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Az RNS-vezerele DNS-celzo rendszerek uj csaladja —
kiilonbozik a CRISPR-t6], es meg nem genszerkesztd
eszkoz

Mikrobidlis genomok bdnydszatdval a kutatok felfedezték a TIGR-Tas rendszert, egy kordbban
ismeretlen RNS-vezérelt csalddot, amely DNS-t vdag — a CRISPR-rel ellentétben kétrészes vezetd
RNS-t haszndl és nincs sziiksege ,,PAM” leszdllohelyre. Megmutattdk, hogy az egyik vdltozat
programozhato emberi sejtek szerkesztésere, de csak alacsony hatékonysdggal, és feltdrtdk a csaldd
mély evoliiciés kapcsolatait mds RNS-vezérelt gepezetekkel. Ez valodi béviilése annak, amit az RNS-
vezerelt biologidrol tudunk, és lehetseges 1j kiindulopont jovébeli eszkozok szdmdra — alapkutatdsi
felfedezés és proof of concept, nem kiforrott géneditor vagy terdpia.
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Egy uj ag az RNS-vezerelt molekularis gepek csaladfajan

Id6rol idére megjelenik egy bioldgiai tanulmdany, amely olyan cimlapszoveget kap, amelyet sosem
kért maganak. Ennél ez ugy szélt: ,egy uj CRISPR”. A mogotte allé6 munka ennél érdekesebb — és,
mint dltaldban, szerényebb is.

Kezdjiik azzal, amit a CRISPR tett hiressé: egy RNS-vezérelt rendszerrel. A triikk az, hogy a fehérjének
nem kell eleve egyetlen célpont felismerésére ,bekotve” lennie. Ehelyett egy rovid RNS-darabot —
egy vezeté RNS-t — hordoz, és oda megy, ahol ennek szekvencidja illeszkedik. Megvaltoztatjuk a
vezet6t, megvaltozik a célpont. Ez a programozhatdsdg az egész oka annak, hogy a CRISPR eszkozzé
valt. A természetben azonban nem a CRISPR az egyetlen RNS-vezérelt rendszer, és ez a tanulmany
egy tiirelmes kérdést tesz fel: hany mdsféle rendszer létezik még, és mit tanulhatunk beléliik?

How TIGR-Tas targets DNA without being CRISPR

A tigRNA guide uses two spacers to posftfon a Tas protein on both DNA strands.
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A TIGR-Tas két spacerbdl allé vezetd RNS-sel olvassa a DNS két ellentétes szalat. Ez uj architektura, nem kész
génszerkesztd eszkoz.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

A kereséshez a szerz6k nem egyez6 génszekvencidkat kerestek — ezek az evolucié soran tul sokat val-
toznak ahhoz, hogy tavoli rokonokat megbizhatéan felfedjenek. Ehelyett alakokat kerestek. A CRISPR
Cas9 fehérjéjének abbdl a részébol indultak ki, amely megragadja a vezet6 RNS-t, majd elérejelzett
fehérjeszerkezetek adatbdzisaiban kerestek hasonlé felépitésti molekuldkat. Ez a nyom — egy bakter-
ialis ,ugralé génen” és azon a gépezeten keresztiil, amellyel a k6zonséges sejtek kémiailag modositjak
sajat RNS-iiket — valami valdban Gjhoz vezetett.
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Mit tettek a szerzok?

A szerkezeti keresés egy kordbban fel nem ismert fehérjecsalddot taldlt, amelynek tagjait f6ként
bakteriofdgokban (baktériumokat fert6z6 virusokban), archeakat fert6z6 virusokban és apré parazita
baktériumokban kédoljak. Mindegyik mellett egy jellegzetes DNS-szakasz taldlhatd: egy hosszd, is-
métl6do6 tomb, amelyet a szerzék TIGR-tombnek neveztek el (Tandem Interspaced Guide RNA). A
fehérjéket Tas-nak (TIGR-associated) nevezték. Egyes Tas fehérjék Iényegében csak az RNS-t megkoto
részt tartalmazzak; masokhoz egy DNS-vagé eszkoz — kétféle molekuldris ,,0116” egyike, RuvC vagy
HNH — kapcsolédik.

Miutdn az adatbdzisban megtaldltdk a csalddot, laboratériumba vitték: E. coli-ban fejeztették ki a
rendszereket, megszekvenaltdk az altaluk termelt kis RNS-eket, feltartak azokat a szabalyokat, ame-
lyek alapjan ezek az RNS-ek DNS-célpontot taldlnak, megvizsgaltak, hogy a vagé valtozatok valéban
vagnak-e, megprdbaltak egyet emberi sejtek szerkesztésére programozni, végiil pedig lefagyasztottak
egy mikodo komplexet, és kozel atomi felbontdsban feltérképezték a szerkezetét.

Mit talalcak?

A vezet6 RNS két részbol all. A TIGR-tomb rovid, mintegy 36 nukleotid hossztsagu RNS-ekké dolgo-
zddik fel, amelyek mindegyike két kiilon célz6 szegmenst hordoz. Az egyik szegmens a cél-DNS egyik
szalat, a masik az ellentétes szalat olvassa. A kett egyiitt rogziti a célhelyet. Ez valddi mechanisztikus
eltérés a CRISPR-t6l, amelynek vezet6 RNS-e egyetlen DNS-szdlhoz illeszkedik egy folytonos szakas-
ZOn.

Es nincs sziiksége ,,leszalléhelyre”. Sok CRISPR-nukledz csak akkor képes vdgni, ha a célpont mellett
ott van egy rovid, meghatarozott DNS-motivum, a PAM — ez korlatozza, hovd lehet célozni. A TIGR-
rendszerek nem mutattak ilyen kovetelményt: kizarélag a célszekvencidra timaszkodtak. Egy PAM-ot
nem igényld rendszer elvileg tobb helyre iranyithato.

A vago valtozatok pontosan vagnak. A kis RNS dltal vezetve a RuvC- vagy HNH-domént hordozo Tas
fehérjék tiszta, szekvenciaspecifikus toréseket hoztak létre a DNS-ben — vezet6 RNS nélkiil pedig
nem vagtak.

Az egyik valtozat programozhato volt emberi sejtek szerkesztésére — épphogy. Tenyésztett emberi
sejtekbe juttatva és hat kiilonb6z6 génre célozva egy Tas fehérje valoban létrehozott szerkesztéseket,
tehdt a rendszer a mi sejtjeinkben is programozhatd. A hatékonysag azonban alacsony volt: legfeljebb
néhdny szdzalék. Osszehasonlitdsképpen a mai optimalizdlt CRISPR-eszkozok rutinszer(ien a sejtek
nagy hanyadat szerkesztik. Ez annak bizonyitéka, hogy képes mtikodni, nem annak, hogy jél mtikodé
eszkoz.

A szerkezet megmagyarazta a mechanizmust — és utalt az eredetére. A képalkotott komplex két,
tiikorszimmetrikusan elrendezett fehérjébdl all, amelyek egy nyolcas alaku vezeté RNS-t fognak
kozre, mikozben a cél-DNS éles kanyarban hajlik at rajtuk. Feltlin6 médon ez az architektura nagyon
hasonlit a sajat sejtjeink rokonaiban is megtaldlhaté box C/D snoRNP gépezetre, amely DNS-vagas
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helyett RNS kémiai modositasat iranyitja.

Természetes feladata nem vilagos. Amikor a szerzék az egyik rendszert E. coli-ban fejeztették ki, az
nem védte ki a betord virusokat vagy plazmidokat — ez a CRISPR tipikus ,nappali munkaja”. Ehelyett
sok generdcid alatt fokozatosan eltdvolitott egy célzott plazmidot, ami arra utal, hogy valédi szerepe
inkabb mobilis DNS-elemek lasst versengésében lehet, nem pedig elsé vonalbeli immunvédelemben.
Ez azonban kdlcsonzott, mesterséges kornyezet volt, és az 6szinte vdlasz ma az, hogy senki sem tudja
biztosan, mit csinalnak ezek a rendszerek a természetben.

Mit jelent ez Valészfm'ileg?

Két dolgot, eltérd bizonyossagi szinten.

A szilardabb allitas: az ismert RNS-vezérelt rendszerek vildga nagyobb és valtozatosabb, mint a
CRISPR és nemrég felfedezett rokonai. A TIGR-Tas valéban kiilonall6 ag, sajat, kétrészes és PAM-
mentes DNS-felismerési mdéddal. Ez tényleges 4j elem a térképen.

A mélyebb, spekulativabb lehet6ség: mivel a TIGR-gépezet szerkezetileg hasonlit a hozzank hasonld
sejtek RNS-ét moddosité snoRNP-re és egy ismert ,ugralé génre”, evolucids kapcsolatot jelezhet
az RNS-vezérelt RNS-modosité rendszerek és az RNS-vezérelt DNS-célzé rendszerek kozott —
taldn egy hidnyz6 ldncszemet abban a torténetben, hogyan alakultak ki az élet kiilonb6zé dgain
a programozhaté RNS-vezetdk.

Mit nem bizonyl't ez?

Nem kész génszerkeszto eszkoz. Emberi sejtekben sikeriilt szerkesztést kimutatni, de gyengén —
legfeljebb néhdny szdzalékban. Ez a programozhatésag elvi bizonyitdsa, nem kiforrott editor, és
nagyon messze van barmilyen klinikai alkalmazdstol.

Nem ,,CRISPR 2.0”. Eszkozként ma a CRISPR-Cas9 nagysagrendekkel hatékonyabb. A TIGR-Tas
egy Uj architektiira a proof-of-concept szakaszban, nem egy 1étez6 termék jobb valtozata.
Biologiai szerepe ismeretlen. Az elképzelés egyetlen vizsgalataban nem viselkedett virusellenes
immunrendszerként; ezért ,,ij bakteridlis immunrendszerként” leirni nem megalapozott.

Az alapmechanizmus tobb része nyitott kérdés — példaul hogyan vagodik a vezeté RNS végso
hosszusagura, és mit céloznak ezek a rendszerek természetes kornyezetiikben (tobbségiik olyan
mikrobakban él, amelyeket alig tudunk tenyészteni).

Nincs itt terapias eredmény. Ez mikrobakban és sejttenyészetben végzett felfedezé és karakter-
izal6 munka — nincs betegség, nincs kezelés, nincs beteg.
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Mennyire erds a bizony{ték?

Maga a felfedezés szilard alapokon all, és szokatlanul sok oldalrél alatdmasztott: nagyléptékd
szerkezeti banyaszatbdl indult, majd laboratériumi kisérletek igazoltdk, hogyan keletkezik az RNS,
hogyan taldlja meg és vagja el a DNS-t, ezutdn kozel atomi felbontdsu szerkezet késziilt a mikodo
komplexrdl, és mindehhez emberi sejtes préba is tarsult. Az az allitas, hogy ,ez egy uj, kiilonalld
RNS-vezérelt DNS-célzo csalad”, tobb fliggetlen iranybdl jol alatamasztott.

Ami korai, az a hasznossdg kérdése: a szerkesztés miikodik, de alig, és mindaz az optimalizdlds, amely
a CRISPR-t érdekességbdl eszkozzé tette, a TIGR esetében még elétte 4ll. Ami pedig kovetkeztetes, az
a torténet tobbi része — a természetes szerep egy mesterséges kisérletbdl levont ésszert feltevés, az
evolucios kapcsolat pedig, bar elegans, kozos szerkezetre épiilé érvelés, nem véglegesen tisztdzott
torténeti ut. A tanulmany gondosan elkiiloniti ezeket a szinteket.

Mieért fontos?

Az RNS-vezérelt rendszerek katalégusdnak korabbi béviilései koziil tobb késébb komoly eszkozokké
valt. A mai technolégiak mogotti rendszerek — Cas9, Casl2, Casl3, tjabban a kisebb IscB/OMEGA
fehérjék és az eukariéta Fanzorok — kezdetben mind pusztan frissen leirt bioldgiai érdekességek
voltak. Egyik sem kész eszkozként érkezett. Egy kétrészes vezet6t hasznald, PAM-kovetelmény nélkiili
rendszer valéban mas kiindulépont, és a PAM-mentes célzas pontosan az a rugalmassag, amelyet az
eszkozfejlesztok értékelnek.

De lehet, hogy a csendesebb eredmény fontosabb a varhaté alkalmazasnal. A munka azzal, hogy egy
DNS-vagé rendszert 6sszekot az RNS-t modosité snoRNP-gépezettel és egy ugrald génnel, lehetséges
kapcsolatot rajzol nagyon kiilonb6z6é RNS-vezérelt rendszerek kozé az élet fajan. Az ilyen felfedezés
képes atrendezni egy egész tertiilet elképzelését arrdl, honnan szarmaztak az eszkozei — hosszu tavon
pedig ez tobbet érhet egy tjabb ,,molekuldris ollokrél” sz616 cimlapnal.

Roviden

A kutatok nem szekvencidkat, hanem fehérje-alakokat keresve fedezték fel a TIGR-Tas rendszert:
egy korabban ismeretlen RNS-vezérelt DNS-célzé csaladot, amely f6ként bakterialis virusokban és
parazita baktériumokban fordul el6. Vezet6 RNS-e szokatlan — kortilbeliil 36 nukleotid hosszu, és
két kiilon célzé szegmenst hordoz, amelyek a DNS ellentétes szalait olvassak —, tovabba a CRISPR-
rel ellentétben nincs sziliksége szomszédos ,,PAM” motivumra. A DNS-vagd tagok pontosan vagtak; az
egyik programozhatdé volt emberi sejtek szerkesztésére is, bar csak néhany szazalékos hatékonysag-
gal. Egy kozel atomi felbontdsu szerkezet pedig megmutatta, hogy a komplex felépitése hasonlit a
sajat sejtjeink RNS-ét moédosité snoRNP-gépezethez, ami mély evoliciés kapcsolat lehetGségét veti
fel az RNS-vezérelt RNS-mddosit6 és DNS-célzo rendszerek kozott. Ez valddi boviilése az RNS-vezérelt
bioldgianak, és lehetséges Uj vaz a jovo eszkozei szamara — alapkutatési felfedezés és proof of con-
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cept, nem kiforrott géneditor, nem ,,CRISPR 2.0”, és nem terapia. Természetes szerepe tovabbra is
ismeretlen.

Targyilagos merleg

Amit a tanulmany megmutat: Egy 0j, kiilonallé RNS-vezérelt DNS-célz6 rendszercsaladot (TIGR-Tas)
prokaridtakban és virusaikban, amelyet szerkezeti banydszattal taldltak; egy két szegmensbdl 4llo,
PAM-mentes vezet6 RNS-t (~36 nt), amely tandemben célozza a DNS két szdlat; pontos RNS-vezérelt
DNS-vagdst a nukleazt hordozé tagoknadl; alacsony hatékonysagu, programozhaté szerkesztést em-
beri sejtekben (legfeljebb néhany szazalék); kozel atomi felbontdsu cryo-EM szerkezetet; valamint
szerkezeti/evolucids kapcsolatokat a box C/D snoRNP-khez és az IS110 transzpozonokhoz.

Ami valészinii, de nem bizonyitott: A rendszerek természetes biolégiai szerepe (egy mesterséges
kisérlet mobilis elemek kozotti, nem védekez6 jellegli versengést sugall); az RNS-moédositd és DNS-
célzd RNS-vezérelt rendszerek kozotti javasolt evolucios hid (szerkezeti érvelés).

Amit nem mutat meg: Kiforrott vagy nagy hatékonysagu génszerkesztd eszkozt; eszkozként
val6 folényt a CRISPR-rel szemben; igazolt természetes funkcidt; a vezet6 RNS érésének maddjat;
barmilyen terdpids alkalmazast.

Fo korlatok: Az emberi sejtes szerkesztés hatékonysaga alacsony (csak proof of concept); a legtobb
rendszer nehezen vizsgalhaté metagenomokban talalhatd, ezért természetes célpontjaik jorészt is-
meretlenek; a bioldgiai szerepre és evolucids eredetre vonatkozo allitdsok kovetkeztetésesek; a karak-
terizdlds mikrobdkban és sejttenyészetben tortént, nem betegségkornyezetben.

Mennyi bizalma legyen egy altalanos olvasonak? Magas abban, hogy ez valéban egy 4j, kiilonalld
RNS-vezérelt DNS-célzd csaldd, 1j, kétrészes és PAM-mentes mechanizmussal, és hogy a szerkezeti
eredmények valdsak. Szintén magas abban, hogy nem kész génszerkeszt6 eszkoz, nem ,,CRISPR 2.0,
és nem terapia. Alacsonyabb a természetes szerepét és kés6bbi eszkozként valo lehetoségeit illetden.
A megfelel6 hozzaallas: valddi izgalom az 4j bioldgia és egy lehetséges evolticids hianyzo lancszem
miatt — és tlirelem az alkalmazdsokkal kapcsolatban, amelyek még a legelején jarnak.
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