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Ново семейство РНК-насочвани системи за
прицелване към ДНК — различно от CRISPR и все
още не е инструмент за генно редактиране
Припроучваненамикробни геномиизследователиоткрихаTIGR-Tas—неизвестно
досега семейство РНК-насочвани системи, които режат ДНК, като използват
двуделен водач и, за разлика от CRISPR, не изискват „PAM“ площадка. Те
показаха, че една версия може да бъде програмирана да редактира човешки
клетки, но с ниска ефективност, и проследиха дълбоките еволюционни връзки
на семейството с други РНК-насочвани машини. Това е реално разширяване
на познанията ни за РНК-насочваната биология и възможна нова отправна
точка за бъдещи инструменти—фундаментално откритие и доказателство
за принципа, а не зрял генен редактор или терапия.
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Нов клон в дървото на РНК-насочваните машини

От време на време се появява биологична статия със заглавие, което никога не е
искала. В този случай то беше „нов CRISPR“. Работата зад него е по-интересна — и,
както обикновено, по-скромна.

Да започнем с онова, което CRISPRнаправиизвестно: РНК-насочвана система. Номерът
е, че протеинът не трябва да е предварително „настроен“ да разпознава само една
мишена. Вместо тованосикъсопарчеРНК—водач—иотива там, къдетопоследователността
на тозиводач съвпада. Сменяте водача, сменятемишената.Именнотазипрограмируемост
превърна CRISPR в инструмент. Но CRISPR не е единствената РНК-насочвана система
в природата и въпросът в тази статия е търпеливият: колко други вида има и какво
могат да ни научат?

How TIGR-Tas targets DNA without being CRISPR
A tigRNA guide uses two spacers to position a Tas protein on both DNA strands.
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• a CRISPR replacement ready for routine editing

• an efficient human-cell editor or a therapy

• a known natural immune function for every TIGR-Tas system

Original diagram — The Clean Paper · raster artwork embedded; labels and claims remain editable SVG

TIGRTas използва водач с два спейсъра, които разчитат противоположните вериги на ДНК. Това е нова
архитектура, не готов генен редактор.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

За да ги търсят, авторите не издирват сходни генни последователности — те се
променят твърде много през еволюцията, за да разкриват далечни роднини. Вместо
това търсятформи. Започват отчасттанаCRISPRпротеинаCas9, която държиводачната
РНК, и претърсват бази данни с предсказани белтъчни структури за нещо изградено
по същия начин. Следата води — през бактериален „скачащ ген“ и машина, която
обикновените клетки използват, за да модифицират химически собствената си РНК —
до нещо действително ново.
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Какво направиха авторите

Структурното търсене разкрива неизвестно досега семейство протеини, кодирани
главно в бактериофаги (вируси, които заразяват бактерии), вируси на археи и малки
паразитни бактерии. До всеки от тях се намира характерен участък от ДНК: дълъг
повтарящ се масив, който авторите наричат TIGR масив (от Tandem Interspaced
Guide RNA). Протеините са наречени Tas (TIGR-associated). Някои Tas съдържат само
основната част, която захваща РНК; други имат добавен инструмент за рязане на ДНК
— един от два вида молекулярни ножици, наречени RuvC или HNH.

След като откриват семейството в базите данни, изследователите го пренасят в
лабораторията: експресират системите в E. coli и секвенират малките РНК, които
те произвеждат, изясняват правилата, по които тези РНК намират ДНК мишена,
проверяват дали режещите версии наистина режат, опитват да програмират една
от тях да редактира човешки клетки и накрая замразяват работещ комплекс и
изобразяват структурата му с почти атомна разделителна способност.

Какво откриха

Водачът е от две части. TIGR масивът се обработва до къси РНК от около 36 букви,
всяка с два отделни насочващи сегмента. Единият разчита едната верига на целевата
ДНК; другият — противоположната. Двата работят в тандем, за да фиксират мястото.
Това е истинска механистична разлика спрямо CRISPR, чийто водач съвпада с една
верига в един непрекъснат участък.

Ине се нуждае от „площадка за кацане“.Много CRISPR нуклеазимогат да режат само
до къс специфиченДНКмотив („PAM“), разположен домишената—ограничение, което
определя къде могат да бъдат насочени. TIGR системите не показват такова изискване:
те разчитат само на последователността на мишената. Система без нужда от PAM по
принцип може да бъде насочена към повече места.

Режещите версии режат точно. Водени от малката РНК, Tas протеините с RuvC или
HNH правят чисти, специфични за последователността разкъсвания в ДНК — и не
правят нищо без водача.

Една версия може да бъде програмирана да редактира човешки клетки — едва-
едва. Когато е внесен в човешки клетки в култура и насочен към шест различни гена,
един Tas протеин действително прави редакции, което потвърждава, че системата
е програмируема и в нашите клетки. Но ефективността е ниска: в най-добрия
случай няколко процента от клетките. За сравнение, днешните оптимизирани CRISPR
инструменти обикновено редактират голяма част от клетките, в които попаднат. Това
е доказателство, че систематаможе да работи, не инструмент, който работи добре.

Структурата обяснява механизма — и подсказва произхода му. Изобразеният
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комплекс представлява огледално симетрична двойка протеини, която обхваща
водачнатаРНКсформанаосмица, докатоцелеватаДНКепрегънатарязко.Поразително
е, че тази архитектура силнонапомнямашина, срещана в родственинанашите клетки
организми — box C/D „snoRNP“, която насочва химични промени по РНК, вместо да
реже ДНК.

Естествената му работа е неясна. Когато авторите експресират една система в E. coli,
тя не отблъсква нахлуващи вируси или плазмиди — обичайната работа на CRISPR.
Вместо това в течение на много поколения постепенно елиминира насочен плазмид,
коетоподсказва, чеистинскатаѝроляможеда е в бавна конкуренциямеждуподвижни
ДНК елементи, а не в имунна защита на първа линия. Но това е заета, изкуствена среда
и честният отговор е, че все още никой не знае какво правят тези системи в природата.

Какво вероятно означава това

Две неща, с различна степен на увереност.

Сигурното: познатият свят на РНК-насочваните системи е по-голям и по-разнообразен
от CRISPR и наскоро откритите му роднини. TIGR-Tas е действително отделен клон със
собствен двуделен, независим от PAM начин за разпознаване на ДНК. Това е истинско
допълнение към картата.

По-дълбокото и по-спекулативно: тъй като TIGR машината е построена подобно
на snoRNP, който редактира РНК в клетки като нашите, и на известен „скачащ
ген“, тя може да бележи еволюционна връзка между РНК-насочвани системи за
модифициране на РНК и РНК-насочвани системи за прицелване към ДНК—възможно
липсващо звено в историята на това как програмируемите РНК водачи са възникнали
в различни клонове на живота.

Какво не доказва това

• Това не е готов инструмент за генно редактиране. Редактиране в човешки
клетки е демонстрирано, но слабо — най-много няколко процента. Това доказва
програмируемост, не зрял редактор, и е много далеч от клинично приложение.

• Това не е „CRISPR 2.0“. Като инструмент днес CRISPR-Cas9 е много по-ефективен.
TIGR-Tas е нова архитектурана етап доказателство за принципа, не по-добра версия
на съществуващ продукт.

• Биологичнатамуроляенеизвестна.В единствения тест на тазиидея систематане
действа като антивирусна имунна защита; твърдението „нова бактериална имунна
система“ не е установено.

• Голяма част от основния механизъм остава отворена — включително как
водачната РНК се изрязва до крайната си дължина и към какво всъщност се
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насочват тези системи в природата (повечето се срещат в микроби, които почти не
можем да култивираме).

• Тук няма терапия. Това е откриване и характеризиране в микроби и клетъчни
култури — без заболяване, лечение или пациент.

Колко силни са доказателствата?

Самото откритие стои на здрава основа и е необичайно добре подкрепено от различни
посоки: мащабно структурно търсене, последвано от лабораторно потвърждение как
се образува РНК и как намира и реже ДНК, почти атомна структура на действащия
комплекс и тест в човешки клетки. Твърдението „това е ново и различно семейство
РНК-насочвани системи за прицелване към ДНК“ е добре подкрепено по няколко
независими линии.

Ранно е всичко, което се отнася до полезността. Редактирането работи, но едва, а цялата
оптимизация, която превърна CRISPR от любопитство в инструмент, при TIGR тепърва
предстои.Изведена по косвен път е останалата част от историята— естествената роля е
разумно предположение от изкуствен експеримент, а еволюционната връзка, макар и
елегантна, е аргумент от обща структура, не установена история. Статията внимателно
разграничава тези нива.

Защо това има значение

Няколко по-ранни разширявания на каталога от РНК-насочвани системи в крайна
сметка се оказахаполезни. Системите зад днешнитеинструменти—Cas9, Cas12, Cas13, а
по-скоро и по-малките протеини IscB/OMEGA и еукариотните Fanzor— в началото бяха
простоновоописана биология. Нито еднанепристигна като готовинструмент. Система
с двуделен водач и без изискване за PAM е действително различна отправна точка,
а насочването без PAM е точно видът гъвкавост, който създателите на инструменти
ценят.

Но по-тихият резултат може да се окаже по-важен от перспективата за инструмент.
Като свързва ДНК-режеща система с РНК-редактиращата snoRNP машина и със скачащ
ген, работата очертава възможна нишка между много различни РНК-насочвани
системи по дървото на живота. Това е от онези открития, които пренареждат начина,
по който една област разбира откъде са дошли инструментите ѝ — и в дългосрочен
план това струва повече от още едно заглавие за молекулярни ножици.
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Кратко и ясно

Като търсят формата на протеини, а не техните последователности, изследователите
откриватTIGR-Tas: неизвестнодосега семействоРНК-насочвани системи заприцелване
къмДНК, срещано главно във вирусина бактерииипаразитни бактерии. Водачнатаму
РНК е необичайна—около 36 букви с два отделнинасочващи сегмента, които разчитат
противоположните вериги на ДНК — и за разлика от CRISPR не се нуждае от съседен
„PAM“ мотив. Членовете, които режат ДНК, го правят прецизно; един може да бъде
програмиран да редактира човешки клетки, макар и с ефективност само от няколко
процента; а структура с почти атомна разделителна способност разкрива комплекс,
изграден подобно на snoRNP машината, която редактира РНК в наши сродни клетки—
което подсказва дълбока еволюционна връзка между РНК-насочвано модифициране
на РНК и прицелване към ДНК. Това е реално разширяване на РНК-насочваната
биология и възможно ново шаси за бъдещи инструменти — фундаментално откритие
и доказателство за принципа, не зрял генен редактор, не „CRISPR 2.0“ и не терапия.
Естествената му роля в природата остава неизвестна.

Проверка без излишен шум

Какво показва статията: Ново, различно семейство РНК-насочвани системи за
прицелванекъмДНК (TIGR-Tas) впрокариотиитехнитевируси, откриточрез структурно
търсене; водачна РНК с два сегмента и без PAM (~36 nt), която се насочва в тандем към
двете ДНК вериги; прецизно РНК-насочвано рязане на ДНК от членовете с нуклеазна
активност; програмируемо редактиране в човешки клетки с ниска ефективност (до
няколко процента); почти атомна cryo-EM структура; и структурни/еволюционни
връзки с box C/D snoRNP и IS110 транспозони.

Какво е правдоподобно, но не е доказано: Естествената биологична роля на
системите (един изкуствен експеримент подсказва незащитна роля в конкуренцията
междуподвижниелементи); предложената еволюционнавръзкамеждуРНК-модифициращи
и ДНК-насочени РНК-водени системи (аргумент от структурата).

Какво не показва: Зрял или високоефективен инструмент за генно редактиране;
превъзходство над CRISPR като инструмент; потвърдена естествена функция; как се
доузрява водачната РНК; терапевтично приложение.

Основни ограничения: Ефективността на редактиране в човешки клетки е ниска
(самодоказателство запринципа); повечето системи са откритив трудни заизследване
метагеноми, затова естественитемишенисадо голяма степеннеизвестни; твърденията
за биологична роля и еволюционен произход са косвени; характеризирането е в
микроби и клетъчни култури, не в контекст на заболяване.

Колко уверен трябва да бъде общият читател? Висока увереност, че това е истинско
и отделно ново семейство РНК-насочвани системи за ДНК с нов двуделен механизъм
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без PAM и че структурните и еволюционните наблюдения са реални. Висока увереност
и че това не е готов инструмент за генно редактиране, не е „CRISPR 2.0“ и не е
терапия. Ниска увереност относно естествената му роля и колко далеч ще стигне
като инструмент. Подходящата позиция е истински ентусиазъм за новата биология и
възможното еволюционно липсващо звено — и търпение за приложенията, които са
едва в началото.
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