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Nová rodina systémů naváděných RNA cílí na DNA
jinak než CRISPR – zatím však není praktickým
editorem genů

Při prohledávání mikrobiálních genomů vědci objevili TIGR-Tas, dosud neznámou rodinu systémů
pro štěpení DNA řízených RNA.Na rozdíl od CRISPR používá dvoudílnou naváděcí RNA a nepotře-
buje rozpoznávací místo PAM. Jednu variantu dokázali naprogramovat k úpravě lidských buněk,
avšak jen s nízkou účinností, a odhalili hluboké evoluční vazby na jiné molekulární stroje řízené
RNA. Jde o základní objev a důkaz principu, nikoli o vyzrálý genový editor nebo léčbu.
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Nová větev stromu strojů řízených RNA

Čas od času se objeví biologická studie s titulkem, o který nikdo nežádal. Tentokrát zněl „nový
CRISPR“. Skutečný výzkum je zajímavější – a jako vždy skromnější.

Začněme řešením, které proslavil CRISPR: systémem řízeným RNA. Protein nemusí být napevno
uzpůsoben k rozpoznání jediného cíle. Nese krátký úsek RNA – vodítko – a zamíří tam, kde se
sekvence vodítka shoduje s cílem. Změnou vodítka se změní cíl. Právě tato programovatelnost
udělala z CRISPR nástroj. CRISPR však není jediným přirozeným systémem řízeným RNA a práce
klade trpělivou otázku: kolik dalších typů takových systémů existuje a co nás mohou naučit?

Jak TIGR-Tas cílí na DNA, aniž by byl CRISPR
Naváděcí tigRNA používá dvě vodicí sekvence k umístění proteinu Tas na obě vlákna DNA.

1. Matice TIGR
lokus kóduje naváděcí RNA

2. Komplex Tas
naváděcí RNA je vložena do proteinu

3. DNA cíl
dvě vodicí sekvence rozpoznávají obě
vlákna

naváděcí tigRNA

dva vodicí úseky
v principu

programovatelné, ale
zatím nevyzrálé

dvouvláknová DNA

bez PAM nezralý editor

CO TATO PRÁCE NEUKÁZALA

• náhrada CRISPR připravená pro rutinní úpravy

• účinný editor lidských buněk nebo terapie

• známá přirozená imunitní funkce každého systému TIGR-Tas

Původní schéma – The Clean Paper · vložená rastrová grafika; popisky a závěry zůstávají upravitelným SVG

TIGRTas používá průvodce se dvěma mezerníkovými sekvencemi pro čtení opačných řetězců DNA. Je to nová
architektura, ne hotový editor genů.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Autoři nehledali podobné genové sekvence – ty se v průběhu evoluce příliš mění, aby odhalily
vzdálené příbuzné. Hledali tvary. Počínaje částí proteinu Cas9 systému CRISPR, která zachycuje
vodící RNA, hledali v databázích předpokládaných proteinových struktur cokoli vytvořeného
stejným způsobem. Stopa vedla přes bakteriální „skákací gen“, kus stroje, který běžné buňky
používají k chemické úpravě vlastní RNA, k něčemu skutečně novému.
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Co autoři udělali

Hledání struktury odhalilo dříve nerozpoznanou rodinu proteinů, kódovaných hlavně bakteriofágy
(viry, které infikují bakterie), archaálními viry a drobnými parazitickými bakteriemi. Každý z nich
leží vedle charakteristické části DNA: dlouhé, opakující se matrice, kterou autoři nazvali matice
TIGR (pro Tandem Interspaced Guide RNA). Proteiny pojmenovali Tas (spojené s TIGR). Některé Tas
proteiny jsou pouze částí zachycující RNA; jiní mají k sobě připojen nástroj na řezání DNA — jeden
ze dvou typů molekulárních nůžek nazývaných RuvC nebo HNH.

Jakmile našli rodinu v databázi, přesunuli ji do laboratoře: vyrobili systémy v E. coli a sekvenovali
výsledné krátké RNA, určili pravidla pro nalezení cíle v DNA, zkontrolovali, zda řezné varianty
skutečně řežou DNA, pokusili se naprogramovat jednu z nich k úpravě lidských buněk a nakonec
zmrazili pracovní komplex a zobrazili jeho strukturu v rozlišení blízkém atomu.

Co objevili

Příručka se skládá zedvoučástí.Pole TIGR je zpracováno na krátké RNAopřibližně 36 nukleotidech,
z nichž každá obsahuje dva samostatné segmenty cílení. Jeden čte jeden řetězec cílové DNA, druhý
čte opačný řetězec. Společně stabilně ukazují namísto. To je skutečnýmechanický rozdíl od CRISPR,
jehož vodítko se zarovnává do jednoho vlákna v jediné souvislé sekci.

Také nepotřebuje „přistávací plochu“. Mnoho nukleáz CRISPR může řezat pouze vedle krátkého
specifickéhomotivu DNA („PAM“) sousedícího s cílem, což omezuje možnámísta působení. Systémy
TIGRnevykazovaly žádný takový požadavek: spoléhaly se pouze na cílovou sekvenci. Systémbez PAM
lze teoreticky nasměrovat na více míst.

Varianty řezání přesně řežou DNA. Vedeny krátkou RNA, proteiny Tas obsahující RuvC nebo HNH
vytvořily čisté, sekvenčně specifické zlomy DNA – a bez vodítka neudělaly nic.

Jednu variantu bylomožné naprogramovat k editaci lidských buněk – sotva. Protein Tas zavedený
do kultivovaných lidských buněk a zaměřený na šest různých genů skutečně provedl změny, což
potvrzuje programovatelnost systému i v našich buňkách. Účinnost však byla nízká: nanejvýš několik
procent buněk. Pro srovnání, dnešní optimalizované nástroje CRISPR běžně upravují velkou část
buněk, do nichž jsou zavedeny. Je to důkaz, že systém může fungovat, nikoli nástroj, který funguje
dobře.

Struktura vysvětlila mechanismus a naznačila možný původ. Zobrazený komplex tvoří zrcadlově
symetrický pár proteinů, který svírá vodicí RNA ve tvaru osmičky, zatímco cílová DNA se v něm
prudce ohýbá. Architektura nápadně připomíná buněčný aparát snoRNP typu C/D, který namísto
štěpení DNA řídí chemické úpravy RNA.

Jeho přirozená funkce je nejasná. Když autoři vytvořili jeden systém v E. coli, nechránil buňky před
napadajícími viry ani plazmidy – neplnil tedy základní úlohu CRISPR. Namísto toho během mnoha
generací postupně odstraňoval plazmid obsahující cílovou sekvenci, což naznačuje spíše úlohu v
pomalé konkurenci mezi mobilními prvky DNA než v první linii imunitní obrany. Šlo však o umělé
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prostředí s náhradním hostitelem; poctivou odpovědí zůstává, že zatím nikdo neví, co tyto systémy
dělají v přírodě.

Co to pravděpodobně znamená

Dva závěry s různou mírou jistoty.

Robustní závěr: známý svět systémů řízených RNA je větší a rozmanitější než CRISPR a jeho
nedávno objevení příbuzní. TIGR‐Tas je skutečně samostatná větev s vlastní dvoudílnou metodou
rozpoznávání DNA nezávislou na PAM. Jde o skutečné rozšíření mapy.

Hlubší a spekulativnější: protože mašinérie TIGR je strukturována podobně jako buněčná RNAmod‐
ifikující snoRNP a známý „skákací gen“, může poskytnout evoluční spojení mezi systémy řízenými
RNA, které modifikují RNA, a těmi, které cílí na DNA ‐ možná chybějící kousek historie programo‐
vatelných RNA průvodců v živém světě.

Co to nedokazuje

• Toto není hotový nástroj pro úpravu genů. Úpravy v lidských buňkách byly předvedeny, ale byly
velmi slabé – maximálně pár procent. To dokazuje programovatelnost, nikoli vyspělost editora, a
zůstává daleko od klinických aplikací.

• Toto není CRISPR 2.0. Moderní nástroj CRISPR‐Cas9 edituje mnohem účinněji. TIGR‐Tas je
důkazem principu nové architektury, nikoli lepší verzí existujícího nástroje.

• Jeho biologická role není známa. V jediném testu této hypotézy nepůsobil jako antivirový imu‐
nitní systém; existence „nového bakteriálního imunitního systému“ nebyla prokázána.

• Velká část základníhomechanismu zůstává neobjasněná – včetně toho, jak se vodicí RNAořezává
na konečnou délku a k čemu systémy přirozeně slouží. Většina se vyskytuje u mikrobů, které
téměř neumíme kultivovat.

• Tady není nic terapeutického. Je to objev a charakterizace provedená v mikroorganismech a
buněčných kulturách – bez onemocnění, léčby nebo pacienta.

Jak silné jsou důkazy?

Samotný objev má pevný a výjimečně široký základ: rozsáhlé strukturní vyhledávání, laboratorní
potvrzení vzniku vodicí RNA i rozpoznání a štěpení DNA, strukturu aktivního komplexu v téměř
atomovém rozlišení a test v lidských buňkách. Tvrzení, že jde o novou a odlišnou rodinu systémů,
které jsou řízené RNA a cílí na DNA, podporuje několik nezávislých linií důkazů.

Z hlediska použitelnosti je systém teprve na začátku: editace funguje, ale sotva, a veškerá optimal‐
izace, která proměnila CRISPR z kuriozity v nástroj, TIGR teprve čeká. Zbývající části příběhu jsou
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odvozené: přirozená role je rozumným odhadem založeným na umělém experimentu a elegantní
evoluční souvislost argumentem ze sdílené struktury, nikoli ustáleným příběhem. Práce tyto úrovně
pečlivě rozlišuje.

Proč je to důležité

Několik dřívějších přírůstků do katalogu systémů řízených RNA se časem proměnilo v praktické
nástroje. Systémy stojící za dnešními nástroji – Cas9, Cas12, Cas13 a nověji menší IscB/OMEGA a
eukaryotické proteiny Fanzor – byly původně jen nově popsanou biologií. Žádný z nich se neobjevil
jako hotový nástroj. Systém s dvoudílným vodítkem a bez požadavku na PAM představuje skutečně
odlišný výchozí bod; právě svobodu volit cíle bez omezení PAM vývojáři nástrojů oceňují.

Klidnější výsledek se všakmůže ukázat jako důležitější než perspektiva aplikace. Kombinací systému
řezání DNA s mašinerií snoRNP modifikující RNA a skákacím genem práce načrtává možné vlákno
spojující velmi odlišné systémy řízené RNA ve stromu života. Objev, jako je tento, by mohl přetvořit
chápání původu nástrojů v celém oboru – a z dlouhodobého hlediska stojí za víc než jen další titulek
o nůžkách.

Stručné shrnutí

Hledáním proteinových tvarů namísto sekvencí objevili vědci TIGR‐Tas: dosud neznámou rodinu
systémů, které pomocí RNA cílí na DNA a vyskytují se především v bakteriálních virech a parazi‐
tických bakteriích. Jejich vodicí RNA je neobvyklá – má asi 36 nukleotidů a dva samostatné cílicí
segmenty, které rozpoznávají opačná vlákna DNA – a na rozdíl od CRISPR nepotřebuje sousední
motiv PAM. Členové rodiny obsahující nukleázu přesně štěpí DNA; jeden z nich bylo možné napro‐
gramovat k editaci lidských buněk, byť s účinností jen několika procent. Struktura s téměř atomovým
rozlišením navíc odhalila komplex uspořádaný podobně jako mechanismus snoRNP, který v našich
buňkách modifikuje RNA. To naznačuje hlubokou evoluční souvislost mezi systémy řízenými RNA,
které modifikují RNA, a těmi, které cílí na DNA. Jde o skutečné rozšíření biologie RNA a možná o
novou platformu pro budoucí nástroje – zásadní objev a důkaz principu, nikoli vyzrálý genový editor,
„CRISPR 2.0“ ani terapie. Přirozená funkce systému zůstává neznámá.

Kontrola bez příkras

Co práce ukazuje: Nová, odlišná rodina RNA‐řízených DNA zaměřovacích systémů (TIGR‐Tas) u
prokaryot a jejich virů, nalezená strukturním vyhledáváním; dvousegmentová, PAM‐nezávislá vodicí
RNA (~36 nt), která cílí postupně na obě vlákna DNA; přesné RNA‐řízené štěpení DNA v členech
obsahujících nukleázu; programovatelné úpravy lidských buněk s nízkou účinností (až několik
procent); kryo‐EM struktura blízká atomovému rozlišení; a strukturní a evoluční vztahy s snoRNP
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typu C/D a transpozony IS110.

Co je pravděpodobné, ale neprokázané: Přirozená biologická role systémů – jeden umělý experi‐
ment naznačuje spíše konkurenci mobilních prvků než obranu – a navržený evoluční most mezi sys‐
témy řízenými RNA, kterémodifikují RNA, a těmi, které cílí na DNA. Druhé tvrzení stojí na strukturní
podobnosti.

Co práce neukazuje: Vyspělý nebo účinný nástroj pro úpravu genů; výhody oproti CRISPR jako
nástroji; potvrzená přirozená funkce; metoda zrání vodící RNA; jakékoli terapeutické použití.

Hlavní omezení: Nízká efektivita editace lidských buněk (pouze důkaz principu); většina systémů
existuje vmetagenomech, které je obtížné studovat, takže přirozené cíle jsou téměř neznámé; tvrzení
o biologických rolích a evolučnímpůvodu jsounepřímými závěry; charakterizace se týkámikroorgan‐
ismů a buněčné kultury, nikoli kontextu onemocnění.

Kolik důvěry by měl mít čtenář? Vysokou v závěr, že jde o skutečnou a odlišnou rodinu systémů
řízených RNA, které cílí na DNA novým dvoudílným mechanismem bez PAM, a že strukturní po‐
zorování jsou pevná. Stejně vysokou v to, že nejde o běžně použitelný genový editor, „CRISPR 2.0“
ani terapii. Nízkou v odhad přirozené role a budoucí hodnoty nástroje. Správný přístup: opravdový
zájem o novou biologii amožný chybějící článek evoluce – a trpělivost s aplikacemi, které jsou teprve
v plenkách.
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