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Μια νέα οικογένεια συστηµάτων που
στοχεύουν DNA µε οδηγό RNA —
διαφορετ ική από το CRISPR και όχι ακόµη
εργαλείο γονιδιακής επεξεργασίας
Αναζητώντας σε µικροβιακά γονιδιώµατα, ερευνητές βρήκαν το TIGR-Tas, µια
άγνωστη µέχρι τώρα οικογένεια συστηµάτων καθοδηγούµενων από RNA που κόβουν
DNA— µε έναν οδηγό δύο τµηµάτων και χωρίς τη θέση πρόσδεσης «PAM» του CRISPR.
Έδειξαν ότ ι µία εκδοχή µπορεί να προγραµµατ ιστεί ώστε να επεξεργάζεται ανθρώπινα
κύτταρα, αλλά µε χαµηλή µόνο αποδοτ ικότητα, και ανίχνευσαν βαθιές εξελικτ ικές
συνδέσεις της οικογένειας µε άλλες µηχανές καθοδηγούµενες από RNA. Πρόκειται για
πραγµατ ική διεύρυνση όσων γνωρίζουµε για τη βιολογία των RNA-καθοδηγούµενων
συστηµάτων και για ένα πιθανό νέο σηµείο εκκίνησης για µελλοντ ικά εργαλεία —
ανακάλυψη βασικής έρευνας και απόδειξη αρχής, όχι ώριµος γονιδιακός επεξεργαστής
ή θεραπεία.
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Ένας νέος κλάδος στο δέντρο των µηχανών που
καθοδηγούνται από RNA
Κάθε τόσο εµφανίζεται µια βιολογική εργασία φορτωµένη µε έναν τ ίτλο που ποτέ δεν ζήτησε.
Για αυτήν ήταν «ένα νέο CRISPR». Η πραγµατ ική δουλειά είναι πιο ενδιαφέρουσα—και, όπως
συνήθως, πιο µετριοπαθής.

Ας ξεκινήσουµε από αυτό που έκανε διάσηµο το CRISPR: ένα σύστηµα καθοδηγούµενο
από RNA. Το τέχνασµα είναι ότ ι η πρωτεΐνη δεν χρειάζεται να είναι από κατασκευής
προγραµµατ ισµένη να αναγνωρίζει έναν συγκεκριµένο στόχο. Αντ ί γι’ αυτό µεταφέρει
ένα µικρό κοµµάτ ι RNA— έναν οδηγό— και πηγαίνει όπου ταιριάζει η αλληλουχία αυτού του
οδηγού. Αλλάζεις τον οδηγό, αλλάζεις τον στόχο. Αυτή η δυνατότητα προγραµµατ ισµού είναι
ο λόγος που το CRISPR έγινε εργαλείο. Όµως το CRISPR δεν είναι το µόνο RNA-καθοδηγούµενο
σύστηµα στη φύση, και η ερώτηση αυτής της εργασίας είναι η υποµονετ ική: πόσα άλλα είδη
υπάρχουν και τ ι µπορούν να µας µάθουν;

How TIGR-Tas targets DNA without being CRISPR
A tigRNA guide uses two spacers to position a Tas protein on both DNA strands.

1. TIGR array
the locus encodes guide RNA

2. Tas complex
the guide loads into the protein

3. DNA target
two spacers read the two strands

tigRNA guide

two spacer segments
programmable in

principle, not yet mature
editing

double-stranded DNA

PAM-free
not a mature

editor

NOT SHOWN BY THIS PAPER

• 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

Το TIGRTas χρησιµοποιεί έναν οδηγό µε δύο τµήµατα για να διαβάζει αντ ίθετες αλυσίδες του DNA.
Πρόκειται για νέα αρχιτεκτονική, όχι για έτοιµο γονιδιακό επεξεργαστή.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Για να τα αναζητήσουν, οι συγγραφείς δεν έψαξαν για ίδιες γονιδιακές αλληλουχίες — αυτές
αλλάζουν υπερβολικά πολύ στη διάρκεια της εξέλιξης ώστε να αποκαλύπτουν µακρινούς
συγγενείς. Έψαξαν για σχήµατα. Ξεκινώντας από το τµήµα της πρωτεΐνης Cas9 του CRISPR
που συγκρατεί το RNA-οδηγό, σάρωσαν βάσεις δεδοµένων προβλεπόµενων πρωτεϊνικών
δοµών αναζητώντας οτ ιδήποτε ήταν χτ ισµένο µε παρόµοιο τρόπο. Η διαδροµή αυτή οδήγησε
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— µέσω ενός βακτηριακού «πηδηχτού γονιδίου» και ενός µηχανισµού που χρησιµοποιούν τα

συνηθισµένα κύτταρα για να τροποποιούν χηµικά το δικό τους RNA — σε κάτ ι πραγµατ ικά
νέο.

Τι έκαναν οι συγγραφείς
Η δοµική αναζήτηση αποκάλυψε µια οικογένεια πρωτεϊνών που δεν είχε αναγνωριστεί
προηγουµένως, κωδικοποιηµένων κυρίως σε βακτηριοφάγους (ιούς που µολύνουν βακτήρια),
σε ιούς αρχαίων και σε πολύ µικρά παρασιτ ικά βακτήρια. Καθεµία βρίσκεται δίπλα σε µια
χαρακτηριστ ική περιοχή DNA: µια µακριά, επαναλαµβανόµενη συστοιχία που οι συγγραφείς
ονόµασαν TIGR array (Tandem Interspaced Guide RNA). Τις πρωτεΐνες τ ις ονόµασαν Tas
(TIGR-associated). Ορισµένες πρωτεΐνες Tas αποτελούνται ουσιαστ ικά µόνο από το τµήµα
που συγκρατεί RNA· άλλες έχουν προσαρτηµένο ένα εργαλείο κοπής DNA— ένα από δύο είδη
µοριακών «ψαλιδιών», που λέγονται RuvC ή HNH.

Αφού βρήκαν την οικογένεια στη βάση δεδοµένων, τη µετέφεραν στο εργαστήριο: εξέφρασαν
τα συστήµατα σε E. coli και αλληλούχησαν τα µικρά RNA που παρήγαγαν, προσδιόρισαν τους
κανόνες µε τους οποίους αυτά τα RNA βρίσκουν έναν στόχο DNA, έλεγξαν αν οι εκδοχές µε
νουκλεάση πράγµατ ι κόβουν, προσπάθησαν να προγραµµατ ίσουν µία ώστε να επεξεργάζεται
ανθρώπινα κύτταρα και, τέλος, ακινητοποίησαν ένα ενεργό σύµπλοκο και απεικόνισαν τη
δοµή του σε σχεδόν ατοµική ανάλυση.

Τι βρήκαν
Ο οδηγός αποτελείται από δύο τµήµατα. Η συστοιχία TIGR επεξεργάζεται σε µικρά RNA
µήκους περίπου 36 «γραµµάτων», καθένα από τα οποία φέρει δύο ξεχωριστά τµήµατα
στόχευσης. Το ένα διαβάζει τη µία αλυσίδα του DNA-στόχου· το άλλο διαβάζει την αντ ίθετη.
Τα δύο λειτουργούν από κοινού για να καθορίσουν τη θέση. Πρόκειται για πραγµατ ική
µηχανιστ ική απόκλιση από το CRISPR, του οποίου ο οδηγός ταιριάζει σε µία αλυσίδα σε ένα
συνεχόµενο τµήµα.

Και δεν χρειάζεται «σηµείο προσγείωσης».Πολλές νουκλεάσες CRISPR µπορούν να κόψουν
µόνο δίπλα σε ένα µικρό, συγκεκριµένο µοτ ίβο DNA (ένα «PAM») που βρίσκεται παραπλεύρως
του στόχου — περιορισµός που µειώνει τ ις θέσεις στ ις οποίες µπορούν να κατευθυνθούν. Τα
συστήµατα TIGR δεν έδειξαν τέτοια απαίτηση: βασίζονταν µόνο στην αλληλουχία-στόχο. Ένα
σύστηµα που δεν χρειάζεται PAM µπορεί, κατ ’ αρχήν, να στοχεύσει περισσότερες θέσεις.

Οι εκδοχές που κόβουν, κόβουν µε ακρίβεια. Καθοδηγούµενες από το µικρό RNA, οι
πρωτεΐνες Tas που έφεραν RuvC ή HNH προκάλεσαν καθαρές, ειδικές ως προς την αλληλουχία
θραύσεις στο DNA — και δεν έκαναν τ ίποτα χωρίς τον οδηγό.

Μία εκδοχήµπορούσε να προγραµµατιστείώστε να επεξεργάζεταιανθρώπινακύτταρα—
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αλλά µετά βίας.Όταν µεταφέρθηκε σεανθρώπινα κύτταρα σε καλλιέργεια και κατευθύνθηκε
σε έξι διαφορετ ικά γονίδια,µιαπρωτεΐνηTas όντως προκάλεσε επεξεργασίες, επιβεβαιώνοντας
ότ ι το σύστηµα είναι προγραµµατ ιζόµενο και στα δικά µας κύτταρα. Όµως η αποδοτ ικότητα
ήταν χαµηλή: στην καλύτερη περίπτωση λίγα τοις εκατό των κυττάρων. Για σύγκριση, τα
σηµερινά βελτ ιστοποιηµένα εργαλεία CRISPR επεξεργάζονται συνήθως µεγάλο ποσοστό των

κυττάρων στα οποία εισάγονται. Αυτό αποδεικνύει ότ ι µπορεί να λειτουργήσει, όχι ότ ι είναι
εργαλείο που λειτουργεί καλά.

Η δοµή εξήγησε τον µηχανισµό — και έδωσε ένα ίχνος για την προέλευσή του. Το
σύµπλοκο που απεικονίστηκε είναι ένα κατοπτρικά συµµετρικό ζεύγος πρωτεϊνών που
αγκαλιάζει τοRNA-οδηγό σε σχήµα οκτώ, ενώ τοDNA-στόχος κάµπτεταιαπότοµα. Εντυπωσιακά,
αυτή η αρχιτεκτονική µοιάζει πολύ µε έναν µηχανισµό που υπάρχει σε συγγενείς των δικών
µας κυττάρων — το box C/D «snoRNP», το οποίο καθοδηγεί χηµικές τροποποιήσεις του RNA
αντ ί να κόβει DNA.

Η φυσική του λειτουργία είναι ασαφής. Όταν οι συγγραφείς εξέφρασαν ένα σύστηµα σε
E. coli, αυτό δεν απέκρουσε εισβάλλοντες ιούς ή πλασµίδια — τη συνηθισµένη δουλειά του
CRISPR. Αντ ί γι’ αυτό, αποµάκρυνε σταδιακά ένα στοχευµένο πλασµίδιο σε πολλές γενιές,
υποδηλώνοντας ότ ι ο πραγµατ ικός του ρόλος ίσως βρίσκεται σε αργό ανταγωνισµό ανάµεσα
σε κινητά στοιχεία DNA και όχι στην πρώτη γραµµή της ανοσολογικής άµυνας. Όµως αυτό
συνέβη σε ένα δανεικό, τεχνητό περιβάλλον και η ειλικρινής απάντηση είναι ότ ι ακόµη κανείς
δεν γνωρίζει τ ι κάνουν αυτά τα συστήµατα στη φύση.

Τι πιθανότατα σηµαίνει αυτό
Δύο πράγµατα, µε διαφορετ ικό βαθµό βεβαιότητας.

Το στέρεο: ο γνωστός κόσµος των RNA-καθοδηγούµενων συστηµάτων είναι µεγαλύτερος και
πιο ποικίλος από το CRISPR και τους συγγενείς του που ανακαλύφθηκαν πρόσφατα. Το TIGR-
Tas είναι πραγµατ ικά ξεχωριστός κλάδος, µε δικό του τρόποαναγνώρισηςDNA, δύο τµηµάτων

και χωρίς PAM. Είναι µια πραγµατ ική προσθήκη στον χάρτη.

Το βαθύτερο και πιο υποθετ ικό: επειδή ο µηχανισµός TIGR είναι δοµηµένος σαν το snoRNP
που τροποποιεί RNA σε κύτταρα όπως τα δικά µας και σαν ένα γνωστό «πηδηχτό γονίδιο»,
ίσως αποτελεί εξελικτ ικό σύνδεσµο ανάµεσα σε συστήµατα καθοδηγούµενα από RNA που
τροποποιούν RNA και σε συστήµατα καθοδηγούµενα από RNA που στοχεύουν DNA — ένα
πιθανό κοµµάτ ι που έλειπε από την ιστορία του πώς προέκυψαν προγραµµατ ιζόµενοι οδηγοί
RNA στη ζωή.
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Τι δεν αποδεικνύει
• Δεν είναι έτοιµο εργαλείο γονιδιακής επεξεργασίας. Η επεξεργασία ανθρώπινων

κυττάρων αποδείχθηκε, αλλά ήταν ασθενής — λίγα τοις εκατό στην καλύτερη περίπτωση.
Αυτό αποδεικνύει προγραµµατ ισιµότητα, όχι ώριµο επεξεργαστή, και απέχει πολύ από
οτ ιδήποτε κλινικό.

• Δεν είναι «CRISPR 2.0». Ως σηµερινό εργαλείο, το CRISPR-Cas9 το ξεπερνά κατά πολύ
σε αποδοτ ικότητα επεξεργασίας. Το TIGR-Tas είναι µια νέα αρχιτεκτονική στο στάδιο της
απόδειξης αρχής, όχι καλύτερη εκδοχή ενός ήδη υπάρχοντος προϊόντος.

• Ο βιολογικός του ρόλος είναι άγνωστος. Δεν λειτούργησε ως αντ ι-ιικό ανοσοποιητ ικό
σύστηµα στη µία δοκιµή αυτής της ιδέας· δεν έχει τεκµηριωθεί «ένα νέο βακτηριακό
ανοσοποιητ ικό σύστηµα».

• Μεγάλο µέρος του βασικού µηχανισµού παραµένει ανοικτό — µεταξύ άλλων πώς
κόβεται το RNA-οδηγός στο τελικό του µήκος και τ ι στοχεύουν πραγµατ ικά αυτά τα

συστήµατα στη φύση (τα περισσότερα βρίσκονται σε µικρόβια που µετά βίας µπορούµε
να καλλιεργήσουµε).

• Δεν υπάρχει εδώ θεραπευτική εφαρµογή. Πρόκειται για ανακάλυψη και χαρακτηρισµό
σε µικρόβια και κυτταροκαλλιέργειες — χωρίς νόσο, χωρίς θεραπεία, χωρίς ασθενή.

Πόσο ισχυρά είναι τα στοιχεία;
Η ίδιαηανακάλυψη πατά σε στέρεο έδαφοςκαι είναιασυνήθιστα ολοκληρωµένη: βασίζεται σε
µεγάλης κλίµακας εξόρυξη δοµών, έπειτα σε εργαστηριακή επιβεβαίωση του πώς παράγεται
το RNA και πώς βρίσκει και κόβει DNA, κατόπιν σε σχεδόν ατοµική δοµή του ενεργού
συµπλόκου, µαζί µε τη δοκιµή σε ανθρώπινα κύτταρα. Ο ισχυρισµός «αυτή είναι µια νέα,
διακριτή οικογένεια RNA-καθοδηγούµενης στόχευσης DNA» υποστηρίζεται καλά από πολλές
ανεξάρτητες κατευθύνσεις.

Αυτό που βρίσκεται σε πολύ πρώιµο στάδιο είναι οτ ιδήποτε αφορά τη χρησιµότητα: η
επεξεργασία λειτουργεί, αλλά µόλις και µετά βίας, και όλη η βελτ ιστοποίηση που µετέτρεψε
το CRISPR από περιέργεια σε εργαλείο βρίσκεται, για το TIGR, ακόµη µπροστά. Και αυτό
που είναι συµπερασµατ ικό είναι το υπόλοιπο της ιστορίας — ο φυσικός ρόλος είναι µια
λογική υπόθεση από ένα τεχνητό πείραµα, ενώ ο εξελικτ ικός σύνδεσµος, αν και κοµψός, είναι
επιχείρηµα από κοινή δοµή και όχι οριστ ικά καταγεγραµµένη ιστορία. Η εργασία προσέχει
να ξεχωρίζει τα δύο.

Γιατ ί έχει σηµασία
Αρκετές προηγούµενες διευρύνσεις του καταλόγου των RNA-καθοδηγούµενων συστηµάτων

απέδωσαν τελικά. Τα συστήµατα πίσω από τα σηµερινά εργαλεία — Cas9, Cas12, Cas13
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και, πιο πρόσφατα, οι µικρότερες πρωτεΐνες IscB/OMEGA και οι ευκαρυωτ ικές Fanzors —
ήταν το καθένα, στην αρχή, απλώς νεοπεριγραφείσα βιολογία. Κανένα δεν εµφανίστηκε ως
τελειωµένο εργαλείο. Ένα σύστηµα µε οδηγό δύο τµηµάτων και χωρίς απαίτηση PAM είναι
ένα πραγµατ ικά διαφορετ ικό σηµείο εκκίνησης, και η στόχευση χωρίς PAM είναι ακριβώς το
είδος ευελιξίας που εκτ ιµούν όσοι κατασκευάζουν εργαλεία.

Όµως το πιο ήσυχο αποτέλεσµα ίσως έχει µεγαλύτερη σηµασία από την προοπτ ική ενός
εργαλείου. Συνδέοντας ένα σύστηµα που κόβει DNA µε τον µηχανισµό snoRNP που τροποποιεί
RNA και µε ένα πηδηχτό γονίδιο, η εργασία σκιαγραφεί ένα πιθανό νήµα που ενώνει πολύ
διαφορετ ικά RNA-καθοδηγούµενα συστήµατα σε όλο το δέντρο της ζωής. Είναι το είδος
ευρήµατος που αναδιοργανώνει τον τρόπο µε τον οποίο ένας κλάδος αντ ιλαµβάνεται από
πού προήλθαν τα εργαλεία του — κάτ ι που µακροπρόθεσµα αξίζει περισσότερο από ακόµη
έναν τ ίτλο για «ψαλίδια».

Καθαρή σύνοψη
Αναζητώντας σχήµατα πρωτεϊνών αντ ί για αλληλουχίες, οι ερευνητές ανακάλυψαν το TIGR-
Tas: µια άγνωστη µέχρι σήµερα οικογένεια RNA-καθοδηγούµενων συστηµάτων στόχευσης
DNA, που βρίσκεται κυρίως σε βακτηριακούς ιούς και παρασιτ ικά βακτήρια. Το RNA-οδηγός
της είναι ασυνήθιστο — περίπου 36 «γράµµατα» µε δύο ξεχωριστά τµήµατα στόχευσης που
διαβάζουν αντ ίθετες αλυσίδες του DNA — και, σε αντ ίθεση µε το CRISPR, δεν χρειάζεται
γειτονικό µοτ ίβο «PAM». Τα µέλη που φέρουν νουκλεάση κόβουν DNA µε ακρίβεια, ένα
από αυτά µπορούσε να προγραµµατ ιστεί για επεξεργασία ανθρώπινων κυττάρων (αν και
µε αποδοτ ικότητα µόνο λίγων τοις εκατό) και µια σχεδόν ατοµική δοµή αποκάλυψε ένα
σύµπλοκο χτ ισµένο όπως ο µηχανισµός snoRNP που τροποποιεί RNA στα δικά µας κύτταρα—
υποδηλώνοντας έναν βαθύ εξελικτ ικό σύνδεσµο ανάµεσα σε RNA-καθοδηγούµενα συστήµατα
τροποποίησης RNA και στόχευσης DNA. Πρόκειται για πραγµατ ική διεύρυνση της RNA-
καθοδηγούµενης βιολογίας και για έναν πιθανό νέο «σκελετό» µελλοντ ικών εργαλείων —
ανακάλυψη βασικής επιστήµης και απόδειξη αρχής, όχι ώριµος γονιδιακός επεξεργαστής, όχι
«CRISPR 2.0» και όχι θεραπεία. Η φυσική του λειτουργία στη φύση παραµένει άγνωστη.

Έλεγχος χωρίς υπερβολές
Τι δείχνει η εργασία: Μια νέα, διακριτή οικογένεια RNA-καθοδηγούµενων συστηµάτων

στόχευσης DNA (TIGR-Tas) σε προκαρυώτες και τους ιούς τους, που βρέθηκε µέσω δοµικής
εξόρυξης· έναν οδηγό RNA δύο τµηµάτων, χωρίς PAM (~36 nt), που στοχεύει διαδοχικά
και τ ις δύο αλυσίδες DNA· ακριβή RNA-καθοδηγούµενη κοπή DNA από τα µέλη που φέρουν
νουκλεάση· προγραµµατ ιζόµενη επεξεργασίαανθρώπινων κυττάρων µε χαµηλήαποδοτ ικότητα
(έως λίγα τοις εκατό)· µια σχεδόν ατοµική δοµή cryo-EM· και δοµικές/εξελικτ ικές συνδέσεις
µε box C/D snoRNP και τρανσποζόνια IS110.
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Τι είναι εύλογο αλλά δεν έχει αποδειχθεί: Ο φυσικός βιολογικός ρόλος αυτών των

συστηµάτων (ένα µη αµυντ ικό ρόλο στον ανταγωνισµό κινητών στοιχείων υποδηλώνει ένα
τεχνητό πείραµα)· ο προτεινόµενος εξελικτ ικός σύνδεσµος ανάµεσα σε RNA-καθοδηγούµενα
συστήµατα τροποποίησης RNA και στόχευσης DNA (επιχείρηµα από τη δοµή).

Τι δεν δείχνει: Ένα ώριµο ή υψηλής αποδοτ ικότητας εργαλείο γονιδιακής επεξεργασίας·
υπεροχή έναντ ι του CRISPR ως εργαλείου· επιβεβαιωµένη φυσική λειτουργία· τον τρόπο
ωρίµανσης του RNA-οδηγού· οποιαδήποτε θεραπευτ ική εφαρµογή.

Κύριοι περιορισµοί: Η αποδοτ ικότητα επεξεργασίας σε ανθρώπινα κύτταρα είναι χαµηλή
(µόνο απόδειξη αρχής)· τα περισσότερα συστήµατα βρίσκονται σε δύσκολα µελετήσιµα
µεταγονιδιώµατα, άρα οι φυσικοί στόχοι παραµένουν σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι· οι
ισχυρισµοί για τον βιολογικό ρόλο και την εξελικτ ική προέλευση είναι συµπερασµατ ικοί·
ο χαρακτηρισµός έγινε σε µικρόβια και κυτταροκαλλιέργεια, όχι σε πλαίσιο νόσου.

Πόση εµπιστοσύνη πρέπει να έχει ένας γενικός αναγνώστης; Υψηλή ότ ι πρόκειται για
πραγµατ ική, διακριτή νέα οικογένεια RNA-καθοδηγούµενων συστηµάτων στόχευσης DNA
µε νέο µηχανισµό δύο τµηµάτων χωρίς PAM και ότ ι οι δοµικές και εξελικτ ικές παρατηρήσεις
είναι πραγµατ ικές. Υψηλή επίσης ότ ι δεν είναι έτοιµο εργαλείο γονιδιακής επεξεργασίας,
δεν είναι «CRISPR 2.0» και δεν είναι θεραπεία. Χαµηλή για τον φυσικό του ρόλο και για το
πόσο µακριά θα φτάσει ως εργαλείο. Η κατάλληλη στάση: πραγµατ ικός ενθουσιασµός για νέα
βιολογία και έναν πιθανό εξελικτ ικό χαµένο κρίκο — και υποµονή για τ ις εφαρµογές, που
βρίσκονται µόλις στην αρχή.
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