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Luonnon monimuotoisuus on vahentynyt maailmanlaajuisesti ihmisen toiminnan
vaikutuksesta. Taman takia yhad useampi eliélaji on uhanalainen ja sukupuuttojen maara on
kiihtynyt. Syita luontokadolle ovat ilmastonmuutos, elinalueiden pirstaloituminen, vieraslajit seka
taudit. Ihmisten mukana vieraslajit ovat levinneet ekosysteemeihin, jossa ne vahingoittavat
alueen kotoperaisia lajeja. limaston lampeneminen on osaltaan vaikuttanut uhanalaisille elidille
vaarallisten tautien levidamiseen. Synteettisen biologian menetelmat voivat kuitenkin tarjota
ratkaisuja naihin ongelmiin.

Synteettinen biologia on kasvava monitieteellinen ala, joka keskittyy suunnittelemaan ja
rakentamaan uusia biologisia systeemeja tai muokkaamaan olemassa olevia eliéitd hyddyllisiin
tarkoituksiin. Synteettisesti tuotetun DNA:n avulla elidihin voidaan siirtdd ominaisuuksia, jotka
saattavat olla peraisin toisesta lajista. Taman tutkielman tavoitteena on selvittdd, kuinka
synteettistd biologiaa voidaan hyddyntda luonnonsuojelussa, ja mitd eri menetelmia voidaan
hyédyntdd biodiversiteetin suojelemisessa. Tutkielmassa esitelldadn menetelmien teoreettinen
tausta, seka vertaillaan niitd keskendan. Menetelmien sovelluksia luonnonsuojelussa kaydaan
Iapi kirjallisuudesta 16ydettyjen esimerkkien avulla.

Lupaavimpia synteettisen biologian menetelmia luonnonsuojelussa ovat CRISPR-Cas9-
geenimuokkaus (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR
associated protein), geeniajurit seka erilaiset kloonaus-tekniikat. CRISPR-Cas9-pohjaisten
menetelmien avulla voidaan tarkasti liittaa synteettisesti tuotettu DNA-jakso osaksi elion perimaa
tai poistaa siitd haluttuja kohtia kohdegeenin hiljentamiseksi. Geeniajureissa hyddynnetaan
CRISPR-tekniikkaa siten, ettd tietty geneettinen elementti siirtyy tavanomaista yleisemmin
sukupolvelta toiselle yleistyen siten populaatiossa nopeasti. Geeniajurin avulla elidlle suotuisia
ominaisuuksia voidaan lisata ja haitallisia poistaa. Kloonaus-tekniikoista somaattinen tuman siirto
on kaytetyin. Taman menetelmdn avulla voidaan lisdtd uhanalaisten eldinlajien geneettista
monimuotoisuutta.

Tutkimuksessa esitelladn muun muassa kuinka uhanalaisille linnuille haitallisia, malariaa
levittavia hyttysid voidaan torjua geeniajurien avulla. Yksi esimerkki uhanalaisen eldimen
somaattisesta tuman siirto -kloonauksesta on vaarantuneen mustajalkahillerin kloonaus. Lisaksi
esitelldan, kuinka uhanalaisia kasveja kuten amerikankastanjaa voidaan muokata agrobakteerien
avulla.

Menetelmien laajaan kayttéonottoon liittyy useita bioeettisia kysymyksia ja haasteita.
Esimerkiksi geeniajurien kayttdé laajemmassa mittakaavassa on herattanyt vastustusta.
Synteettisen biologian menetelmat ovat vield kehittymassa ja niiden vaikutuksia ekosysteemeihin
ei viela tarkasti tunneta. Uudet tekniikat tarjoavat kuitenkin kiinnostavan vaihtoehdon perinteisten
luonnonsuojelukeinojen rinnalle, ja lisatutkimukselle on tarvetta ilmastonmuutoksen ja
luontokadon kiihtyessa.

Avainsanat: synteettinen biologia, luontokato, vieraslajit, CRISPR-Cas, geeniajuri, yhdistelma-
DNA-tekniikat

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin Originality Check —ohjelmalla.



SISALLYSLUETTELO

T JOHDANTO ..ttt e e ettt e e e e e et e e e e e e e s s e e e e e e e e e nnneeeaeens 1
2.LUONTOKATO JA SYNTEETTINEN BIOLOGIA......cccoiiiiiieieeieee e 3
2.1 Eli6ille haitalliset patogeenit.............oooiiiiiiiiiiiiii e 3

2.2 Vieraslajit ja tuhOol@iSet ...........oooiiiiiiiiii 4

2.3 Ihmisen vaikutus biodiversiteettiin ..., 5

2.4 Synteettinen biologia ...........oovviiiiiiiiiii 6
3.ERILAISET GEENITEKNIIKAN MENETELMAT .....coviiiiiiiieeeee e 8
3.1 CRISPR/Cas-geenimuOKKaAUS.............coiiiiiiiiiiiiiiieeee et 8

3.2 TALENS- ja sinkkisorminukleaasit ............ccccccovviiriiiiii e, 10

3.3 GEENIGJUIL ..ot 10

3.4 KIOON@US ..ottt e e e e 12

3.5 Geenimuokkaus agrobakteerien avulla.................ccceeeeiiiiiiiiii, 12

4. MENETELMIEN SOVELLUKSIA LUONTOKADON TORJUMISESSA................. 14
4.1 CRISPR/Cas9-geenimuOKKaAUS............cooiiiiiiiiiiiiiiieeeie e 14

4.1.1 Korallien lammonkestavyyden lisdaminen............ccccccceeeeeeeeeeenn. 14

4.1.2 Punkkien levittdmien tautien torjunta.............ccccoc, 15

4.2 Geeniajurien kayttdminen luoNNONSUOJEIUSSA...........uvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 17

4.2.1 Haitallisten jyrsijoiden torjuminen.............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenee, 17

4.2.2 Malariaa levittavien hyttysten torjunta................ccccooviiieeie 18

4.3 Lajin pelastaminen kloonauksen avulla................ccccoiiiiiiiiiiii, 19

4.4 Tautien torjuminen agrobakteeri-geenimuokkauksella............................. 21

D P OHDINT A Lttt e e e as 23
5.1 Geenitekniikan menetelmien tehokkuus ja vaikutukset............................ 23

5.2 Bioeettiset NAKOKUIMAL............oooiiiiiiii 27

5.3 Tulevaisuuden NEKYMAEL.........coooiiiiiiiii e 29
B.YHTEENVETO ...ttt e e e e e e eeeas 32

T LAHTEET oottt sttt se et neebe st ene s 33



LYHENTEET JA MERKINNAT

ACRRP

CRISPR

Cas
crRNA
gRNA
iISCNT
mtDNA
OspA
SCNT
TALEN
T-DNA

Ti-plasmidi

Tutkimusprojekti amerikankastanjan suojelemiseksi, eng. American
Chestnut Research and Restoration Project
Geenimuokkaustekniikan osa, tasaisesti sijoittuneet ryppaytyneet
lyhyet palindromiset toistojaksot, eng. Clustered Regularly
Interpaced Short Palindromic Repeats

Nukleaasi-proteiini, joka kykenee pilkkomaan DNA:ta, eng. CRISPR
associated protein

CRISPR-RNA

Opas-RNA CRISPR-systeemissa, eng. guide RNA

Lajien valinen somaattinen tuman siirto, kloonaustekniikka, eng.
interspecific Somatic Cell Nuclear Transfer

mitokondrionaalinen DNA

Borrelioosia aiheuttavan bakteerin ulkopinnan proteiini A
somaattinen tuman siirto -kloonaustekniikka, eng. Somatic Cell
Nuclear Transfer

Nukleaasigeenieditointi-tekniikka, eng. Transcription activator-like
effector nuclease

DNA-molekyyli, joka siirretaan agrobakteerin avulla kasviin,

eng. Transfered DNA

Agrobakteerien plasmidi, jonka geenit aikaansaavat kasvaimen
muodostumisen, eng. Tissue inducing plasmid



1.JOHDANTO

Biodiversiteetti tarkoittaa biologista monimuotoisuutta ja sen vaihtelun suuruutta. Termi kasittaa
ekosysteemit, populaatiot, lajit seka lopulta geeniperiman monimuotoisuuden. [1] Biodiversiteettia
voidaan mitata monella eri tavalla, joista kolme yleisinta ovat lajirikkaus, eri lajien
populaatiokokojen tasaisuus seka lajien valinen erilaisuus. Monimuotoisuudeksi voidaan siis
laskea tietyn alueen suuri lajimaara, eri lajien tasainen levittdytyminen alueelle seka eri lajien
toisinsa nahden kaukaiset taksonomiset sukulaisuussuhteet. [2,3] Luontokatoa el
biodiversiteetin vahentymistd aiheuttavat esimerkiksi taudit, vieraslajit sekd muutokset
ekosysteemeissa esimerkiksi lampdétilan nousun tai metsien hakkaamisen takia. Usein syiden
taustalla on ihmisen toiminta, jonka takia luontokato on kiihtynyt maailmanlaajuisesti. WWF:n
vuoden 2022 "Living Planet Report” -raportissa kerrotaan, etta lajipopulaatiot ovat vahentyneet
globaalisti keskimdarin 69 % vuoden 1970 jalkeen. lhmisen maankayttd ja elinalueiden
pirstaloituminen on raportin perusteella talla hetkella suurin syy luontokadolle, minka lisaksi

eteneva ilmaston lampeneminen tuo koko ajan kasvavan uhan luonnon monimuotoisuudelle. [4]

Syitad elidlajien vaarantumiseen ja sukupuuttoihin on useita. Osa uhanalaisista lajeista on
vaarantuneita tietyn patogeenin aiheuttaman infektion takia, jotka voivat olla bakteeri, virus- tai
sieniperaisia. [1,5] Patogeenien lisdksi monet uhanalaiset lajit karsivat haitallisista vieraslajeista,
jotka valtaavat kotoperaisten lajien ekologisia lokeroita. Kansainvélisen Iuontopaneelin
syyskuussa 2023 julkaisemassa raportissa kerrotaan vieraslajien olevan yksi merkittavimmista
uhista luonnon monimuotoisuudelle. [6] Ihmisten mukana levinneet jyrsijat, kuten rotat, ovat yksi
esimerkki etenkin saariekosysteemeille haitallisista lajeista. Vieraslajit seka tuholaiset aiheuttavat

haittaa myds monille uhanalaisille kasveille. [7]

Synteettinen biologia ja uudet molekyylibiologian menetelmat voivat tarjota ratkaisuja, joilla
voidaan parantaa elididen vastustuskykya sairauksia vastaan sekd auttaa vastaamaan
vieraslajien ja ilmaston ldmpenemisen aiheuttamiin ongelmiin. Menetelmat voivat kohdistua
suoraan kyseessa olevaan uhanalaiseen lajiin tai toimia valillisesti esimerkiksi torjumalla

vieraslajeja tai tauteja levittavia eliditad kuten hydnteisia.

Tassd kandidaatinty6ssa esitellddn kirjallisuudesta I0ydettyjen esimerkkien avulla erilaisia
geenitekniikan menetelmia, joita voidaan kayttaa hyvaksi luontokadon torjumisessa. Tavoitteena
on selvittda, kuinka synteettistd biologiaa voidaan hyddyntda luonnonsuojelussa. Erityisesti
keskitytdan uhanalaisille lajeille haitallisiin elidihin, kuten taudinaiheuttajiin ja vieraslajeihin.
Tutkimuskysymyksina ovat: Millaisia uhkia biodiversiteetille on, ja miten ne vaikuttavat

uhanalaisiin lajeihin? Mitd erilaisia synteettisen biologian menetelmid voidaan hyddyntaa



biodiversiteetin suojelussa? Millaisia vaikutuksia eri menetelmilla on, ja miten ne eroavat

toisistaan? Mika on geenitekniikan menetelmien rooli luonnonsuojelussa tulevaisuudessa?

Aluksi selvitetaan, millaisia erilaisia uhkia biodiversiteetille on. Kappaleessa 2 esitellaan erilaisia
synteettisen biologian menetelmid ja niiden toiminnan perustaa. Erityisesti keskitytdan
menetelmiin, joita on tutkittu luonnonsuojelutarkoituksiin. Kappaleessa 3 kasitelladn menetelmien
sovelluksia erilaisten uhanalaisten lajien suojelemiseksi. Lopuksi pohditaan geenitekniikan
menetelmien vaikutuksia laajemmin ja niiden tulevaisuutta osana luonnonsuojelua. Erityisen
huomion kohteena ovat menetelmiin liittyvat bioeettiset kysymykset ja haasteet, joita

menetelmien laajempaan kayttddnottoon liittyy.



2.LUONTOKATO JA SYNTEETTINEN BIOLOGIA

Kehittyvan teknologian my6td on mahdollista muokata elididen geeniperimaa yha tarkemmin ja
tehokkaammin. Tassa luvussa esitelldan synteettisen biologian tieteenala ja kdydaan lapi sen
suhdetta luontokatoon. Lisaksi esitellaan esimerkkien kautta erilaisia tekijoita, jotka aiheuttavat

luontokatoa eri ekosysteemeissa.

2.1 Elidille haitalliset patogeenit

Osa uhanalaisista lajeista on vaarassa kuolla sukupuuttoon niitd vaivaavien tautien takia.
Taudinaiheuttajat eli patogeenit voivat olla muun muassa bakteereja, viruksia, sienia tai

alkuelioita.

Yksi esimerkki sieniperaisesta taudista, jolla on vakavia seurauksia uhanalaisille eldimille, on
Batrachochytrium dendrobatidis -sienen aiheuttama infektio. Chytridiomycosis-nimelld tunnettu
tauti vaikuttaa yli 500 sammakkoelainlajiin maailmassa ja sen oletetaan aiheuttaneen 90 lajin
sukupuuton. Tauti vaikuttaa eldinten ihon uloimpaan kerrokseen, jonne leviavat iti6ét vaikuttavat
sammakkoeladinten hengittamiseen, kosteutukseen seka lampdtila- ja suolatasapainon saatelyyn.
Jossain populaatioissa Chytridiomycosis voi aiheuttaa jopa 100 % kuolleisuuden. Tauti on
levinnyt nopeasti globaalisti ihmisen kauppareittien mukana. Yksi esimerkki Chytridiomycosiksen
vaivaamasta lajista on Australiassa elava Corroboreenkonna, joita on luonnossa arvioitu olevan

vain alle 50 yksiléa. [8—10]

Sieniperaiset taudit uhkaavat my6s kasveja. Yksi esimerkki uhanalaiseen kasviin vaikuttavasta
taudista on amerikankastanjaan (Castanea dentata) kohdistuva homesieni. Vierasperainen
sienipatogeeni Cryphonectria parasitica levisi Aasista Pohjois-Amerikkaan 1800-luvun lopussa,
ja siita Iahtien se on tuhonnut noin 90 % mantereen amerikankastanjapopulaatiosta. Aasialaiset
kastanjalajit kuten japaninkastanja seka kiinankastanja ovat kehittyneet yhdessa C. parasitican
kanssa ja kehittdneet vaihtelevan resistanssin tautia vastaan. Nopeasti kasvava ja pitkdikainen
amerikankastanja on Pohjois-Amerikassa tarkea avainlaji metsaekosysteemeissa, silla se tarjoaa

ravintoa ja suojaa monille muille elidille. [11]

Toinen sienitaudista karsivd uhanalainen puulaji on amerikanjalava (Ulmus americana L.).
Ophiostoma novo-ulmi -sienen aiheuttama hollanninjalavatauti (engl. Dutch-elm disease, DED)
tavattiin ensin Euroopassa 1900-luvun alussa, ja tauti levisi Pohjois-Amerikkaan 1930-luvulla.
Kaarnakuoriaisten mukana leviava tauti on aiheuttanut kummallakin mantereella kaksi tuhoisaa
epidemiaa, jonka seurauksena aiemmin erityisesti kaupunkipuuna tunnettu amerikanjalava on

vahentynyt huomattavasti. [12]



Osa ihmisille vaarallisista patogeeneistda aiheuttaa haittaa my6s uhanalaisille eldimille.
Mustajalkahilleri (Mustela nigripes) on yksi Pohjois-Amerikan uhanalaisimmasta nisakkaista. Lajin
oletettiin kuolleen sukupuuttoon jo 1970-luvulla, mutta pieni populaatio niita I16ydettiin kuitenkin
vuonna 1981. Talla hetkelld noin 250-350 mustajalkahillerid elda vankeudessa ja noin 300
yksil6d on palautettu luontoon. Kaikki nykyisin elossa olevat yksil6t ovat kuitenkin seitseman
aiemmin luonnosta pelastetun yksilon jalkeldisia, joten lajin sisdlld geneettinen kuormitus on
suuri. Yksi suurimmista syistd mustajalkahillerin uhanalaisuudelle on rutto, joka tarttuu
tehokkaasti niiden ensisijaiseen saaliseldaimeen preeriakoiraan. Kyseessa on sama bakteeri, joka
voi aiheuttaa ruttotautia ihmisissakin, ja joka on alun perin kulkeutunut Pohjois-Amerikkaan

Euroopasta. [5]

Plasmodium-suvun alkueldin aiheuttaa malariatautia. Vertaimevat hyttyset toimivat vali-iséntina
alkuelaimille ja levittavat sita. Malarialoinen kulkeutuu isdntéelidbn maksaan ja siita edelleen veren
punasoluihin, josta se levidd eteenpain hyttysten mukana. [13] Malariasta on haittaa myds
uhanalaisille lajeille, silld useat saariekosysteemien vaarantuneet lintupopulaatiot karsivat siita.
Historiallisella ajalla yli 90 saariekosysteemin lintulajia on kuollut sukupuuttoon ja erityisen
vakavaa endeemisten lintulajien havidminen on ollut Havaijin saarilla[1]. Lintuihin vaikuttavaa
malariaa levittavat Culex quinquefasciatus -lajin hyttyset ovat vieraslajeja Havaijilla, silla ne
kulkeutuivat saarille vasta ihmisten mukana 1800-luvulla. Hyttysten leviamista on yritetty ehkaista
esimerkiksi havittdmalla niiden toukkia, mikd on kuitenkin osoittautunut vaikeaksi suuressa
mittakaavassa. llmastonmuutoksen edetessa malariaa levittavat hyttyset levittaytyvat yha

laajemmalle, mika saattaa lisata lintusukupuuttojen maaraa tulevaisuudessa. [14]

Punkit levittavat useita elaimille ja ihmisille haitallisia tauteja kuten borrelioosia eli Lymen tautia
ja puutiaisaivokuumetta. Punkit leviavat esimerkiksi peurojen mukana, ja taudit leviavat uusiin
punkkisukupolviin vali-isantien kuten hiirien kautta. Sairastuneet hiiret infektoivat uusia
punkkisukupolvia ja toisaalta taudit levidvat sairastuneista punkeista hiiriin tai ihmisiin. Ekologiset
muutokset kuten metsien ja petojen maaran vaheneminen on johtanut peurojen ja hiirten maaran
kasvuun, mikd on edelleen lisannyt punkkien ja niiden levittamien tautien maaraa. Punkkien

levittdmat taudit ovat esimerkki ekosysteemimuutoksesta, josta on haittaa myo6s ihmisille. [15]

2.2 Vieraslajit ja tuholaiset

Monet edella mainituista taudeista ovat levinneet kotoperaisten lajien joukkoon vieraslajien
mukana. Vieraslajit ovat ihmistoiminnan mukana, tarkoituksella tai vahingossa, uusille alueille
levinneitd lajeja. Vieraslajit voivat levitd uusille alueille esimerkiksi kauppakuljetuksien mukana.
Joskus vieraslajit vakiintuvat ja menestyvat uudella alueella siten, etta niistéd aiheutuu negatiivisia
vaikutuksia alueen biodiversiteetille, ekosysteemeihin ja lajeihin. Talldin niistd kutsutaan
haitallisiksi vieraslajeiksi. Haitallisista vieraslajeista voi olla haittaa myos ihmisille, silla ne voivat
vaikuttaa negatiivisesti esimerkiksi ruuantuotantoon tai vallata kasvullaan esimerkiksi rantoja ja

vesistdja. [6]



Kansainvalinen luontopaneeli IPBES (engl. Intergovernmental Science-Policy Platform on
Biodiversity and Ecosystem Services) julkaisi vuoden 2023 syyskuussa raportin, joka koski
vieraslajien globaaleja vaikutuksia. Raportin mukaan ihmisen toiminnan seurauksena yli 37 000
vieraslajia on levinnyt maailman eri osiin. Naistd lajeista yli 3500 on nimetty haitallisiksi
vieraslajeiksi. Vieraslajeista voi olla peruuttamatonta haittaa luonnolle, silld ne voivat johtaa
paikallisiin ja globaaleihin sukupuuttoihin. IPBES:n raportin perusteella vieraslajit ovat olleet
merkittdva tekija 60 %:ssa raportoituja eldin- ja kasvisukupuuttoja, ja ainakin 218 eri vieraslajia
on vaikuttanut yli 1200 populaation sukupuuttoon. Haitallisista vieraslajeista aiheutuu myods
globaalisti merkittavaa taloudellista haittaa; vuonna 2019 niiden aiheuttamien vuosittaisten

kustannuksien arvioitiin olevan 423 miljardia dollaria. [6]

Vieraslajit aiheuttavat merkittavaa uhkaa usein pienille eristaytyneille populaatioille. Tallaisia ovat
esimerkiksi kaukana mantereesta sijaitsevat saaret, joille on kehittynyt niille ainutlaatuinen lajisto.
Saaret ovat maapallon tarkeitd monimuotoisuuskeskuksia, silla vaikka ne muodostavat vain noin
5 % maapallon maapinta-alasta, 20 % maailman lajeista elaa niilld. Monet saarten lajeista ovat
vaarantuneita, ja 37 % kriittisesti uhanalaisista lajeista eldd saarilla. Erityisesti vierasperaiset
jyrsivat ovat aiheuttaneet negatiivisia vaikutuksia saariekosysteemeille. Ekosysteemeille
haitallisia jyrsijalajeja ovat esimerkiksi kotihiiri sekd rotat. Jyrsijat ovat aiheuttaneet haittaa
erityisesti uhanalaisille lintulajeille ja erityisesti merilinnuille. Merilintulajien sukupuutot ovat
aiheuttaneet my0s epasuoria vaikutuksia, silla merilinnut edesauttavat ravinteiden leviamista
mereltd maalle, mistd useat kasvilajit hyotyvat. Jyrsijdiden havittdmien onkin osoittautunut
tehokkaaksi suojelukeinoksi. Yleinen keino vierasperaisten jyrsijdiden havittdmiseksi saarilta on
ollut jyrsijamyrkkyjen kayttdminen. Yleisesti kdytdéssa ovat olleet antikoagulantit, joita on levitetty
saarille iimateitse. Antikoagulanttien kayttamiseen liittyy kuitenkin riski siita, ettéd kohdelajit tulevat
niille vastustuskykyisiksi tai, ettd ne vaikuttavat lajeihin, joihin se ei ole tarkoituksenmukaista.

Jyrsijamyrkkyjen kayttdmiseen liittyy myds huoli mahdollisista terveysvaikutuksista ihmisiin. [7,16]

2.3 Ihmisen vaikutus biodiversiteettiin

Kuten edella mainituista esimerkeista kay ilmi, ihmisen toiminta vaikuttaa laajasta luontokatoon.
Monet vieraslajit ja taudit leviavat uusille alueille ihmisten mukana. |hmisen toiminnan

seurauksena ilmastonmuutos on kiihtynyt ja elididen elinalueet ovat muuttuneet.

Esimerkiksi osa ihmisen teollisuudessa tarvitsevista yhdisteista on elainperaisia. Tama aiheuttaa
eldinkauppaa ja erilaisia ongelmia siihen liittyen. Esimerkiksi ladketeollisuus on kayttanyt
hyvakseen eldinperaisia yhdisteitd, mikd on voinut aiheuttaa ekologisia ongelmia ja johtaa
elidlajien vaarantumiseen. Yksi esimerkki tastd on l|daketeollisuuden tarvitsema
testausmenetelmd, jolla voidaan havaita endotoksiineja. Tavanomainen keino menetelman
valmistukseen on kayttaa hyvaksi vaarantuneiden molukkirapujen verta, mika johtaa arviolta
130 000 molukkiravun kuolemaan vuosittain l1aéketeollisuuden takia, vaikka toimiva synteettinen

vaihtoehto endotoksiinien havaitsemiseen on kehitetty. [17]



Yksi esimerkki ilmastonmuutoksen aiheuttamasta suorasta uhasta biodiversiteetille on korallien
vaaleneminen. Koralliriutat ovat merenalaisia biodiversiteettikeskuksia, jotka tarjoavat
elinymparistdbn valtavalle maaralle merieli6itd. Meriveden lammetessa korallien kanssa
symbioosissa elavat levat poistuvat, mikd johtaa korallien vaalenemiseen ja lopulta niiden
kuolemaan. Esimerkiksi vuosien 2016 ja 2017 Iampimien kesien aikana noin 50 % Ison valliriutan
koralleista koki massakuoleman. [18] Koralliriuttojen kunnossapito, suojelualueet, luontoon
palauttaminen seka kasvihuonepaasttjen vahentadminen ovat kriittisia korallien selvidmiselle. Jos
ilmaston lampenemista ei saada estettya tarpeeksi nopeasti yha laajempi osuus maapallon
koralliriutoista on vaarassa havita. Meriveden lampenemisen lisaksi ilmastonmuutos aiheuttaa
koralleilla negatiivisia ilmi6ita kuten meriveden suolapitoisuuden laskua, ravinteiden ja saasteiden
maaran lisdantymista, tautien yleistymista sekd myrskyjen ja syklonien aiheuttamien tuhojen

lisdantymista. [19]

2.4 Synteettinen biologia

Synteettinen biologia on kasvava monitieteellinen ala, joka keskittyy suunnittelemaan ja
rakentamaan uusia biologisia systeemeja tai muokkaamaan olemassa olevia eliéitd hyddyllisiin
tarkoituksiin. Ala yhdistda insinddritieteet biologiaan, ja sen tarkoituksena on kehittda biologisia
systeemeja, joita ei I0ydy sellaisenaan I6ydy luonnosta. [20] Synteettisen biologian avulla voidaan
vastata erilaisiin ongelmiin esimerkiksi muokkaamalla jo olemassa olevia biologisia systeemeja
paremmiksi synteettisen DNA:n avulla tai yhdistamalla eri elidista 16ytyvia ominaisuuksia halutun
lopputuloksen aikaansaamiseksi. DNA:ta voidaan tuottaa kemiallisella synteesilla, joten tietyn
nukleiinihapposekvenssin tuottaminen onnistuu laboratoriossa ilman, ettd se taytyisi eristaa

elavasta solusta.

Synteettinen biologia voi tarjota myds ratkaisuja luonnonsuojeluun, koska uhanalaisen elainlajin
menestys tulevaisuudessa voi olla kirjoitettu niiden perimaan. Pienessd populaatiossa
selviytymisen kannalta vahingolliset perinndlliset ominaisuudet voivat lisdantya ja esimerkiksi
tietyt sairauksille altistavat geenit saattavat yleistya. Mitd pienemmaksi populaation koko paasee,
sitd todennakodisemmiksi haitalliset geenimuodot eli alleelit tulevat. Tahan viittaa termi
geneettinen kuormitus (eng. genetic load)[21]. Isossa populaatiossa eri alleelien kirjo on
rikkaampi, ja elididen selviamisen ja evoluution kannalta hyddyllisten alleelien esiintyvyys

populaatiossa kasvaa.

Biodiversiteettia voidaan suojella synteettisten biologian avulla monella tasolla; estamalla
uhanlaisten eladinten sukupuuttoja suojellaan lajirikkautta, ja kasvattamalla vaarantuneiden
eldinten populaatiokokoja voidaan vyllapitdd erilaisten elidmuotojen tasaista jakautumista
ekosysteemeissd. Uhanalaisten elididen suojelu geenitekniikan menetelmien avulla, ekologian
muokkaus (eng. ecological engineering) ja elididen avustettu evoluutio voivat olla tulevaisuuden
tydkaluja biodiversiteetin turvaamiseksi. Vaarantuneita populaatioita voidaan yrittda pelastaa

kayttamalla apuna geneettisesti samankaltaisen populaation elidita. [22] Tasta kaytetaan



nimitystd geneettinen pelastus (eng. genetic rescue). [21] Syyt elididen uhanalaisuuteen ovat

vaihtelevia, samoin kuin synteettisen biologian menetelmat, joilla niitd vastaan voidaan taistella.



3.ERILAISET GEENITEKNIIKAN MENETELMAT

Synteettisessd biologiassa hyddynnetaan aktiivisesti erilaisia geenitekniikan menetelmia.
Seuraavissa kappaleissa kaydaan lapi lupaavimpia tekniikoita, joita voidaan hyddyntaa
biodiversiteetin suojelussa. Menetelmien avulla voidaan aikaansaada hyddyllisia ominaisuuksia,
jotka auttavat uhanalaisia ja vaarantuneita lajeja. Toisaalta osa menetelmista tarjoaa ratkaisuja
haitallisten elididen torjumiseen. Tekniikoiden sovelluksia luonnonsuojelussa kasitelldan

esimerkkien avulla luvussa 4.

3.1 CRISPR/Cas-geenimuokkaus

CRISPR/Cas (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR
associated protein) on prokaryooteista I16ytyvd immunologinen systeemi, jota kdytetaan vierailta,
usein virus- tai bakteeriperaisilta, nukleiinihapoilta suojautumiseen. CRISPR-mekanismissa osa
soluun tunkeutuneesta vieraasta perimasta talletetaan osaksi isantaorganismin genomia. Nama
esimerkiksi virusperaiset sekvenssit vuorottelevat toistuvien CRISPR-sekvenssien valissa. Kun
prokaryootti tunnistaa aiemmin kohdatun nukleiinihapon talletetun sekvenssin avulla, CRISPR-
sekvenssit transkriptoidaan RNA:ksi. Tama esiaste CRISPR-RNA (pre-crRNA) pilkotaan siten,
ettd muodostuu yksittaisia virusperaisia sekvensseja sisaltavia opas-RNA:ita (QRNA, eng. guide
RNA). gRNA muodostaa kompleksin yhden tai useamman Cas-proteiinin kanssa. Cas-proteiinit
ovat nukleaaseja, jotka kykenevat pilkkomaan DNA:ta. Jossain tapauksissa Cas-proteiinin
kanssa on kompleksissa myds toinen RNA-molekyyli, tracrRNA (eng. trans-activating CRISPR
RNA). gRNA toimii oppaana Cas-nukleaasille ja niiden muodostama kompleksi sitoutuu
komplementaarisen nukleiinihapposekvenssin avulla osaksi viruksen perimda ja pilkkoo sen

toimimattomaksi estéen infektion. [23—25] CRISPR-mekanismin toimintaa on esitetty kuvassa 1.

CRISPR/Cas-systeemeja tunnetaan useita erilaisia, ja niitd voidaan luokitella erilaisten Cas-
nukleaasien perusteella. Osassa CRISPR systeemeja on useasta Cas-alayksikdsta koostuva
kokonaisuus, kun taas joissakin nukleaaseja on vain yksi. Laajimmin biotekniikan kaytdssa oleva
CRISPR/Cas-systeemi on Cas9-proteiinin sisaltdva kokonaisuus. Tama systeemi on alun perin
I6ydetty Streptococcus pyogenesis -bakteerista. Cas9 on tdssa CRISPR-systeemissa ainoa

nukleaasi. [25]
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Kuva 1. CRISPR-Cas9-geenieditoinnin mekanismi ja optimointistrategiat. Kuvassa A, B ja C ovat
erilaisia Cas-proteiineja kuten inaktivoitu tai aktiivinen Cas9. sgRNA voidaan tuottaa eri tavoin,
kuten kéayttaméllad yhté tai useampaa promoottoria yhtd sgRNA-geenid kohden (kuvassa D-F).
SgRNA:n ja Cas-proteiinin kompleksi tunnistaa kohdegeenin Pam-alueen avulla (eng.
Protospacer adjacent motif), ja Cas saa aikaan kahden juosteen katkoksen DNA:ssa. Jos
mallijuostetta ei ole saatavilla, solu korjaa katkoksen NHEJ-metodilla, miké johtaa mutaatioihin.
Jos soluun on lisétty malli-DNA:ta (kuvassa Donor DNA), sitd voidaan kéyttdd mallina
homologisessa rekombinaatiossa (HDR), jolloin katkoksen tilalle voidaan liittdd haluttu DNA-
sekvenssi. Malli-DNA voi olla yksi- tai kaksijuosteista tai plasmidina. [24]

CRISPR/Cas-menetelmaa voidaan hyddyntaa geenimuokkauksessa, silld sen avulla voidaan
tunnistaa tietty kohta DNA:sta ja leikata se pois. Kun tunnetaan tietyn kohdegeenin sekvenssi,
voidaan sille komplementaarisen Cas-nukleaasiin kytketyn gRNA:n avulla leikata se pois.
Kohdegeenille komplementaariset sekvenssit voidaan tuottaa synteettisesti. [24] Biotekniikassa
kaytossa olevassa CRISPR/Cas9-systeemissa on Cas9-nukleaasin kanssa kompleksissa vain
yksi opas-RNA (sgRNA, eng. single guide RNA), joka koostuu gRNA:sta ja tracrRNA:sta. sgRNA
toimii seka kohdesekvenssin tunnistamisessa etta nukleaasin aktivoimisessa. Cas9 sisaltaa kaksi
nukleaasidomeenia, ja se saa aikaan DNA:ssa kummankin juosteen katkeamisen Prokaryooteilla
katkosten korjaamiseen on kaytdssa ainoastaan homologinen korjaus (eng. Homology directed
repair, HDR). Eukaryooteilla juosteiden korjaamiseen voidaan kayttdd myods ei-homologista
paiden yhteenliittdmistd (eng. non-homologous end joining, NHEJ). Mikali kummatkin Cas9:n
nukleaasidomeeneista ovat aktiivisia, kahden juosteen katkos korjataan NHEJ-menetelmalla,
mikd voi johtaa mutaatioihin kohdegeenissa. Nain voidaan esimerkiksi hilientdd geeni (eng.
knock-out). Inaktivoimalla toinen domeeni voidaan saada aikaan vain yhden juosteen
katkeaminen. Talléin voidaan HDR-mekanismin avulla lisatd soluun tuotu synteettinen DNA-

fragmentti osaksi kohdegeenia, jolloin on mahdollista tuoda esiin kokonaan uusia ominaisuuksia.
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3.2 TALEN- ja sinkkisorminukleaasit

CRISPR/Cas9-systeemin tapaan transkriptioaktivaattorin kaltaiset tehostajanukleaasit (eng.
transcription activator-like effector nuclease, TALEN) ja sinkkisorminukleaasit ovat tietyn DNA-

sekvenssin tunnistamiseen ja leikkaamiseen kaytettavia geenieditointisysteemeja.

Sinkkisorminukleaasit sisaltavat sinkkisormi-rakenteen, joka on yksi yleisimmistda DNA:han
kiinnittyvista proteiinirakenneosista. Sinkkisormi-rakenteita esiintyy luontaisesti useita erilaisia, ja
naistd jokainen kykenee tunnistamaan noin kolmen emasparin pituisen DNA-sekvenssin.
Geenieditointisovelluksissa  useampi  sinkkisormi-rakenne on liitetty = yhteen  Fokl-
restriktioentsyymin kanssa, joka saa aikaan kahden juosteen katkoksen DNA:han, kun
suunnitellut  sinkkisormi-rakenteet  16ytavat kohdesekvenssin ja  sitoutuvat siihen.
Sinkkisorminukleaasit ovat tehokas tydkalu esimerkiksi viljeltyjen ihmissolujen muokkaamiseen,
mutta niiden haittapuolia ovat esimerkiksi huono saatavuus tiettyihin kohdesekvensseihin seka

erilaisten sinkkisorminukleaasien patentoimisesta johtuvat rajoitukset. [26]

Alun perin kasvibakteereista I6ydetty DNA:han Kkiinnittyvd proteiinirakenneosa, TALE (eng.
transcription activator-like effector), koostuu useista vaihtelevan toistojakson rakenteista.
Jokainen yksittdinen rakenne kykenee tunnistamaan yhden emasparin DNA:sta. DNA:han
kiinnittyva TALE voidaan muokata halutun kohdesekvenssin mukaiseksi, ja siihen voidaan liittda
Fokl-nukleaasi. Muokattua kokonaisuutta kutsutaan TALEN-systeemiksi, ja se mahdollistaa

joustavamman kohdesekvenssien suunnittelun verrattuna sinkkisormi-nukleaaseihin. [26]

TALEN- ja sinkkisorminukleaasien kayttd geenimuokkauksessa on vahentynyt huomattavasti
CRISPR/Cas-mekanismien yleistyessa. CRISPR-mekanismi on laajemmin ja helpommin
muokattavissa erilaisiin kayttdkohteisiin, ja sen kayttdminen on tarkempaa ja edullisempaa

verrattuna muihin nukleaasi-geeniediointimekanismeihin. [26]

3.3 Geeniajurit

Geeniajuritekniikassa tietty DNA-sekvenssi levida luonnonvaraisessa populaatiossa siten, etta
elidille epatoivottuja ominaisuuksia voidaan poistaa tai suotuisia lisata. Tallaisten itsenaisten
geneettisten  elementtien  periytyminen  seuraavalle sukupolvelle on tavanomaista
todenndkodisempaa. Geeniajurit ovat periytyvdd geenieditointia. Yleensa tietystd geenista
peritaan yksi kopio kummaltakin vanhemmalta, jolloin tietyn alleelin periytymisen todennakoisyys
on 50:50. Geeniajureissa tietty geneettinen elementti kopioituu kumpaankin sukusoluun, jolloin
sen periytyminen eteenpain yleistyy. Tallaisen super-Mendeliaanisen periytymisen myéta tietty
geneettinen ominaisuus yleistyy populaatiossa nopeasti. Geeniajurielementtien periytymisen
todenndkdisyys seuraavalle sukupolvelle voi olla jopa yli 90 %. [27,28] Geeniajurin periytymista

ja toimintatapaa on esitetty kuvassa 2.
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Ajurit voivat olla autosomaalisia tai linkittyneitd sukupuolikromosomeihin. Erilaisia geeniajureita
ilmenee luontaisesti niin eldimissa, kasveissa kuin sienissdkin, ja ne vaikuttavat osaltaan
evoluutioon. Ajurista ei kuitenkaan ole aina suoranaista hydtya niiden isantéelidille.[28]
Meioottiset geeniajurit hairitsevat tavanomaista meioosia tai sukusolujen tuotantoa siten, ettd
geeniajurin sisaltdma alleeli yleistyy. Alleelin kopioituminen voi tapahtua hedelmoittymisen

yhteydessa tai tapahtua ituradan soluissa ennen sita. [29]
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Kuva 2. Endonukleaasi-geeniajurin levidminen ja toimintamekanismi. (A) Organismi, joka kantaa
endonukleaasi-geeniajuria (sininen) parittelee luontaiseen kantaan kuuluvan yksilén kanssa. Ajuri
periytyy eteenpdin jopa yli 90 % todennékdisyydellé ja levidad jo muutamassa sukupolvessa
tehokkaasti koko populaatioon. (B) Geeniajurin endonukleaasi katkaisee Iluonnonvaraisen
vastinkromosomiin  kummatkin juosteet. Kun solu korjaa katkoksen homologisella
rekombinaatiolla, sen téytyy kéyttdd geeniajuri-kromosomia mallina, jolloin ajuri kopioituu
luonnolliseen kromosomiin. Jos katkoksen tekeminen ep&onnistuu tai solu korjaa katkoksen
NHEJ-menetelmélla, ajuri ei kopioidu. Ajurin taytyy siis tehdé katkos luotettavasti silloin kun
homologinen rekombinaatio on mahdollista. [30]

CRISPR-teknologiaa voidaan hyddyntdd keinotekoisen geeniajuri-systeemin luomiseen.
Leikkaamalla pois sukusolulinjassa esiintyva geenin normaali alleeli, se korvautuu homologisen
korjauksen kautta keinotekoisesti tuotetulla geneettiselld elementilld. [31] Geeniajurikasettiin
tarvitaan kolme elementtia: Cas9-proteiinia koodaava geeni, gRNA:ta koodaava geeni seka
sivusekvenssit, jotka auttavat ajurikasettia kiinnittymaan sen kohdepaikkaan kromosomissa. Kun

geeniajurikasetin geeneja ilmennetaan, gRNA:t ohjaavat Cas9-nukleaasin oikeaan kohtaan
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muokkaamatonta vastinkromosomia, jonne Cas9 tekee katkoksen. Jos katkos onnistuu halutulla
tavalla, se korjataan homologisilla rekombinaatiolla kayttdamalld mallina geeniajurikromosomia.
Nain geeniajuri kopioituu siten, ettd kummatkin kromosomiparit sisaltavat sen, eli elié on kyseisen
geenin suhteen homotsygootti. Ajuria voidaan kayttdd muuttamaan esimerkiksi solun
metaboliareitteja tai hilientdmaan tietty geeni kokonaan. [32] Geeniajurien kaytt6a biodiversiteetin

suojelussa on tutkittu eri lajeilla ja tekniikan sovelluksia on esitelty luvussa 4.

3.4 Kloonaus

Yksi uhanalaisten eldinten geneettiseen pelastukseen hyddynnettdva tekniikka on kloonaus.
Kloonauksen avulla voidaan tuottaa geneettisesti samanlaisia yksil6ita. Yksi eniten kaytetyista
kloonaustekniikoista on somaattinen tuman siirto -tekniikka (eng. somatic cell nuclear transfer,
SCNT). Tassa tekniikassa somaattisen solun tuma siirretddn munasoluun, josta on poistettu
tuma. Kayttamalla hyvaksi sahkovirtaa munasolu ja tuma saadaan sulautumaan yhteen, jonka
j@lkeen solu jakautuu. Nain tuotettu alkio voidaan siirtdd sijaisaitiin, joka myéhemmin voi
synnyttda kloonatun elién. Syntynyt eli® on geneettisesti identtinen tumanluovuttaneen elién
kanssa. Ensimmainen esimerkki kloonauksen avulla tuotetusta eldimestd oli vuonna 1995
syntynyt Dolly-niminen lammas. Sittemmin useita eldimia, kuten lemmikkeja ja tuotantoelaimia,
on kloonattu. Esimerkiksi ladketiede on kayttanyt kloonattuja fretteja tarttuvien tautien
tutkimuksessa. [21,33]

Usein SCNT-tekniikassa kaytetdan sidekudoksen soluja kuten fibroblasteja, joiden keraaminen
kohde-elaimesta on helppoa. Fibroblastien saildminen pakastamalla sek& niiden uudelleen
sulattiminen on mahdollista. Yli sadan elainlajin soluja on s&ilétty pakastamalla niita eri puolilla
maailmaa.[21] Yksi esimerkki tallaisesta biopankista on Yhdysvalloissa San Diegon eldintarhassa
sijaitseva San Diego Frozen Zoo. Osa tuolla saildtyistd soluista kuuluu uhanalaisille tai jo

sukupuuttoon kuolleille lajeille. [33]

SCNT-tekniikkaa on mahdollista toteuttaa myds eri lajien valilla (eng. interspecific SCNT, iISCNT).
Tassa tekniikassa luovutettava tuma ja munasolu ovat peraisin eri lajeista. Biolddketieteellisessa
tutkimuksessa iISCNT on osoittautunut hyodylliseksi solusignaloinnin seka alkion tutkimuksessa.
(34]

3.5 Geenimuokkaus agrobakteerien avulla

Agrobakteerit ovat maaperassa eldava gramnegatiivisten bakteerien suku. Agrobacterium
tumefaciens on suvun bakteereista tutkituin. Agrobakteerit kykenevat horisontaalisen
geeninsiirron avulla siitdAmaan omaa DNA:taan osaksi kasvien genomia. Geeninsiirto perustuu
bakteerien sisaltdmaan Ti-plasmidiin (tumor inducing plasmid) tai Ri-plasmidiin (eng. root
inducing). Pieni osa plasmidia, T-DNA (eng. transfered DNA), siirretddn bakteerisolusta
kasvisoluun konjuktion avulla. T-DNA integroituu osaksi kasvin genomia, jolloin sen sisaltdmia

geeneja voidaan ilmentaa. Osa T-DNA:n geeneista saa aikaan kasvihormonien synteesin, joka
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johtaa solujen nopeaan jakaantumiseen ja kasvaimen muodostumiseen. Ri-plasmidin sisaltavat
bakteerit kuten esimerkiksi Agrobacterium rhizogenes voivat johtaa myds epatavalliseen juurien
muodostamiseen. Osa T-DNA:n geeneistd koodaa epatavallisten aminohappojen, opiinien,

tuotantoa, joita bakteeri voi hyddyntaa hiilen ja typen lahteindan. [35]

A. tumefaciens -bakteeria kaytetaan laajasti hyvaksi biotekniikassa kasvien muokkaamisessa. T-
DNA voidaan siirtda plasmidiin, joka on helposti muokattavissa, ja T-DNA:han voidaan muokata
geeni, joka halutaan siirtdd kasvisoluun. T-DNA:sta voidaan myds poistaa geenit, jotka
normaalisti aikaansaavat kasvaimen muodostumisen ja opiinisynteesin. Tutkimuksissa
kaytettava T-DNA-plasmidi sisaltda usein myds antibioottiresistanssia koodaavia geeneja, mika
mahdollistaa onnistuneiden transformaatioiden havaitsemisen ja erottelun. Usein kaytetdan
kahden vektorin menetelmda (eng. binary vector system), jossa T-DNA-plasmidin lisaksi
bakteerisolu sisaltdd inaktivoidun Ti-plasmidin, joka sisaltdd hyodyllisida geeneja
transformaatioon. Agrobakteerien avulla toteutettua geenimuokkausta on hyddynnetty erityisesti
tuotantokasveissa, joissa sitd on kaytetty lisddmaan vastuskykyd muuttuville ymparistotekijoille
kuten kuivuudelle, kylmalle tai kuumalle ldmpétilalle tai korkealle suolapitoisuudelle. Toisaalta
kasveja on voitu muokata menetelman avulla myos ratkaisemaan ihmisten terveyteen liittyvia
ongelmia parantamalla kasvien ravintoarvoa. Tasta esimerkkind on kultainen riisi, johon lisatty A-

vitamiinin esiasteen beta-karoteenin synteesia koodaava geeni. [35,36]

Kasvien lisaksi A. tumefaciens voi muokata myds sieni- ja levasoluja ja myos ihmisen solujen
muokkauksessa on onnistuttu. Laajan soveltuvuuden lisdksi agrobakteerien etuja
geenimuokkauksessa on se, ettd menetelma on kohtuullisen yksinkertainen, edullinen ja tarkka.
Vaihtoehtoisena metodina kasvimuokkauksessa kaytetddn myds niin kutsuttua geenipyssy-
menetelmaa, jossa DNA:lla paallystetyt kultapartikkelit voidaan ampua kasvisolun sisélle.
Menetelmaan liittyvien heikkouksien kuten useiden DNA-kopioiden syntymisen ja DNA:n
molekyylirakenteen heikkenemisen vuoksi A. fumefaciens -pohjainen transformaatio on eniten
kaytdssad oleva metodi kasvien geenimuokkaukseen. [35] Agrobakteereja on tutkittu myods
CRISPR-Cas9-systeemin viemiseen kasvisoluun, mikd mahdollistaa entistd tarkemmin

geenimuokkauksen ja kasvien geenisaantelyn tutkimisen[37].
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4. MENETELMIEN SOVELLUKSIA
LUONTOKADON TORJUMISESSA

Edellisessa luvussa esiteltyja geenitekniikan menetelmid voidaan hyddyntdd monipuolisesti
elididen periman muokkaamisessa. Menetelmista voi olla hy6tya esimerkiksi uhanalaisen eldimen
selviytymisen kannalta hyddyllisten ominaisuuksien lisddmisessad tai vastaavasti eldimille
haitallisten elididen torjumisessa. Tassa luvussa esitellaan esimerkkien avulla tutkimuksia, joissa

synteettista biologiaa on hyédynnetty luontokadon torjumisessa.

4.1 CRISPR/Cas9-geenimuokkaus

CRISPR/Cas9-geenimuokkaus on talld hetkellda eniten kaytetty ja  sovellettu
geenieditointitekniikka, ja TALEN- tai sinkkisorminukleaaseihin perustuvia tutkimuksia
luonnonsuojelutarkoituksiin ei juurikaan ole tehty. CRISPR-mekanismin avulla voidaan lisata
elidlle suotuisia ominaisuuksia, jotka auttavat sitd selvidamaan esimerkiksi ilmastonmuutoksesta.
Toisaalta tekniikan avulla voidaan myos torjua haitallisia vieraslajeja ja patogeeneja. CRISPR-
Cas9-kokonaisuus voi olla liitetty geeniajuriin, mutta muutokset voivat levita tietyn populaation
sisdlla tehokkaasti myds, jos tarpeeksi suuri maara tekniikan avulla muokattuja yksilGita

vapautetaan luonnonmukaiseen populaatioon.

4.1.1 Korallien lammodnkestavyyden lisaaminen

CRISPR-tekniikkaa voitaisiin kayttdd yhtena tydkaluna avustamaan korallien evoluutiota siten,
ettd niiden vastustuskyky ilmastonmuutoksen aiheuttamille negatiivisille ilmidille kasvaisi.
Geenitekniikan menetelmat voivat olla monimutkaisempia kuin perinteiset avustetun evoluution
menetelmat kuten valintajalostus, mutta ne voivat tarjota ratkaisun ongelmiin nopeammin ja

edullisemmin. [19]

Koralleille kriittisid ja hyodyllisid ominaisuuksia ovat muun muassa kyky selviytyd
ldmpimammassa ja happamammassa merivedessa, kestavyys korkealle ravinne- ja
saastepitoisuudelle seka fyysinen kestdvyys myrskyja vastaan. Naiden ominaisuuksien
parantamiseksi on tarkeaa tuntea miten korallien solubiologiset prosessit toimivat ja miten niiden
geneettinen perima on rakentunut. Erityisesti on tarpeen tutkia stressivastegeeneja, jotka auttavat
sopeutumaan muuttuviin ymparistotekijoihin. [19] Esimerkiksi korallien alentunut kyky hajottaa
myrkyllisid happiradikaaleja on yhteydessa niiden vaalenemiseen, ja veden korkean Iampétilan
seka huonon vedenlaadun on tutkittu olevan yhteydessa oksidatiiviseen stressiin. Korallien
geneettistd rakennetta on tutkittu esimerkiksi QTL-tutkimuksissa (eng. Quantitative trait loci),
joiden avulla on Iéydetty DNA:n alueita, jotka ovat yhteydessd korkeampaan

antioksidanttikapasiteettiin sekd kykyyn selviytyd korkeammassa lampdtilassa. [38] Korallien
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tutkimisessa haasteena on kuitenkin ollut puute kokeellisista malleista seka geneettisten

metodeista, joilla geenien ja proteiinien toimintaa voisi tarkasti tutkia. [39]

Korallien CRISPR-geenimuokkauksesta on kuitenkin jo saatu positiivisia tuloksia. CRISPR/Cas9-
muokkausta on tutkittu esimerkiksi riuttoja muodostavaan Acropora millepora -koralliin.
Tutkimuksessa CRISPR/Cas9 -kompleksi siirrettiin mikroinjektiolla korallien hedelmaittyneisiin
munasoluihin. Mutaatioiden onnistumisprosentti ei ollut korkea, silla niitd havaittiin vain noin 50
%:ssa tutkittuja yksiloitd, mutta tuloksien perusteella tekniikka vaikutti lupaavalta. [40] Toisessa
tutkimuksessa A. milleporan, lampdshokkiin vastaavan geenin transkriptiotekija HSF1 (Heat
Shock Transcription Factor 1) voitiin hiljientaa kayttamalla hyvaksi CRISPR/Cas9-mikroinjektiolla.
Tutkimuksessa osoitettiin, ettd geenimutaatio onnistui yli 90 %:ssa korallien esiastetoukkia.
HSF1-geenin vaimentaminen johti siihen, ettd mutatoidut yksiloét eivat kestaneet niin hyvin
[Bmmintd vettd kuin luonnonmukaiset korallit, ja kuolivat veden lampétilan ollessa 34 °C.
Tuloksien perusteella HSF1-geenilld on suuri merkitys korallien selviamiselle, ja yksi
mielenkiintoinen tutkimuskohde olisi tutkia sen yli-ilmentdmisen vaikutusta korallien

Idmmdnkestavyydelle. [39]

Toisen korallilajin Astrangia poculatan muokkaamista on myo6s tutkittu usealla erilaisella
menetelmalld. Uudessa ja vield vertaisarvioimattomassa tutkimuksessa A. poculatan
geenimuokkausta tutkittin - mikroinjektion lisaksi myos lyhyiden hiuspinni-RNA:iden avulla
toteutetulla geenin hiljentdmisella sekd CRSPR-tekniikan avulla toteutetulla “knock-in-
mutaatiolla”, jonka avulla geeneja voidaan lisata. Tutkimuksessa toteutettu knock-in-mutaatio oli
osoitus ensimmaisesta transgeenisestad korallinmuokkauksesta, silla korallin perimaan saatiin

muokattua merivuokosta peraisin oleva DNA-sekvenssi. [41]

Vaikka korallien muokkauksessa on saavutettu teknisia edistysaskelia, kdytdnndn sovelluksia
niiden muokkaamiseksi esimerkiksi paremmin lampéa kestaviksi ei ole toteutettu. Ensimmainen
askel muokattujen korallien kayttdmisessd olisivat kontrolloidut laboratoriokokeet, joita
seuraisivat pienen mittakaavan kenttatutkimukset eristaytyneilla riutoilla[19]. Muokattujen
korallien istuttaminen luontoon pitdisi kuitenkin toteuttaa harkiten, koska aiheeseen liittyvien
biologisten mekanismien ymmarrys on vield hyvin vahaista, jotta voitaisiin kunnolla ennustaa
muokkausten positiivisia tai negatiivisia vaikutuksia yksildlle tai ekosysteemille. [39] Yksi
mielenkiintoinen tutkimuskohde voisi lisdksi olla korallien mikrobiomin tutkiminen ja sen

mahdollinen muokkaaminen[19].

4.1.2 Punkkien levittamien tautien torjunta

Yhdysvalloissa toteutettu Massachusetts Institute of Technology — yliopiston Mice Against Ticks
-tutkimusprojekti on tutkinut geenimuokattujen metsapeurahiirujen (Peromyscus leucopus)
hyddyntamista punkkiperaisten tautien torjunnassa. Tutkimuksen kohteena olivat kahden saaren,
Nantucketin ja Martha’s Vineyardin, metsapeurahiirupopulaatiot. Nailla saarilla borrelioosin

esiintyvyys suhteessa vaestdn kokoon on Yhdysvaltojen suurinta. [15] Saarten asukkaat otettiin
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vahvasti tutkimuksessa huomioon ja heidan ajatuksiaan ja mielipiteitdan kuunneltiin heti
tutkimuksen alusta lahtien.

Borrelioosia aiheuttavan Borrelia burgdorferi -bakteerin ulkopinnan proteiinin (OspA) vasta-
aineella (anti-OspA) voidaan saada aikaan vastustuskyky borrelioosille. Muokkaamalla hiirten
ituradan soluihin anti-OspA:ta koodaava geeni voidaan saada aikaan periytyva vastustuskyky
borrelioosille, ja samaa Iahestymistapaa voisi olla mahdollista kdyttdad myos muita punkkiperaisia
tauteja vastaan. Vasta-aineiden kayttamiseen liittyva etu on, etta niiden esiintyvyys on luontaisesti

suuri, joten epatoivottujen ekologisten muutosten todennakdisyys on pieni. [15]

Mice against ticks -tutkimuksessa paadyttiin saarten asukasyhteison pyynnosta kayttdamaan cis-
geenista ldhestymistapaa eli kaikki muokkauksissa kaytetty DNA olisi peréisin ainoastaan
metsapeurahiiruilta, eikd muista lajeista peraisin olevia DNA-jaksoja kaytettaisi. Borrelioosia
vastaan rokotetuista hiirista voitiin 16ytda vasta-aineita kuten anti-OspA:ta koodaavia alleeleja.
Hiirujen geenimuokkaukseen voidaan hyddyntda CRISPR-teknologiaa, mutta oleellista on, etta
saarten asukkaat eivat halunneet, ettd hiirille muokataan transgeenisia eli vierasperaisia
muutoksia kuten esimerkiksi CRISPR-pohjaista geeniajuria. Muokattuja hiiria pitaisi siis vapauttaa
luontoon merkittava maara silla muutokset eivat periytyisi eteenpain yhtd voimakkaasti kuin

geeniajureilla toteutettuna. Tutkimuksen vaiheet on esitetty kuvassa 3.

“ ) PAy B cell sorting make N /
consult communities vaccinate o s . o . C Dogg & ' T \\ =
U —— hite-footed mice Tl ?p/’ . for antibody 5 1 g recombinant = |
preferre white-footed mice ~ G . er ; LY antibodies \r! \\)\
technology development | — —————p TyL) —r gm g 4_’ i
Bpson 2. highly resistant mice 8. S £ * 7 //Q//H
i test antibodies
. in vitro 5 2
R, # and in vivo
4 =5 s 5
" L' communities independent field mmial 1: CRELIEET mice == |
AR EER L i SitdvoF ~uninhabited expressing native ’;\ /)\
p decide efficacy and island & mouse antibodies /_;
prevent disease on ecological e most protective
volunteer islands 8 effects 7. = 6.

Kuva 3. Mice against ticks -tutkimusprojektin vaiheet: 1. asukasyhteiséjen haastattelu heidén
toiveistaan, 2. metsdpeurahiiirujen rokottaminen, 3.—5. taudeilta suojaavien antigeenien
tunnistaminen, monistaminen ja testaaminen, 6. antigeenejé koodaavien geenien muokkaus
hiiriin, 7. kenttatutkimukset asumattomilla saarilla, 8. tutkimus vapaaehtoisilla asutetuilla saatrilla.
Muokattu lahteesta [15].

Talla hetkella Nantucketin tai Martha’s Vineyardin saarien hiiria ei olla viela muokattu, silla
tutkimus on viela kesken. Periytyvia geenimuokkauksia ei olla viela toteutettu metsapeurahiiruille,
joten tutkijat testaavat erilaisia metodeja CRISPR-tekniikan avulla toteutettuun geenin siirtoon
kuten alkion injektointia sekd munanjohtimen kautta tapahtuvaa nukleiinihappojen siirtoa, joka
tunnetaan paremmin nimella i-GONAD. Kun tutkijat ovat saaneet luotua tarpeeksi suuren maaran
periytyvasti borrelioosille vastustuskykyisid hiiria, voidaan siirtyd kenttatutkimuksiin pienilla
asumattomilla saarilla, joilta hiirien leviaminen muihin populaatioihin on mahdollisimman
epatodenndkdistad. Mikali tutkimustulokset ovat positiivisia on myéhemmin mahdollista soveltaa

tekniikka suuremmilla asutetuilla saarilla. Tulevaisuudessa vaihtoehtona on myds laajentaa
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hiiien muokkaamista myds mantereelle ja hyddyntaa geeniajuritekniikkaa vastustuskyvyn
tehokkaaseen levittdmiseen eri hiiripopulaatioiden valilld. Nain geenimuokattujen hiirien

vaikutusta ekosysteemiin voidaan tutkia ennen mahdollisen ajurin kayttéonottoa. [15]

4.2 Geeniajurien kayttaminen luonnonsuojelussa

Geeniajurin avulla eliéihin muokattuja ominaisuuksia voidaan levittda tehokkaasti eteenpain siten,
ettd ne yleistyvat populaatiossa voimakkaasti jo muutamassa sukupolvessa. Edella kuvatussa
Mice Against Ticks -projektissa ajuriin perustuvaa tekniikkaa ei haluttu yhteisén mielipiteen takia
kayttda, mutta tekniikkaa on tutkittu esimerkiksi haitallisten vieraslajien kuten jyrsijdiden ja

malariaa levittavien hyttysten torjunnassa.

4.2.1 Haitallisten jyrsijoiden torjuminen

Uhanalaisille lajeille haitallisia jyrsijoita halutaan torjua erityisesti saariekosysteemeissa.
Esimerkiksi Uusi-Seelanti on julistanut vuonna 2016 aikovansa havittaa kaikki sielld elavat rotat,
opossumit ja karpat vuoteen 2050 mennessa. [27] Geeniajuria on ehdotettu yhdeksi

vaihtoehdoksi haitallisten jyrsijoiden havittamiseksi ilman haitallisia myrkkyja.

Geeniajuria voidaan kayttaa hairitsemaan vieraslajien lisdantymistd esimerkiksi vaikuttamalla
syntyvien elididen sukupuolijakaumaan tai hedelmallisyyteen. Yhdeksi vaihtoehdoksi on
ehdotettu t-Sry-tekniikkaa, joka koostuu kahden geenin kompleksista. t-haplotyyppi on hiirissa
luontaisesti esiintyvd autosomaalinen alue DNA:ssa, joka vaikuttaa negatiivisesti siittididen
tuotantoon ja aiheuttaa hedelmattomyytta sita kantavissa urospuolisissa yksildissa. t-haplotyyppi
on esimerkki luontaisesti ilmenevastd geeniajurista. Yksilot, jotka ovat homotsygootteja -
haplotyypin suhteen ovat steriilejd, mutta heterotsygoottien yksildiden jalkelaiset perivat
ominaisuuden yli 90 % todennakdisyydellda. Sry (eng. Sex-determining region y) on Y-
kromosomissa sijaitseva sukupuolen maaraava geeni, joka johtaa urospuolisten yksildiden
syntymiseen. Yhdistamalld Sry-geeni t-haplotyyppiin voitaisiin kehittaa ajuri, jossa t-Sry leviaisi
populaatiossa siten, ettd urospuolisten yksildiden maara kasvaisi huomattavasti. Suurin osa
koiraspuoleisen t-Sry-hiiren poikasista olisi koiraita, joista puolet olisivat steriileja ja puolet
lisdantymiskykyisia. Teorian tasolla t-Sry-kompleksin kayttd vieraslajien havittdmisessa on

mahdollista, mutta kokeellisia tutkimuksia aiheesta ei ole. [7,16]

Sry-geeni ja t-haplotyyppi esiintyvat hiirissd luontaisesti, mika helpottaa mekanismin
ymmartamistd ja tutkimusta. Vaihtoehtona t-Sry-ajurille voisi olla taysin synteettinen
CRISPR/Cas9-geeniajuri, joka perustuisi vastinkromosomin leikkaamiseen ja muokkaamiseen
ajurikromosomin kaltaiseksi. Toisaalta yksi mahdollinen vaihtoehto voisi olla t-haplotyypin ja
Cas9/gRNA:n yhdistelmd, jossa CRISPR-editointi-systeemi periytyisi eteenpéin t-haplotyypin
mukana. Tassa systeemissd gRNA voisi kohdistua esimerkiksi geeneihin, jotka ovat tarkeita

naaraspuolisten elididen kehittymiselle ja hedelmallisyydelle. [16,42]
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Teorian tasolla haitallisten jyrsijdiden havittaminen geeniajurin avulla voisi olla hyvin mahdollista
ja useita erilaista ajurimekanismeja on ehdotettu ratkaisuksi ongelmaan. Matemaattisten
mallinnuksien perusteella esimerkiksi t-Sry-ajuri voisi tehokkaasti levitd populaation
keskuudessa, vaikka se vaatisi useamman muokatun yksilén vapauttamista kuin synteettinen
CRISPR-Cas9-ajuri. [16] Geeniajurien kayttdéa nisakkailla on tutkittu huomattavasti vahemman
kuin hyonteisilla, mutta joitain kaytannon tutkimuksia CRISPR-Cas9-geeniajurista hiirille on
toteutettu [43,44]. Tutkimukset ovat vaikuttaneet lupaavilta, mutta myds useita teknisia haasteita
on |6ydetty. Toisaalta geeniajureiden kayttamiseen liittyy myos useita ekologisia, yhteiskunnallisia
ja eettisia kysymyksia, jotka hidastavat niiden kayttdédnottoa. Menetelmaan liittyvista haasteista

kerrotaan lisda luvussa 5.

4.2.2 Malariaa levittavien hyttysten torjunta

Esimerkiksi Havaijin saarten lintulajit ovat kéarsineet voimakkaasti vierasperdisen C.
quinquefasciatus -hyttysen levittamasta malariasta. Nykyisten keinojen, kuten hyttysten toukkien

havittdminen, on ajanut tutkijat etsimaan ongelmaan myos bioteknisia ratkaisuja.

Jo aiemmin haitallisia hyttysid on havitetty vapauttamalla suuri maara steriilejd uroshyttysia
luontoon. Hyttysten DNA:ta on voitu vahingoittaa esimerkiksi sateilytyksella tai kemikaaleilla, mika
on tehnyt niista lisdantymiskyvyttdmia. Toinen lahestymistapa on ollut muokata koirashyttysten
perimaa siten, ettd ne kantavat dominoivaa letaalia alleelia, jolloin niiden jalkelaiset kuolevat
ennen aikuisiksi kehittymista. Tallaisten hyttysten kenttatutkimuksia on toteutettu jo vuodesta
2009 alkaen, ja tulosten perusteella tekniikka on onnistuneesti vahentanyt hyttyspopulaatioiden
kokoa esimerkiksi Brasiliassa ja Panamassa. Tama lahestymistapa vaatii kuitenkin muokattujen

jatkuvaa vapauttamista luontoon, silla letaali ominaisuus ei levia populaatiossa. [1]

Geeniajureihin  perustuvat ratkaisut voisivat vaikuttaa hyttysten lisdantymiseen tai
sukupuolijakaumaan tai muokata hyttysistd vastustuskykyisid malarialoiselle. Osa ajureista on
itsedan rajoittavia kuten autosomaalinen X-kromosomin repija -tekniikka (eng. X-chromosome
shredder) tai Y-kromosomiin linkittyvat editorit (eng. y-linked editors). Nama tekniikat vaikuttavat
negatiivisesti naaraspuolisten yksildiden kehittymiseen aiheuttamalla mutaatioita X-kromosomiin,
mutta ne eivat kuitenkaan periydy eteenpain populaatiossa. Itsestdan leviavia ajureita ovat
esimerkiksi tiettyyn sekvenssiin kohdentuva CRISPR-Cas9-ajuri sekd Y-kromosomiin
periytyvaksi muokattu X-kromosomin repija -tekniikka. Ajuritekniikoita ei ole juurikaan testattu C.
quinquefasciatus -lajin hyttysille, mutta kaytdnnon kokeita on suoritettu muilla lajeilla kuten
ihmisiin malariaa tartuttavissa Anopheles stephensi -hyttysessd sekd denguekuumetta ja
zikavirusta levittdvassa Aedes aegypti -hyttysessa. [14] Esimerkiksi A. spephensiin on kehitetty
CRISPR-Cas9-pohjainen ajuri, joka hakkitutkimuksissa levitti geenimuokkauksen yli 95 %
luonnonmukaista hyttyspopulaatiota 5—11 sukupolvessa. [45]

C. quinquefasciatuksen muokkaamista on tutkittu myds Wolbachia -bakteerin avulla. Wolbachia

on yleinen niveljalkaisten ja sukkulamatojen bakteeri, joka periytyy naaraiden kautta. Bakteeri
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vaikuttaa sille infektoituneen lajin lisdantymiseen siten, etta infektoituneet koiraspuoleiset yksilot
eivat voi saada jalkelaisia naaraiden, joilla ei ole Wolbachia-tartuntaa, kanssa. Mikali seka naaras
ettd koiras ovat saaneet Wolbachia-tartunnan, ne voivat saada jalkelaisia. Siten bakteeri
aiheuttaa kelpoisuusedun, jossa vain sille infektoituneet eliét voivat saada jalkelaisia. Hyttysten
Wolbachia-kanta voitaisiin muokata sellaiseksi, ettd se estdd malarian leviamista tai
vaihtoehtoisesti vapauttaa suuri maara Wolbachialle infektoituneita koirashyttisia, mika johtaisi
naaraiden steriiliyteen. Wolbachiaan perustuvat ajuritekniikat voisivat tarjota luontaisen
mekanismin malarian torjumiseen. Tekniikkaa on sovellettu kenttdolosuhteissa rajoitetuissa

hakeissa, ja tulokset ovat olleet lupaavia. [14,46]

Erityisesti lintuihin vaikuttavan malarian tutkimus on vield hyvin varhaisessa vaiheessa, mutta
lupaavia tekniikoita ongelmaan on kehitetty jo useita. Inmiseen vaikuttavan malarian tutkimus ja
siihen tehdyt investoinnit voivat kuitenkin vauhdittaa my6s aiheen tutkimusta

luonnonsuojelutarkoituksissa. [21]

4.3 Lajin pelastaminen kloonauksen avulla

Uhanalaisten eldinten geneettinen monimuotoisuus on usein pienta. Laji on voinut kokea
pullonkaulailmién, jossa sen populaation koko on hetkellisesti romahtanut ja nykyiset yksilét ovat
pienen selviytyneen joukon jalkelaisia, mika lisda sisasiittoisuuden ja geneettisen kuormituksen
todennakoisyyttd. Luvussa 2.2 mainitun mustajalkahillerin liséksi tallaisia lajeja ovat esimerkiksi
przewalskinhevonen ja zairenleveahuulisarvikuono[33]. Zairenleveahuulisarvikuonoja on jaljella
ainoastaan kaksi yksil6a, joista kummatkin ovat naaraita[47]. Przewalskinhevonen on maailman
uhanalaisin hevoslaji, jonka kaikki elossa olevat yksilét ovat polveutuneet vain 12 hevosen

populaatiosta[33].

Lajin sisaista geneettistd monimuotoisuutta voisi olla mahdollista lisdta kloonauksen avulla. San
Diego Frozen Zoon kaltaisissa biopankeissa on sailytetty uhanalaisten tai jo sukupuuttoon
kuolleiden eldinten solu- ja kudosnaytteita, jotka voivat olla peraisin yksilGista, joiden geeniperima
eroaa nykyisin eldvistd saman lajin yksildistad. Kloonaamalla uusia yksil6itd biopankkeihin sailétyn

DNA:n avulla voitaisiin kasvattaa nykyisten populaatioiden geeniperiman rikkautta. [33]

Onnistunutta kloonattua alkiota varten tarvitaan useita munasoluja, ja koska uhanalaisten lajien
munasoluja on vaikeasti saatavilla, on ollut tarpeen kayttaa lajien valista iISCNT-tekniikkaa. Nain
voidaan myos kayttaa uhanalaiselle elaimelle geneettisesti samankaltaista lajia sijaisaitina. [21]
iSCNT-tekniikan avulla on saavutettu onnistumisia mustajalkahillerin ja przewalskinhevosen
kloonauksessa. Lisaksi on tutkittu voisiko zairenlevedhuulisarvikuonon kloonata kayttamalla
hyvaksi sille laheisen sukulaisen, etelanleveahuulisarvikuonon, munasoluja. [33] Seuraavaksi
esitellddn tarkemmin mustajalkahillerin  kloonausprojektia esimerkkind iSCNT-tekniikan

kayttamisesta uhanalaiselle elaimelle.

Tutkimusprojekti mustajalkahillerin kloonaamiseksi alkoi vuonna 2013. Yhdysvaltain kala- ja

villielainvirasto (eng. U.S. Fish and Wildlife Service), on tehnyt hankkeessa yhteisty6ta Revive &
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Restore -organisaation kanssa, joka erikoistunut bioteknisten ratkaisujen etsimiseen
luonnonsuojelutarkoituksiin. [48] San Diegon eldintarhan biopankkiin oli aiemmin ennen 1980-
luvulla sailétty uros- ja naaraspuolisen mustajalkahillerin ihosolunaytteet. Naytteet olivat peraisin
eldimistd, jotka eivat olleet Iaheista geneettistd sukua nykyisin elossa oleville mustajalkahillereille.
(33]

Vuonna 2018 Revive & Restore -tutkimusryhma sai Yhdysvaltojen hallinnolta luvan aloittaa
laboratoriotutkimukset mustajalkahillerin kloonaamiseksi. Lupa sisalsi myds oikeuden testata
erilaisia hypoteettisia ratkaisuja soluvilielmissa mustajalkahillerin  ruttovastustuskyvyn
lisaamiseksi. Revive & Restore teki yhteistyotd kaupallisen lemmikkieldinten kloonaamisen
erikoistuneen ViaGen Pets -yhtion kanssa. Tarkoituksena oli kayttda naaraspuolisen vuonna
1988 kuolleen mustajalkahillerin solunaytetta ja siirtda sen tuma osaksi kesyn fretin munasolua.

[49] iISCNT-tekniikan mekanismi tutkimushankkeessa on esitetty kuvassa 4.

Embryeo is implanted inte

Somatic cells from animal to be clonad surrogate mother

are expanded in the laboratory from
fresh or cryopreserved stocks

Black-footed ferret
to be cloned r -

Somatic cell is inserted into perivitelline Blastacyst forms

/"_\_d * =
- = @) — space of donor coplast
‘ ‘ ————— © \ — /

@ r' y
- . & Ce,
Electric pulse causes the somatic cell =
membrane to fuse with the ooplast /-‘—_-I
== —) plasma membrane injecting the somatic p— t
cell nucleus into the ooplast cytoplasm \

Domestic ferret donor supplies Oocyte with first First palar body and Cloned ferret has nuclear DNA of

unfertilized eggs polar body nucleus is removed Black-footed ferret, mtDMA of
domestic ferret

Kuva 4. Mustajalkahillerin kloonaus. Fretin (kuvassa alhaalla vasemmalla)
hedelméittyméttémistd munasoluista erotetaan tuma. Mustajalkahillerin kudosnéytteesta
saadun solun tuma sulautetaan munasolun sisdén séhképulssin avulla. Munasolun jakautuessa
syntyy alkiorakkula, joka siirretdédn sijaiséitind toimivaan frettiin. Myéhemmin syntyvé poikanen
vastaan tuman DNA:n osalta mustajalkabhilleri, mutta sen mitokondrio-DNA on perdéisin fretista.

[50]

Vuonna 2019 tutkimusryhma onnistui luomaan kloonattuja mustajalkahillerin alkioita, mika todisti,
etta fretin sukusolut ovat epigeneettisesti yhteensopivia mustajalkahillerin genomin kanssa. Vuosi
mydhemmin kolmeen eri frettiin siirrettiin kloonattu munasolu. Yksi ndista raskauksista onnistui ja
Elizabeth Ann -nimen saanut ensimmainen kloonattu mustajalkahilleri syntyi vuoden 2020
joulukuussa. [49] Geneettisten analyysien perusteella Elizabeth Ann on muuten paitsi
mitokondrionaalisen  DNA:n  perusteella  geneettisesti 100 %  mustajalkahilleri.
Mitokondrionaalinen DNA (mtDNA) periytyy eteenpain naaraspuolisilta yksilGilta, eli jos kloonattu
yksild parittelisi luonnonvaraisen mustajalkahillerin kanssa ja naiden urospuoliset jalkeldiset
edelleen luonnonvaraisten naaraiden kanssa, syntyisi poikasia, joilla myds mtDNA olisi

samanlainen kuin villeilld mustajalkahillereilla. [33]
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Valitettavasti vuonna 2022 Elizabeth Ann:lla todettiin kohtuun vaikuttava sairaus, joka estaa sen
lisdantymisen. Olisi siis tarpeen toteuttaa kloonaus uudestaan, mikali halutaan tutkia kloonattujen
yksiléiden ja villien mustajalkahillerien lisdantymista ja poikasia. Elizabeth Annin kloonaus ol
kuitenkin osoitus tekniikan toimivuudesta kaytannén tasolla. Revive & Restore on tutkinut myods
vaihtoehtoja ruttovastustuskyvyn lisddmiseksi vasta-aineisiin perustuvalla tekniikalla. Yksi
organisaation tutkimusprojekteista keskittyy kehittdmaan geneettistd rokotetta, jonka avulla

vastustuskyky rutolle voisi periytyd eteenpain. [49]

4.4 Tautien torjuminen agrobakteeri-geenimuokkauksella

C. parasitican aiheuttamaa amerikanjalaville tuhoisaa tautia on aiemmin yritetty torjua
risteyttdmalld amerikanjalavia taudille vastustuskykyisten kiinanjalavien kanssa. Tavanomainen
jalostus on kuitenkin osoittautunut hitaaksi ja epavarmaksi, mika on saanut tutkijat kdantymaan

synteettisen biologian puoleen. [11]

Ensimmainen agrobakteerien avulla toteutettu geeninsiirto-systeemi kehitettiin
amerikankastanjaan jo vuonna 2005, ja tulokset olivat vakuuttavia tekniikan toteuttavuuden
kannalta. Menetelmdssd A. tumefaciens -agrobakteerin avulla siirrettin kolme eri geenia
amerikankastanjan somaattiseen soluun kayttdmalla hyvaksi synteettistd plasmidivektoria.

Ensimmaiset siirtogeeniset puut istutettiin kenttatutkimuksissa jo seuraavana vuonna. [51,52]

Amerikankastanjan geenimuokkaukseen suojelutarkoituksessa on keskittynyt erityisesti
"American Chestnut Research and Restoration Project” -tutkimusryhma (ACRRP)
Yhdysvalloissa[53]. Oksalaatti oksidaasi -entsyymia koodaavan geenin on havaittu olevan
tehokas vastustuskyvyn luomisessa sieni-infektioille. Kyseisen entsyymi kykenee rikkomaan C.
parasitican tuottamaa myrkyllistéd oksaalihappoa, joka on tuhoisaa amerikankastanjan solukoille.
[54] Oksalaatti-oksidaasi on vyleinen entsyymi esimerkiksi monissa viljoissa, mutta
amerikankastanja ei luontaisesti tuota sitd. Siirtdmalla amerikankastanjaan alun perin vehnasta
peraisin oleva oksalaatti-oksidaasi-geeni saatiin aikaan tehokas suoja C. parasiticalle. Taman
lisdksi ACRRP-ryhma testasi yli 30 alun perin kiinankastanjasta peraisin olevaa geenia, mutta ne
eivat tuottaneet yhta hyvaa suojaa sieni-infektiota vastaan. Yksittainen kopio hyvin ilmennettya
oksidaasi-oksilaatti-geenia tarjoaa tutkimusten perusteella samanlaisen suojan taudille kuin
luonnonmukaisilla kiinankastanjoilla. Toinen kyseiseen geeniin liittyva etu on, ettd se periytyy
dominoivasti, joten ominaisuuden leviaminen eteenpain on tehokasta. Toisaalta oksidaasi-
oksilaatti ei itsessaan tapa sienta, vaan vaikuttaa sen toimintaan, minka vuoksi patogeenilla ei ole
voimakasta selektiivistd painetta muuntautua entsyymille vastustuskykyiseksi. Taman vuoksi

oksidaasi-oksilaatin avulla saavutetun vastustuskyvyn oletetaan olevan pitkdkestoinen. [11]

ACRRP:n kehittdma muuntogeeninen amerikankastanja on nimetty Darling 58:ksi, ja kasveja on
jo istutettu saadellyille pelloille. Jotta muuntogeeninen amerikankastanja voidaan hyvaksya
laajempaan kayttdon ja istutettavaksi metsiin, sen taytyy saada vield luvat Yhdysvaltojen
ymparistdsuojeluvirastolta ja Yhdysvaltain maatalousministeridlta seka Yhdysvaltojen elintarvike-

ja laakevirastolta FDA:lta, koska kastanjoita kaytetddn myds ruuaksi. [5] Lupamenettely ei
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kuitenkaan ole viela valmis ja sen valmistumista on vaikea arvioida, silla kyseessa on
ensimmainen  siirtogeeninen  organismi, jota ollaan Yhdysvalloissa hyvaksymassa

luonnonsuojelua varten. [55]

Agrobakteerien avulla toteutettu geenimuokkaus on osoittautunut lupaavaksi kasveille haitallisten
tautien torjunnassa. Amerikankastanjaan perehtyneet tutkimukset ovat edenneet pisimmalle,
mutta menetelmada on tutkittu myds muihin puulajeihin kuten amerikanjalavaan. Esimerkiksi
erdassa tutkimuksessa agrobakteereihin liitettiin plasmidivektori, jonka avulla saatiin tuotettua

antimikrobista peptidia, jolla lisasi tutkitusti puun vastustuskykya hollanninjalavantaudille. [12]
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5.POHDINTA

Synteettisen biologian hyddyntdminen luonnonsuojelutarkoituksiin  on verrattain  uusi
tutkimushaara, ja alan tutkimuksia on toteutettu huomattavasti vahemman verrattuna esimerkiksi
laaketieteelliseen tai teolliseen biotekniikkaan. Erilaisten geeniteknilikan menetelmien nopea
kehitys ja niiden sovellettavuus on kuitenkin johtanut synteettisen biologian menetelmien
tutkimiseen myds biodiversiteetin suojelussa. Synteettisen biologian menetelmat voivat auttaa
luontokadon torjumisessa, mutta niihin liittyy vield useita teknisid, sosiaalisia ja eettisia haasteita.
Téssa luvussa kaydaan lapi aiemmin esiteltyihin tekniikoihin liittyvid mahdollisuuksia ja riskeja.

Lisdksi analysoidaan synteettisen biologian roolia osana luonnonsuojelua tulevaisuudessa.

5.1 Geenitekniikan menetelmien tehokkuus ja vaikutukset

Osa synteettisen biologian menetelmistad on kehittynyt pidemmalla kuin toiset. Osa tekniikoista
on vield hyvin uusia, eika niiden soveltamista ole tutkittu viela kaytanndssa. Luvussa 4 esiteltyja
tutkimuksia seka niissa kaytettyjen menetelmien mahdollisuuksia ja haasteita on koottu yhteen

taulukossa 1.

Yksi geeniajuri-tekniikkaan liittyvad kysymys on, kehittyykd kohde-eliGille kyky vaientaa
ajurisysteemia siten, ettd se muuttuu tehottomaksi. Tassda CRISPR-systeemin kaltaiset
synteettiset ja tiettyyn geeniin kohdistuvat ajurit voivat olla haasteellisia. Luontaisesti iimenevien
ajurien kayttdminen saattaa olla tehokkaampaa, koska luontaiset ominaisuudet eivat ole niin
alttiita evolutiivisile muutoksille. Erityisesti CRISPR-geeniajureiden kopioitumismekanismi
perustuu kahdenjuosteen katkoksen korjaamiseen HDR-mekanismilla. Mikali Cas-nukleaasin
tekemé katkos epdonnistuu tai solu korjaa katkoksen NHEJ-menetelmalld, haluttu muutos ei
kopioidu eteenpain vaan syntyy odottamattomia mutaatioita. Toimivien geeniajurien
kehittdmisessa onkin tarpeen varmistaa, etta Cas-nukleaasin aktiivisuus ajoittuu oikein tehokkaan
HDR-mekanismin kanssa. [16] Tama on ollut haasteena erityisesti nisékkaisiin kohdistuvien

ajurien kehittamisessa[43].

Toinen geenimuokkaamiseen liittyva haaste on oikeiden geenien ja niiden mekanismien
tunnistus. Esimerkiksi korallien geeniperiman rakenteesta ja solubiologiasta on olemassa viela
verrattain vahan tietoa, jotta niitd osattaisiin muokata paremmin 1ampda kestaviksi[19].
Bioinformatiikan ja erityisesti koko genomin sekvensointimenetelmien kehitys auttaa kuitenkin

selvittdmaan uusien geenien tutkimista[18].

Kolmantena ajuritekniikan pitdisi vaikuttaa vain kohdelajiin, eikd levitd muihin elidihin. Koska
geeniajureista ei ole olemassa vielda kenttatutkimuksia, niiden laajempia vaikutuksia
ekosysteemitasolla on vaikea arvioida. Siirtogeenit voivat siirtya horisontaalisesti eri
populaatioiden valilla, mika voi tuottaa haitallisia tai ennustamattomia seurauksia. Esimerkiksi jos

geeniajuria paadytaan kayttdmaan haitallisten jyrsijdiden havittdmisessa tietyltd saarelta, on
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hyvin mahdollista, ettd muokatut jyrsijat paasevat salamatkustamaan pois saarelta esimerkiksi
laivojen mukana ja levittdmaan geeniajurin mantereella elaviin populaatioihin. Teorian tasolla
itsedan yllapitava geeniajuri voi levita elidihin jopa globaalilla tasolla, jolloin sen vaikutukset voivat
olla huomattavat. [27,30]

Yksi ratkaisu geeniajurien liialliseen levidmiseen voisi olla MIT-yliopistossa tutkitut daisy-
geeniajurit, joiden nimi tulee englannin paivankakkaraa tarkoittavasta sanasta "daisy”. Tassa
Iahestymistavassa geeniajurin eri osat kuten sgRNA, Cas9 seka siirtogeeni on erotettu toisistaan
ja liitetty paivankakkaran vartta muistuttavaksi ketjuksi. Tassa ketjussa ajurin yksi osa vaikuttaa
seuraavaan, joten geeniajurin teho loppuu hiljalleen sukupolvien kuluessa, kun ajurin
ensimmaisen osan vaikutus ehtyy. Tallainen ajuritekniikka vaikuttaisi lokaalisti, ja sen epatoivotut
vaikutukset muihin populaatioihin olisivat pienemmat. [56] Daisy-ajurin tekniikkaa ja

eroavaisuuksia tavanomaiseen CRISPR-ajuriin on esitetty kuvassa 5.
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Daisy drive: C drives, B drives, p

r I““"F’a'r II II

W. WB WA BB AA 0" . 200

Generations

+ Fast spread
« Transient
» Local

Frequency

Kuva 5. Tavallisen CRISPR-geeniajurin erot verrattuna Daisy-ajuriin. Kuvassa ylhaélla:
Tavanomaisessa synteettisessé geeniajuritekniikassa kaikki geeniajurin osat on sijoitettu samaan
kromosomiin, josta ne kopioituvat HDR-mekanismin avulla vastinkromosomiin. Ajuri levida
nopeasti ja voi teoriassa saavuttaa jopa globaalin tason. Kuvassa alhaalla: Kolmiosaisessa Daisy-
geeniajurissa osa C ajaa B:té ja osa B ajaa A:ta. Eri osat on sijoitettu eri puolille genomia, joten
ne eivét kopioidu samaan kromosomiin. Daisy-geeniajuri levidd aluksi nopeasti, mutta kun C-
osan yleisyys populaatiossa romahtaa, se vaikuttaa ketjureaktiona lopulta muihin geeniajurin
osiin, miké johtaa ajurin tehon loppumiseen. [57]



Taulukko 1. Biodiversiteetin suojeluun liittyvid synteettisen biologian tutkimuksia

Tutkimuskohde

Korallien

lammonkestavyyden

lisdaminen

Punkkeja levittivien

hiirien muokkaus

Haitallisten
jyrsijoiden

torjuminen

Ongelma

Muuttuva
ymparisto,
korallien

vaaleneminen

Punkkiperaiset
taudit

borrelioosi ja

kuten

puutiaisaivokuume

Vieraslajien
aiheuttamat

sukupuutot

Tekniikka

CRISPR/Cas9-

geenimuokkaus

Vasta-aineiden

lisdaminen Cis-
geeniselld
CRISPR/Cas9-

muokkauksella

Erilaiset

geeniajuritekniikat

Mahdollisuudet (+) / Riskit (-)

+

HSF 1-transkriptiotekijan yli-ilmentdminen,

mikrobiomin muokkaaminen[39]

- Puutteellinen tietamys korallien perimasta ja

solubiologiasta,

mahdolliset

vaikutukset ekosysteemille [19]

negatiiviset

+ Hiirien periytyva vastuskyky borrelioosille,

positiiviset vaikutukset

yhteisén mielipiteiden kuuntelu[15]

menetelman

ihmisten terveyteen,

Epatoivotut vaikutukset ekosysteemille,

tehottomuus,

yksildiden levidminen [15]

+

hedelmallisyyden muokkaaminen luontaisella t-

Hiirien

Sry-ajurilla [16]

Geeniajurien

sukupuolijakauman

mahdollinen

muuntogeenisten

ja

tehottomuus,

ekologiset, sosiaaliset ja eettiset haasteet [27]
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Tutkimuksen tilanne

Korallien periman rakennetta on tutkittu QTL-

tutkimuksissa[38]

HSF1-geenin hilientaminen onnistunut CRISPR/Cas9-
muokkauksella [39]

Ensimmainen korallin muokkaus

toteutettu [41]

trans-geeninen

Tauteja levittdvien bakteerien vasta-aineita seka
CRISPR-mekanismin siirtometodeja alkioon on tutkittu,

mutta geenimuokkausta ei ole viela toteutettu[15]

Useaa geeniajuri-systeemia on tutkittu teorian tasolla

ja kayttamalld matemaattisia mallinnuksia [7,16,42]

Joitain tutkimuksia CRISPR-Cas9-geeniajurista hiirille
toteutettu [43,44]



Hyttysten torjunta

Uhanalaisen eldimen

kloonaus

Uhanalaisten puiden
taudinkestavyyden

lisdaminen

Uhanalaisille Erilaiset
linnuille haitallinen

malaria

Populaatioiden iSCNT-kloonaus

pieni koko,
geneettinen

kuormitus

Homesienten Geenimuokkaus

aiheuttamat taudit =~ agrobakteerien

avulla

geeniajuritekniikat

+ Hyttysten sukupuolijakauman ja

hedelmallisyyden muokkaaminen tai
malariavastustuskyvyn lisaaminen X- ja Y-
CRISPR/Cas9-

ajurilla tai Wolbachia-bakteerin avulla [14]

kromosomaalisilla  ajureilla,

- Geeniajurien mahdollinen tehottomuus,

ekologiset, sosiaaliset ja eettiset haasteet [27]
eldimien

+ Uhanalaisten geneettisen

monimuotoisuuden parantaminen, lajin

pelastaminen sukupuutolta [33]
- Kloonattujen elididen selviaminen ja
lisdantyminen,

haasteet [33,34]

yhteiskunnalliset ja eettiset

+ Amerikankastanjan ja amerikanjalavan
muokkaaminen vastustuskykyiseksi homesieni-

infektiota vastaan [12,52]

- Lainsdadantéon liittyvat haasteet ja eettiset

kysymykset [5]
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Ihmiseen malariaa tartuttavan A. spephensi -hyttysen
CRISPR-Cas9-ajurin tutkimukset lupaavia rajatuissa

kenttdolosuhteissa [45]

Rajattuja kenttatutkimuksia lintuihin malariaa levittavan
C. quinquefasciatuksen muokkaamisesta Wolbachia-
bakteerilla [46]

Mustajalkahillerin ja Przewalskinhevosen
kloonauksessa onnistuttu, mutta kloonatut yksilot eivat

ole viela lisdantyneet [33,49]

Zairenleveahuulisarvikuonon kloonaamista tutkittu [33]

Amerikankastanja on muokattu ilmentamaan vehnan

oksidaasi-oksilaatti entsyymia, joka tarjoaa

vastustuskyvyn taudille. Muuntogeenisia puita on

istutettu  saadellyille  pelloille, mutta laajempi
lupamenettely kesken. [55,58]
Amerikanjalavan muokkaamista iimentamaan

antimikrobista peptidia on tutkittu [12]
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Uhanalaisten elididen kloonaamisessa ei olla aiemmin saavutettu erityistd menestysta ja useat
yksiot ovat kuolleet varhaisella ialla. Vaikka SCNT-kloonausprosessi on kaytannon tasolla
samankaltainen eri nisdkaslajeilla, se on toiminut joillekin lajeille paremmin kuin toisille, ja syita
tdhan ei vield juurikaan tunneta. Uhanalaisten villieldinten jalostaminen ja niiden saaminen
lisddntymaan vankeudessa on myds vaikeampaa kuin kotieldinten, joiden kloonauksessa on
saavutettu enemman menestysta. Lisaksi kaupallisilla yhti6illa, jotka kloonaavat kotieldimia, on
enemman taloudellisia resursseja kaytdssdan kuin suojelubiologian tutkimusryhmilld. [33]
Kloonattu mustajalkahilleri ei kyennyt lisdantymaan, ja kloonattu przewalskinhevonen ei ole viela

sukukypsa, joten tutkimustietoa kloonattujen uhanalaisten elaimien jalkelaisista ei viela ole[48].

Uhanalaisten kasvien muokkauksessa agrobakteereilla on saatu aikaan onnistuneita tuloksia,
vaikka muuntogeenisia kasveja ei olla viela hyvaksytty istutettaviksi luontoon[55].
Agrobakteereita on jo pitkdan kaytetty hyvaksi biotekniikassa ja tutkimuksia erilaisten kasvien
muokkauksessa niilld on toteutettu paljon. Tekniikka on kuitenkin kehittynyt jatkuvasti ja
yhdistettyna CRISPR-tekniikkaan se tarjoaa entista tarkemman menetelman kasvien

geenimuokkaukseen[37].

CRISPR/Cas-tekniikan vahvuus on sen monipuolisuus, silla sen avulla voidaan tuottaa
transgeenisia elidita, hilientda geeneja ja toteuttaa nopeasti leviavid geeniajureita. Menetelmaa
hyédynnetaan jollain tavoin useimmissa tassakin tutkielmassa esitellyissa tutkimuksissa.
CRISPR/Cas muokkauksen haasteita ovat esimerkiksi sen kohdistuminen vaariin kohteisiin,
Cas9-nukleaasin sytotoksisuus ja rajoittunut usean geenin muokkaamistehokkuus. CRISPR-
systeemi voidaan optimoida sitd hyddyntavan sovelluksen mukaan. Esimerkiksi muokkaamalla
kaytettyd sgRNA:ta tai Cas-nukleaasia voidaan vaikuttaa haluttuun muokkaukseen ja sen
tarkkuuteen. Viime vuosina on kehitetty erilaisia korkean tarkkuuden Cas9-variantteja, joilla

voidaan esimerkiksi parantaa PAM-alueen tunnistuskykya ja DNA-spesifisyytta. [24]

5.2 Bioeettiset nakokulmat

Eldimien geenimuokkaukseen ja erityisesti geeniajurien kayttdon liittyy useita eettisia kysymyksia.
Yhteison suhtautuminen geenimuokkaukseen vaihtelee ja tukea uusille hankkeille ja
geenimuokattujen organismien tuottamiselle voi olla hankala saada. Kun tekniikan kohteena on
jaettu ymparistd, erityisesti geenimuokattujen elididen epatoivotut tai peruuttamattomat

vaikutukset herattavat huolia.

Yksi peruste geenitekniikan menetelmien puolesta on se, ettd ihmiset ovat jo tuhansien vuosien
ajan toiminnallaan muokanneet seka villieldinten ettd tuotantoeldinten evoluutiota. Lisaksi
luonnollisen evoluution mukana on siirtynyt geneettistd materiaalia horisontaalisesti eri lajien
véilld. Esimerkiksi lehméat jakavat 25 % genomistaan k&armeiden kanssa, vaikka niiden
sukulaisuussuhde lajeina on kaukainen[15]. Ihminen on ratkaissut esimerkiksi haitallisten
vieraslajien torjumisen tahan asti myrkyilla, joilla on paljon epatoivottuja ymparistdvaikutuksia.
Synteettisen biologian kehitys on tuonut geenimuokkaukseen nopeampia, tarkempia ja

tehokkaampia menetelmia. Ihminen on pitkalti omalla toiminnallaan aiheuttanut nykyisen teollisen
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ajan sukupuuttoaallon, joten voisi olla vaikeaa perustella, miksi synteettistd biologiaa ei voisi
kayttaa apuna ratkaisemaan luontokatoon liittyvia ongelmia. Toinen eettinen kysymys koskeekin
sita, ettd onko vaarin olla kayttamatta tyokaluja, jotka voisivat estdd eldinten kuolemista
sukupuuttoon. Geeniajuritekniikkaa ollaan tutkittu myds ihmisille haitalliseen malariaan, ja jo
vuosikymmenen viive tekniikan kdyttddnotossa voisi tarkoittaa miljoonia muuten estettavissa
olevia kuolemia[27]. Vakavat ongelmat tarvitsevat tehokkaita ratkaisuja, ja erityisesti

ihmishenkien pelastamiseen ollaan valmiina investoimaan.

Geeniajureihin liittyy paljon eettisia kysymyksia, jotka taytyy ratkaista ennen kuin niitd voidaan
kayttda luonnollisissa elinymparistdissa. Yksi kysymys on, ettd onko oikein kayttaa
geeniajuritekniikkaa vieraslajien havittamiseen. Osa tutkijoista onkin vaatinut Iykkaysta
geeniajurien kayttéonotolle luonnonsuojelussa. Tekniikkaa ei olla tutkittu viela tarpeeksi, jotta sen
laaja-alaisia vaikutuksia osattaisiin arvioida. Osa tutkijoista on linjannut, ettd itselevidvan
geeniajurin kayttdminen havittdmaan tietyn lajin paikallinen populaatio ei ole turvallista, silla riski
ajurin levidmiseen globaalisti on suuri. [27,59] Esimerkiksi MIT-yliopiston tutkija Kevin Esvelt on
kertonut, etta oli virhe lisdtd geeniajurit potentiaaliseksi vastaukseksi vieraslajien havittdmiseen
hanen aiemmin kirjoittamassa julkaisussaan[27]. Geeniajurien vaikutuksia olisi tarpeen tutkia
ensin pienessa mittakaavassa, esimerkiksi pienilla eristdytyneilla saarilla, ja positiivisten tulosten
myo6ta siirtyd isompaan mittakaavaan. Lisaksi Daisy-ajurin tapaisilla vain paikalliseen
populaatioon vaikuttavilla ratkaisuilla voidaan valttaa ajurin leviaminen laajemmalle alueelle, kuin
on tarkoitus. Tata lahestymistapaa on ehdotettu esimerkiksi aiemmin mainitun Mice against ticks
-ryhman tutkimuksessa[15]. Lisdksi useassa eri tutkimuksessa on painotettu, ettad ratkaisuissa
tulee ottaa huomioon paikalliset yhteis6t ja sidosryhmat, erityisesti alkuperaisasukkaat ja
marginaalissa olevat yhteis6t[5,27,60]. Koska ymparistd on jaettu, siihen tehdyissa

muokkauksissa taytyy ottaa huomioon kaikki mielipiteet.

Kloonaukseen liittyy kysymys siitd, onko kloonattu laji enda sama kuin alkuperainen uhanalainen
laji. Kloonattu vyksil6 voi esimerkiksi sisaltdd mt-DNA:ta sijaisaidiltdan. Esimerkiksi
zairenlevahuulisarvikuonojen periman taydellinen pelastaminen on mahdotonta, koska Iajin
yksil6itéd on jaljelld niin vahan. Toisaalta kloonaus on kallista, ja osa luonnonsuojelijoista on
ilmaissut huolensa siitd, ettd vahentdakd kyky kloonata harvinaisia elaimia kiinnostusta
perinteisempiin suojeluhankkeisiin kuten suojelualueiden perustamiseen. [33] Osa tutkijoista on
suhtautunut  epdillen esimerkiksi siihen, auttaako mustajalkahillerin  kloonaaminen
todellisuudessa sen luonnollisen populaation selviamistd. Mustajalkahillereiden paaasiallinen
uhka on rutto ja niille sopivien elinalueiden vahentyminen. Vaikka mustajalkahillereita
muokattaisiin vastustuskykyiseksi rutolle, se uhkaa kuitenkin myos niiden paaasiallista
ruuanlahdetta, preeriakoiria. Toisaalta viime vuosikymmenen aikana preeriakoirien levinneisyys
on vahentynyt yli 95 % ihmisten tekemien myrkytyksien takia. [61] Mustajalkahillerien
tehokkaassa suojelussa pitdisi siis ensisijaisesti kiinnittdd huomiota niiden elinalueiden

turvaamiseen.



29

Kloonaustekniikkaa on myds tutkittu jo sukupuuttoon kuolleisiin eldimiin. Yhdysvalloissa toimiva
Colossal-yhtié pyrkii esimerkiksi palauttamaan villamammutin takaisin arktiseen luontoon
kayttamalla hyvaksi sailynyttda mammutin DNA:ta ja hyodyntamalla aasiannorsua iSCNT-
kloonauksessa. [62] Tekniikan tasolla projekti voi olla mahdollinen, mutta aiheeseen liittyy

valtavasti eettisid kysymyksia.

Synteettisen biologian menetelmiin saattaa sisaltyd riski yksityisten tahojen tavoittelemasta
hyddysta, josta koituu haittaa muille. Esimerkiksi joitain tekniikoita voitaisiin kayttaa
sotilastarkoituksiin. Moni tassa tutkielmassa esitellyista tutkimuksista pyrkii avoimuuteen ja
esimerkiksi Darling 58 -amerikankastanjoita ei olla patentoitu[5]. Mice against ticks- projektissa
saarilla elavien yhteisdjen mielipiteet ja toiveet geenitekniikan kayttamisesta otettiin huomioon
heti tutkimuksen alusta lahtien, ja tutkijat painottivat, ettd mikali enemmisté ei halua, ettad alueen
hiirid muokataan taudeille vastustuskykyisiksi, kaytdnndn toteutukseen ei ryhdytd. Avoin
keskustelu geenitekniikan vaikutuksista vaikutti tutkimuksessa yhteisdjen positiivisempaan
suhtautumiseen sitd kohtaan. [15] Vaikka tutkimusryhmat pyrkisivat avoimuuteen, on kuitenkin
mahdollisuus, ettd niitd tukevat yksityiset yritykset tavoittelevat hydtya tehdyista tutkimuksista.
Esimerkiksi Bayer ja ArborGen, jotka ovat kaupallisia metsatalousyhtitita, ovat rahoittaneet
amerikankastanjaprojektia ja Yhdysvaltain keskustiedustelupalvelu CIA kuuluu mammutin

kloonausta tutkivan Colossal-yhtion rahoittajiin[5,63]

5.3 Tulevaisuuden nakymat

Tassa tutkielmassa esitettyjen synteettisen biologian menetelmien tulevaisuutta osana

luonnonsuojelua on arvioitu kuvassa 6.

Agrobakteereilla toteutettu kasvien muokkaus on jo pitkaan kaytdssa ollut tekniikka, jolla on saatu
onnistuneita tuloksia aikaan. Jos Darling-58 amerikankastanjat saavat luvan metsaistutuksia
varten, niista tulee ensimmainen hyvaksytty muuntogeeninen organismi

luonnonsuojelutarkoituksiin[55].

Uhanalaisten elainlajien kloonaamisessa on jo saavutettu teknisia edistysaskelia, mutta kestda
viela kauan ennen kuin niitd voidaan todella kayttaa hyvaksi luontokadon torjumisessa. Vaikka
kloonattujen yksildiden jalkelaiset olisivat elinvoimaisia, kestaa kuitenkin kauan, etta ne saisivat
luvan luontoon vapauttamista varten[33]. Toisaalta sukuputtoon kuolleen eldaimen kloonaaminen
saattaa edetad kaytannon tutkimuksiin jo verrattain lahiaikoina, sillda Colossal-yhtié on ottanut

tavoitteekseen yrittdd mammutin iISCNT-kloonausta jo vuonna 2027[64].

Lajien muokkaaminen CRISPR/Cas-tekniikan avulla vastustuskykyiseksi esimerkiksi tauteja ja
iimastonldmpenemistd vastaan on osoittautunut lupaavaksi, ja tekniikalla on monipuoliset
hyddyntdmismahdollisuudet. Vaarantuneiden elididen, kuten korallien, muokkauksessa voi kulua
viela kauan. Lajien periman rakenteen tutkiminen vie aikaa, ja toisaalta muuntogeenisia elidita
saadellaan voimakkaasti. Aiheeseen liittyvat laboratoriotutkimukset voisivat kuitenkin yleistya jo

lahivuosien aikana.
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CRISPR/Cas-tekniikan hyédyntdminen geeniajureissa on edessa luultavasti vasta kaukaisessa
tulevaisuudessa, silld tehokkaasti levidvien geenimuokkauksien hyddyntamiseen liittyy paljon
eettisia ja teknisia haasteita. Ajurien toimintaa on tarpeen tutkia tarkoin rajatussa ymparistossa
ennen laajempaan mittakaavaan siirtymista. Luonnollisiin ajureihin perustuvat systeemit ja edella
esitellyt lokaalisti toimivat Daisy-ajurit voisivat olla ensimmaisia geeniajuritekniikan kaytannén

sovelluksia.

Kasvien muokkaus
agrobaktearailla

Uhanalaizan slainlajin
kloonaus

Lajin muokkaaminan
CRISPR-tekniikalla
taudille tai
muuttuvells imastolls
vastustuskylkyissksi

Haitallistan elifidan
torjunts geeniajurilla

| 2030 2040 2050

2024

Kuva 6. Synteettisen biologian ratkaisut luonnonsuojelussa tulevaisuudessa

Synteettisen biologian tulevaisuuteen osana luonnonsuojelua vaikuttaa erityisesti lainsaadanto.
Alan tekninen kehitys on ollut niin nopeaa, etta lainsdddannon on ollut vaikea pysya siind mukana.
Geenimuokatut lajit saattavat ylittdd valtioiden rajoja, mutta synteettistd biologiaa koskeva
lainsdadanto vaihtelee eri maissa ympari maailman. Talla hetkelld synteettiselle biologialle ei ole
standardisoitua kansainvalistd maaritelma3, eika synteettisen biologian kehityksen valvomiseen
ole kansainvalisia sopimuksia. [5] Maailmanlaajuisen synteettisen biologian lakikehyksen
luominen olisi myOs hankalaa, silla monissa maissa lainsdadanndssa on merkittavia puutteita ja
viranomaisvalvonnan kapasiteetti on rajoittunutta. [65] Toisaalta lainsdadannosta kaytava
keskustelu saattaa vaihdella myds maan sisaisten viranomaisten valilla. Esimerkiksi Yhdysvaltain

maatalousministerid on linjannut, ettd jos CRISPR/Cas-tekniikalla muokattu elid ei vaadi
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lainsdadanndllista valvontaa, jos kaikki siind kaytetty geneettinen materiaali on peraisin
alkuperaisesta lajista. Talléin muokattua organismia kasiteltaisiin samanlaisena kuin esimerkiksi
perinteisilla jalostusmenetelmilla tuotettuja kasveja. Toisaalta Yhdysvaltojen FDA-virasto ei ole

vield linjannut tarkkaan, kuinka se saatelee geneettisesti muokattuja viljelykasveja. [60]
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6. YHTEENVETO

Biodiversiteetin globaali vAheneminen on vakava, monikasvoinen ja kiihtyva uhka, ja sitd vastaan
on tarpeen l6ytda tehokkaita ratkaisuja. Synteettisen biologian menetelmat eivat voi taysin
syrjayttaa perinteisia keinoja luonnonsuojeluun, mutta ne tarjoavat mielenkiintoisia vaihtoehtoja
niiden rinnalle. Hyodynnettavia tekniikoita ovat esimerkiksi CRISPR/Cas-geenimuokkaus,
geeniajurit, SCNT-kloonaus sekad kasvien geenimuokkaus agrobakteerien avulla. Tassa
tutkielmassa esitellyilla tekniikoilla voitaisiin torjua haitallisia vieraslajeja, auttaa uhanlaisia eli6ita
selviamaan ilmastonmuutoksen vaikutuksista ja taudinaiheuttajista seka lisatéd uhanalaisen lajin

geneettistd monimuotoisuutta.

Kirjallisuuden perusteella joitain lupaavia tuloksia on jo saatu aikaan. Esimerkiksi uhanalaiselle
amerikankastanjalle agrobakteerien avulla tuotettu vastustuskyky homesienta vastaan on erittain
lupaava, ja siirtogeeniset puut kasvavat jo eristetyilla alueilla Yhdysvalloissa. Lisaksi uhanalaisten
elaimien kloonaamisessa on saatu aikaan positiivisia tuloksia mustajalkahillerin ja
przewalskinhevosen osalta. Elididen geenimuokkaus CRISPR/Cas-tekniikalla tarjoaa
monipuolisen ja tehokkaan tydkalun erilaisten elididen muokkaukseen, ja sen avulla on voitu
esimerkiksi hiljentda korallien lammonsaatelysta vastaava HSF1-geeni. CRISPR-tekniikkaa
voitaisiin hyédyntdd myds punkkien levittdmille taudeille vastustuskykyisten metsapeurahiirujen

muokkaamisessa.

Toisaalta juuri minkaan tassa tutkielmassa esitellyn tekniikan sovellusta luonnonsuojeluun ei olla
viela tutkittu kdytannon tasolla elididen luontaisessa elinymparistéssa. Siten niiden laajempia
vaikutuksia yksil6on tai koko ekosysteemiin on viela hankala arvioida, ja vaikuttaa silt3, etta
synteettisen biologian hyddyntaminen laajamittaisesti osana luonnonsuojelua ei ole mahdollista
viela ainakaan vuosikymmeneen. Erityisesti geeniajurien kayttéonotto on viela kaukana
tulevaisuudessa. Bioeettiset kysymykset ja tekniikoihin liittyvat riskit jarruttavat kehitysta. Lisaksi

lainsdadannon kehittyminen vaikuttaa synteettisen biologian hyédyntamiseen.

Luontokatoon liittyvid ongelmia esiintyy maailmanlaajuisesti ja synteettisen biologian
menetelmien hyddyntdminen niiden ratkaisussa tarjoaa paljon aiheita lisatutkimuksiin.
Esimerkiksi sammakkoelaimille haitalliseen kytridiomykoosi-tautiin voitaisiin etsia ratkaisua
geenimuokkauksen avulla. Lisaksi synteettisen biologian menetelmilla voitaisiin tutkia

vaihtoehtoja korvaamaan teollisuudessa kaytettavia elainperaisia yhdisteita.

Onnistuneissa hankkeissa vaaditaan yhteistydta suojelubiologien, synteettisen biologian
tutkijoiden seka paikallisten ihmisyhteisdjen valillda. Menetelmiin liittyvid riskeja ja eettisia
kysymyksid ei voi aliarvioida. Toisaalta biotekniikan kehitykseen liittyvat mahdollisuudet
luontokadon torjumisessa on hyva pitda mielessa. Geenitekniikan asiantuntijoiden on tarpeen olla
hyvin perilld ekologiasta ja siitd, kuinka menetelmien sovellukset vaikuttavat eldinpopulaatioihin

ja koko ekosysteemiin.
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