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WHAT THE PAPER SAYS - WHAT IT DOESN'T - WHY IT MATTERS

RNA giidiimlii yeni bir DNA-hedefleme sistemi ailesi
— CRISPR’dan farkli ve heniiz bir gen diizenleme

araci degil

Arastirmacilar mikrobiyal genomlari tarayarak, CRISPR dan farkli bicimde iki parcali bir kilavuz
kullanan ve “PAM” inis bolgesine ihtiya¢ duymadan DNA kesen, daha once bilinmeyen TIGR-
Tas ailesini buldu. Bir siirtimiin insan hiicrelerinde programlanabilir diizenleme yapabildigini
gosterdiler, ancak verim diisiiktii; ayrica ailenin diger RNA giidiimlii makinelerle derin evrim-
sel baglarini izlediler. Bu, RNA giidiimlii biyoloji bilgimizin gercek bir genislemesi ve gelecekteki

araglar igin olast yeni baslangi¢ noktast — temel bilim kesfi ve ilke kaniti; olgun gen editorii ya da
terapi degil.
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RNA gﬁdﬁmlﬁ makinelerin agacmda yeni bir dal

Bazen bir biyoloji makalesi, hi¢ istemedigi bir baslikla diinyaya gelir. Bunun basina gelen “yeni bir
CRISPR” oldu. Oysa arkasindaki ¢alisma bundan daha ilgin¢ — ve her zamanki gibi daha miitevazi.

CRISPR'n iin kazandirdig: seyle baslayalim: RNA giidiimlii bir sistem. Isin piif noktasi, proteinin tek
bir hedefi taniyacak sekilde bastan sabitlenmis olmak zorunda olmamasidir. Bunun yerine yaninda
kisa bir RNA parcast — bir kilavuz — tasir ve bu kilavuzun dizisinin eslestigi yere gider. Kilavuzu
degistir, hedefi degistir. CRISPR'1n araca dontlismesinin biitliin nedeni bu programlanabilirlikti. Fakat
dogadaki tek RNA giidiimlii sistem CRISPR degil ve bu makalenin sordugu sabirli soru su: baska ka¢
tiir sistem var ve bize ne 6gretebilirler?

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

1. TIGR array 2. Tas complex 3. DNA target
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Original diagram — The Clean Paper - raster artwork embedded; labels and claims remain editable SVG

TIGR-Tas, DNA'nin karsit ipliklerini okumak icin iki spacer’li bir kilavuz kullanir. Bu yeni bir mimaridir; hazir bir
gen duzenleyici degildir.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Yazarlar ararken benzer gen dizilerini taramadi — diziler evrimsel zaman icinde uzak akrabalar:
goriinmez kilacak kadar degisir. Bunun yerine sekilleri aradilar. CRISPR'1n Cas9 proteininin kilavuz
RNAy1 kavrayan boliimiinden baslayarak, tahmin edilmis protein yapilar: veri tabanlarinda ayni
bicimde kurulmus herhangi bir sey aradilar. Bu iz, bir bakteriyel “sigrayan gen” lizerinden ve siradan
hiicrelerin kendi RNAlarini kimyasal olarak degistirmek i¢in kullandig1 bir makine par¢asinin yanin-
dan gecerek gercekten yeni bir seye ulasti.
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Yazarlar ne yapt1?

Yapisal tarama, daha once taninmamis bir protein ailesini ortaya ¢ikardi. Bunlar ¢cogunlukla bak-
teriyofajlarda (bakterileri enfekte eden viriisler), arkeleri enfekte eden viriislerde ve kiiciik parazit
bakterilerde kodlaniyordu. Her birinin yaninda ayirt edici bir DNA bolgesi vardi: yazarlarin TIGR
dizisi (Tandem Interspaced Guide RNA) adini verdigi uzun, tekrar eden bir array. Proteinlere de
Tas (TIGR-associated) adin1 verdiler. Baz1 Tas proteinleri yalnizca RNA'y1 kavrayan ¢iplak boliimden
olusuyor; digerlerinde ise iki tiir molekiiler makastan biri — RuvC veya HNH — DNA kesme arac1
olarak eklenmis.

Aileyi veri tabaninda bulduktan sonra laboratuvara tasidilar: sistemleri E. coli i¢inde ifade edip tiret-
tikleri kiiclik RNA'lar1 dizilediler, bu RNA'larin DNA hedefini hangi kurallarla buldugunu c¢ozdiiler,
kesici siirtimlerin gercekten kesip kesmedigini test ettiler, birini insan hiicrelerinde diizenleme yap-
mak lizere programlamay: denediler ve son olarak calisan bir kompleksi dondurup yapisini atom
diizeyine yakin ¢oziliniirliikte goriintiilediler.

Ne buldular?

Kilavuz iki parcali. TIGR array’i, yaklasik 36 harflik kisa RNA'lara isleniyor ve her RNA iki ayr1 hede-
fleme bolgesi tasiyor. Bir bolge hedef DNAnin bir ipligini, digeri kars: ipligi okuyor. Ikisi birlikte
calisarak hedef bolgeyi sabitliyor. Bu, kilavuzunun tek bir ipligi kesintisiz bir bolgede eslestirdigi
CRISPR'dan gercek bir mekanistik ayrim.

Ustelik bir “inis pistine” gerek duymuyor. Bircok CRISPR niikleaz1 yalnizca hedefin yanindaki
kisa ve belirli bir DNA motifinin (“PAM”) yaninda kesebilir; bu, hedefleyebilecekleri yerleri sinirlar.
TIGR sistemlerinde bdyle bir gereklilik goriilmedi: yalnizca hedef dizisine dayaniyorlardi. PAM
gerektirmeyen bir sistem teoride daha fazla konuma yonlendirilebilir.

Kesici siiriimler hassas bicimde kesiyor. Kiiclik RNA tarafindan yonlendirilen RuvC veya HNH
tastyan Tas proteinleri DNAda temiz, diziye 6zgii kiriklar olusturdu — ve kilavuz olmadan hicbir sey
yapmadi.

Bir siiriim insan hiicrelerinde programlanabilir diizenleme yapabildi — ancak zar zor. Kiiltiirdeki
insan hiicrelerine tasinip alt1 farkli gene yonlendirildiginde bir Tas proteini gercekten diizenlemeler
yapti; yani sistem hiicrelerimizde de programlanabiliyor. Fakat verim diisiiktii: en iyi durumda
hiicrelerin yalnizca birkag yiizdesi. Karsilastirmak gerekirse glinlimiizlin optimize CRISPR araclari
girdikleri hiicrelerin biiylik boliimiinii rutin olarak diizenliyor. Bu, ¢calisabileceginin kanits; iyi ¢alisan
bir arac degil.

Yap1 mekanizmayi acikladi — ve kokenine dair ipucu verdi. Goriintiilenen kompleks, sekiz bi¢cimli
kilavuz RNA'y1 kavrayan ayna-simetrik bir protein cifti ve keskin bir doniisle biikiilmiis hedef
DNAdan olusuyor. Dikkat cekici bicimde bu mimari, bizim hiicrelerimizin akrabalarinda bulunan
box C/D “snoRNP” adl1 makineye ¢ok benziyor; snoRNP DNA kesmek yerine RNA iizerinde kimyasal
diizenlemelere kilavuzluk eder.
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Dogal gorevi belirsiz. Yazarlar sistemlerden birini E. coli icinde ifade ettiginde, CRISPR'1n giinde-
lik isi olan istilaci viriis veya plazmidlere kars: savunma gostermedi. Bunun yerine hedeflenen bir
plazmidi bir¢ok nesil boyunca yavas yavas ortadan kaldirdi; bu da gercek gorevin on cephe bagisik-
ligindan ¢ok hareketli DNA parcalar: arasindaki yavas rekabette olabilecegini diistindiiriiyor. Fakat
bu odiing alinmis, yapay bir ortam ve diirlist cevap su: bu sistemlerin dogada ne yaptigini heniiz
kimse bilmiyor.

Bu biiyiik olasilikla ne anlama geliyor?

iki sonug var, ancak giiven diizeyleri farkls.

Saglam olan: RNA giidlimlii sistemlerin bilinen diinyast CRISPR ve yakin zamanda bulunan akra-
balarindan daha biiyiik ve daha cesitli. TIGR-Tas, iki parcali ve PAM gerektirmeyen kendine 6zgi
DNA tanima bi¢imiyle gercekten ayri1 bir dal. Haritaya gercek bir ekleme.

Daha derin ama daha spekiilatif olan: TIGR makinesi, bizimkine benzer hiicrelerde RNAy1
diizenleyen snoRNP’ye ve bilinen bir “sicrayan gene” yapisal olarak benzediginden, RNA giidiimlii
RNA-diizenleyici sistemlerle RNA gilidiimlii DNA-hedefleyici sistemler arasinda evrimsel bir baglanti
olabilir — yasam boyunca programlanabilir RNA kilavuzlarinin nasil ortaya ciktig1 hikayesindeki
olasi eksik halka.

Bu neyi kamitlamiyor?

Hazir bir gen diizenleme araci degil. insan hiicrelerinde diizenleme gosterildi ama zayifti — en
iyi durumda birkac ylizde. Bu programlanabilirligin kaniti, olgun bir editor degil; klinikten ¢ok
uzakta.

“CRISPR 2.0” degil. Bugiinkii arac olarak olctildiigiinde CRISPR-Cas9 cok daha yiiksek verimle
diizenleme yapiyor. TIGR-Tas mevcut bir iirlinlin daha iyi stirtimii degil, ilke kanit1 asamasindaki
yeni bir mimari.

Biyolojik rolii bilinmiyor. Bu fikrin tek testinde antiviral bagisiklik sistemi gibi davranmadi; “yeni
bir bakteriyel bagisiklik sistemi” kurulmus degil.

Temel mekanizmanin ¢cogu hila acik — kilavuz RNAnin son uzunluguna nasil kesildigi ve sis-
temlerin dogada gercekten neyi hedefledigi dahil (¢cogu, yetistirmekte zorlandigimiz mikroplarda
bulunuyor).

Burada terapdtik hicbir sey yok. Bu, mikroplarda ve hiicre kiiltliriinde kesif ve karakterizasyon
— hastalik yok, tedavi yok, hasta yok.
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Kanit ne kadar gﬁglii?

Kesfin kendisi saglam ve alisilmadik derecede cok yonlii desteklenmis durumda: biiytlik o6lcekli
yapisal madencilik, ardindan RNAnin nasil iiretildiginin ve DNA'y1 nasil bulup kestiginin laboratuvar
dogrulamasi, calisan kompleksin atom diizeyine yakin yapisi ve insan-hiicresi testi. “Bu yeni ve ayr1
bir RNA giidiimlii DNA-hedefleyici ailedir” iddias: ayn1 anda birka¢ yonden giiclii destek aliyor.

Erken olan, kullanighilikla ilgili her sey: diizenleme calisiyor ama zar zor; CRISPR1 meraktan araca
doniistiiren biitiin optimizasyon TIGR i¢in hala ileride. Cikarimsal olan ise hikayenin geri kalan1 —
dogal gorev, yapay bir deneyden yapilan makul tahmin; evrimsel baglanti ise zarif olsa da ortak yapiya
dayanan bir argiiman, kesinlesmis tarih degil. Makale hangisinin hangisi oldugunu dikkatle ayiriyor.

Neden 6nemli?

RNA gilidimlii katalog ge¢miste birkac kez genisledi ve bunlarin bazilar1 sonunda biiyiik karsilik
verdi. Buglinki araglarin arkasindaki sistemler — Cas9, Cas12, Cas13 ve daha yakin zamanda kiigiik
IscB/OMEGA proteinleri ile 6karyotik Fanzor’lar — ilk tanimlandiklarinda yalnizca yeni biyolojiydi.
Hicbiri hazir arac olarak gelmedi. iki parcali kilavuzu ve PAM gerektirmeyen hedeflemesi olan sis-
tem gercekten farkli bir baslangic noktasi; PAM’siz hedefleme de arag gelistiricilerin 6zellikle deger
verdigi esneklik tiirii.

Fakat daha sessiz sonuc arac potansiyelinden daha 6nemli olabilir. DNA kesen bir sistemi RNA
diizenleyen snoRNP makinesine ve bir si¢rayan gene baglayarak ¢alisma, yasam agacindaki cok
farkli RNA giidiimli sistemleri birbirine baglayan olasi bir iplik ciziyor. Bir alanin araclarinin
nereden geldigini anlama bi¢imini yeniden diizenleyebilecek tiirden bulgu bu — uzun vadede
makaslarla ilgili bir bagka mansetten daha degerli olabilir.

Kisa 0zet

Arastirmacilar protein dizilerini degil sekillerini arayarak TIGR-Tas1 kesfetti: cogunlukla bakteri viriis-
leri ve parazit bakterilerde bulunan, daha 6nce bilinmeyen RNA giidiimlii DNA-hedefleme sistemleri
ailesi. Kilavuz RNA’s1 olagandis1 — yaklasik 36 harf ve DNAnin karsit ipliklerini okuyan iki ayr1 hede-
fleme bolgesi tasiyor — ayrica CRISPR'in aksine komsu bir “PAM” motifine gerek duymuyor. DNA-
kesici tiyeler hassas bicimde kesiyor; bir siirtim insan hiicrelerinde programlanabilir bicimde diizen-
leme yapt: (ancak yalnizca birkac yiizde verimle) ve atom diizeyine yakin yapi, kompleksin kendi
hiicrelerimizde RNA'y1 diizenleyen snoRNP makinesi gibi kuruldugunu gosterdi — RNA giidimli
RNA-diizenleyici ve DNA-hedefleyici sistemler arasinda derin bir evrimsel baglantiya isaret ediyor.
Bu, RNA giidiimlii biyolojinin gercek bir genislemesi ve gelecekteki araclar i¢in olasi yeni bir sasi —
temel bilim kesfi ve ilke kaniti; olgun gen editorii degil, “CRISPR 2.0” degil ve terapi degil. Dogadaki
gercek gorevi hala bilinmiyor.
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Abartisiz degerlendirme

Makalenin gosterdigi: Yapisal madencilikle bulunan, prokaryotlarda ve viriislerinde yer alan
yeni ve ayr1 bir RNA gilidiimlii DNA-hedefleme ailesi (TIGR-Tas); DNAnin iki ipligini tandem bicimde
hedefleyen iki-segmentli, PAM’s1z ~36 nt kilavuz RNA; niikleaz tasiyan liyelerde hassas RNA-giidimlii
DNA kesimi; insan hiicrelerinde diisiik verimle (en fazla birkac yiizde) programlanabilir diizenleme;
atom diizeyine yakin cryo-EM yapisi; box C/D snoRNP’ler ve IS110 transpozonlariyla yapisal/evrimsel
baglar.

Makul ama kanitlanmamus olan: Sistemlerin dogal biyolojik rolii (tek bir yapay deney, mobil eleman
rekabetinde savunma-dis1 rolii diislindiiriiyor); RNA-diizenleyici ve DNA-hedefleyici RNA giidiimlii
sistemler arasindaki 6nerilen evrimsel koprii (yapisal bir argiiman).

Gostermedigi: Olgun veya yliksek verimli gen diizenleme araci; ara¢ olarak CRISPR’a iistiinliik;
dogrulanmais dogal islev; kilavuz RNAnin nasil olgunlastirildigi; herhangi bir terapotik uygulama.

Baslica sinirlamalar: insan-hiicresi diizenleme verimi diisiik (yalnizca ilke kanit1); sistemlerin cogu
incelenmesi zor metagenomlarda bulundugundan dogal hedefler biiyiik 6lciide bilinmiyor; biyolojik
rol ve evrimsel koken iddialar: ¢cikarimsal; karakterizasyon mikroplar ve hiicre kiiltliriinde, hastalik
baglaminda degil.

Genel bir okur ne kadar giiven duymali? Bunun yeni, ayr1 ve iki par¢ali PAM’s1z mekanizmasi olan
gercek bir RNA giidiimlii DNA-hedefleme ailesi olduguna ve yapisal bulgularin gercek olduguna yiik-
sek giiven. Bunun hazir bir gen diizenleme araci olmadigina, “CRISPR 2.0” olmadigina ve terapi
olmadigina da yiiksek giiven. Dogal gorevi ve arag olarak ne kadar ilerleyebilecegi konusunda diisiik
giiven. Uygun tutum: yeni biyoloji ve olas1 evrimsel eksik halka icin gercek heyecan — uygulamalar
icinse sabir; heniiz en basindalar.
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