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Một họ hệ thống dùng RNA dẫn đường để
nhắm DNA mới — khác CRISPR và chưa
phải công cụ chỉnh sửa gene
Khai phá bộ gen vi sinh vật, các nhà nghiên cứu phát hiện TIGR-Tas, một họ hệ RNA dẫn
đường chưa từng biết có khả năng cắt DNA — dùng guide hai phần và không cần “bãi
đáp” PAM như CRISPR. Một phiên bản có thể được lập trình để chỉnh sửa tế bào người
nhưng hiệu suất thấp, và cấu trúc cho thấy liên hệ tiến hóa sâu với các cỗ máy RNA dẫn
đường khác. Đây là mở rộng thật sự của sinh học RNA dẫn đường vàmột điểm xuất phát
có thể hữu ích cho công cụ tương lai — khám phá khoa học cơ bản và proof-of-concept,
không phải editor trưởng thành hay liệu pháp.
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Một nhánh mới trên cây các cỗ máy được RNA
dẫn đường
Thỉnh thoảng một bài sinh học xuất hiện với tiêu đề mà chính nó không hề xin. Lần này là
“một CRISPR mới”. Công trình thật sự thú vị hơn thế — và như thường lệ, khiêm tốn hơn.

Hãy bắt đầu với điều CRISPR làm nổi tiếng: một hệ thống được RNA dẫn đường. Mẹo nằm ở
chỗ protein không cần được “lập trình cứng” để nhận ra một mục tiêu duy nhất. Thay vào đó
nó mang một đoạn RNA ngắn — RNA dẫn đường — và đi đến nơi trình tự của đoạn dẫn khớp.
Đổi đoạn dẫn, đổi mục tiêu. Khả năng lập trình đó là lý do CRISPR trở thành công cụ. Nhưng
CRISPR không phải hệ RNA dẫn đường duy nhất trong tự nhiên, và câu hỏi kiên nhẫn của bài
báo này là: còn bao nhiêu kiểu khác ngoài kia, và chúng có thể dạy chúng ta điều gì?

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

1. TIGR array
the locus encodes guide RNA

2. Tas complex
the guide loads into the protein

3. DNA target
two spacers read the two strands

tigRNA guide

two spacer segments
programmable in

principle, not yet mature
editing

double-stranded DNA

PAM-free
not a mature

editor

NOT SHOWN BY THIS PAPER

• 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 dùng một RNA dẫn đường có hai đoạn spacer để đọc hai mạch DNA đối diện. Đây là một kiến trúc mới,
không phải một trình chỉnh sửa gene sẵn sàng sử dụng.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Để tìm kiếm, các tác giả không săn các trình tự gene giống nhau — qua thời gian tiến hóa dài,
trình tự trôi quá nhiều để nhận ra họ hàng xa. Họ tìm hình dạng. Bắt đầu từ phần protein Cas9
của CRISPR ôm RNA dẫn đường, họ lục các cơ sở dữ liệu cấu trúc protein dự đoán để tìm thứ
gì có cách xây tương tự. Dấu vết đó dẫn — qua một “gene nhảy” của vi khuẩn và một bộ máy
mà tế bào bình thường dùng để chỉnh sửa hóa học RNA của chính mình — đến một thứ thực
sự mới.
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Các tác giả đã làm gì
Cuộc tìm kiếm cấu trúc phát hiện một họ protein trước đó chưa được nhận ra, mã hóa chủ
yếu trong bacteriophage (virus nhiễm vi khuẩn), virus của archaea và các vi khuẩn ký sinh
rất nhỏ. Mỗi protein nằm cạnh một đoạn DNA đặc trưng: một mảng dài lặp lại mà tác giả đặt
tên TIGR array (Tandem Interspaced Guide RNA). Họ gọi các protein là Tas (TIGR-associated).
Một số Tas chỉ gồm phần ôm RNA; số khác có gắn thêm công cụ cắt DNA—một trong hai kiểu
“kéo phân tử” gọi là RuvC hoặc HNH.

Sau khi tìm họ protein trong cơ sở dữ liệu, họ đưa nó vào phòng lab: biểu hiện các hệ trong E.
coli và giải trình tự những RNA nhỏ mà chúng tạo ra, suy ra quy tắc RNA tìm mục tiêu DNA,
kiểm tra các phiên bản có nuclease có thật sự cắt không, thử lập trình một phiên bản để chỉnh
sửa tế bào người, rồi cuối cùng đông lạnh một phức hợp đang hoạt động và chụp cấu trúc ở
độ phân giải gần nguyên tử.

Họ tìm thấy gì
RNA dẫn đường có hai phần. Mảng TIGR được xử lý thành các RNA ngắn khoảng 36 nu-
cleotide, mỗi RNA mang hai đoạn nhắm mục tiêu riêng. Một đoạn đọc một mạch của DNA
đích; đoạn kia đọc mạch đối diện. Hai đoạn phối hợp để khóa đúng vị trí. Đây là khác biệt cơ
chế thực sự so với CRISPR, nơi guide thường khớp một mạch theo một đoạn liên tục.

Và nó không cần “bãi đáp”. Nhiều nuclease CRISPR chỉ cắt được cạnh một motif DNA ngắn,
cụ thể (PAM) nằm sát mục tiêu — một giới hạn về nơi chúng có thể nhắm. Các hệ TIGR không
cho thấy yêu cầu như vậy: chúng dựa vào trình tự mục tiêu. Về nguyên tắc, hệ không cần PAM
có thể được hướng đến nhiều vị trí hơn.

Các phiên bản có nuclease cắt chính xác. Được RNA nhỏ dẫn đường, các protein Tas mang
RuvC hoặc HNH tạo các đứt gãy DNA sạch, đặc hiệu trình tự— và không làm gì khi thiếu guide.

Một phiên bản có thể được lập trình để chỉnh sửa tế bào người — nhưng rất yếu. Khi
đưa vào tế bào người nuôi cấy và nhắm sáu gene khác nhau, một protein Tas có tạo chỉnh sửa,
xác nhận hệ cũng có thể lập trình trong tế bào chúng ta. Nhưng hiệu suất thấp: tốt nhất chỉ vài
phần trăm tế bào. Trong khi đó các công cụ CRISPR tối ưu ngày nay thường chỉnh sửa được
một tỷ lệ lớn tế bào. Đây là bằng chứng rằng nó có thể hoạt động, không phải một công cụ hoạt
động tốt.

Cấu trúc giải thích cơ chế — và gợi ý nguồn gốc. Phức hợp được chụp là một cặp protein
gần đối xứng như gương, ôm RNA dẫn đường dạng số 8, còn DNA đích bị bẻ qua một góc sắc.
Đáng chú ý, kiến trúc ấy rất giống một cỗ máy có ở họ hàng tế bào của chúng ta — box C/D
snoRNP, bộ máy dẫn các sửa đổi hóa học trên RNA thay vì cắt DNA.

Vai trò tự nhiên vẫn chưa rõ. Khi các tác giả biểu hiện một hệ trong E. coli, nó không chống
virus hay plasmid xâm nhập— công việc thường thấy của CRISPR. Thay vào đó, qua nhiều thế
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hệ nó dần loại một plasmid bị nhắm, gợi ý vai trò thật có thể nằm trong cạnh tranh chậm giữa
các phần tử DNA di động hơn là phòng thủ miễn dịch tuyến đầu. Nhưng đây là bối cảnh nhân
tạo, mượn hệ sang loài khác, và câu trả lời trung thực là chưa ai biết các hệ này làm gì ngoài
tự nhiên.

Điều này có thể có ý nghĩa gì
Có hai kết luận, ở hai mức tin khác nhau.

Điều chắc hơn: thế giới các hệ RNA dẫn đường rộng và đa dạng hơn CRISPR cùng các họ hàng
mới được tìm gần đây. TIGR-Tas là một nhánh thực sự khác biệt, với cách nhận DNA hai phần
và không PAM riêng. Đó là một bổ sung thật vào bản đồ.

Điều sâu hơn nhưng còn suy đoán: vì bộ máy TIGR được xây giống snoRNP chỉnh RNA trong
các tế bào như chúng ta, và cũng giống một “gene nhảy” đã biết, nó có thể đánh dấu một liên
kết tiến hóa giữa các hệ dùng RNA dẫn đường để sửa RNA và các hệ dùng RNA dẫn đường để
nhắm DNA — có thể là một mảnh còn thiếu trong câu chuyện về cách guide RNA có thể lập
trình xuất hiện trong sự sống.

Điều này không chứng minh gì
• Đây không phải công cụ chỉnh sửa gene sẵn sàng dùng. Chỉnh sửa trong tế bào người
đã được chứng minh nhưng rất yếu — tốt nhất vài phần trăm. Đó là bằng chứng khả năng
lập trình, không phải editor trưởng thành, và còn rất xa ứng dụng lâm sàng.

• Đây không phải “CRISPR 2.0”. Nếu đo như một công cụ hiện nay, CRISPR-Cas9 chỉnh sửa
hiệu quả hơn rất nhiều. TIGR-Tas là một kiến trúc mới ở giai đoạn proof-of-concept, không
phải phiên bản tốt hơn của sản phẩm hiện có.

• Vai trò sinh học tự nhiên chưa biết. Nó không hoạt động như hệ miễn dịch chống virus
trong phép thử duy nhất về ý tưởng đó; “một hệmiễn dịch vi khuẩnmới” chưa được chứng
minh.

• Nhiều phần của cơ chế cơ bản vẫn mở— gồm cách guide RNA được cắt đến độ dài cuối
và các hệ này thực sự nhắm gì trong tự nhiên (phần lớn nằm ở vi sinh vật rất khó nuôi cấy).

• Không có điều trị nào ở đây. Đây là khám phá và mô tả trong vi sinh vật và nuôi cấy tế
bào — không bệnh, không trị liệu, không bệnh nhân.

Bằng chứng mạnh đến đâu?
Bản thân phát hiện đứng trên nền khá chắc và được kiểm tra nhiều chiều: khai phá cấu trúc
quy mô lớn, rồi xác nhận trong lab cách RNA được tạo và tìm/cắt DNA, sau đó cấu trúc gần
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nguyên tử của phức hợp đang hoạt động, cộng thêm thử nghiệm tế bào người. Khẳng định
“đây là một họ RNA dẫn đường nhắmDNAmới và khác biệt” được nhiều loại bằng chứng cùng
hỗ trợ.

Phần còn rất sớm là mọi thứ về tính hữu dụng: chỉnh sửa có xảy ra nhưng rất ít, và toàn bộ
quá trình tối ưu hóa từng biến CRISPR từ một điều lạ thành công cụ đối với TIGR vẫn còn ở
phía trước. Phần suy luận là phần câu chuyện còn lại — vai trò tự nhiên là một phỏng đoán
hợp lý từ thí nghiệm nhân tạo, còn liên kết tiến hóa dù đẹp vẫn là lập luận từ cấu trúc chung,
chưa phải lịch sử đã chốt. Bài báo khá cẩn thận phân biệt các mức này.

Vì sao điều này quan trọng
Nhiều lần trước, việc mở rộng danh mục hệ RNA dẫn đường cuối cùng đã sinh ra công cụ. Các
hệ đứng sau Cas9, Cas12, Cas13, rồi protein IscB/OMEGA nhỏ hơn và Fanzor ở sinh vật nhân
chuẩn, lúc đầu đều chỉ là sinh học mới được mô tả. Không cái nào ra đời dưới dạng sản phẩm
hoàn thiện. Một hệ có guide hai phần và không cần PAM là một điểm xuất phát thật sự khác,
và nhắm mục tiêu không PAM chính là loại linh hoạt mà người xây công cụ rất coi trọng.

Nhưng kết quả yên tĩnh hơn có thể còn quan trọng hơn triển vọng công cụ. Bằng cách nối một
hệ cắt DNA với bộ máy snoRNP chỉnh RNA và với một gene nhảy, công trình phác một sợi chỉ
có thể nối các hệ RNA dẫn đường rất khác nhau trên cây sự sống. Những phát hiện như vậy có
thể sắp xếp lại cách cả lĩnh vực hiểu nguồn gốc công cụ của mình — về lâu dài đáng giá hơn
thêm một tiêu đề về “kéo phân tử”.

Tóm tắt gọn
Bằng cách tìm hình dạng protein thay vì trình tự, các nhà nghiên cứu phát hiện TIGR-Tas: một
họ trước đó chưa biết của các hệ dùng RNA dẫn đường để nhắmDNA, thấy chủ yếu trong virus
vi khuẩn và vi khuẩn ký sinh. RNA dẫn đường của nó bất thường — khoảng 36 nucleotide với
hai đoạn nhắm riêng đọc hai mạch DNA đối diện — và khác CRISPR ở chỗ không cần motif
“PAM” kề mục tiêu. Các thành viên có nuclease cắt DNA chính xác; một phiên bản có thể lập
trình để chỉnh sửa tế bào người nhưng hiệu suất chỉ vài phần trăm; cấu trúc gần nguyên tử
cho thấy phức hợp có kiến trúc giống bộ máy snoRNP chỉnh RNA trong tế bào chúng ta, gợi ý
liên hệ tiến hóa sâu giữa hệ RNA dẫn đường sửa RNA và nhắm DNA. Đây là mở rộng thật sự
của sinh học RNA dẫn đường và có thể là khung mới cho công cụ tương lai — một khám phá
khoa học cơ bản và proof-of-concept, không phải editor trưởng thành, không phải “CRISPR
2.0” và không phải liệu pháp. Vai trò tự nhiên vẫn chưa biết.
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Đánh giá thẳng thắn
Bài báo cho thấy gì:Một họ mới và khác biệt của hệ RNA dẫn đường nhắm DNA (TIGR-Tas) ở
sinh vật nhân sơ và virus của chúng, tìm bằng khai phá cấu trúc; guide RNA hai đoạn, không
PAM (~36 nt) nhắm hai mạch DNA phối hợp; cắt DNA đặc hiệu do các thành viên có nuclease;
chỉnh sửa có thể lập trình ở tế bào người với hiệu suất thấp (tối đa vài phần trăm); cấu trúc
cryo-EM gần nguyên tử; và liên hệ cấu trúc/tiến hóa với box C/D snoRNP cùng transposon
IS110.

Điều hợp lý nhưng chưa được chứng minh: Vai trò sinh học tự nhiên (một vai trò không
phải phòng thủ trong cạnh tranh phần tử di động được gợi ý bởi một thí nghiệm nhân tạo);
cầu nối tiến hóa đề xuất giữa hệ RNA dẫn đường sửa RNA và nhắm DNA (lập luận cấu trúc).

Điều nó không cho thấy:Một công cụ chỉnh sửa gene trưởng thành hoặc hiệu quả cao; vượt
trội CRISPR như công cụ; chức năng tự nhiên đã được xác nhận; cách guide RNA trưởng thành;
bất cứ ứng dụng điều trị nào.

Hạn chế chính:Hiệu suất chỉnh sửa tế bào người thấp (chỉ proof-of-concept); phần lớn hệ nằm
trong metagenome khó nghiên cứu nên mục tiêu tự nhiên gần như chưa biết; khẳng định về
vai trò sinh học và nguồn gốc tiến hóa là suy luận; mô tả ở vi sinh vật và nuôi cấy tế bào, không
trong bối cảnh bệnh.

Một độc giả phổ thông nên tự tin đến mức nào? Tự tin cao rằng đây là một họ mới thật
sự của hệ RNA dẫn đường nhắm DNA với cơ chế hai phần, không PAM, và các hiểu biết cấu
trúc là có thật. Tự tin cao rằng nó không phải công cụ chỉnh sửa gene sẵn dùng, không phải
“CRISPR 2.0” và không phải liệu pháp. Tự tin thấp về vai trò tự nhiên và nó sẽ đi xa đến đâu
như công cụ. Thái độ phù hợp: hào hứng thật sự về sinh học mới và một liên kết tiến hóa có
thể quan trọng — kiên nhẫn với ứng dụng, vì chúng mới ở điểm đầu.

Nguồn
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