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Paaaine: Bio- ja ymparistdtekniikka

CRISPR-interferenssi on uusi, mutta tiedepiireissa jo paljon huomiota saanut geenien
ekspressiosaatelytekniikka. Se perustuu prokaryooteista |6ydettyyn CRISPR/Cas9-im-
muunijarjestelmaan, jossa ainoastaan yksi proteiini vastaa solussa vieraan DNA:n pilk-
komisesta. Nukleaasiaktiivisuuden hiljentavallda mutaatiolla saadaan kuitenkin aikaan
proteiini, joka pilkkomisen sijasta estda stereomeerisesti kohde-DNA:n transkription, ja
edelleen tarkoituksenmukaisesti kaytettdessa geenin hiljenemisen. CRISPR-interfe-
renssi on tarkkuutensa, saadettavyytensa ja palautuvuutensa ansiosta ennennakematon
geenien ekspressiosaatelytekniikka, jonka on potentiaalinsa vuoksi spekuloitu syrjaytta-
van yleisimmat kaytdssa olevat tekniikat.

Potentiaalisista ominaisuuksistaan huolimatta CRISPR-interferenssin kaytanndlli-
syytta ei ole viela vertailtu suhteessa muihin tunnettuihin ekspressiosaatelymenetelmiin.
Tassa tydssa kootaan julkaistuihin tutkimuksiin pohjautuvaa vertailuaineistoa, jonka
avulla pyritddan muodostamaan kasitys CRISPR-interferenssin tAmanhetkisesta kilpailu-
kykyisyydesta ja valmiudesta teollisten sovellusten tydkaluksi. CRISPR-interferenssin on
jo osoitettu soveltuvan monenlaisiin kayttétarkoituksiin, mutta riittdvan vertailudatan ke-
raamiseksi tassa tydssa vertailun painopisteeksi on valittu hiljennystehokkuuden ja spe-
sifisyyden ohella saavutukset bakteerien metaboliamuokkauksissa.

Keratyn datan perusteella paadyttiin johtopaatdkseen, etta vaikka CRISPR-interfe-
renssi suoriutuu selkeadsti muita saatelytekniikoita paremmin, ei tekniikka silti ole yksi-
selitteisesti kaytannollisin menetelma metaboliamuokkaukseen. Tama johtuu siita, etta
eri sovelluksilla voi olla hyvin erilaisia rajoitteita ja prioriteetteja, joihin CRISPR-interfe-
renssi ei pysty aina esimerkiksi kustannustehokkuudeltaan vastaamaan. Metabolia-
muokkauksissa CRISPR-interferenssi ei vield yksinaan parjaa yhdistelmatekniikoille, joi-
hin liittyy usein myos geenien deleetioita. On kuitenkin huomionarvoista, etta tahanasti-
sissa CRISPR-interferenssin metaboliamuokkaukseen kohdistuvissa tutkimuksissa on
usein tavoitteena tuottavuuden maksimoinnin sijasta yleisen soveltuvuuden tarkastelu.
CRISPR-interferenssin kaytannén potentiaalin mittaamiseksi tarvitaankin lisatutkimuk-
sia, joiden prioriteettina on tuottavuus ja/tai kannattavuus.

Avainsanat: CRISPR-interferenssi, CRISPR/Cas9, metaboliamuokkaus, geenien eks-
pressiosaately
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LYHENTEET JA MERKINNAT
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RNAi

RNAP
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Antisense oligonucleotide. Yksijuosteinen RNA-molekyyli, joka si-
toutuu yksijuosteiseen lahetti-RNA:han estden sen translaation. Ta-
han viitataan usein myos lyhenteillda AGO tai ASO.
CRISPR-associated protein. CRISPR-jarjestelman kayttdma protei-
ini.

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats. DNA-
juoste, joka sisaltaa virusperaistad DNA:ia.

CRISPR interference. CRISPR/Cas-jarjestelmaan perustuva gee-
nien ekspression saatelytekniikka.

CRISPR-RNA. CRISPR-DNA:sta transkriptoitu RNA-molekyyli, joka
sisaltaa virusperaista geneettista tietoa.

Deoksiribonukleiinihappo. Geneettista tietoa sisaltava molekyyli.
Endonukleaasidomeeni, joka on nimetty rakenteensa perusteella
histidiinin (H) ja asparagiinin (N) mukaan.

Locked nucleic acid. DNA:n kaltainen rakenne, jonka sokerirun-
gossa on ylimaarainen hiilisilta.

MicroRNA. RNAi-tekniikan kayttdma RNA-molekyyli, joka sitoutuu
yksijuosteiseen lahetti-RNA:han estaen sen translation.
Protospacer adjacent motif. Lyhyt nukleotidisekvenssi, jonka avulla
Cas-proteiini tunnistaa kohdejuosteen.

RNA-induced silencing complex. Proteiinikompleksi, joka pilkkoo Ia-
hetti-RNA:ta komplementaarisen ohje-RNA:n avulla.
Ribonukleiinihappo. DNA:n kaltainen rakenne, jonka sokerirungossa
deoksiriboosi on korvattu riboosilla.

RNA interference. Geenien ekspression saatelytekniikka.
RNA-polymeraasi. DNA:n transkriptiosta vastaava entsyymi.
Ribonukleaasi H. RNA-juosteen hajoamista katalysoiva proteiini.
Cas9-proteiinin nukleaasidomeeni, joka kykenee aiheuttamaan kat-
koksen DNA-juosteeseen.

Small guide RNA. Keinotekoisesti valmistettavissa oleva RNA-mo-
lekyyli, jonka avulla Cas-nukleaasit l16ytavat kohde-DNA:n. Tahan

viitataan myos usein lyhenteella gRNA.



siRNA Small interfering RNA. RNAi-tekniikan kayttama RNA-molekyyli,

joka sitoutuu yksijuosteiseen lahetti-RNA:han estden sen translaa-

tion.

TALEN Transcriptor-activator-like effector nuclease. Geenimuokkaustek-
niikka.

tracrRNA Trans-activating crRNA. CrRNA:n biogeneesia avustava hiusneula-

maisesti laskostunut RNA-molekyyli.

ZFN Zinc finger nuclease. Geenimuokkaustekniikka.



1. JOHDANTO

Bakteerit ovat keskeisia teollisen biotekniikan tydkaluja. Ihmisen tavoin bakteerien taytyy
selvitdkseen kasitelld molekyyleja anabolisissa ja katabolisissa reaktioissaan, jolloin |ah-
totuotteet muuttuvat uusiksi yhdisteiksi. (Nealson, 1999) Tutkimuksessa ja teollisuu-
dessa on hyddynnetty tatd ominaisuutta kayttdmalla bakteereita erdanlaisina tuotanto-
linjoina, joissa lahtdaineet muutetaan niiden metaboliassa arvokkaiksi yhdisteiksi, kuten
ladkeaineiksi (Magocha et al., 2018). Luonnolliset ja muuntelemattomat mikrobit kuiten-
kin kayttavat aineenvaihduntareittejadn vain sen verran kuin ne tarvitsevat (Hibbing et
al., 2010), eivatka lahtéaineet aina edes prosessoidu juuri halutuiksi yhdisteiksi. Baktee-
rien tuottavuutta onkin yleensa tarpeellista tehostaa geenimuokkauksella tai -saatelylla,
jonka seurauksena haluttuja aineenvaihduntareitteja aktivoidaan ja epatoivottuja hiljen-
netaan. (Nicolaou et al., 2010; Alper and Avalos, 2018; Wess et al., 2019)

Vaikka geenimuokkausta on harjoitettu ja kehitetty jo useita vuosikymmenia (Rothstein,
1983; Smithies et al., 1985), ovat tutkijoiden kaytdssa olevat tydkalut ja menetelmat edel-
leen jokseenkin kalliita, epakaytanndllisia ja toiminnallisuudeltaan osittain sattumaankin
perustuvia (Osborn, Belanto et al., 2016; Jackson et al., 2003; Osborn, Webber et al.,
2016; Pattanayak et al., 2011). Tieteen kehittyminen luo jatkuvasti uusia ja ennennake-
mattdmid mahdollisuuksia biologian hyédyntamiselle, mika taas lisaa tarvetta tehok-
kaampien geeniteknisten tyokalujen kehittamiselle. Yksi potentiaalinen ratkaisu on uusi
CRISPR/Cas9 -tekniikka (Jinek et al., 2013). CRISPR/Cas9:sta johdetuista sovelluksista
povataan jopa uutta geenikasittelyn aikakautta, joka voi tehokkuudellaan antaa mahdol-
lisuuksia vallankumoukselliseen biologian mikrotason rakennuspalikoiden hallitsemi-
seen aina aineenvaihdunnan muokkaamisesta geneettisten sairauksien parantamiseen
(Kleinstiver et al., 2016; Das et al., 2019). Potentiaalistaan huolimatta CRISPR:n kaytan-
ndllisyys suhteessa muihin geenienkasittelymenetelmiin on viela perusteellisesti maarit-
telematta, minka vuoksi tassa tydssa vertaillaan menetelmia keskenaan aiempien tutki-

mustulosten perusteella.

Luvussa 2 tarkastellaan CRISPR/Cas9-tekniikkaa ja sita, miten se on antanut tiedemie-
hille ainutlaatuista potentiaalia tarkkaan ja tehokkaaseen geenien kasittelyyn. Luvussa 3

tutustutaan edelld mainitusta tekniikasta johdettuun CRISPR-interferenssi-sovellukseen.



Luvussa 4 kdydaan ensin lapi yleisimpien geenimuokkausmenetelmien toimintaperiaat-
teet, heikkoudet ja vahvuudet, minka jalkeen naitd ominaisuuksia verrataan CRISPR-
interferenssiin. Lopuksi kootaan yhteenveto ja paatelmat CRISPR-interferenssin ase-

masta geenisaatelytydkaluna.



2. CRISPR/CAS9

2.1 Alkupera

CRISPR on prokaryooteista I6ydetty luontainen immuunijarjestelma viruksia vastaan.
Vaikka tdman immuunijarjestelman 16ytamisesta on kulunut jo yli 30 vuotta, on sen bio-
logisen merkityksen ymmartaminen vaatinut paljon spekulaatiota, hypoteeseja seka tut-
kimuksia. Alun perin ensimmainen vihje CRISPR:n olemassaolosta perustuikin puhtaasti
sattumaan (Ishino et al., 1987). Teknologian kehittymisen my6ta genomien sekvensoi-
misesta alkoi tulla yha helpompaa, minka johdosta yha useampi tutkimusryhma havaitsi
eri mikrobilajikkeiden kantavan saman tyyppisia DNA-toistorakenteita. Biologiselta mer-
kitykseltdan tuntematon CRISPR-rakenne on ennen saanut useita nimityksia eri tutki-
musryhmilta, kuten "short regularly spaced repeats” (SRSR) (Mojica et al., 1993), "spa-
cers interspersed direct repeats” (SPIDR) (Jansen et al., 2002) ja "large cluster of tan-
dem repeats” (LCTR) (She et al., 2001). Lopulta vuonna 2002 tehdyn aloitteen seurauk-
sena CRISPR vakiintui tiedepiireissa neuvottelujen jalkeen DNA-rakenteen yhteiseksi
nimitykseksi (Ishino et al., 2018).

CRISPR-rakenne léydettiin ensimmaista kertaa tietoisesti vuonna 1987, kun Ishino et al.
tutkivat E. colin iap-geenin sekvensointia (Ishino et al., 2018). Sekvensoinnin seurauk-
sena heidan huomionsa kiinnittyi kuitenkin tuntemattomaan DNA-rakenteeseen, jossa
32 nukleotidin valein toistui viisi Iahes identtistd 29 nukleotidin sekvenssia. Tutkimus-
ryhma ei kuitenkaan osannut viela sen aikaisilla tiedoilla maaritella CRISPR:n biologista
merkitysta, silla vastaavia DNA-toistojaksoja ei I0ytynyt olemassa olevista tietokan-
noista. (Ishino et al., 1987)

Vuonna 1993 Francisco Mojica kollegoineen I0ysi samanlaisen toistojaksorakenteen,
CRISPR:n, ensimmaista kertaa myds arkeonista, kun he tutkivat Haloferax mediter-
ranein genomia (Mojica et al., 1993). LOyto oli merkittava, silla CRISPR:n ilmeneminen
kahdessa eri eliokunnan domeenissa antoi tiedemiehille viitteita siita, etta kyseisella
DNA-rakenteella luultavasti on mikrobien biologian kannalta jokin keskeinen rooli (Ishino
et al., 2018).

CRISPR:n todellinen biologinen tarkoitus alkoi kuitenkin selvitd vuonna 2005, kun Mojica

et al. sekd Pourcel et al. huomasivat tutkimuksissaan, ettd CRISPR-valikkeiden DNA-



sekvenssit tasmasivat tunnettujen bakteriofagien sekvenssien kanssa (Mojica et al.,
2005; Pourcel et al., 2005). Lisaksi ilmeni, ettéd bakteriofagien DNA:ta CRISPR-raken-
teessaan omaavat prokaryootit ovat vastustuskykyisia kyseisten bakteriofagien infekti-
oille. Naiden l6ytdjen pohjalta he paattelivat, ettd CRISPR-jaksot toimivat osana jonkin-
laista prokaryoottien immuunijarjestelmaa, jossa vieras DNA sailétdan CRISPR-raken-
teeseen erdanlaiseksi solun muistiksi aikaisemmista infektioista. (Ishino et al., 2018)
Tama teoria todistettiin kokeellisesti paikkansa pitdvaksi vuonna 2007 (Barrangou et al.,
2007).

2.2 Funktionaaliset osat

CRISPR-jarjestelmia on rakenteeltaan monenlaisia, mutta niiden kaikkien toiminnan pe-
rusedellytyksend on yksi tai useampi geenijoukko eli CRISPR/cas-lokus, joka koostuu
paaasiassa Cas-operonista (CRISPR associated), johtosekvenssista seka varsinaisesta
CRISPR-alueesta (eng. "CRISPR-array”) (kuva 1) (Makarova et al., 2015). CRISPR on
pitkd DNA-kaksoisjuoste, jonka tehtavana on toimia varastona vieraalta faagilta keratylle
DNA:lle. Sen rakenteessa vuorottelevat sekvensseiltdan homologiset, toistuvat nukleoti-
disekvenssit seka niiden valiin jaavat yksildlliset alueet, joita kutsutaan valikkeiksi (eng.
"spacer”). Nama valikkeet sisaltavat bakteerin jo aiemmin infektoineiden faagien DNA:ta,
jonka avulla cas-proteiinit kykenevat jatkossa torjumaan samojen faagien infektiopyrki-
myksia. Toistosekvenssien pituudet ovat tyypillisesti 21-48 nukleotidia, kun taas viraa-
listen valikkeiden pituudet ovat noin 26—72 nukleotidia. (Rath et al., 2015)

Cas-operoni lohtosekvenssi CRISPR

I I l

| 1

Viraalista
DMNA:ta

Toistojakso

Kuva 1. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) -jérjes-
telmien toiminnalle vélttdméattoméat geenit ja niiden jérjestdytyminen CRISPR-lokuk-
sessa. Muokattu lahteestéa (Mojica and Garrett,2013)

Cas-nukleaasit vastaavat infektiotilanteessa varsinaisen immuniteetin aiheuttamasta va-
lintulosta. Naiden proteiinien seka niitéa ilmentavien geenien lisaksi jarjestelman koko-

naisvaltaiselle toimivuudelle ovat valttdmattomia CRISPR-toistojaksoista valmistetut



crRNA-molekyylit (CRISPR-RNA), jotka ohjaavat Cas-nukleaasien toimintaa. Erilaisia
jarjestelmalle ominaisia proteiiniluokkia on tunnistettu jo useita kymmenia, ja ne jaetaan
toiminnallisuutensa perusteella adaptaatio-, vaikuttaja-, ekspressio- ja avustajaproteii-
neihin (kuva 2). Adaptaatioproteiinit vastaavat uuden, viraalisen geneettisen materiaalin
tunnistamisesta ja liittmisestd DNA:na CRISPR-lokukseen. Ekspressioproteiinit jalosta-
vat esi-crRNA:n valmiiksi crRNA:ksi ja edesauttavat nukleaasikompleksin sitoutumista
kohteeseensa. Vaikuttajaproteiinit puolestaan hyddyntavat valmistettua crRNA:ta 16y-
tadkseen solusta faagien geneettistd materiaalia ja pilkkoakseen sen. Avustajaproteii-
neiksi kutsutaan CRISPR/Cas-jarjestelman tapauksessa niiden proteiinien joukkoa, jotka
ovat harvinaisia, toiminnaltaan yksil6llisia tai joiden funktiota ei vield tunneta. Spekuloi-
tuja avustajaproteiineihin liittyvia toimintoja ovat muun muassa CRISPR/Cas-kytkdksi-
nen apoptoosi, CRISPR/Cas-jarjestelman aktiivisuuden saately ja CRISPR-integraatio-
prosessin turvaaminen. (Makarova et al., 2011; Makarova et al., 2013; Makarova et al.,
2015)

Ekspressio Vaikuttaja Adaptaatio Avustaja
Esi-crRMA crRNA:han ja kohteeseen sitoutuminen Kohteen katkaisu Valikkeen lisays Saately Awustavatal
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Kuva 2. Yleisimmét tunnetut CRISPR-associated (Cas) -proteiinit ja niiden luokit-
telu neljdén toiminnalliseen rooliin CRISPR-jarjestelmétyypeittéin. Katkoviivalla
ympyréidyt proteiinit eivét ole Kyseisen jérjestelmétyypin toiminnan kannalta vélt-
tdméttémia. Muokattu lahteestd (Makarova et al., 2015)

Cas-proteiineja iimentaa joukko geeneja, joista kaytetdan yhteisesti nimitysta Cas-ope-
roni. Nama geenit sijaitsevat CRISPR-lokuksen laheisyydessa ennen johtosekvenssia
lukuun ottamatta joitakin poikkeuksia, kuten avustajaproteiinien geeneja. Cas-operonin
sisaltamat geenit vaihtelevat kaytdssa olevan CRISPR/Cas-jarjestelmatyypin perus-
teella, mutta yleisimmat ja lahes kaikissa jarjestelmissa esiintyvat proteiinit ovat Cas1,
Cas2 ja Cas4. (Yosef et al., 2012; Garrett et al., 2011; Makarova et al., 2011) Merkittavia

yksittaisten jarjestelmien tunnusomaisia proteiineja ovat Cas3 tyypille I, Cas9 tyypille II



ja Cas10 tyypille lll. (Karimi et al., 2018) Monet Cas-proteiinit toimivat yhteistydssé muo-
dostaen proteiinikomplekseja, joihin viitataan tyypin | jarjestelmissa kaskadeilla ja tyyp-
pien llI-A ja 1lI-B jarjestelmissa lyhenteilla Csm ja Cmr. (Brouns et al., 2008; Makarova
etal., 2015).

Johtosekvenssi (eng. "leader sequence”) on CRISPR-rakenteen ja Cas-operonin valiin
jaava noin 100-500 nukleotidin pituinen alue (Alkhnbashi et al., 2016), joka voidaan ja-
kaa ydin- ja pidennysosaan. Suurin osa johtosekvenssista on harvoin taysin homologista
eri mikrobisukujen CRISPR/Cas-jarjestelmien valilla, mutta valittémasti CRISPR-lokuk-
sen vieressa sijaitseva johtosekvenssin ydinosa on séilynyt samanlaisena kaukaisem-
paakin sukua olevien lajien valilla. (Shah and Garrett, 2011; Lillestal et al., 2009; Alkhn-
bashi et al., 2016) Johtosekvenssi toimii CRISPR-jarjestelmissa transkriptiopromootto-
rina (Brouns et al., 2008; Lillestal et al., 2009), minka lisaksi silla on osoitettu olevan
keskeinen rooli CRISPR/Cas-jarjestelman adaptaatiovaiheen kannalta (Diez-Villasefior
et al.,, 2013; Erdmann and Garrett, 2012; Yosef et al., 2012). Erinaiset testit viittaavat
siihen, ettd johtosekvenssin puuttuminen johtaa infektiotilanteessa virusperaisen DNA:n
insertoinnin hairiintymiseen (Yosef et al., 2012; Erdmann and Garrett, 2012; Garrett et
al., 2015), mika saattaa myos olla CRISPR:lle immuunien faagien keskeinen selviamis-
keino (Alkhnbashi et al.,, 2016). CRISPR-jarjestelmien on kuitenkin osoitettu toimivan
myos osittain ilman johtosekvenssia, mikali CRISPR-rakenne sisadltda jo entuudestaan
hyokkaavan faagin DNA:ta. Tama johtuu oletettavasti siita, ettd satunnaisesti CRISPR-
toistojaksoon paatyneet promoottorit huolehtivat transkription kaynnistamisesta, mika on
edellytyksena immuniteetin aiheuttavien Cas-nukleaasien toiminnalle. (Deng et al.,,
2012; Wurtzel et al., 2010)

CRISPR/Cas-jarjestelmat hyodyntavat toiminnassaan lisaksi yksilollisia RNA-molekyy-
leja, joista tunnetuimmat ovat crRNA (CRISPR RNA), esi-crRNA ja tracrRNA (trans-ac-
tivating crRNA). CrRNA on tietyn CRISPR-valikkeen nukleotidisekvenssia jaljitteleva
RNA-molekyyli, johon on my®és liittyneena pienia osia toistosekvenssia (Mojica and Gar-
rett,2013). crRNA on CRISPR/Cas -jarjestelmien toiminnan kannalta keskeinen RNA-
molekyyli, silla se tiettavasti ohjaa kaikkien jarjestelmatyyppien nukleaasien toimintaa.
Esi-crRNA on puolestaan pitka, useita toistojaksoja ja valikkeita sisaltava esiaste, joka
transkriptoidaan CRISPR:sta ja prosessoidaan lopulta valmiiksi crRNA-molekyyliksi
(Lundgren et al., 2015). Tyypin Il jarjestelmissa esiintyy lisdksi harvinaisempi, erillisesta
geenistaan ilmennetty tracrRNA, joka osallistuu esi-crRNA:n kasittelyyn ja proteiinikomp-

leksin muodostamiseen (Bikard and Marraffini, 2013).



2.3 Toimintaperiaate

Tunnetut CRISPR-jarjestelmat on luokiteltu ominaisuuksiensa perusteella kahteen paa-
luokkaan, kuuteen tyyppiin ja useisiin kymmeniin alatyyppeihin, joiden maara kasvaa jat-
kuvasti uusien tutkimusten myo6ta. Luokan 1 jarjestelmat kayttavat geneettisen materiaa-
lin hajottamiseen useasta proteiinista koostuvia komplekseja, kun taas luokan 2 jarjes-
telmat kayttavat suuria, yhden proteiinin monidomeenisia vaikuttajia, kuten Cas9:3a.
(Koonin et al., 2017; Makarova et al., 2018) Tama kaytdssa oleva yleinen luokittelupe-
ruste ei ole vield aivan yksiselitteinen, silla CRISPR:n levinneisyys, Cas-proteiinien suuri
valikoima ja Cas-geenien jatkuva muuntelu ovat luoneet edellytykset suurelle kirjolle
uniikkeja CRISPR-jarjestelmia, joita kaikkia ei ole viela |0ydetty ja joiden yksityiskohtaiset
toimintaperiaatteet eivat ole viela taysin selvilla. (Lundgren et al., 2015; Karvelis et al.,
2013) Kaikista CRISPR-jarjestelmista voidaan kuitenkin tunnistaa kolme yhteista toimin-
tavaihetta, jotka ovat adaptaatio eli virusperaisen DNA:n integraatio CRISPR:iin, eks-

pressiovaihe ja infektion torjuminen (kuva 3). (Lundgren et al., 2015).
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Kuva 3. CRISPR-jarjestelmien yleinen toimintaperiaate. Adaptaatiovaihetta ei ta-
pahdu, mikéli infektoivan viruksen geneettistd materiaalia I6ytyy jo entuudestaan
CRISPR-rakenteesta. Muokattu lahteesta (Wright et al., 2016)

Adaptaatiovaiheessa on kyse tilanteesta, jossa solun CRISPR/Cas -jarjestelma pyrkii
mukautumaan uudenlaista infektiota vastaan integroimalla viruksen DNA:ta CRISPR-lo-
kukseen. Adaptaatiovaiheen tarkka toimintaperiaate on viela enimmakseen tuntematon,

mutta tdmanhetkisten tietojen perusteella arvellaan, etta integroitavat kaksoisjuosteiset



valikepalat saavat alkunsa faagin replikaatiota seuraavista geneettisen materiaalin sa-
tunnaisista pilkkoutumisista (Marintcheva, 2018). Pelkka faagien geneettisen aineksen
sattumaan perustuva pilkkoutuminen ei riitd, vaan CRISPR/Cas -jarjestelman tehokkuu-
den kannalta on valttdamatonta, etta faagin geneettistd materiaalia saadaan integroitua
solun CRISPR-lokukseen infektion torjumista varten. Adaptaatiovaihe alkaa Cas1-Cas2-
kompleksin sitoutuessa kaksijuosteiseen integroitavaan valikkeeseen, minka jalkeen se
aiheuttaa CRISPR-rakenteen ensimmaisen, siis johtosekvenssin vieressa olevan kak-
soisjuosteisen toistosekvenssin jakautumisen kahteen yksijuosteiseen osaan. Integroi-
tavan valikkeen 3’-paat sitoutuvat kummankin yksijuosteisen toistosekvenssin 5’-paa-
han, minka jalkeen isantasolun DNA-polymeraasit korjaavat nama toistosekvenssit kak-
sijuosteisiksi. Lopputuloksena on yhden toisto- ja valikesekvenssin verran pidennetty
CRISPR-lokus, jonka tuorein integroitu valike sijaitsee lahimpana johtosekvenssia.
(McGinn and Marraffini, 2019)

Ekspressiovaihe eli crRNA:n biogeneesi alkaa CRISPR-DNA:n transkriptiolla pitk&juos-
teiseksi esi-crRNA:ksi, joka sisaltda seka toistosekvenssit ettd valikkeet. Tyypin Il jarjes-
telmille on ominaista, etta esi-crRNA:n lisdksi transkriptoidaan myos erillisesta, cas-ope-
ronin vieressa sijaitsevasta geenista tracrRNA:ta. Toistosekvenssien kanssa homologi-
nen tracrRNA pariutuu yksitellen jokaisen esi-crRNA:n toistojakson kanssa muodostaen
kaksoisjuosteen, jonka RNaasi (ribonukleaasi) Ill katkaisee toistosekvenssin kohdalta
yhdessa Cas9-proteiinin avustuksella. Taman prosessin seurauksena uniikit crRNA-sek-
venssit saadaan eroteltua CRISPR-rakenteesta erillisiksi juosteiksi, jotka koostuvat 20
nukleotidia pitkasta viraalisesta DNA:sta, 19-22 nukleotidia pitkasta toistojaksojen
DNA:sta seka tracrRNA:sta, joka on sitoutunut komplementaarisesti crRNA:n toisto-
jakso-osaan. (Deltcheva et al., 2011; Jinek et al., 2012)

Tyypin Il CRISPR-jarjestelmissa infektion torjumisesta vastaa ainoastaan yksi proteiini,
Cas9. Se on nukleaasi, joka sisaltdd DNA:n katkaisemiseen kykenevat domeenit HNH
ja RuvC (Sapranauskas et al., 2011). Toiminnallinen efektorikompleksi (kuva 4) muodos-
tuu, kun ekspressiovaiheessa valmistunut crRNA-tracrRNA-juoste sitoutuu Cas9-nuk-
leaasiin, jossa se toimii mallina kohde-DNA:n tunnistamiselle (Jinek et al., 2012). Cas9
ei kuitenkaan kykene katkaisemaan mita tahansa DNA-juostetta, vaan se vaatii katkais-
tavan juosteen laheisyydesta oikeanlaisen kolmen nukleotidin mittaisen PAM-tunnistus-
sekvenssin (Protospacer adjacent motif). Eri CRISPR-jarjestelmatyyppien Cas-proteiinit
vaativat kukin toimiakseen omanlaisensa PAM-emasjarjestykset. Cas9:n tapauksessa

vaadittu PAM-sekvenssi on 5’-NGG-3’, jossa N on mika tahansa emas joukosta guaniini,



adeniini, sytosiini ja tymiini. PAM-sekvenssi sijaitsee kohde-DNA:n vastinjuosteessa kat-

kaisukohdan valittomassa laheisyydessa. (Anders et al., 2014)

tracrRNA

I
Kohdejuoste

Kuva 4. Efektorikompleksi ja kohde-DNA:n tunnistaminen. Cas9:n, crRNA:n ja
tracrRNA:n muodostama efektorikompleksi sitoutuu PAM-sekvenssin tunnistami-
sen jélkeen kaksoisjuosteiseen DNA:han ja erottaa vastinjuosteet toisistaan. Koh-
dejuosteen ja crRNA:n pariutuessa komplementaarisesti HNH- ja RuvC-domeenit
katkaisevat kummankin DNA-juosteen kolmen nukleotidin etéisyydeltd PAM-sek-
venssista. Muokattu lahteesta (Dickinson and Goldstein, 2016)

Oikeanlaisen kohde-DNA:n katkaiseminen on tarkasti saadeltya: PAM-sekvenssin tun-
nistaminen johtaa kohde-DNA:n vastinjuosteiden erkanemiseen toisistaan, minka jal-
keen efektorikompleksin crRNA pyrkii pariutumaan PAM-juostetta vastakkaisen juosteen
kanssa. (Sternberg et al., 2014) PAM-sekvenssin lisdksi kohteen tunnistaminen edellyt-
taa komplementaarisuutta kohdejuosteen ja crRNA:n valilla, silla nukleotidien pariutumi-
set edesauttavat kasautuvasti HNH-domeenin konformaation muutosta. Tietyn komple-
mentaarisuusasteen ylittyessa konformaation muutos johtaa lopulta HNH- ja RuvC-do-
meenien aktivoitumiseen (Sternberg et al., 2015), jolloin HNH katkaisee crRNA:n kanssa
pariutuneen kohdejuosteen ja RuvC puolestaan sen vastinjuosteen (Dickinson and Gold-
stein, 2016). Kummankin juosteen tapauksessa katkaisu tapahtuu 3 nukleotidin etaisyy-
deltd PAM-sekvenssista (Gasiunas et al., 2012).
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3. CRISPR-INTERFERENSSI

3.1 Toimintaperiaate

CRISPRI (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats interference) on
prokaryoottien CRISPR/Cas9-immuunijarjestelmastd johdettu geenisaatelytekniikka.
Kyseessa on tydkalu, jonka avulla kyetdan saatelemaan hallitusti geenien ekspressiota
niin prokaryootti-, eukaryootti- kuin nisakassoluissakin. (Qi et al., 2013) Esimerkiksi teol-
lisessa biotekniikassa tallaiselle tekniikalle on helppo keksia lukuisia potentiaalisia kayt-
tokohteita, kuten teollisten mikrobien aineenvaihdunnan optimointi (Kim et al., 2017;
Cleto et al., 2016; Higo et al., 2018; Huang et al., 2016; Gordon et al., 2016; Park et al.,
2018; Woolston et al., 2018; Sung et al., 2019; Li et al., 2016). Huolellinen aineenvaih-
dunnan muokkaus voi kuitenkin edellyttda jopa useihin eri geeneihin vaikuttamista, jol-
loin is&ntasolun tarkeimpiin geeneihin kohdistuvat tarkoitukselliset tai tahattomat delee-
tiot voivat johtaa solun kuolemaan. CRISPRi kykenee saatelemaan usean geenin eks-
pressiota samanaikaisesti yhden ainoan plasmidin avulla ja ilman isantagenomin muok-
kaamista, mika saastaa paljon aikaa ja tyotd suhteessa kankeisiin ja arvaamattomiin

geenimuokkausmenetelmiin. (Lv et al., 2015)

CRISPRI:n toiminta perustuu lahes identtisesti CRISPR/Cas9-jarjestelmaan, ja niiden
erona on ainoastaan efektorikompleksin kayttaman proteiinin rakenne. CRISPRi:n ta-
pauksessa kaytetdan Cas9-proteiinia, johon on kohdistettu pistemutaatiot HNH- ja
RuvC-nukleaasidomeeneihin. Tatd mutanttiproteiinia kutsutaan nimellda dCas9 (dead
CRISPR-associated protein 9). (Qi et al., 2013) Mutaation seurauksena proteiini menet-
taa kykynsa katkoa DNA:ta (Jinek et al., 2012), mutta pystyy edelleen ohje-RNA:n avulla
tunnistamaan DNA:ta ja sitoutumaan siihen. Kohde-DNA:han sitoutunut dCas9 estaa
stereomeerisesti lahetti-RNA:n transkriptiosta vastaavan RNAP:n (RNA-polymeraasi) si-

toutumisen (kuva 5), minka seurauksena kohde-DNA:n ilmentdminen estyy.
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Kuva 5. Transkription estdéminen dCas9-proteiinin avulla. A) Transkription alka-
minen normaalisti: RNA-polymeraasi (RNAP) kiinnittyy DNA:han, erottaa vastin-
juosteet toisistaan ja aloittaa lahetti-RNA:n valmistamisen. RNAP etenee juostetta
pitkin, kunnes léhetti-RNA on valmis. B) CRISPRI:n vaikutus transkriptioon:
dCas9 kiinnittyy kohde-DNA:han, jolloin se estda stereomeerisesti RNAP:n toi-
mintaa ja edelleen geenin ilmentdmisté. Muokattu ldhteesté (Qi et al., 2013)

CRISPRI:n tapauksessa dCas9:n kayttama ohje-RNA eli crRNA-tracrRNA-kompleksi on
mahdollista korvata yksijuosteisella sgRNA:lla (small guide RNA), joka voidaan synteti-
soida keinotekoisesti suoraan dCas9:n kaytettavaksi ilman tarvetta crRNA:n biogenee-
sivaiheelle ja tracrRNA:n transkriptiolle. Toiminnallinen sgRNA sisaltda crRNA:n tavoin
20 nukleotidia pitkdn kohde-DNA:n tunnistamisesta vastaavan osan seka hiusneulamai-
sen, crRNA-tracrRNA-pariutumiskohtaa jaljittelevan osan, joka mahdollistaa sgRNA:n si-
toutumisen dCas9:aan. (Jinek et al., 2012; Qi et al., 2013)

3.2 Saatelymahdollisuudet ja rajoitteet

CRISPRI on ennen kaikkea menetelma, joka mahdollistaa geenien iimenemisen hallitun
saatamisen tietylle tasolle palautuvasti. CRISPRIi:n aiheuttama geenien hiljennystehok-
kuus riippuu siitd, mihin kohtaan genomia dCas9 sitoutuu. Geenien hilientaminen tyypil-
lisesti tehostuu, mita lahempana promoottoria sitoutuminen tapahtuu. Promoottorialu-
eelle sitoutumisessa on kyse transkription aloitusvaiheen estamisesta, mika vaikuttaisi
olevan tehokkain tapa hiljentaa geeni CRISPRi:n avulla. Sitoutuminen kauemmas gee-
nin promoottorialueesta aiheuttaa sen sijaan transkription pidennysvaiheen hairiinty-
mista, kun dCas9 estaa jo valmisteilla olevan Iahetti-RNA:n valmistumista. Yleisesti ot-
taen ekspression hilieneminen on kuitenkin sita vaimeampaa, mitd kauemmas geenin
promoottoria dCas9 sitoutuu. Promoottorialueen ulkopuolelle sitoutumisessa geenien

hiljenemistehokkuuteen vaikuttaa liséksi se, sitoutuuko dCas9 koodaavaan juosteeseen



12

vai mallijuosteeseen. Sitoutuminen koodaavaan juosteeseen johtaa tyypillisesti tehok-
kaampaan transkription hiljentamiseen kuin sitoutuminen mallijuosteeseen. (Qi et al.,
2013; Bikard and Marraffini, 2013)

Teollisen biotekniikan kannalta on tarkeaa, etta solupopulaatioiden tuottavuutta saadaan
tehostettua optimoimalla aineenvaihduntaa. Aineenvaihduntareittejd on kuitenkin mo-
nenlaisia, ja ne voivat vahentaa tavoitellun metaboliatuotteen maaraa esimerkiksi kilpai-
lemalla samasta lahtdaineesta tai kayttdmalld haluttua metaboliatuotetta 1&htéainee-
naan. Jopa haitallisesti tuottavuuteen vaikuttavien aineenvaihduntareittien lilan vahva
hilientdminen esimerkiksi deleetioiden seurauksena saattaa kuitenkin tehda solun taysin
toimintakyvyttdmaksi. CRISPRiI on tassakin tapauksessa hyodyllinen tydkalu, silla I1ahes
kaikissa tapauksissa dCas9 voidaan ohjata sitoutumaan joko promoottorialueeseen tay-
dellisen hilienemisen saavuttamiseksi tai vaihtoehtoisesti promoottorialueen ulkopuolelle

optimaalisen hiljenemisen saavuttamiseksi (Kuva 6). (Mougiakos et al., 2018)
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Kuva 6. Léhestymistapoja aineenvaihduntareittien optimointiin CRISPRI:n avulla.
Merkinnét: L: lahtbaine; V: vélituote; S: sivutuote; T: tavoiteltu lopputuote; I: inhiboiva
sééatelyelementti. Nuolien paksuudet kuvaavat materiaalivirtojen suuruuksia. a) Sivu-
tuote kilpailee samasta ldhtbaineesta halutun tuotteen kanssa. Materiaalivirtaa voi-
daan muuttaa kohti haluttua tuotetta joko (i) vahvasti ohjaamalla dCas9 geenin pro-
moottoriin tai (ii) hallitusti ohjaamalla dCas9 koodaavaan alueeseen. b) Epétoivottu
sivutuote kdyttda haluttua tuotetta lahtbaineenaan. Sivutuotteeseen johtava aineen-
vaihduntareitti voidaan joko (i) sammuttaa ohjaamalla dCas9 geenin promoottoriin tai
(ii) vaimentaa ohjaamalla dCas9 koodaavaan alueeseen. ¢) Solun aineenvaihdunta-
reitti inhiboi halutun tuotteen synteesia. Halutun tuotteen materiaalivirtaa saadaan
kasvatettua vdlillisesti ohjaamalla dCas9 inhiboivan geenin promoottoriin. (Mougiakos
etal., 2018)

Halutunlaisen sekvenssin omaavaa sgRNA:ta seka dCas9-nukleaasia voidaan ilmentaa
kohdesolussa esimerkiksi geenimuokatun plasmidin avulla. Sisallyttamalla plasmidiin
useita erilaisia sgRNA-geeneja voidaan dCas9-nukleaasit ohjata hiljentamaan useita eri
kohdegeeneja samanaikaisesti. (Lv et al., 2015) Plasmidin geenien transkriptio voidaan
lisaksi tehda jostain tietysta indusoivasta molekyylista riippuvaiseksi, minka ansiosta
tama jo entuudestaan poikkeuksellisella tarkkuudella toimiva geenisaatelyprosessi saa-
daan lisaksi aktivoitua tai hiljennettya systemaattisesti vaikuttamalla ympariston olosuh-

teisiin. Kohdegeenien hiljentdminen kaynnistyy vasta sen jalkeen, kun CRISPRi-geenit
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sisaltavan plasmidivektorin transkriptiota indusoivaa ainetta lisdtdan solupopulaatioon.
Vastaavasti indusoivan aineen poistamisen jalkeen kohdegeenien hilieneminen alkaa
vaimentua, kunnes ekspressio lopulta asettuu alkuperaiselle tasolle. Tama osoittaa en-
nen kaikkea sen, ettd CRISPRIi-geenisaatelytekniikka on vaikutuksiltaan palautuva, eika

kohdegeeneihin tarvitse tehda pysyvia muutoksia. (Qi et al., 2013)
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4. VERTAILU MUIHIN GEENIN ILMENTYMISTA
SAATELEVIIN MENETELMIIN

4.1 Geenien ilmentymisen muokkaamiseen kaytettavat mene-

telmat

Tassa osiossa vertaillaan CRISPRi:n ominaisuuksia muihin menetelmiin, joilla kyetaan
saatelemaan geenien ilmentamista ilman tarvetta genomin muokkaamiselle. CRISPRi:n
lisdksi myds TALEN (Transcription-activator-like effector nuclease) (Sanjana et al., 2012;
Politz et al., 2013) ja ZFN (Zinc finger nuclease) (Ecco et al., 2017; Beerli et al., 1998)
ovat nukleaaseja hyddyntavia geenimuokkaussovelluksia. Ne eivat kuitenkaan kykene
CRISPRI:n tavoin vaikuttamaan useaan geeniin samanaikaisesti, minka lisaksi jokaista
kohdegeenia varten on suunniteltava yksildlliset nukleaasit (Fokum et al., 2019). TALEN-
ja ZFN-tekniikoiden metaboliamuokkaustutkimuksien vahaisen otannan vuoksi kyseiset
menetelmat sivuutetaan tassa vertailussa, ja CRISPRI:n vertailukohteina kaytetaankin
AsRNA:ta (Antisense RNA) ja RNAi:ta (RNA-interferenssi).

4.1.1 Antisense RNA

AsRNA on ei-koodaavaa yksijuosteista RNA:ta, jonka tehtavana on saadella geenien
ekspressiota. AsSRNA-molekyylit syntetisoidaan usein saatelytarkoituksessa samaan ai-
kaan jonkin toisen geenin kanssa. AsRNA:t voidaan luokitella koon perusteella lyhyeen
(<200 nukleotidia) tai pitkaan (>200 nukleotidia) juosteeseen, ja jalkimmaisessa tapauk-
sessa puhutaan talléin IncRNA:sta (long non-coding RNA). (Pelechano and Steinmetz,
2013) Antisense RNA:ta on ldydetty luonnollisissa olosuhteissa kaikista kolmesta
eliokunnan domeenista, mika antaa mahdollisuuksia sen hyédyntamiselle esimerkiksi
bioteknisesti potentiaalisissa prokaryooteissa. (Brantl, 2002; Zemanova et al., 2008; Kim
and Cha, 2003; Desai and Papoutsakis, 1999; Ji et al.,, 2004; Eisenhut et al., 2012).
AsRNA:lla on useita tapoja vaikuttaa geenien ekspressioon (Tufarelli et al., 2003; Cam-
blong et al., 2007; Gelfand et al., 2011), mutta geenitekniikan nakdkulmasta sen helpoi-
ten valjastettavissa oleva saatelyominaisuus on geenin lahetti-RNA:han vaikuttaminen.
AsRNA voi pariutua komplementaarisen lahetti-RNA:n kanssa muodostaen kaksoisjuos-
teisen RNA:n, jolloin 1ahetti-RNA:n translaatio estyy ja lopulta RNaasi H -proteiini hajot-
taa lahetti-RNA:n (Vickers and Crooke, 2014). Vaihtoehtoisesti ASRNA voi estdd muiden
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ekspressiota hiljentdvien RNA-elementtien sitoutumisen lahetti-RNA:han, jolloin seu-

rauksena on puolestaan ekspression vahvistuminen (drom et al., 2006).
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Kuva 7. Locked nucleic acid (LNA) ja RNA -sokerirunkojen kemiallisten rakenteiden
viivakaavat.

Antisense RNA -ilmi6één perustuvaa geenisaatelyd on onnistuttu tehostamaan korvaa-
malla oligonukleotidin sokerirungon riboosimolekyyli LNA:lla (locked nucleic acid) (kuva
7) (Sarma et al., 2010). LNA on riboosista johdettu molekyyli, joka kykenee muodosta-
maan nukleiinihappoketjuja DNA:n ja RNA:n tavoin. LNA eroaa rakenteellisesti riboo-
sista siten, etta 2’-hiilen happiatomia ja 4’-hiilta yhdistaa ylimaarainen hiilisilta. LNA muis-
tuttaa toiminnallisesti tavanomaisia nukleiinihappoja, ja niiden on jopa todettu muodos-
tavan RNA:ta ja DNA:ta stabiilimpia rakenteita. (Petersen and Wengel, 2003) LNA:lla on
myo6s korkeampi affiniteetti pariutua RNA-juosteiden kanssa, mika edesauttaa LNA-poh-
jaisten antisense oligonukleotidejen todennakdisyytta vaikuttaa kohde-RNA:han ennen
sen translaatiota (Sarma et al., 2010). Posttranskriptionaalisena menetelmana LNA:n
aiheuttama geenien hiljennysvaikutus voidaan lisaksi saada palautuvaksi esimerkiksi te-
kemalla LNA-oligonukleotidia ilmentavan vektoriplasmidin promoottori indusoivasta ai-
neesta riippuvaiseksi (Nakashima and Tamura, 2009). LNA-oligonukleotidien on kuiten-
kin todettu aiheuttavan sivuvaikutuksia pariutumalla epataydellisesti komplementaaris-
ten RNA-juosteiden kanssa, minka lisdksi mahdollisimman tehokkaan LNA-oligonuk-

leotidin suunnittelu on tyolasta ja kallista (Stojic et al., 2018).

4.1.2 RNAi

Antisense RNA:n tavoin myos RNAi-menetelman toiminta perustuu RNA-molekyyleihin,
jotka pariutumisellaan aiheuttavat kohde-RNA:n hajoamisen tai sen translaation estymi-

sen. RNA:I:I13 viitataan kuitenkin tapahtumaan, jossa lahetti-RNA:han voi vaikuttaa kaksi
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erityistd RNA-molekyylia, nimittdin 21-25 emasparin kokoinen siRNA (small interfering
RNA) (Hamilton and Baulcombe, 1999) tai noin 22 emasparin kokoinen miRNA (mic-
roRNA) (Lee et al., 1993).

Toiminnallinen siRNA voidaan valmistaa joko kaksijuosteisesta esi-RNA:sta tai miRNA:n
kaltaisesti RNA:sta, jossa yksijuosteinen RNA on hiusneulamaisen laskostumisen seu-
rauksena pariutunut itsensd kanssa. Dicer-proteiini pilkkoo esi-RNA:n valmiiksi
siRNA:ksi tai miRNA:ksi (Grishok et al., 2001; Bernstein et al., 2001). Toisin kuin
asRNA:n tapauksessa, siRNA ja miRNA eivat ole sytoplasmassa yksijuosteisina RNA-
molekyyleind, vaan ne ovat sitoutuneena joko kohde-RNA:han tai RISC-proteiinikomp-
leksiin (RNA-induced silencing complex). RISC-kompleksiin sitoutunut siRNA tai miRNA
pariutuu kohde-RNA:n kanssa, minka jalkeen RISC aiheuttaa kohde-RNA:n hajoamisen
(Rand et al., 2005).

RNAi-tekniikalla on kaksi huomionarvoista heikkoutta: rajoitetut sovelluskohteet ja taipu-
mus sivuvaikutuksiin. RNAI vaatii isédntasolultaan ennalta maaratyn proteiinikoneiston,
jonka avulla siRNA ja miRNA estavat geenien ilmentamistd. RNAi:n kayttdkohteiksi so-
veltuvat hyvin kasvisolut ja eukaryootit, mutta luonnollisissa prokaryooteissa RNAi ei ole
mahdollista toteuttaa ilman, etta niille luodaan keinotekoisesti menetelman edellyttama
proteiinikoneisto, mika saattaa olla kohtuuttoman tydlasta suhteutettuna RNAi:lla saavu-
tettavaan hyotyyn. Taman lisaksi RNAi:n kaytannollisyytta rajoittaa sivuvaikutusten riski,
joka johtuu siRNA:n (Birmingham et al., 2006; Jackson et al., 2003) ja miRNA:n (Lewis
et al., 2003; Friedman et al., 2009) epaspesifisyydesta hajotettavien pariutumiskohteiden
valinnassa. Runsas RNAi:n kayttd voi myds aiheuttaa kilpailua RISC-sitoutumispai-
koista keinotekoisesti transfektoidun siRNA:n ja solun luonnollisen miRNA:n valilla, jol-
loin niin ikdan luonnolliset saatelyreitit voivat hairiintya ja aiheuttaa arvaamattomia sivu-
vaikutuksia (Khan et al., 2009).

4.2 Hiljennystehokkuus

Esimerkiksi hinta, monimutkaisuus ja nopeus ovat merkityksettomia ominaisuuksia, mi-
kali geenisaatelytekniikka ei kykene toteuttamaan tarkeinta tehtavaansa eli geenin hil-
jentamista. Geenin hiljentamiseen liittyy edelleen keskeisind ominaisuuksina menetel-
man hiljennystehokkuus, eli kuinka voimakkaasti geenin ilmentamista kyetaan vaimen-
tamaan seka hiljentamismekanismin dynaamisuus, eli esimerkiksi kyky saataa hiljennys-

tehokkuus juuri halutulle tasolle. Geenin hiljennystehokkuuden ja sen dynaamisuuden
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voidaankin ajatella olevan tarkeimpia ominaisuuksia, joiden perusteella ryhdytaan ensi-
sijaisesti maarittelemaan geenisaatelytekniikan potentiaalia. RNAi, LNA ja CRISPRI -
geenisaatelymenetelmille on suoritettu hiljennystehokkuuteen kohdennettua vertailua
(kuva 8) (Stojic et al., 2018). Tutkimuksen perusteella LNA- (90 %) ja CRISPRi-menetel-
mat (70-90 %) erottuivat hiljennystehokkuudeltaan selkeasti RNAi:sta (25 %). Erillinen
CRISPRI:ta ja RNAI:ta vertaillut tutkimus (Zheng et al., 2018) on myds linjassa naiden

tulosten kanssa.
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Kuva 8. Hiljennystehokkuuksien vertailua RNAI, LNA ja CRISPRi -menetelmien va-
lilld. Testit suoritettiin ihmisperéisissd HelLa- ja HEK293T-solulinjoissa, joissa kohde-
geenind oli SLC25A25-AS1. Arvot edustavat suhteellisia ekspressiotasoja, jolloin
arvo 1,00 vastaa geenin normaalia eli 100 %:n ekspressiotasoa. Muokattu léhteesta
(Stojic et al., 2018)

Kuten aiemmin todettiin, CRISPRI:n hiljennystehokkuus on suoraan verrannollista sii-
hen, mita lahemmas hiljennettdvan geenin promoottoria dCas9 sitoutuu. Tama mahdol-
listaa tarkan hiljennystehokkuuden saatelyn, mika on varsin hyodyllinen ominaisuus
geenisaatelymenetelmalle. Vaikka tama antaa CRISPRi:lle etua suhteessa muihin me-
netelmiin, on silla silti myds haittapuolensa, silla kaukana promoottorista sijaitsevaa yk-
sittaista eksonia ei valttamatta saada hiljennettya niin vahvasti kuin haluttaisiin. Promoot-
torin hiljentaminen aiheuttaisi edelleen asiaankuuluvan eksonin vahvan hiljenemisen,
mutta siina tapauksessa myos suuri joukko muita eksoneita saattaisi hiljentya aiheuttaen
merkittdvid sivuvaikutuksia. Lahetti-RNA-molekyyleihin vaikuttavien saatelymenetel-
mien, kuten RNAi:n tapauksessa hiljennystehokkuuden saately on kuitenkin hankalaa,
silla siRNA:n konsentraation kasvaessa hiljennystehokkuus nousee seka kohdennettu-
jen (Bartlett and Davis, 2006) ettd kohdentamattomien (Caffrey et al, 2011; Grimm,

2011) geenien kohdalla, jolloin myds sivuvaikutukset voimistuvat.
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4.3 Spesifisyys

Geenisaatelymenetelmille merkittdva ominaisuus on myos niiden spesifisyys eli kyky vai-
kuttaa mahdollisimman pieneen maaraan erilaisia molekyyleja. Geenisaatelymenetel-
man korkea spesifisyys vahentda kohdegeenin hiljentdmisesta aiheutuvia sivuvaikutuk-
sia, joilla voi olla arvaamattomia vaikutuksia isdntdorganismin toimintaan (Rayburn and
Zhang, 2008). Spesifisyys voi nousta ratkaisevaksi tekijaksi geenien muokkaus- tai saa-
telymenetelman valitsemisessa, kun halutaan luoda teollisissa olosuhteissa suuria, pit-
kaikaisia ja tehokkaita bakteerikantoja. CRISPRi on todettu ennen kaikkea muita saate-
lymenetelmia, kuten RNAI:ta spesifisemmaksi tekniikaksi (Evers et al., 2016; Boettcher
and McManus, 2015; Smith et al., 2017; Larson et al., 2013). Spesifisyyteen voidaan
ajatella liittyvan kaksi merkittavaa tekijaa: kohdejuosteelta vaadittu komplementaarisuus

ja sivuvaikutusten aiheutumisperiaate.

CRISPRI:lle, LNA:lle ja RNAi:lle on kaikille yhteista, ettd ekspressiosaatelyn kohde maa-
raytyy niin saatelijaelementin kuin kohteenkin nukleotidisekvenssin perusteella.
CRISPRI eroaa kahdesta muusta tekniikasta kuitenkin siina, etta se vaatii niita taydelli-
sempaa komplementaarisuutta sgRNA:n ja kohteen valilla (Stojic et al., 2018). RNAi:n
hiliennyksesta vastaava siRNA voi aiheuttaa kohde-RNA:n hajoamisen jo 7 nukleotidin
komplementaarisen pariutumisen seurauksena, minka takia kohdentamattomien gee-
nien hiliennys voi olla joissakin tapauksissa jopa hyvin yleista (Lin et al., 2005). LNA
puolestaan vaikuttaa epataydellisesti komplementaarisiin kohdejuosteisiin jopa useam-
min kuin RNAI (Stojic et al., 2018). CRISPRi vaatii kohteeltaan taydellisen PAM-sekvens-
sin, minka jalkeen myds sgRNA:n tulee olla riittdvan komplementaarinen kohteen kanssa
(kuva 9) (Qi et al., 2013). CRISPRi:n onkin todettu vaikuttavan kohdentamattomiin gee-
neihin harvemmin kuin LNA tai RNAI (Stojic et al., 2018).
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Kuva 9. SgRNA-juosteen epétéydellisen komplementaarisuuden vaikutus kohteen
hiljentdmiseen. Pariutumiskohdan sijainti kuvaa nukleotidin etéisyyttd PAM-sekvens-
sistéd. Kunkin pylvdén korkeus merkitsee hiljennysaktiivisuutta tilanteessa, jossa Ky-
seinen nukleotidi on ainut sgRNA:n pariutumaton nukleotidi. Muokattu ldhteestd (Qi
et al., 2013)

Saatelytekniikan toimintaperiaate vaikuttaa lisaksi siihen, kuinka helposti kohdentamat-
toman geenin hillentdminen voidaan havaita. CRISPRi:n tapauksessa mahdolliset
sgRNA:n komplementaarisuudesta johtuvat sivuvaikutukset voidaan oletettavasti nahda
jo lyhyella aikavalilla, silla dCas9-kompleksit sitoutuvat varsin nopeasti mahdollisiin koh-
teisiinsa DNA:ssa, jolloin myds kohdentamattomat geenit hilienevat nopeasti (Xue et al.,
2017). RNAi:n ja LNA:n kaltaisilla lahetti-RNA:han vaikuttavilla menetelmilla sivuvaiku-
tukset voivat puolestaan realisoitua vasta pitkankin aikavalin jalkeen: aluksi saatelyele-
mentti vaikuttaa oikeaan kohdejuosteeseen, mutta myéhemmin sattumanvaraisesti tai
olosuhteiden muuttuessa saatelyelementti voikin vaikuttaa kohdentamattomaan mutta

kuitenkin riittdvan komplementaariseen kohdejuosteeseen. (Latham and Wilson, 2010)

Transkriptiotasolla vaikuttavan CRISPRI:n ja lahetti-RNA:han vaikuttavan RNAi:n spe-
sifisyytta ja kayttaytymista on tutkittu ja datan perusteella voidaan todeta CRISPRi:n
kayttaytyvan varsin ennalta-arvattavasti, kun taas RNAi:n tapauksessa vain harva saa-
telyelementti toimii halutulla tavalla (kuva 10)(Smith et al., 2017). Magnitudijakaumista
puolestaan huomataan, ettd virheelliset vasteet ovat jakautuneet hyvin epatasaisesti,
joka antaa viitteitd RNAi:n arvaamattomasta kayttaytymisesta (kuva 11). Vastaavasti
CRISPRI:n tapauksessa vaikutusten jakautuminen kohdennettuihin ja kohdentamatto-
miin geeneihin on hyvin systemaattista, mistd voidaan paatelld sattumalla olevan huo-
mattavasti pienempi vaikutus saatelyelementin kayttaytymiseen kuin RNAi:n tapauk-
sessa. (Smith et al., 2017)
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Kuva 10. Pistekaaviot, jotka kuvaavat CRISPRI:n ja RNAi:n toiminnallista luotetta-
vuutta. Y-akseli kuvaa ilmentymén taipumusta aiheuttaa vastetta virheellisessé koh-
teessa, X-akseli kuvaa puolestaan taipumusta tavoitellun kohteen vasteeseen. Kat-
koviivan linjalla oleva piste kuvaa siis tilannetta, jossa ilmentymé aiheuttaa yhté usein
vasteen niin tavoitellussa kohteessa kuin myés virheellisessd kohteessa. Muokattu
ldhteesté (Smith et al., 2017)
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Kuva 11. Jakaumat, jotka kuvaavat ilmentymien jakautumista niiden vasteiden mag-
nitudien suhteen. Muokattu lahteestad (Smith et al., 2017)

4.4 Sovelluksia

CRISPRI:n soveltuvuutta metaboliamuokkaukseen on jo testattu runsaasti (taulukko 1).
Tahanastisten tulosten perusteella CRISPRI ei kuitenkaan ylla tehokkuudeltaan viela
merkittavimpien julkaistujen tuottavuuksien tasolle. On kuitenkin huomionarvoista, etta
suurimmat tuottavuudet on yleensa saavutettu tutkimuksissa, joissa metaboliaa muoka-
taan yhdistelemalla monia eri lahestymistapoja, eika naiden tutkimusten tavoitteena tyy-

pillisesti ole yksittaisen tekniikan tutkiminen vaan juurikin tuottavuuden maksimointi.
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Taulukko 1. Esimerkkeja aineenvaihdunnan muokkauksella saavutetuista tuo-

tantotehokkuuksista Escherichia colissa.

Lopputuote CRISPRi Muu menetelma Lahteet
g/L g/L/h g/L g/L/h
. . (Tarasava et al.,
3 hydrnoakastlzroplo 2018; Rathnasingh
1,00 0,021 38,70 0,540 et al., 2009)
(Wu, M. etal,
2017;Yimetal.,
1,4-Butaanidioli 1,80 0,038 18,00 0,150 2011)
(Wuetal., 2015;
Naringeniini 0,42 0,009 0,47 0,020 Xuetal., 2011)
(Kim et al., 2017;
Butanoli 1,06 0,022 6,90 0,173 Saini et al., 2017)
(Wu, J. etal,
2017; Katsuyama
Resveratroli 0,30 0,006 0,17 - et al., 2007)
(Gaoetal., 2018;
Malaatti 36,00 0,600 9,25 0,740 Moon et al., 2008)

Vaikka suurimmat lopputuotteiden pitoisuudet ja tuottavuudet on saavutettu enimmak-
seen muilla menetelmilla kuin CRISPRI:lla, eivat ndma luvut kuitenkaan kerro koko to-
tuutta menetelman kaytanndllisyydesta tai kannattavuudesta. CRISPRI tekniikan avulla
saavutettiin jopa 18 g/L 1,4-butaanidiolipitoisuus. Pitoisuuden pitaisi kasvaa viela 3 — 5
kertaiseksi, jotta prosessista saataisiin taloudellisesti kannattava. (Yim et al., 2011) Myoés
3-hydroksipropionaatin valmistus CRISPRIi:ta hydédyntamalla on todettu olevan potenti-
aalista huolimatta viela taloudellisesti kannattamatonta (Rathnasingh et al., 2009).
CRISPRI:n on jo kuitenkin osoitettu olevan taloudellisesti potentiaalinen vaihoehto esi-
merkiksi resveratrolin tapauksessa, silla aikaansaatu tuottavuus on jopa yli kymmenker-
tainen muihin suhteellisen edullisiin menetelmiin nahden (Liu et al., 2016; Wu et al.,
2013).

4.5 Tulosten tulkinta

Geenisaatelymenetelmien paremmuutta ei voida maaritella yksiselitteisesti pelkkien ver-
tailudatan lukujen avulla. Eri saatelymenetelmilla on erilaiset vahvuudet, minka takia nii-

den kaytannodllisyys riippuu aina kayttoyhteydesta. Tekniikan kaytannollisyyteen voi vai-
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kuttaa esimerkiksi transfektoinnin vaikeus, kohdegeenin tai sen transkriptin ominaisuu-

det, kaytettavissa oleva aika, tekniikalta edellytetty spesifisyys, tai taloudellisuuden mer-

kitys suhteessa laatuun (taulukko 2).

Taulukko 2. Yhteenveto CRISPRI, RNAI, LNA ja knockout-menetelmien ominai-

Suuksista.
Kylla Ei
Mahdollisuus vaikuttaa elintarkeisiin geeneihin CRISPRi, RNAi, LNA Knockout
Saadettava tehokkuus CRISPRi, RNAi, LNA Knockout

Sivuvaikutukset vahaisia
Kallis toteuttaa

Nopea toteuttaa
Helppo suunnitella

Rajoitetut kohdegeenit

CRISPRi

LNA, knockout

RNAI, CRISPRi

RNAI, CRISPRi

CRISPRi, RNAi, LNA

LNA, RNAI, knockout

CRISPRi, RNAi

LNA, knockout

LNA, knockout

Knockout

Tassa opinnaytetydssa esitetyn otannan perusteella CRISPRI on spesifisempi geenien
hiliennysmenetelma kuin RNAI tai asRNA. LNA-antisense-menetelma kykenee parhaim-
millaan CRISPRI:n kaltaisiin hiljennystehokkuuksiin, mutta spesifisyys on heikompi kuin
CRISPRI:lla. (Stojic et al., 2018) CRISPRI:n rajoite on PAM-sekvenssien rajoittama koh-

degeenien valikoima.

CRISPRI:n kyky vaikuttaa samanaikaisesti useihin geeneihin mahdollistaa suoraviivai-
sempaa metaboliamuokkausprosessien suunnittelua ja toteutusta. RNAi:n ja asRNA:n
kaltaisesti myds CRISPRi:n vaikutuksen saadeltavyys on yksi sen merkittdvimmista
eduista suhteessa knockout-menetelmiin. Esimerkiksi aineenvaihduntareittia varten hil-
jennettava, mutta myos kasvua edistava geeni voidaan CRISPRIi:n avulla hiljentaa vasta
sitten, kun populaatio on kasvanut optimaalisen suuruiseksi (Kim et al., 2016). Tama
mahdollisuus puuttuu tyypillisesti genomia muokkaavilta knockout-menetelmilta (Cano-
naco et al., 2001). Aineenvaihduntareitin liilan suuri aktivoiminen voi olla lisaksi solulle
myrkyllisté, mika saattaa olla knockout-menetelmille haastava ongelma ratkaista (Zhang
etal., 2012).
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5. YHTEENVETO

Tassa tyodssa kartoitettiin CRISPR-interferenssin ominaisuuksia ja soveltuvuutta teolli-
sen metaboliamuokkauksen tydkaluksi. Lisaksi koottiin muihin tutkimuksiin pohjautuvaa
vertailua sen kaytannollisyydestd suhteessa tunnetuimpiin saatelymenetelmiin seka
knockout-menetelmiin yleisesti. Kiinnostavia vertailukohtia olivat muun muassa mene-

telmien hiljennystehokkuudet, spesifisyydet ja soveltamisilla aikaansaadut tuottavuudet.

CRISPR-interferenssi osoittautui monella tapaa yleisimpia saatelymenetelmia, eli RNA-
interferenssia ja antisense-RNA:ta suotuisammaksi menetelmaksi. Niissa tapauksissa,
joissa muut menetelmat saavuttivat CRISPR-interferenssin kaltaisen hiljennystehokkuu-
den, ne havisivat kuitenkin CRISPR-interferenssille sivuvaikutuksien méaarassa. PAM-
sekvenssin rajoittama kohdegeenien maara vaikuttaisi olevan CRISPR-interferenssin ai-

noa huomionarvoinen heikkous.

Vaikka CRISPR-interferenssilla ei tdssa tydssa tarkastelluissa tutkimuksissa paasty suu-
rimpien julkaistujen tuottavuuksien tasolle, niin CRISPRI tekniikan avulla toteutettavan
geenien hilientamisen saadeltavyys, palautuvuus ja tarkkuus antavat viitteita siita, etta
tekniikkaa voitaisiin hydédyntaa esimerkiksi tapauksissa, joissa organismille elintarkeaa
geenia ei voida poistaa tai hiljentaa taysin. Tulevaisuudessa CRISPR-interferenssin ta-
loudellisuus saattaa myds nousta ratkaisevaksi tekijaksi kaytannollisimman metabolia-

muokkaustekniikan valinnassa.

On mahdotonta maaritella yksiselitteisesti parasta metaboliamuokkaustekniikkaa, silla
kaikilla menetelmilla on omat kayttoyhteyksista riippuvat vahvuutensa, kuten helppokayt-
toisyys, taloudellisuus tai tarkkuus. CRISPR-interferenssi tarjoaa kuitenkin erinomaisen
aihion metaboliamuokkauksen tyokaluksi, mutta lisaa tutkimusta ja sovelluksia tarvitaan,
jotta siita saataisiin parhaimpien metaboliamuokkaussaavutuksien valossa vertailukel-

poinen ja taloudellisesti kannattava menetelma.
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