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Nauja RNR valdomy DNR taikymo sistemy seima —
kitokia nei CRISPR ir dar ne geny redagavimo jrankis

Tirdami mikroby genomus mokslininkai atrado TIGR-Tas - anksciau nezinotq RNR valdomy
sistemy Seimq, kuri kerpa DNR naudodama dviejy segmenty gidq ir, kitaip nei CRISPR,
nereikalauja PAM ,nusileidimo vietos®. Vieng versijq pavyko ugprogramuoti Zmogaus lgstelems
redaguoti, taciau efektyvumas buvo mazas, o Seimos struktiira atskleide gilius evoliucinius rysius
su kitomis RNR valdomomis masinomis. Tai tikras miisy Ziniy apie RNR valdomgq biologijq
iSpletimas ir galimas naujas pradinis taskas ateities jrankiams — pagrindines biologijos atradimas
ir koncepcijos patikra, ne brandus geny redaktorius ar terapija.
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Nauja RNR valdomy molekuliniy sistemy medzio $aka

Kartais biologijos straipsnis gauna antraste, kurios pats niekada neprasé. Siam teko ,naujas CRISPR®,
Tikrasis darbas jdomesnis - ir, kaip daznai biina, kuklesnis.

Pradékime nuo to, ka iSgarsino CRISPR: RNR valdoma sistema. Baltymas neturi buti i§ anksto ,,sukon-
struotas” vienam taikiniui atpazinti. Jis nesasi trumpa RNR - gida - ir nukreipiamas ten, kur gido seka
atitinka taikinj. Pakeitus gida, pasikeiCia taikinys. Butent Sis programuojamumas paverté CRISPR
irankiu. Tac¢iau CRISPR néra vienintelé RNR valdoma sistema gamtoje, todél Sis straipsnis uZzduoda
kantry klausima: kiek dar kitokiy sistemy egzistuoja ir ko i$ ju galima iSmokti?

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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NOT SHOWN BY THIS PAPER
* 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 naudoja dviejy segmenty gida, kuris atpazjsta prieSingas DNR grandines. Tai nauja architektura, o ne
paruostas geny redagavimo jrankis.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Ieskodami autoriai nesirémé vien geny seky panasumu - per ilga evoliucijos laika sekos gali per daug
nutolti, kad atskleisty senus giminystés rysius. Jie ieSkojo formy. Pradéje nuo CRISPR Cas9 baltymo
dalies, kuri laiko gido RNR, tyréjai perzitiréjo prognozuoty baltymy struktiiry duomeny bazes ir
ieSkojo panasiai sulankstyty baltymuy. Si paiedka - per bakterinj ,Sokinéjantj gena“ ir mechanizma,
kuriuo jprastos lastelés chemiskai modifikuoja savo RNR - nuvedé prie iS tikryjy naujos sistemos.



molekuliné biologija

K% padaré autoriai

Struktiriné paieSka atskleidé ankséiau neatpaZintg baltymuy Seima, daugiausia koduojama bakteri-
ofaguose, archéjy virusuose ir mazose parazitinése bakterijose. Salia kiekvieno baltymo yra budinga
DNR sritis - ilga pasikartojanti seka, kurig autoriai pavadino TIGR masyvu (Tandem Interspaced Guide
RNA). Baltymus jie pavadino Tas (TIGR-associated). Kai kurie Tas yra tik RNR laikanti dalis, o kiti turi
prijungta viena is dviejy DNR kerpanciy nukleaziy domeny - RuvC arba HNH.

Rade Seima duomeny bazése, tyréjai perkélé sistemas j laboratorija: ekspresavo jas E. coli, sekoskaité
susidarancias mazasias RNR, nustaté taisykles, pagal kurias jos suranda DNR taikinj, patikrino, ar
nukleaze turincios versijos i$ tikryju kerpa DNR, pabandé viena sistema uZprogramuoti Zmogaus
lasteléms redaguoti ir galiausiai uzfiksavo veikiantj kompleksa beveik atomine krio-EM raiska.

K% jie nustate

Gidas turi dvi taikymosi dalis. TIGR masyvas apdorojamas i mazdaug 36 nukleotidy RNR, turincias
du atskirus taikinj atpazjstancéius segmentus. Vienas segmentas atpazjsta vieng taikinio DNR grand-
ine, kitas - priesinga. Abu veikia kartu ir uzfiksuoja taikinio vieta. Tai tikras mechanistinis skirtumas
nuo CRISPR, kurio gidas vienu iStisiniu ruozu poruojasi su viena grandine.

Nereikia ,nusileidimo aikstelés“. Daugelis CRISPR nukleaziy gali kirpti tik tada, kai Salia taikinio yra
trumpas specifinis DNR motyvas - PAM. Tai riboja galimas taikymosi vietas. TIGR sistemoms tokio
reikalavimo nenustatyta: jos rémési pacia taikinio seka. IS principo PAM nereikalaujanti sistema gali
buti nukreipta i daugiau viety.

Nukleaze turincios versijos kerpa tiksliai. MaZzosios RNR nukreipti RuvC arba HNH turintys Tas
baltymai daré Svarius, seka specifinius DNR lazius ir be gido RNR nekirpo.

Vieng versija pavyko uZprogramuoti zmogaus lastelése - bet vos vos. Perkeltas i kultivuojamas
zmogaus lasteles ir nukreiptas i SeSis skirtingus genus, Tas baltymas sukélé redagavima, taigi sistema
programuojama ir misy lastelése. Taciau efektyvumas buvo mazas - geriausiu atveju keli procentai
lasteliy. Siuolaikiniai optimizuoti CRISPR jrankiai daznai redaguoja didele dalj paveikty lasteliy. Cia
parodyta, kad sistema gali veikti, ne kad ji veikia gerai.

Struktiira paaiSkino mechanizma ir uzsiminé apie kilme. UZfiksuotas kompleksas sudarytas i$ vei-
drodinés baltymy poros, laikancios astuoniukés formos gido RNR, o taikinio DNR jame smarkiai
uzlenkta. Jdomu tai, kad $i architektiira labai primena box C/D snoRNP kompleksa, kuris eukarioty
lastelése RNR gidais nukreipia chemines RNR modifikacijas, o ne kerpa DNR.

Natiirali funkcija neaiSki. Kai autoriai viena sistema ekspresavo E. coli, ji neapsaugojo nuo
isiverziandéiy virusy ar plazmidziy - tai jprasta CRISPR funkcija. Vietoj to taikiniu pazyméta plazmidé
pamazu iSnyko per daug kartu, kas leidZia spéti, kad laukinéje gamtoje sistema galéty dalyvauti
létoje mobiliyjy genetiniy elementy konkurencijoje, o ne tiesioginéje antivirusinéje gynyboje.
Tacdiau bandymas atliktas svetimoje, dirbtinéje sistemoje, todél tikslus atsakymas kol kas paprastas:
nezinome, kg TIGR-Tas daro natiiralioje aplinkoje.
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K3 tai greic¢iausiai reiskia

Dvi iSvados turi skirtinga patikimumo lygi.

Tvirta iSvada: Zinomy RNR valdomuy sistemy pasaulis yra didesnis ir jvairesnis nei CRISPR bei nese-
niai atrasti jo giminaiciai. TIGR-Tas yra tikrai atskira Saka su savu dvieju segmenty ir PAM nereikalau-
janéiu DNR atpazinimo mechanizmu. Tai realus biologijos Zemélapio papildymas.

Gilesné ir labiau spekuliatyvi iSvada: kadangi TIGR mechanizmas struktiriskai panasus ir i RNR mod-
ifikuojancius snoRNP, ir i Zinoma ,Sokinéjantj gena®, jis gali Zymeéti evoliucinij rysj tarp RNR valdomy
RNR modifikavimo ir RNR valdomy DNR taikymo sistemy - galimg trikstama grandj pasakojime, kaip
programuojami RNR gidai paplito gyvybés evoliucijoje.

Ko tai neg'rodo

Tai ne paruostas geny redagavimo jrankis. Redagavimas Zmogaus lastelése parodytas, bet efek-
tyvumas menkas - geriausiu atveju keli procentai. Tai programuojamumo jrodymas, ne brandus
redaktorius ir juo labiau ne klinikiné technologija.

Taine ,,CRISPR 2.0“. Kaip Siandieninis jrankis, CRISPR-Cas9 redaguoja daug efektyviau. TIGR-Tas
yra nauja architektiira ankstyvoje koncepcijos patikros stadijoje, ne geresné jau egzistuojancio
produkto versija.

Natiirali biologiné funkcija nezinoma. Viename bandyme sistema neveiké kaip antivirusiné
imuniné apsauga, todél ,nauja bakterijy imuniné sistema“ néra nustatytas faktas.

Dalis pagrindinio mechanizmo dar neaiski, jskaitant tai, kaip gido RNR nukerpama iki galutinio
ilgio ir | kokius nathralius taikinius sistemos nukreiptos. Dauguma jy aptinkamos mikrobuose,
kuriuos sunku ar nejmanoma kultivuoti.

Cia néra terapijos. Tai mikroby ir lasteliy kultiry biologijos atradimas bei charakterizavimas -
be ligos, gydymo ar pacienty.

Kiek tvirti yra jrodymai?

Pats atradimas paremtas tvirtai ir nejprastai jvairiais jrodymais: didelio masto struktiiry paieska, lab-
oratorinis RNR susidarymo ir DNR atpazZinimo bei kirpimo patvirtinimas, beveik atominé veikiancio
komplekso struktiira ir Zmogaus lasteliy bandymas. Teiginys ,tai nauja, atskira RNR valdoma DNR
taikanti Seima“ vienu metu pagrindziamas keliomis nepriklausomomis kryptimis.

Ankstyva yra visa naudingumo dalis: redagavimas veikia, bet silpnai, o visas optimizavimo kelias,
pavertes CRISPR i$ biologinés idomybés i galinga irankj, TIGR sistemoms dar tik prasideda. Dar
labiau inferencinés yra likusios istorijos dalys. Naturali funkcija spéjama i dirbtinio eksperimento,
o elegantiskas evoliucinis rySys remiasi bendra struktiira, ne galutinai atkurta evoliucijos istorija.
Straipsnis Siuos lygius atskiria atsargiai.
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Kodél tai svarbu

Ankstesni RNR valdomy sistemy katalogo i$plétimai galiausiai ne karta davé praktinés naudos. Sian-
dieniniy jrankiy pirmtakai - Cas9, Cas12, Cas13, mazesni IscB/OMEGA baltymai ir eukariotiniai Fan-
zor - pradZioje buvo tiesiog naujai aprasSyta biologija. Né vienas neatéjo kaip paruostas produktas.
Dviejy segmenty gidas ir PAM nereikalaujantis taikymasis yra iS tiesy kitoks pradinis taskas, o lanks-
tumas be PAM yra biuitent tai, ka vertina genomo inZinerijos kurejai.

Taciau tylioji iSvada gali buti dar svarbesné uz galima jrankj. Susiedamas DNR kerpandia sistema su
RNR modifikuojanciu snoRNP mechanizmu ir ,Sokinéjancéiu genu, darbas nubrézia galima gija tarp
labai skirtingy RNR valdomy sistemy visame gyvybés medyje. Tokie atradimai keiéia supratima, i$
kur atsirado musy naudojami jrankiai - ir ilgainiui tai gali buti vertingiau uz dar vieng antraste apie
molekulines zirkles.

Trumpa santrauka

Ieskodami baltymy formy, o ne vien seky, tyréjai atrado TIGR-Tas - anksciau nezinota RNR valdomy
DNR taikymo sistemy Seima, daugiausia aptinkama bakterijy virusuose ir parazitinése bakterijose.
Jos gido RNR nejprasta: mazdaug 36 nukleotidy ilgio ir turi du atskirus segmentus, atpaZjstancius
priesingas DNR grandines. Kitaip nei daugeliui CRISPR sistemu, Salia taikinio nereikia PAM motyvo.
Nukleaze turintys nariai tiksliai kerpa DNR, o vieng sistema pavyko uZprogramuoti Zmogaus lastelése,
nors vos keliy procenty efektyvumu. Beveik atominé struktiira parodé panasuma i miisy lastelése
RNR modifikuojantj snoRNP mechanizma, todél galimas gilus evoliucinis rysys tarp RNR valdomy
RNR modifikavimo ir DNR taikymo sistemu. Tai tikras RNR valdomos biologijos iSplétimas ir galimas
naujas pradinis taskas ateities jrankiams - pagrindinés biologijos atradimas ir koncepcijos patikra,
ne brandus geny redaktorius, ne ,,CRISPR 2.0“ ir ne terapija. Natiirali sistemos funkcija kol kas nezi-
noma.

Be pagraiinimq

Ka rodo straipsnis: Nauja ir atskirg prokariotuose bei jy virusuose aptinkamg RNR valdomy DNR
taikymo sistemy TIGR-Tas Seima; struktiiry paieska paremta atradima; mazdaug 36 nt dviejy seg-
menty, PAM nereikalaujantj gida, kuris taikosi j abi DNR grandines; tiksly RNR valdoma DNR kir-
pima; programuojama, bet mazo efektyvumo zZzmogaus lasteliy redagavima; beveik atomine krio-EM
struktiira; struktirinius ir evoliucinius rysius su box C/D snoRNP bei IS110 transpozonais.

Kas tikétina, bet nejrodyta: Natiirali biologiné funkcija - vienas dirbtinis bandymas leidzia spéti
apie mobiliyjuy elementy konkurencija, o ne gynyba; taip pat sitilomas evoliucinis tiltas tarp RNR
modifikuojanéiy ir DNR taikanciy RNR valdomy sistemu, grindziamas struktiriniu panasumu.

Ko tai nerodo: Brandaus ar didelio efektyvumo geny redagavimo jrankio; pranasumo pries CRISPR
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kaip jrankj; patvirtintos natiiralios funkcijos; viso gido RNR brendimo mechanizmo; jokio terapinio
pritaikymo.

Pagrindiniai ribotumai: Zmogaus lasteliy redagavimo efektyvumas maZas; dauguma sistemy
zinomos i$ sunkiai tiriamy metagenomu, todél natiralas taikiniai beveik neZinomi; biologinés
funkcijos ir evoliucinés kilmeés teiginiai i§ dalies inferenciniai; charakterizavimas atliktas mikrobu-
ose ir lasteliy kulttrose, ne ligos kontekste.

Kiek pasitikéti? Daug - kad tai tikra, atskira RNR valdoma DNR taikanti Seima su nauju dviejy seg-
menty, PAM nereikalaujanc¢iu mechanizmu. Taip pat daug - kad tai dar néra paruostas geny reda-
gavimo jrankis, ,CRISPR 2.0 ar terapija. Mazai Zinome apie natiiralia funkcijg ir apie tai, kiek toli
sistema nueis kaip technologija. Tinkama laikysena: pagristas susidoméjimas nauja biologija ir gal-
imu evoliuciniu rySiu, bet kantrybé dél taikymu, kurie tik prasideda.
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