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

Een nieuwe familie van RNA-gestuurde,
DNA-gerichte systemen — anders dan CRISPR| en
nog geen gen-editing-gereedschap

Bij het doorzoeken van microbiéle genomen vonden onderzoekers TIGR-Tas, een tot dan toe onbek-
ende familie van RNA-gestuurde systemen die DNA knippen — met een tweedelige gids en zonder
»PAM-landingsplaats, anders dan CRISPR. Ze toonden aan dat één variant kan worden gepro-
grammeerd om menselijke cellen te bewerken, maar slechts met lage efficiéntie, en traceerden de
diepe evolutionaire banden van de familie met andere RNA-gestuurde machines. Het is een echte
uitbreiding van wat we weten over RNA-gestuurde biologie, en een mogelijk nieuw uitgangspunt
voor toekomstige gereedschappen — een fundamenteel-wetenschappelijke ontdekking en proof-of-
concept, geen volgroeide gen-editor of therapie.
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Een nieuwe tak aan de boom van RNA—gestuurde machines

Zo nu en dan verschijnt er een biologisch artikel met een kop waar het nooit om heeft gevraagd.
Die van dit artikel was ,,een nieuwe CRISPR”. Het werk erachter is interessanter dan dat — en, zoals
gewoonlijk, bescheidener.

Begin bij wat CRISPR beroemd maakte: een RNA-gestuurd systeem. De truc is dat het eiwit niet vast
bedraad hoeft te zijn om één doelwit te herkennen. In plaats daarvan draagt het een kort stukje RNA
— een gids — en gaat het overal heen waar de sequentie van die gids overeenkomt. Verander de gids,
verander het doelwit. Die programmeerbaarheid is de hele reden dat CRISPR een gereedschap werd.
Maar CRISPR is niet het enige RNA-gestuurde systeem in de natuur, en de vraag die dit artikel stelt is
de geduldige: hoeveel andere soorten zijn er, en wat kunnen ze ons leren?

Hoe TIGR-Tas zich op DNA richt zonder CRISPR te zijn

Een tigRNA-gids gebruikt twee spacers om een-fas-eiwit op beide DNA-strengen te plaatsen.

1. TIGR-array 2. Tas-complex 3. DNA-doelwit

de locus codeert gids-RNA de gids wordt in het eiwit geladen twee spacers lezen de twee strengen

{

tigRNA-gids dubbelstrengs DNA
» in principe geen rijpe
programmeerbaar, niet m

volgroeid

WAT DIT ARTIKEL NIET AANTOONT
* een CRISPR-vervanger, klaar voor routinematig bewerken * een bekende natuurlijke immuunfunctie voor elk TIGR-Tas-systeem

* een efficiénte editor voor menselijke cellen of een therapie

Origineel diagram — The Clean Paper - rasterafbeelding ingebed; labels en claims blijven bewerkbaar SVG

TIGR-Tas gebruikt een gids met twee spacers om tegenovergestelde DNA-strengen te lezen. Dat is een nieuwe
architectuur, geen kant-en-klare gen-editor.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Om te zoeken speurden de auteurs niet naar overeenkomende gensequenties — die verschuiven over
evolutionaire tijd te veel om verre verwanten te onthullen. Ze zochten naar vormen. Uitgaande van het
deel van CRISPR’s Cas9-eiwit dat het gids-RNA vasthoudt, doorzochten ze databanken van voorspelde
eiwitstructuren naar alles wat op dezelfde manier is gebouwd. Dat spoor leidde — via een bacterieel
»springend gen” en een stukje machinerie dat gewone cellen gebruiken om hun eigen RNA chemisch
bij te stellen — naar iets werkelijk nieuws.
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Wat de auteurs deden

De structurele zoektocht bracht een tot dan toe onopgemerkte eiwitfamilie aan het licht, die vooral
gecodeerd wordt in bacteriofagen (virussen die bacterién infecteren), in virussen van archaea en
in piepkleine parasitaire bacterién. Elk ervan ligt naast een kenmerkend stuk DNA: een lange, zich
herhalende reeks die de auteurs een TIGR-array noemden (voor Tandem Interspaced Guide RNA).
De eiwitten noemden ze Tas (TIGR-geassocieerd). Sommige Tas-eiwitten zijn slechts het kale RNA-
grijpende deel; andere hebben er een DNA-knippend gereedschap aan vastgemaakt — een van twee
soorten moleculaire scharen (RuvC of HNH genoemd).

Nadat ze de familie in de databank hadden gevonden, namen ze haar mee naar het lab: ze brachten
de systemen tot expressie in E. coli en sequencten de kleine RNA’s die ze maakten, ontrafelden de
regels waarmee die RNA’'s een DNA-doelwit vinden, testten of de knippende varianten daadwerkelijk
knippen, probeerden er een te programmeren om menselijke cellen te bewerken, en bevroren ten
slotte een werkend complex, waarvan ze de structuur in beeld brachten met bijna-atomaire resolutie.

Wat ze vonden

De gids bestaat uit twee delen. De TIGR-array wordt verwerkt tot korte RNA’s van ongeveer 36 letters,
die elk twee afzonderlijke doelsegmenten dragen. Eén segment leest de ene streng van het doel-DNA;
het andere leest de tegenovergestelde streng. Beide werken in tandem om een plek vast te pinnen.
Dit is een echte mechanistische breuk met CRISPR, waarvan de gids overeenkomt met één enkele
streng in één aaneengesloten stuk.

En het heeft geen ,landingsplaats” nodig. Veel CRISPR-nucleasen kunnen alleen knippen naast
een kort, specifiek DNA-motief (een ,PAM”) dat naast het doelwit ligt — een beperking die inperkt
waar ze kunnen richten. De TIGR-systemen vertoonden zo'n eis niet: ze steunden uitsluitend op de
doelsequentie. Een systeem dat geen PAM nodig heeft, kan in principe op meer plekken worden
gericht.

De knippende varianten knippen, en wel nauwkeurig. Geleid door het kleine RNA maakten de RuvC-
en HNH-dragende Tas-eiwitten schone, sequentiespecifieke breuken in DNA — en deden niets zonder
de gids.

Eén variant kon worden geprogrammeerd om menselijke cellen te bewerken — nauwelijks. In-
gebracht in menselijke cellen in een schaaltje en gericht op zes verschillende genen, bracht een
Tas-eiwit inderdaad bewerkingen aan, wat bevestigt dat het systeem ook in onze cellen program-
meerbaar is. Maar de efficiéntie was laag: hooguit een paar procent van de cellen. Ter vergelijking:
de huidige geoptimaliseerde CRISPR-gereedschappen bewerken routinematig een groot deel van de
cellen waarin ze worden gebracht. Dit is een bewijs dat het kan werken, geen gereedschap dat goed
werkt.

De structuur verklaarde het mechanisme — en gaf een hint over de oorsprong ervan. Het in beeld
gebrachte complex is een spiegelsymmetrisch paar eiwitten dat het achtvormige gids-RNA omklemt,



moleculaire biologie

waarbij het doel-DNA door een scherpe bocht is gebogen. Opvallend is dat die architectuur sterk
lijkt op een machine die voorkomt bij verwanten van onze eigen cellen — het box-C/D-,,snoRNP”, dat
chemische bewerkingen aan RNA stuurt in plaats van DNA te knippen.

Zijn natuurlijke taak is onduidelijk. Toen de auteurs één systeem tot expressie brachten in E. coli,
weerde het binnendringende virussen of plasmiden niet af — het dagelijkse werk van CRISPR. In
plaats daarvan verwijderde het een beoogd plasmide geleidelijk over vele generaties, wat suggereert
dat zijn werkelijke rol eerder in trage concurrentie tussen mobiele stukken DNA ligt dan in immuu-
nafweer aan de frontlinie. Maar dit was een geleende, kunstmatige omgeving, en het eerlijke antwo-
ord is dat nog niemand weet wat deze systemen in het wild doen.

Wat dit Waarschijnlijk betekent

Twee dingen, met verschillende mate van zekerheid.

Het stevige: de bekende wereld van RNA-gestuurde systemen is groter en gevarieerder dan CRISPR
en zijn onlangs gevonden neven. TIGR-Tas is een werkelijk aparte tak, met een eigen tweedelige,
PAM-vrije manier om DNA te herkennen. Dat is een echte aanvulling op de kaart.

Het diepere, meer speculatieve: omdat de TIGR-machinerie is gebouwd als het snoRNP dat RNA bew-
erkt in cellen zoals de onze, en als een bekend ,,springend gen”, zou ze een evolutionaire schakel kun-
nen vormen tussen RNA-gestuurde RNA-modificerende systemen en RNA-gestuurde DNA-gerichte
systemen — een mogelijk ontbrekend stuk in het verhaal over hoe programmeerbare RNA-gidsen in
het leven zijn ontstaan.

Wat dit niet bewijst

Het is geen kant-en-klaar gen-editing-gereedschap. Het bewerken van menselijke cellen werd
aangetoond, maar was zwak — hooguit een paar procent. Dat is een bewijs van programmeer-
baarheid, geen volgroeide editor, en ver verwijderd van iets klinisch.

Het is niet ,,CRISPR 2.0”. Gemeten als gereedschap van vandaag bewerkt CRISPR-Cas9 het ruim-
schoots beter. TIGR-Tas is een nieuwe architectuur in het stadium van proof-of-concept, geen
betere versie van een bestaand product.

Zijn biologische rol is onbekend. Het werkte in de enige test van dat idee niet als een antiviraal
immuunsysteem; ,een nieuw bacterieel immuunsysteem” staat niet vast.

Een groot deel van het basismechanisme is nog open — waaronder hoe het gids-RNA op zijn
definitieve lengte wordt geknipt, en waar deze systemen in de natuur eigenlijk op richten (de
meeste leven in microben die we nauwelijks kunnen kweken).

Er is hier niets therapeutisch. Dit is ontdekking en karakterisering in microben en celkweek —
geen ziekte, geen behandeling, geen patiént.
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Hoe sterk is het bewijs?

De ontdekking zelf staat op stevige grond en is ongewoon afgerond: ze berust op grootschalige struc-
turele mining, dan op laboratoriumbevestiging van hoe het RNA wordt gemaakt en hoe het DNA vindt
en knipt, dan op een bijna-atomaire structuur van het complex in actie, plus de test op menselijke
cellen. De bewering ,dit is een nieuwe, aparte, RNA-gestuurde, DNA-gerichte familie” wordt tegelijk
vanuit meerdere richtingen goed ondersteund.

Wat vroeg is, is alles wat met bruikbaarheid te maken heeft: het bewerken werkt, maar nauwelijks,
en alle optimalisatie die CRISPR van curiositeit tot gereedschap maakte, ligt voor TIGR nog in het
verschiet. En wat afgeleid is, is de rest van het verhaal — de natuurlijke rol is een redelijke gok op
basis van een kunstmatig experiment, en de evolutionaire schakel is, hoe elegant ook, een argument
uit gedeelde structuur, geen vaststaande geschiedenis. Het artikel is zorgvuldig over wat wat is.

Waarom het ertoe doet

Verscheidene eerdere verbredingen van de RNA-gestuurde catalogus hebben zich uiteindelijk uitbe-
taald. De systemen achter de gereedschappen van vandaag — Cas9, Cas12, Casl3 en meer recent
de kleinere IscB/OMEGA-eiwitten en de eukaryote Fanzors — waren aanvankelijk elk slechts nieuw
beschreven biologie. Geen ervan arriveerde als een afgewerkt gereedschap. Een systeem met een
tweedelige gids en zonder PAM-eis is een werkelijk ander uitgangspunt, en PAM-vrij richten is precies
het soort flexibiliteit dat gereedschapsbouwers waarderen.

Maar het stillere resultaat doet er misschien meer toe dan het gereedschapsvooruitzicht. Door een
DNA-knippend systeem te verbinden met de RNA-bewerkende snoRNP-machinerie en met een sprin-
gend gen, schetst het werk een mogelijke draad die zeer verschillende RNA-gestuurde systemen door
de boom van het leven heen verbindt. Dat is het soort bevinding dat herordent hoe een vakgebied
begrijpt waar zijn gereedschappen vandaan komen — wat op de lange termijn meer waard is dan
weer een kop over scharen.

Heldere samenvatting

Door te zoeken naar eiwit-vormen in plaats van sequenties ontdekten onderzoekers TIGR-Tas: een
tot dan toe onbekende familie van RNA-gestuurde, DNA-gerichte systemen, vooral aangetroffen in
bacteriéle virussen en parasitaire bacterién. Het gids-RNA is ongewoon — ongeveer 36 letters met
twee afzonderlijke doelsegmenten die tegenovergestelde strengen van het DNA lezen — en, anders
dan CRISPR, heeft het geen aangrenzend ,,PAM”-motief nodig. De DNA-knippende leden knippen
nauwkeurig, één kon worden geprogrammeerd om menselijke cellen te bewerken (zij het slechts
met een efficiéntie van een paar procent), en een bijna-atomaire structuur onthulde een complex
dat gebouwd is als de snoRNP-machinerie die RNA bewerkt in onze eigen cellen — wat duidt op
een diepe evolutionaire schakel tussen RNA-gestuurde RNA-modificerende en DNA-gerichte syste-
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men. Het is een echte uitbreiding van de RNA-gestuurde biologie en een mogelijk nieuw chassis
voor toekomstige gereedschappen — een fundamenteel-wetenschappelijke ontdekking en proof-of-
concept, geen volgroeide gen-editor, niet ,CRISPR 2.0” en geen therapie. Zijn natuurlijke taak in het
wild blijft onbekend.

Zonder-flauwekul-check

Wat het artikel aantoont: Een nieuwe, aparte familie van RNA-gestuurde, DNA-gerichte systemen
(TIGR-Tas) in prokaryoten en hun virussen, gevonden door structurele mining; een tweesegments,
PAM-vrij gids-RNA (~36 nt) dat beide DNA-strengen in tandem richt; nauwkeurige RNA-gestuurde
DNA-splitsing door de nuclease-dragende leden; programmeerbaar bewerken in menselijke cellen
met lage efficiéntie (tot een paar procent); een bijna-atomaire cryo-EM-structuur; en structurele/evo-
lutionaire verbanden met box-C/D-snoRNP’s en IS110-transposons.

Wat plausibel is maar niet bewezen: De natuurlijke biologische rol van de systemen (een niet-
defensieve rol in de concurrentie tussen mobiele elementen wordt gesuggereerd door één kunst-
matig experiment); de voorgestelde evolutionaire brug tussen RNA-modificerende en DNA-gerichte
RNA-gestuurde systemen (een structureel argument).

Wat het niet aantoont: Een volgroeid of hoogefficiént gen-editing-gereedschap; superioriteit ten
opzichte van CRISPR als gereedschap; een bevestigde natuurlijke functie; hoe het gids-RNA wordt
gerijpt; enige therapeutische toepassing.

Belangrijkste beperkingen: De bewerkingsefficiéntie in menselijke cellen is laag (alleen proof-of-
concept); de meeste systemen leven in moeilijk te bestuderen metagenomen, zodat de natuurlijke
doelwitten grotendeels onbekend zijn; de beweringen over de biologische rol en de evolutionaire
oorsprong zijn afgeleid; de karakterisering vindt plaats in microben en celkweek, niet in enige ziek-
tecontext.

Hoeveel vertrouwen zou een algemene lezer moeten hebben? Hoog dat dit een echte, aparte nieuwe
familie van RNA-gestuurde, DNA-gerichte systemen is met een nieuw tweedelig, PAM-vrij mecha-
nisme, en dat de structurele en evolutionaire inzichten reéel zijn. Hoog dat het geen kant-en-klaar
gen-editing-gereedschap is, niet ,,CRISPR 2.0” en geen therapie. Laag over zijn natuurlijke rol en over
hoe ver het als gereedschap zal komen. Passende houding: oprechte opwinding over nieuwe biologie
en een mogelijk ontbrekende evolutionaire schakel — en geduld met de toepassingen, die helemaal
aan het begin staan.
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