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Nova obitelj RNA-vodenih sustava za ciljanje DNA —
razli¢ita od CRISPR-a i jos$ nije alat za uredivanje

gena

PretraZujuci mikrobne genome istraZivaci su pronasli TIGR-Tas, dotad nepoznatu obitelj RNA-
vodenih sustava koji rezu DNA — koristeci dvodijelni vodic i bez PAM ,,mjesta slijetanja”, za razliku
od CRISPR-a. Pokazali su da se jedna verzija moze programirati za uredivanje ljudskih stanica,
ali samo uz nisku ucinkovitost, i pratili duboke evolucijske veze obitelji s drugim RNA-vodenim
strojevima. To je stvarno proSirenje naseg znanja o RNA-vodenoj biologiji i moguca nova pocetna
tocka za buduce alate — temeljno otkrice i dokaz koncepta, ne zreo editor gena ili terapija.
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Nova grana na stablu RNA-vodenih strojeva

S vremena na vrijeme pojavi se bioloski rad s naslovom koji sam nikada nije trazio. Ovaj je dobio
»novi CRISPR”. Znanost iza njega zanimljivija je od toga — i, kao obi¢no, skromnija.

Poénimo s onime Sto je CRISPR proslavilo: RNA-vodenim sustavom. Trik je u tome da protein ne
mora biti unaprijed fiksiran za prepoznavanje jedne mete. Umjesto toga nosi kratki komad RNA
— vodi¢ — i ide ondje gdje se slijed tog vodica podudara. Promijenite vodi¢, promijenite metu. Ta
programabilnost cijeli je razlog zasto je CRISPR postao alat. Ali CRISPR nije jedini RNA-vodeni sustav
u prirodi, a pitanje ovog rada strpljivo je: koliko drugih vrsta postoji i Sto nas mogu nauciti?

How TIGR-Tas tar&ets DNA without being CRISPR
A tigRNA guide uses two spacers to posftfon a Tas protein on both DNA strands.
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* a CRISPR replacement ready for routine editing * aknown natural immune function for every TIGR-Tas system

* an efficient human-cell editor or a therapy

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

TIGR-Tas koristi vodi¢ s dva spacera koji Citaju suprotne lance DNA. To je nova arhitektura, a ne gotov alat za
uredivanje gena.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Da bi ih pronasli, autori nisu trazili podudarne genske slijedove — oni se kroz evoluciju previse
mijenjaju da bi otkrili udaljene srodnike. Trazili su oblike. Polazedi od dijela CRISPR-ova proteina Cas9
koji drzi vodi¢ RNA, pretrazili su baze predvidenih proteinskih struktura trazeéi nesto izgradeno na
isti nadin. Trag je — preko bakterijskog ,skacuceg gena” i dijela stroja kojim obiéne stanice kemijski
modificiraju vlastitu RNA — doveo do neceg doista novog.
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Sto su autori napravili

Strukturna pretraga otkrila je dotad neprepoznatu obitelj proteina, kodiranu uglavnom u bakteriofaz-
ima (virusima koji napadaju bakterije), virusima arheja i sicusnim parazitskim bakterijama. Svaki se
protein nalazi uz prepoznatljiv odsjecak DNA: dugacak ponavljajuci niz koji su autori nazvali TIGR
array (Tandem Interspaced Guide RNA). Proteine su nazvali Tas (TIGR-associated). Neki Tas proteini
samo su ,,drza¢” RNA, dok drugi imaju pri¢vrscen alat za rezanje DNA — jednu od dviju vrsta moleku-
larnih Skara, RuvC ili HNH.

Nakon otkriéa obitelji u bazi podataka prenijeli su je u laboratorij: eksprimirali su sustave u E. coli i
sekvencirali male RNA koje proizvode, utvrdili pravila po kojima RNA pronalazi DNA metu, testirali
rezu li verzije s nukleazom doista DNA, pokusali programirati jednu verziju za uredivanje ljudskih
stanica i na kraju zamrznuli funkcionalni kompleks te snimili njegovu strukturu gotovo na atomskoj
razini.

Sto su pronasli

Vodic¢ dolazi u dva dijela. TIGR niz obraduje se u kratke RNA od oko 36 slova, a svaka nosi dva zasebna
ciljna segmenta. Jedan segment cCita jedan lanac ciljane DNA; drugi ¢ita suprotni lanac. Djeluju u
tandemu kako bi odredili mjesto. To je stvarna mehanisti¢ka razlika od CRISPR-a, ¢iji vodic¢ odgovara
jednom lancu u jednom kontinuiranom odsjecku.

I ne treba ,,mjesto slijetanja”. Mnoge CRISPR nukleaze mogu rezati samo uz kratki specificni motiv
DNA (PAM) pokraj mete — ogranicenje koje smanjuje broj mjesta koja mogu ciljati. TIGR sustavi
nisu pokazali takav zahtjev: oslanjali su se samo na ciljni slijed. Sustav bez PAM-a u nacelu se moze
usmjeriti na viSe mjesta.

Verzije koje rezu, rezu precizno. Vodeci se malom RNA, Tas proteini s RuvC ili HNH domenom
stvarali su Ciste, slijedno specifiéne prekide DNA — i nisu ¢inili nista bez vodica.

Jedna se verzija mogla programirati za uredivanje ljudskih stanica — jedva. Premjesten u ljudske
stanice u kulturi i usmjeren na Sest razlicitih gena, Tas protein doista je napravio promjene, potvrdu-
judi da se sustav moze programirati i u nasim stanicama. Ali uéinkovitost je bila niska: u najboljem
sluc¢aju nekoliko posto stanica. Za usporedbu, danasnji optimizirani CRISPR alati rutinski ureduju
velik dio stanica u koje se unesu. Ovo je dokaz da moze raditi, ne alat koji radi dobro.

Struktura je objasnila mehanizam — i nagovijestila podrijetlo. Snimljeni kompleks ¢ini zrcalno
simetriéan par proteina koji obuhvadéa vodi¢ RNA u obliku osmice, dok se ciljna DNA savija kroz oStar
zavoj. Upecatljivo, ta arhitektura vrlo nalikuje stroju prisutnom u srodnicima nasih stanica — box C/D
»SNoRNP-u”, koji vodi kemijske modifikacije RNA umjesto rezanja DNA.

Prirodna zadaca sustava nije jasna. Kada su autori izrazili jedan sustav u E. coli, on nije odbijao
napadajude viruse ili plazmide — dnevni posao CRISPR-a. Umjesto toga postupno je uklanjao ciljani
plazmid tijekom mnogih generacija, Sto sugerira da bi njegova prava uloga mogla biti u sporom
natjecanju izmedu mobilnih komada DNA, a ne u prvoj liniji imunoloske obrane. Ali to je bio posuden,
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umjetan kontekst i poSten odgovor glasi da nitko jos ne zna Sto ti sustavi rade u prirodi.

Sto to vjerojatno znaci

Dvije stvari, uz razliite razine sigurnosti.

Cvrsta: poznati svijet RNA-vodenih sustava ve¢i je i raznolikiji od CRISPR-a i nedavno otkrivenih
rodaka. TIGR-Tas je doista zasebna grana, s vlastitim dvodijelnim, PAM-neovisnim na¢inom prepoz-
navanja DNA. To je stvaran dodatak karti.

Dublja i spekulativnija: bududi da je TIGR stroj izgraden poput snoRNP-a koji ureduje RNA u stani-
cama poput nasih i poput poznatog ,skacuéeg gena”, mogao bi oznacavati evolucijsku vezu izmedu
RNA-vodenih sustava koji modificiraju RNA i RNA-vodenih sustava koji ciljaju DNA — mogucu kariku
koja nedostaje u prici o tome kako su programabilni RNA vodici nastali kroz Zivot.

Sto ovo ne dokazuje

Ovo nije gotov alat za uredivanje gena. Uredivanje ljudskih stanica pokazano je, ali slabo — neko-
liko posto u najboljem slucaju. To je dokaz programabilnosti, ne zreo editor, i daleko od bilo cega
klinickog.

Ovo nije,,CRISPR 2.0”. Kao danasnji alat CRISPR-Cas9 daleko ga nadmasuje u u¢inkovitosti. TIGR-
Tas je nova arhitektura u fazi dokaza koncepta, ne bolja verzija postojeceg proizvoda.

Njegova bioloska uloga nije poznata. U jedinom testu te ideje nije djelovao kao antivirusni
imunoloski sustav; ,novi bakterijski imunoloski sustav” nije ustanovljen.

Velik dio osnovnog mehanizma jos je otvoren — ukljucujudi kako se vodi¢ RNA reze na konac¢nu
duljinu i Sto ti sustavi zapravo ciljaju u prirodi (veéina ih Zivi u mikrobima koje jedva mozemo
uzgajati).

Ovdje nema terapije. Ovo je otkriée i karakterizacija u mikrobima i stani¢noj kulturi — bez bolesti,
lijeCenja ili pacijenta.

Koliko su dokazi jaki?

Samo je otkriée na ¢vrstim nogama i neobi¢no dobro zaokruzeno: poéiva na velikoj strukturnoj pre-
trazi, zatim laboratorijskoj potvrdi kako se RNA stvara i kako nalazi i reze DNA, zatim gotovo atomskoj
strukturi kompleksa u radu, uz test u ljudskim stanicama. Tvrdnja ,,0vo je nova, zasebna RNA-vodena
obitelj za ciljanje DNA” dobro je poduprta iz viSe smjerova istodobno.

Ono §to je rano jest sve vezano uz korisnost: uredivanje radi, ali jedva, a sav razvoj koji je CRISPR od
zanimljivosti pretvorio u alat tek je pred TIGR-om. Ono Sto je izvedeno ostatak je price — prirodna
uloga razumna je pretpostavka iz umjetnog pokusa, a evolucijska veza, premda elegantna, argument
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je iz zajedniCke strukture, ne zakljuCena povijest. Rad paZzljivo razlikuje te razine.

7.a8to je to vazno

Nekoliko ranijih proSirenja kataloga RNA-vodenih sustava na kraju se isplatilo. Sustavi iza danasnjih
alata — Cas9, Casl2, Casl3, a novije i manji IscB/OMEGA proteini i eukariotski Fanzori — svaki su
u pocetku bili tek novootkrivena biologija. Nijedan nije stigao kao gotov alat. Sustav s dvodijelnim
vodicem bez zahtjeva za PAM-om doista je drukcija pocetna tocka, a ciljanje bez PAM-a upravo je
vrsta fleksibilnosti koju graditelji alata cijene.

Ali tisi rezultat mozda je vazniji od izgleda za alat. Povezujudi sustav koji reze DNA sa snoRNP strojem
za uredivanje RNA i sa ,skacuc¢im genom”, rad ocrtava mogudu nit koja povezuje vrlo razli¢ite RNA-
vodene sustave kroz stablo Zivota. To je vrsta nalaza koja preureduje nacin na koji podruéje razumije
podrijetlo vlastitih alata — Sto dugorocno vrijedi visSe od joS jednog naslova o Skarama.

Sazetak bez uljepéavanja

Pretrazujudi oblike proteina umjesto njihovih slijedova, istrazivaéi su otkrili TIGR-Tas: dotad
nepoznatu obitelj RNA-vodenih sustava za ciljanje DNA, pronadenu uglavnom u bakterijskim
virusima i parazitskim bakterijama. Vodi¢ RNA neobican je — dug oko 36 slova i nosi dva zasebna
ciljna segmenta koji ¢itaju suprotne lance DNA — a za razliku od CRISPR-a ne treba susjedni PAM
motiv. Clanovi koji sadrZe nukleazu precizno rezu DNA, jedna se verzija mogla programirati za
uredivanje ljudskih stanica (ali uz uc¢inkovitost od samo nekoliko posto), a gotovo atomska struktura
otkrila je kompleks izgraden poput snoRNP stroja koji ureduje RNA u nasim stanicama — §to sugerira
duboku evolucijsku vezu izmedu RNA-vodenih sustava koji modificiraju RNA i onih koji ciljaju DNA.
To je stvarno prosirenje RNA-vodene biologije i moguéa nova osnova za budude alate — temeljno
otkriée i dokaz koncepta, ne zreo editor gena, ne ,,CRISPR 2.0” i ne terapija. Njegova prirodna uloga
ostaje nepoznata.

Provjera bez uljepsavanja

Sto rad pokazuje: Novu, zasebnu obitelj RNA-vodenih sustava za ciljanje DNA (TIGR-Tas) u prokar-
iotima i njihovim virusima, otkrivenu strukturnom pretragom; dvosegmentni vodi¢ RNA bez PAM-
a (~36 nt) koji u tandemu cilja oba lanca DNA; precizno RNA-vodeno rezanje DNA kod ¢lanova s
nukleazama; programabilno uredivanje u ljudskim stanicama uz nisku ucinkovitost (do nekoliko
posto); gotovo atomsku cryo-EM strukturu; i strukturne/evolucijske veze s box C/D snoRNP-ovima
1IS110 transpozonima.

Sto je vjerojatno, ali nije dokazano: Prirodna bioloska uloga sustava (neobrambena uloga u natje-
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canju mobilnih elemenata sugerirana je jednim umjetnim pokusom); predloZeni evolucijski most
izmedu RNA-modificirajuéih i DNA-ciljajué¢ih RNA-vodenih sustava (strukturni argument).

Sto ne pokazuje: Zreo ili visokoudinkovit alat za uredivanje gena; nadmoé nad CRISPR-om kao
alatom; potvrdenu prirodnu funkciju; nacin sazrijevanja vodica RNA; bilo kakvu terapijsku primjenu.

Glavna ogranicenja: Ucinkovitost uredivanja ljudskih stanica niska je (samo dokaz koncepta); ve¢ina
sustava zivi u tesSko proucivim metagenomima pa su prirodne mete uglavnom nepoznate; tvrdnje
o bioloskoj ulozi i evolucijskom podrijetlu izvedene su; karakterizacija je u mikrobima i stani¢noj
kulturi, ne u kontekstu bolesti.

Koliko povjerenja treba imati op¢i ¢itatelj? Visoko da je rije¢ o stvarnoj i zasebnoj novoj obitelji RNA-
vodenih sustava za ciljanje DNA s novim dvodijelnim mehanizmom bez PAM-a te da su strukturni i
evolucijski uvidi stvarni. Visoko i da ovo nije gotov alat za uredivanje gena, nije ,,CRISPR 2.0” i nije
terapija. Nisko za prirodnu ulogu i koliko ¢ée daleko sustav sti¢i kao alat. Primjeren stav: opravdano
uzbudenje zbog nove biologije i moguce evolucijske karike — i strpljenje s primjenama koje su tek na
pocetku.
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