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RNA güdümlü yeni bir DNA-hedefleme sistemi ailesi
— CRISPR’dan farklı ve henüz bir gen düzenleme
aracı değil

Araştırmacılar mikrobiyal genomları tarayarak, CRISPR’dan farklı biçimde iki parçalı bir kılavuz
kullanan ve “PAM” iniş bölgesine ihtiyaç duymadan DNA kesen, daha önce bilinmeyen TIGR-
Tas ailesini buldu. Bir sürümün insan hücrelerinde programlanabilir düzenleme yapabildiğini
gösterdiler, ancak verim düşüktü; ayrıca ailenin diğer RNA güdümlü makinelerle derin evrim-
sel bağlarını izlediler. Bu, RNA güdümlü biyoloji bilgimizin gerçek bir genişlemesi ve gelecekteki
araçlar için olası yeni başlangıç noktası — temel bilim keşfi ve ilke kanıtı; olgun gen editörü ya da
terapi değil.
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RNA güdümlü makinelerin ağacında yeni bir dal

Bazen bir biyoloji makalesi, hiç istemediği bir başlıkla dünyaya gelir. Bunun başına gelen “yeni bir
CRISPR” oldu. Oysa arkasındaki çalışma bundan daha ilginç — ve her zamanki gibi daha mütevazı.

CRISPR’ın ün kazandırdığı şeyle başlayalım: RNA güdümlü bir sistem. İşin püf noktası, proteinin tek
bir hedefi tanıyacak şekilde baştan sabitlenmiş olmak zorunda olmamasıdır. Bunun yerine yanında
kısa bir RNA parçası — bir kılavuz — taşır ve bu kılavuzun dizisinin eşleştiği yere gider. Kılavuzu
değiştir, hedefi değiştir. CRISPR’ın araca dönüşmesinin bütün nedeni bu programlanabilirlikti. Fakat
doğadaki tek RNA güdümlü sistem CRISPR değil ve bu makalenin sorduğu sabırlı soru şu: başka kaç
tür sistem var ve bize ne öğretebilirler?

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, DNA’nın karşıt ipliklerini okumak için iki spacer’lı bir kılavuz kullanır. Bu yeni bir mimaridir; hazır bir
gen düzenleyici değildir.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Yazarlar ararken benzer gen dizilerini taramadı — diziler evrimsel zaman içinde uzak akrabaları
görünmez kılacak kadar değişir. Bunun yerine şekilleri aradılar. CRISPR’ın Cas9 proteininin kılavuz
RNA’yı kavrayan bölümünden başlayarak, tahmin edilmiş protein yapıları veri tabanlarında aynı
biçimde kurulmuş herhangi bir şey aradılar. Bu iz, bir bakteriyel “sıçrayan gen” üzerinden ve sıradan
hücrelerin kendi RNA’larını kimyasal olarak değiştirmek için kullandığı birmakine parçasının yanın‐
dan geçerek gerçekten yeni bir şeye ulaştı.
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Yazarlar ne yaptı?

Yapısal tarama, daha önce tanınmamış bir protein ailesini ortaya çıkardı. Bunlar çoğunlukla bak‐
teriyofajlarda (bakterileri enfekte eden virüsler), arkeleri enfekte eden virüslerde ve küçük parazit
bakterilerde kodlanıyordu. Her birinin yanında ayırt edici bir DNA bölgesi vardı: yazarların TIGR
dizisi (Tandem Interspaced Guide RNA) adını verdiği uzun, tekrar eden bir array. Proteinlere de
Tas (TIGR‐associated) adını verdiler. Bazı Tas proteinleri yalnızca RNA’yı kavrayan çıplak bölümden
oluşuyor; diğerlerinde ise iki tür moleküler makastan biri — RuvC veya HNH — DNA kesme aracı
olarak eklenmiş.

Aileyi veri tabanında bulduktan sonra laboratuvara taşıdılar: sistemleri E. coli içinde ifade edip üret‐
tikleri küçük RNA’ları dizilediler, bu RNA’ların DNA hedefini hangi kurallarla bulduğunu çözdüler,
kesici sürümlerin gerçekten kesip kesmediğini test ettiler, birini insan hücrelerinde düzenleme yap‐
mak üzere programlamayı denediler ve son olarak çalışan bir kompleksi dondurup yapısını atom
düzeyine yakın çözünürlükte görüntülediler.

Ne buldular?

Kılavuz iki parçalı. TIGR array’i, yaklaşık 36 harflik kısa RNA’lara işleniyor ve her RNA iki ayrı hede‐
fleme bölgesi taşıyor. Bir bölge hedef DNA’nın bir ipliğini, diğeri karşı ipliği okuyor. İkisi birlikte
çalışarak hedef bölgeyi sabitliyor. Bu, kılavuzunun tek bir ipliği kesintisiz bir bölgede eşleştirdiği
CRISPR’dan gerçek bir mekanistik ayrım.

Üstelik bir “iniş pistine” gerek duymuyor. Birçok CRISPR nükleazı yalnızca hedefin yanındaki
kısa ve belirli bir DNA motifinin (“PAM”) yanında kesebilir; bu, hedefleyebilecekleri yerleri sınırlar.
TIGR sistemlerinde böyle bir gereklilik görülmedi: yalnızca hedef dizisine dayanıyorlardı. PAM
gerektirmeyen bir sistem teoride daha fazla konuma yönlendirilebilir.

Kesici sürümler hassas biçimde kesiyor. Küçük RNA tarafından yönlendirilen RuvC veya HNH
taşıyan Tas proteinleri DNA’da temiz, diziye özgü kırıklar oluşturdu — ve kılavuz olmadan hiçbir şey
yapmadı.

Bir sürüm insan hücrelerinde programlanabilir düzenleme yapabildi — ancak zar zor. Kültürdeki
insan hücrelerine taşınıp altı farklı gene yönlendirildiğinde bir Tas proteini gerçekten düzenlemeler
yaptı; yani sistem hücrelerimizde de programlanabiliyor. Fakat verim düşüktü: en iyi durumda
hücrelerin yalnızca birkaç yüzdesi. Karşılaştırmak gerekirse günümüzün optimize CRISPR araçları
girdikleri hücrelerin büyük bölümünü rutin olarak düzenliyor. Bu, çalışabileceğinin kanıtı; iyi çalışan
bir araç değil.

Yapı mekanizmayı açıkladı — ve kökenine dair ipucu verdi. Görüntülenen kompleks, sekiz biçimli
kılavuz RNA’yı kavrayan ayna‐simetrik bir protein çifti ve keskin bir dönüşle bükülmüş hedef
DNA’dan oluşuyor. Dikkat çekici biçimde bu mimari, bizim hücrelerimizin akrabalarında bulunan
box C/D “snoRNP” adlı makineye çok benziyor; snoRNP DNA kesmek yerine RNA üzerinde kimyasal
düzenlemelere kılavuzluk eder.
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Doğal görevi belirsiz. Yazarlar sistemlerden birini E. coli içinde ifade ettiğinde, CRISPR’ın günde‐
lik işi olan istilacı virüs veya plazmidlere karşı savunma göstermedi. Bunun yerine hedeflenen bir
plazmidi birçok nesil boyunca yavaş yavaş ortadan kaldırdı; bu da gerçek görevin ön cephe bağışık‐
lığından çok hareketli DNA parçaları arasındaki yavaş rekabette olabileceğini düşündürüyor. Fakat
bu ödünç alınmış, yapay bir ortam ve dürüst cevap şu: bu sistemlerin doğada ne yaptığını henüz
kimse bilmiyor.

Bu büyük olasılıkla ne anlama geliyor?

İki sonuç var, ancak güven düzeyleri farklı.

Sağlam olan: RNA güdümlü sistemlerin bilinen dünyası CRISPR ve yakın zamanda bulunan akra‐
balarından daha büyük ve daha çeşitli. TIGR‐Tas, iki parçalı ve PAM gerektirmeyen kendine özgü
DNA tanıma biçimiyle gerçekten ayrı bir dal. Haritaya gerçek bir ekleme.

Daha derin ama daha spekülatif olan: TIGR makinesi, bizimkine benzer hücrelerde RNA’yı
düzenleyen snoRNP’ye ve bilinen bir “sıçrayan gene” yapısal olarak benzediğinden, RNA güdümlü
RNA‐düzenleyici sistemlerle RNA güdümlüDNA‐hedefleyici sistemler arasında evrimsel bir bağlantı
olabilir — yaşam boyunca programlanabilir RNA kılavuzlarının nasıl ortaya çıktığı hikâyesindeki
olası eksik halka.

Bu neyi kanıtlamıyor?

• Hazır bir gen düzenleme aracı değil. İnsan hücrelerinde düzenleme gösterildi ama zayıftı — en
iyi durumda birkaç yüzde. Bu programlanabilirliğin kanıtı, olgun bir editör değil; klinikten çok
uzakta.

• “CRISPR 2.0” değil. Bugünkü araç olarak ölçüldüğünde CRISPR‐Cas9 çok daha yüksek verimle
düzenleme yapıyor. TIGR‐Tas mevcut bir ürünün daha iyi sürümü değil, ilke kanıtı aşamasındaki
yeni bir mimari.

• Biyolojik rolübilinmiyor.Bufikrin tek testinde antiviral bağışıklık sistemi gibi davranmadı; “yeni
bir bakteriyel bağışıklık sistemi” kurulmuş değil.

• Temel mekanizmanın çoğu hâlâ açık — kılavuz RNA’nın son uzunluğuna nasıl kesildiği ve sis‐
temlerin doğada gerçekten neyi hedeflediği dâhil (çoğu, yetiştirmekte zorlandığımızmikroplarda
bulunuyor).

• Burada terapötik hiçbir şey yok. Bu, mikroplarda ve hücre kültüründe keşif ve karakterizasyon
— hastalık yok, tedavi yok, hasta yok.
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Kanıt ne kadar güçlü?

Keşfin kendisi sağlam ve alışılmadık derecede çok yönlü desteklenmiş durumda: büyük ölçekli
yapısal madencilik, ardından RNA’nın nasıl üretildiğinin ve DNA’yı nasıl bulup kestiğinin laboratuvar
doğrulaması, çalışan kompleksin atom düzeyine yakın yapısı ve insan‐hücresi testi. “Bu yeni ve ayrı
bir RNA güdümlü DNA‐hedefleyici ailedir” iddiası aynı anda birkaç yönden güçlü destek alıyor.

Erken olan, kullanışlılıkla ilgili her şey: düzenleme çalışıyor ama zar zor; CRISPR’ı meraktan araca
dönüştüren bütün optimizasyon TIGR için hâlâ ileride. Çıkarımsal olan ise hikâyenin geri kalanı —
doğal görev, yapaybir deneydenyapılanmakul tahmin; evrimsel bağlantı ise zarif olsa daortak yapıya
dayanan bir argüman, kesinleşmiş tarih değil. Makale hangisinin hangisi olduğunu dikkatle ayırıyor.

Neden önemli?

RNA güdümlü katalog geçmişte birkaç kez genişledi ve bunların bazıları sonunda büyük karşılık
verdi. Bugünkü araçların arkasındaki sistemler — Cas9, Cas12, Cas13 ve daha yakın zamanda küçük
IscB/OMEGA proteinleri ile ökaryotik Fanzor’lar — ilk tanımlandıklarında yalnızca yeni biyolojiydi.
Hiçbiri hazır araç olarak gelmedi. İki parçalı kılavuzu ve PAM gerektirmeyen hedeflemesi olan sis‐
tem gerçekten farklı bir başlangıç noktası; PAM’sız hedefleme de araç geliştiricilerin özellikle değer
verdiği esneklik türü.

Fakat daha sessiz sonuç araç potansiyelinden daha önemli olabilir. DNA kesen bir sistemi RNA
düzenleyen snoRNP makinesine ve bir sıçrayan gene bağlayarak çalışma, yaşam ağacındaki çok
farklı RNA güdümlü sistemleri birbirine bağlayan olası bir iplik çiziyor. Bir alanın araçlarının
nereden geldiğini anlama biçimini yeniden düzenleyebilecek türden bulgu bu — uzun vadede
makaslarla ilgili bir başka manşetten daha değerli olabilir.

Kısa özet

Araştırmacılar protein dizilerini değil şekillerini arayarak TIGR‐Tas’ı keşfetti: çoğunlukla bakteri virüs‐
leri ve parazit bakterilerde bulunan, daha önce bilinmeyen RNA güdümlü DNA‐hedefleme sistemleri
ailesi. Kılavuz RNA’sı olağandışı — yaklaşık 36 harf ve DNA’nın karşıt ipliklerini okuyan iki ayrı hede‐
fleme bölgesi taşıyor — ayrıca CRISPR’ın aksine komşu bir “PAM” motifine gerek duymuyor. DNA‐
kesici üyeler hassas biçimde kesiyor; bir sürüm insan hücrelerinde programlanabilir biçimde düzen‐
leme yaptı (ancak yalnızca birkaç yüzde verimle) ve atom düzeyine yakın yapı, kompleksin kendi
hücrelerimizde RNA’yı düzenleyen snoRNP makinesi gibi kurulduğunu gösterdi — RNA güdümlü
RNA‐düzenleyici ve DNA‐hedefleyici sistemler arasında derin bir evrimsel bağlantıya işaret ediyor.
Bu, RNA güdümlü biyolojinin gerçek bir genişlemesi ve gelecekteki araçlar için olası yeni bir şasi —
temel bilim keşfi ve ilke kanıtı; olgun gen editörü değil, “CRISPR 2.0” değil ve terapi değil. Doğadaki
gerçek görevi hâlâ bilinmiyor.
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Abartısız değerlendirme

Makalenin gösterdiği: Yapısal madencilikle bulunan, prokaryotlarda ve virüslerinde yer alan
yeni ve ayrı bir RNA güdümlü DNA‐hedefleme ailesi (TIGR‐Tas); DNA’nın iki ipliğini tandem biçimde
hedefleyen iki‐segmentli, PAM’sız ~36 nt kılavuz RNA; nükleaz taşıyan üyelerde hassas RNA‐güdümlü
DNA kesimi; insan hücrelerinde düşük verimle (en fazla birkaç yüzde) programlanabilir düzenleme;
atomdüzeyine yakın cryo‐EMyapısı; box C/D snoRNP’ler ve IS110 transpozonlarıyla yapısal/evrimsel
bağlar.

Makul amakanıtlanmamış olan: Sistemlerin doğal biyolojik rolü (tek bir yapay deney,mobil eleman
rekabetinde savunma‐dışı rolü düşündürüyor); RNA‐düzenleyici ve DNA‐hedefleyici RNA güdümlü
sistemler arasındaki önerilen evrimsel köprü (yapısal bir argüman).

Göstermediği: Olgun veya yüksek verimli gen düzenleme aracı; araç olarak CRISPR’a üstünlük;
doğrulanmış doğal işlev; kılavuz RNA’nın nasıl olgunlaştırıldığı; herhangi bir terapötik uygulama.

Başlıca sınırlamalar: İnsan‐hücresi düzenleme verimi düşük (yalnızca ilke kanıtı); sistemlerin çoğu
incelenmesi zor metagenomlarda bulunduğundan doğal hedefler büyük ölçüde bilinmiyor; biyolojik
rol ve evrimsel köken iddiaları çıkarımsal; karakterizasyon mikroplar ve hücre kültüründe, hastalık
bağlamında değil.

Genel bir okur ne kadar güven duymalı? Bunun yeni, ayrı ve iki parçalı PAM’sız mekanizması olan
gerçek bir RNA güdümlü DNA‐hedefleme ailesi olduğuna ve yapısal bulguların gerçek olduğuna yük‐
sek güven. Bunun hazır bir gen düzenleme aracı olmadığına, “CRISPR 2.0” olmadığına ve terapi
olmadığına da yüksek güven. Doğal görevi ve araç olarak ne kadar ilerleyebileceği konusunda düşük
güven. Uygun tutum: yeni biyoloji ve olası evrimsel eksik halka için gerçek heyecan — uygulamalar
içinse sabır; henüz en başındalar.
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