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Nova porodica RNA-vođenih sistema za ciljanje DNA
— različita od CRISPR-a i još nije alat za uređivanje
gena

Pretražujući mikrobne genome istraživači su pronašli TIGR-Tas, dotad nepoznatu porodica RNA-
vođenih sistema koji režu DNA— koristeći dvodelni vodič i bez PAM„mesta sletanja”, za razliku od
CRISPR-a. Pokazali su da se jedna verzijamože programirati za uređivanje ljudskih ćelija, ali samo
uz nisku efikasnost, i pratili duboke evolucijske veze porodici s drugimRNA-vođenimmašinama. To
je stvarno proširenje našeg znanja o RNA-vođenoj biologiji i moguća nova početna tačka za buduće
alate — temeljno otkriće i dokaz koncepta, ne zreo editor gena ili terapija.
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Nova grana na stablu RNA-vođenih mašina

S vremena na vreme pojavi se biološki rad s naslovom koji sam nikada nije tražio. Ovaj je dobio „novi
CRISPR”. Nauka iza njega zanimljivija je od toga — i, kao obično, skromnija.

Počnimo s onime što je CRISPR proslavilo: RNA-vođenim sistemom. Trik je u tome da protein nemora
biti unapred fiksiran za prepoznavanje jedne mete. Umesto toga nosi kratki komad RNA — vodič — i
ide tamo gde se sled tog vodiča podudara. Promenite vodič, promenitemetu. Ta programabilnost celi
je razlog zašto je CRISPR postao alat. Ali CRISPR nije jedini RNA‐vođeni sistem u prirodi, a pitanje
ovog rada strpljivo je: koliko drugih vrsta postoji i što nas mogu naučiti?

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 koristi vodič s dva spacera koji čitaju suprotne lance DNA. To je nova arhitektura, a ne gotov alat za
uređivanje gena.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Dabi ih pronašli, autori nisu tražili podudarne genske sledove—oni se kroz evoluciju previšemenjaju
da bi otkrili udaljene srodnike. Tražili su oblike. Polazeći od dela CRISPR‐ova proteina Cas9 koji drži
vodič RNA, pretražili su baze predviđenih proteinskih struktura tražeći nešto izgrađeno na isti način.
Trag je — preko bakterijskog „skačućeg gena” i dela mašine kojim obične ćelije hemijski modifikuju
sopstvenu RNA — doveo do nečeg zaista novog.
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Šta su autori uradili

Strukturna pretraga otkrila je dotad neprepoznatu porodica proteina, kodiranu uglavnom u bakte‐
riofazima (virusima koji napadaju bakterije), virusima arheja i sićušnim parazitskim bakterijama.
Svaki se protein nalazi uz prepoznatljiv odsječak DNA: dugačak ponavljajući niz koji su autori nazvali
TIGR array (Tandem Interspaced Guide RNA). Proteine su nazvali Tas (TIGR‐associated). Neki Tas
proteini samo su „držač” RNA, dok drugi imaju pričvršćen alat za rezanje DNA — jednu od dveju
vrsta molekularnih škara, RuvC ili HNH.

Nakon otkrića porodici u bazi podataka preneli su je u laboratorij: eksprimirali su sisteme u E. coli i
sekvencirali male RNA koje proizvode, utvrdili pravila po kojima RNA pronalazi DNA metu, testirali
režu li verzije s nukleazom zaista DNA, pokušali programirati jednu verziju za uređivanje ljudskih
ćelija i na kraju zamrznuli funkcionalni kompleks te snimili njegovu strukturu gotovo na atomskoj
nivou.

Šta su pronašli

Vodič dolazi u dva dela. TIGR niz obrađuje se u kratke RNA od oko 36 slova, a svaka nosi dva zasebna
ciljna segmenta. Jedan segment čita jedan lanac ciljane DNA; drugi čita suprotni lanac. Deluju u
tandemu kako bi odredili mesto. To je stvarna mehanistička razlika od CRISPR‐a, čiji vodič odgovara
jednom lancu u jednom kontinuiranom odsječku.

I ne treba „mesto sletanja”. Mnoge CRISPR nukleaze mogu rezati samo uz kratki specifični motiv
DNA (PAM) pored mete — ograničenje koje smanjuje broj mesta koja mogu ciljati. TIGR sistemi
nisu pokazali takav zahtev: oslanjali su se samo na ciljni sled. Sistem bez PAM‐a u principu se može
usmeriti na više mesta.

Verzije koje režu, režu precizno. Vodeći se malom RNA, Tas proteini s RuvC ili HNH domenom
stvarali su čiste, sledno specifične prekide DNA — i nisu činili ništa bez vodiča.

Jedna se verzija mogla programirati za uređivanje ljudskih ćelija — jedva. premešten u ljudske
ćelije u kulturi i usmeren na šest različitih gena, Tas protein zaista je napravio promene, potvrđujući
da se sistem može programirati i u našim ćelijama. Ali efikasnost je bila niska: u najboljem slučaju
nekoliko posto ćelija. Za uporedbu, današnji optimizirani CRISPR alati rutinski uređuju velik deo
ćelija u koje se unesu. Ovo je dokaz da može raditi, ne alat koji radi dobro.

Struktura je objasnila mehanizam — i nagovestila poreklo. Snimljeni kompleks čini ogledalski
simetričan par proteina koji obuhvata vodič RNA u obliku osmice, dok se ciljna DNA savija kroz oštar
zavoj. Upečatljivo, ta arhitektura vrlo nalikuje mašini prisutnoj u srodnicima naših ćelija — box C/D
„snoRNP‐u”, koji vodi hemijske modifikacije RNA umesto rezanja DNA.

Prirodna zadaća sistema nije jasna. Kada su autori izrazili jedan sistem u E. coli, on nije odbijao
napadajuće viruse ili plazmide — dnevni posao CRISPR‐a. Umesto toga postepeno je uklanjao ciljani
plazmid tokom mnogih generacija, što sugeriše da bi njegova prava uloga mogla biti u sporom tak‐
mičenju između mobilnih komada DNA, a ne u prvoj liniji imunološke obrane. Ali to je bio posuđen,
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veštački kontekst i pošten odgovor glasi da niko još ne zna što ti sistemi rade u prirodi.

Šta to verovatno znači

Dve stvari, uz različite nivoe pouzdanosti.

Čvrsta: poznati svet RNA‐vođenih sistema veći je i raznolikiji od CRISPR‐a i nedavno otkrivenih
rođaka. TIGR‐Tas je zaista zasebna grana, s sopstvenim dvodelnim, PAM‐nezavisnim načinom
prepoznavanja DNA. To je stvaran dodatak karti.

Dublja i spekulativnija: budući da je TIGR mašina izgrađen poput snoRNP‐a koji uređuje RNA u ćeli‐
jama poput naših i poput poznatog „skačućeg gena”, mogao bi označavati evolucijsku vezu između
RNA‐vođenih sistema koji modifikuju RNA i RNA‐vođenih sistema koji ciljaju DNA — moguću kariku
koja nedostaje u priči o tome kako su programabilni RNA vodiči nastali kroz život.

Šta ovo ne dokazuje

• Ovo nije gotov alat za uređivanje gena. Uređivanje ljudskih ćelija pokazano je, ali slabo — neko‐
liko posto u najboljem slučaju. To je dokaz programabilnosti, ne zreo editor, i daleko od bilo čega
kliničkog.

• Ovo nije „CRISPR 2.0”. Kao današnji alat CRISPR‐Cas9 daleko ga nadmašuje u efikasnosti. TIGR‐
Tas je nova arhitektura u fazi dokaza koncepta, ne bolja verzija postojećeg proizvoda.

• Njegova biološka uloga nije poznata. U jedinom testu te ideje nije delovao kao antivirusni
imunološki sistem; „novi bakterijski imunološki sistem” nije ustanovljen.

• Velik deo osnovnogmehanizma još je otvoren— uključujući kako se vodič RNA reže na konačnu
dužinu i što ti sistemi zapravo ciljaju u prirodi (većina ih živi u mikrobima koje jedva možemo
uzgajati).

• Ovde nema terapije. Ovo je otkriće i karakterizacija u mikrobima i ćelijskoj kulturi — bez bolesti,
lečenja ili pacijenta.

Koliko su dokazi jaki?

Samo je otkriće na čvrstim nogama i neobično dobro zaokruženo: počiva na velikoj strukturnoj pre‐
trazi, zatim laboratorijskoj potvrdi kako se RNA stvar i kako nalazi i reže DNA, zatim gotovo atomskoj
strukturi kompleksa u radu, uz test u ljudskim ćelijama. Tvrdnja „ovo je nova, zasebna RNA‐vođena
porodica za ciljanje DNA” dobro je podržana iz više smerova istovremeno.

Ono što je rano je sve vezano uz korisnost: uređivanje radi, ali jedva, a sav razvoj koji je CRISPR od
zanimljivosti pretvorio u alat tek je pred TIGR‐om. Ono što je izvedeno ostatak je priče — prirodna
uloga razumna je pretpostavka iz veštačkog eksperimenata, a evolucijska veza, premda elegantna,
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argument je iz zajedničke strukture, ne zaključena istorija. Rad pažljivo razlikuje te nivoe.

Zašto je to važno

Nekoliko ranijih proširenja kataloga RNA‐vođenih sistema na kraju se isplatilo. Sistemi iza današnjih
alata — Cas9, Cas12, Cas13, a novije i manji IscB/OMEGA proteini i eukariotski Fanzori — svaki su
u početku bili tek novootkrivena biologija. Nijedan nije stigao kao gotov alat. Sistem s dvodelnim
vodičem bez zahteva za PAM‐om zaista je drugačija početna tačka, a ciljanje bez PAM‐a upravo je
vrsta fleksibilnosti koju graditelji alata cene.

Ali tiši rezultat možda je važniji od izgleda za alat. Povezujući sistem koji reže DNA sa snoRNP maši‐
nom za uređivanje RNA i sa „skačućim genom”, rad ocrtava moguću nit koja povezuje vrlo različite
RNA‐vođene sisteme kroz stablo života. To je vrsta nalaza koja preuređuje način na koji područje
razume poreklo sopstvenih alata — što dugoročno vredi više od još jednog naslova o makazama.

Kratak rezime

Pretražujući oblike proteina umesto njihovih sledova, istraživači su otkrili TIGR‐Tas: dotad nepoz‐
natu porodicu RNA‐vođenih sistema za ciljanje DNA, pronađenu uglavnom u bakterijskim virusima
i parazitskim bakterijama. Vodič RNA neobičan je — dug oko 36 slova i nosi dva zasebna ciljna seg‐
menta koji čitaju suprotne lanceDNA—a za razliku odCRISPR‐a ne treba susedni PAMmotiv. Članovi
koji sadrže nukleazu precizno režu DNA, jedna se verzija mogla programirati za uređivanje ljudskih
ćelija (ali uz efikasnost od samo nekoliko posto), a gotovo atomska struktura otkrila je kompleks
izgrađen poput snoRNP mašine koji uređuje RNA u našim ćelijama — što sugeriše duboku evoluci‐
jsku vezu između RNA‐vođenih sistema koji modifikuju RNA i onih koji ciljaju DNA. To je stvarno
proširenje RNA‐vođene biologije i moguća nova osnova za buduće alate — temeljno otkriće i dokaz
koncepta,ne zreo editor gena, ne „CRISPR 2.0” i ne terapija. Njegova prirodna uloga ostaje nepoznata.

Provera bez ulepšavanja

Šta radpokazuje:Novu, zasebnu porodica RNA‐vođenih sistema za ciljanje DNA (TIGR‐Tas) u prokar‐
iotima i njihovim virusima, otkrivenu strukturnom pretragom; dvosegmentni vodič RNA bez PAM‐
a (~36 nt) koji u tandemu cilja oba lanca DNA; precizno RNA‐vođeno rezanje DNA kod članova s
nukleazama; programabilno uređivanje u ljudskim ćelijama uz nisku efikasnost (do nekoliko posto);
gotovo atomsku cryo‐EM strukturu; i strukturne/evolucijske veze s box C/D snoRNP‐ovima i IS110
transpozonima.

Šta je verovatno, ali nije dokazano: Prirodna biološka uloga sistema (neobrambena uloga u tak‐
mičenju mobilnih elemenata sugerirana je jednim veštačkim eksperimentom); predloženi evoluci‐
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jski most između RNA‐modifikujućih i DNA‐ciljajućih RNA‐vođenih sistema (strukturni argument).

Šta nepokazuje: Zreo ili visokoefikasan alat za uređivanje gena; nadmoć nad CRISPR‐omkao alatom;
potvrđenu prirodnu funkciju; način sazrevanja vodiča RNA; bilo kakvu terapijsku primenu.

Glavna ograničenja: Efikasnost uređivanja ljudskih ćelija niska je (samo dokaz koncepta); većina
sistema živi u teško proučivim metagenomima pa su prirodne mete uglavnom nepoznate; tvrdnje o
biološkoj ulozi i evolucijskom poreklu izvedene su; karakterizacija je u mikrobima i ćelijskoj kulturi,
ne u kontekstu bolesti.

Kolikopoverenja treba imati opšti čitalac?Visoko da je reč o stvarnoj i zasebnoj novoj porodici RNA‐
vođenih sistema za ciljanje DNA s novim dvodelnim mehanizmom bez PAM‐a te da su strukturni i
evolucijski uvidi stvarni. Visoko i da ovo nije gotov alat za uređivanje gena, nije „CRISPR 2.0” i nije
terapija. Nisko za prirodnu ulogu i koliko će daleko sistem stići kao alat. Primeren stav: opravdano
uzbuđenje zbog nove biologije i moguće evolucijske karike — i strpljenje s primenama koje su tek na
početku.
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