja luonnollisuuteen vetoavat argumentit yksinaan riita perusteeksi.
Samaan aikaan on selvid, ettd CRISPR/Cas9-menetelmai olisi mahdollista hyodyntaa
eettisesti tuomittavalla tavalla esimerkiksi biologiseen sodankéyntiin. Yht# ilmeista on, etta
CRISPR/Cas9:lla voidaan saada aikaan paljon hyvada. CRISPR/Casg-menetelmén etiikka
onkin jarkevad ndhd4 ennen kaikkea tapauskohtaisena harkintana ja keskusteluna. Eettisen
harkinnan tapauskohtaisuus ei tarkoita toimimista perusteettomasti tai sattumanvaraisesti.

Yleisella tasolla tarvitaan eettista keskustelua siitd, milloin ja milla ehdoin CRISPR/
Caso:n kiytto on hyviksyttavaa. Edelld esitellyista sovelluksistakin voidaan kysya, mita
arvoja ne palvelevat. Edistddko tarkasteltava sovellus tasa-arvoa tai globaalia oikeuden-
mukaisuutta vai pitaako se ylld eriarvoisuutta? Millaista kiasitystd hyvastd ymparistosta se
palvelee? Miki on teknologisen sovelluksen vaikutus ihmisten itseméaraamisoikeuteen?

Itseméaraamisoikeuteen liittyy kysymys merkintavelvoitteesta. EU:ssa muuntogeeni-
sistd ainesosista pitaa olla merkinta elintarvikkeiden pakkausselosteessa, mutta lddkkeiden
muuntogeenisyydesta ei tarvitse kuluttajille kertoa. Merkintavelvoite ei tarkoita, ettd muun-
togeenisyyteen liittyisi erityisid riskeja. Sen sijaan merkintivelvoite palvelee kuluttajien
oikeutta heitéd kiinnostavan tiedon saantiin. Tiedonsaantindkokulmasta voidaankin mielek-
kaasti kysy3, tulisiko merkintavelvoitetta toteuttaa myos niiden Crispr/Casg -sovellusten
kohdalla, joissa tuotteeseen ei jai vierasta DNA:ta, riippumatta niiden lainsdadannéllisesta
statuksesta. Toisaalta CRISPR/Casg:n kiyttoa ei voida aina tuotteesta jéljittad, ainakaan

noudattamista ei kdytdnnossé voida tuotteita testaamalla valvoa?
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4.4 Lainsaadanto

EU-tuomioistuin (EUT) teki 25.7.2018 Ranskan Conseil d’Etat’n (ylin hallintotuomiois-
tuin) jattdman, 17.10.2016 kirjatun ennakkoratkaisupyynnon johdosta paitoksen, jossa
se otti kantaa uusien mutageneesitekniikoiden juridiseen asemaan. Paiatoksen perusteella
direktiivin 2001/18/EY 2 artiklan 2 kohtaa on tulkittava siten, ettd mutageneesitekniikoilla
valmistetut organismit ovat direktiivissa tarkoitettuja geneettisesti muunnettuja organisme-
ja (GMO). Paatoksen mukaan direktiivin 2001/1/EY 3 artiklan 1 kohtaa, luettuna yhdessa
direktiivin liitteessa I B olevan 1 kohdan kanssa ja sen johdanto-osan 17 perustelukappaleen
valossa, on tulkittava siten, etta direktiivin soveltamisalan ulkopuolelle jaavit vain organis-
mit, jotka on valmistettu mutageneesitekniikoilla, joita on kiytetty vanhastaan erilaisissa
sovelluksissa ja joiden turvallisuudesta on pitkdaikaista kokemusta. Taten uusilla muta-
geneesitekniikoilla tuotetut organismit kuuluvat tarkoituksellista levittamistd ympéristoon
koskevan geenitekniikkadirektiivin 2001/18/EY soveltamisalaan.

Geenitekniikka (yhdistelmanukleiinihappoteknologia) yhdistaa eri eliomuotojen geeneja
tavalla mika on luonnossa kokonaan uutta. Samalla kun néhtiin geenitekniikan potentiaali
tutkimuksessaja sovelluksissa, tiedeyhteison aloitteesta riskeja haluttiin tarkastella ja oppia
hallitsemaan ennen geenitekniikan laajamittaista soveltamista. Tamén seurauksena EU:ssa
geeniteknisesti muunnettuja organismeja (GMO) sddnnellain erityislainsaadannolla. Suo-
messa geenitekniikkalaki astui voimaan vuonna 1995. Lain tavoitteena on edistia geenitek-
niikan turvallista kdytt6a ja kehittymistd ennaltavarautumisen periaatteen mukaisesti seka
eettisesti hyviksyttavilla tavalla, seki suojella ihmisen ja eldinten terveyttd ja ympéaristoa,
kun muuntogeenisid organismeja kdytetddn suljetussa tilassa tai tarkoituksellisesti levite-
tddan ymparistoon (377/1995; 1 §).

Ohjelmoitavien nukleaasien mahdollistama kohdennettu geeninsiirto (DSB-3) ja sen
geeniajurisovellus kuuluivat selvisti nykyisen geenitekniikkalain piiriin. Sen sijaan nyky-
lainsdddannon perusteella oli vaikeaa paatelld, kuuluivatko pistemutaatioita aiheuttavat
editointimenetelmét DSB-1 ja DSB-2 geenitekniikkalainsddddnnon soveltamisalaan vai
eivat. Nama tekniikat voivat johtaa niin rajallisiin muutoksiin genomissa, etti niitd on
mahdollista 16ytda myos luonnosta. Jos editoinnin tyokalut (ohjelmoitu nukleaasi ja mal-
lisekvenssi) ovat toimineet ohimenevisti tai ne on saatu risteyttdmalla segregoitumaan
pois loppukiyttoon tarkoitetusta genomieditoidusta linjasta, ei ole mitéén keinoa erottaa
keinollista, eli ndiden tekniikoiden avulla aikaansaatua, mutaatiota luonnollisesta.

Ennen heindkuuta 2018 EU:ssa tehtiin joitakin maakohtaisia paatoksid koskien geenie-
ditointimenetelmien saéntelya. Ruotsiluopui pelkkia mutaatioita aiheuttavien menetelmien
saantelystid 2015. Padtoksen mukaan CRISPR/Casg menetelmalld aiheutetut mutaatiot
ovat verrannollisia perinteisilld menetelmilld tehtyihin mutaatioihin silloin kun soluun
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ei jaa vierasta DNA:ta. Vastaava paatos yritettiin tehdd myos Saksassa (ohjaavaa RNA:ta
ei pidetty geneettisen materiaalin uutena yhdistelména) mutta yritys kaatui kansalais- ja
viljelija jarjestojen vastustuksen takia.

Aiemmin Ruotsi ja Iso-Britannia paattivat, ettei nk. ODM-tekniikalla tuotettu rapsi
kuulu geenitekniikkasdintelyn soveltamisalaan. ODM (oligonucleotide directed mutage-
nesis) on DSB-2 tekniikkaa muistuttava menetelma, jossa ei kuitenkaan kiyteta ohjel-
moitavaa nukleaasia. Suomessa paatoksid tehtiin tapauskohtaisesti. Geenitekniikan
lautakunnan enemmiston kantana oli, etteivit CRISPR/Cas9 tekniikoilla aiheutetut pis-
temutaatiot kuulu geenitekniikkalainsdddannon piiriin silloin kun soluun ei jaa vierasta
DNA:ta. Toiminnanharjoittajille ilmoitettiin kuitenkin, ettd tulkinta voi muuttua, mikali
EU-tuomioistuimen péatos sitd edellyttaa.

Yhdysvalloissa geenimuunneltujen viljelylajikkeiden sadntelysti vastaava viranomainen
USDA (United States Department of Agriculture) ei katso DSB-1 sovellusten kuuluvan
saantelyn piiriin. Edelld mainittu FAD2-1A/FAD2-1B editoitu soija on tulossa markkinoille
ilman USDA:n sdantelya. Myos CRISPR/Casg editoitujen kuivan-ja suolankestavan soijan,
oljypitoisen kitupellavan (Camelina sativa) ja vahamaissin (waxy corn) kohdalla USDA
on ilmoittanut, ettei se aio niitd sdannella (Walz 2018).

Vahaperunan erilaiset versiot muodostavat lainsaaddnnon niakokulmasta mielenkiin-
toisen ryhman. Ne eivit eroa tosistaan biokemiallisesti, kaikissa GBSS1 geenin toiminta on
estetty, mutta kiyttden erilaisia tekniikoita. BASF sovelsi tavanomaista muuntogeenitek-
niikkaa (antisense) ja oli viemiassa Amflora” vahaperunaa Euroopan markkinoille. Vaikka
kaupallistamisen lupa lopulta saatiin, BASF vetéytyi hankkeesta poliittisen vastustuksen
takia. CRISPR/Cas9 vahaperunan kohdalla epdvarmuus lainsdddannossa on ollut este
etenemiselle kaupalliseen suuntaan. Markkinoilla on kuitenkin yksi vahaperunalajike, hol-
lantilaisen Averis Seeds yrityksen jalostama “Eliane”. Lajike on séteilytyksella aikaansaatu
mutaatiojalostuksen tuote, jota geenitekniikan lainsdadéanto ei koske.

Perinteisen kasvinjalostuksen kohdalla laki ei edellyta riskinarviointia lainkaan. Suomi
liittyi UPOV-jarjest6on 1993 (The International Union for the Protection of New Varieties of
Plants, UPOV), jonka sddnndston mukaan lajikkeelle voidaan hakea kasvinjalostajan oikeuk-
sia, jos lajiketta voidaan pitdd itsendisend. Tamai selvitetddn DUS-testilld (Distinctness,
Uniformity and Stability), joka edellyttda uuden lajikkeen olevan muista lajikkeista erotet-
tava, yhtenidinen ja pysyva. Lisaksi uuden lajikkeen tulee tayttda VCU vaatimus (Value for
Cultivation or Use). On huomattava, ettd mitkdan ndista uuden lajikkeen ominaisuuksista
eivat liity turvallisuuteen koskien terveytta tai ymparistod. Elintarvikelainsdadanto toki
madrdd enimmaispitoisuuksia tietyille haitallisille aineille (mm. glykoalkaloideille peru-
nassa) ja kasvinjalostaja tarkkailee haitta-aineita siitd 1dhtokohdasta, ettd uudet lajikkeet
soveltuvat markkinoille ja tulevat hyviksytyiksi kasvilajikeluetteloon.
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Zetterberg ja Bjornberg (2017) kritisoivat EU:n lainsaadantoa ja toteavat siind puutteita
lain soveltamisalueen epavarmuuden, diskriminaation (samanlaisia perinteisié lajikkeita ei
sdannelld), suhteellisuuden (vaatimukset versus riskit) ja mukautuvauden (uusiin teknii-
koihin) suhteen. Muuntogeenitekniikkaan perustuva maaritelma liitt44 yhteen sovelluksia,
joiden lopputuloksilla (jalostetuillalajikkeilla) on vihén tai ei lainkaan yhteisid ominaisuuk-
siailmiasussa (Tagliabue 2015). Siirtyminen menetelméan laukaisemasta riskinarvioinnista
lopputuloksen arviointiin olisi tervetullut tismennys lainsdadant6on ja riskinarviointi saa-
taisiin kohdennettua jalostuksen kaikkiin muotoihin yhtéldiselld periaatteella.
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