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Nowa rodzina kierowanych przez RNA systemow
Celuj %Cych w DNA — odrczbna od CRISPR i jeszcze
niequz}ca narzczdziem edycji genéw

Przeszukujqc genomy drobnoustrojow, badacze znalezli TIGR-Tas, nieznang wczesniej rodzine
kierowanych przez RNA systemow tnqcych DNA — z dwuczesciowym przewodnikiem i bez miejsca
lgdowania ,,PAM”, inaczej niz CRISPR. Wykazali, ze jeden wariant mozna zaprogramowac do
edycji ludzkich komorek, lecz tylko z niskq wydajnosciq, i przesledzili glebokie zwiqzki ewolucyjne
rodziny z innymi maszynami kierowanymi przez RNA. To rzeczywiste poszerzenie wiedzy o
biologii RNA i mozliwy punkt wyjscia dla przysztych narzedzi — odkrycie podstawowe i dowdd
zasady, nie dojrzaly edytor gendw ani terapia.
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Nowa gataz drzewa maszyn kierowanych przez RNA

0Od czasu do czasu ukazuje sie artykul biologiczny ubrany w nagtéwek, o ktéry nigdy nie prosit. Tym
razem bylo to ,nowe CRISPR”. Kryjace sie za nim badanie jest ciekawsze — i jak zwykle skromniejsze.

Zacznijmy od rozwiazania rozstawionego przez CRISPR: systemu kierowanego przez RNA. Sztuczka
polega na tym, ze biatko nie musi by¢ na stale zaprogramowane do rozpoznawania jednego celu. Za-
miast tego niesie krdtki fragment RNA — przewodnik — i trafia wszedzie tam, gdzie pasuje sekwencja
tego przewodnika. Zmiana przewodnika zmienia cel. Wlasnie ta programowalnos¢ uczynita z CRISPR
narzedzie. CRISPR nie jest jednak jedynym naturalnym systemem kierowanym przez RNA, a praca
stawia cierpliwe pytanie: ile innych rodzajéw takich systemdw istnieje i czego mogg nas nauczyé?

_!ak TIGR-Tas celuje w DNA, nie b g%c CRISPR

rzewodnik tigRNA uzywa dwéch sekwerlcji dystansowych, by umiesci¢ biatko obu niciach DNA

1. Macierz TIGR 2. Kompleks Tas 3. Cel w DNA
locus koduje przewodnik RNA przewodnik jest tadowany do biatka dwie sekwencje dystansowe odczytujg
obie nici

przewodnik tigRNA dwuniciowe DNA
dwa segmenty niedojrzaty
bez PAM

CZEGO TA PRACA NIE WYKAZALA

* zamiennika CRISPR gotowego do rutynowej edycji * znanej naturalnej funkcji odpornosciowej kazdego systemu

* wydajnego edytora ludzkich komérek ani terapii lIGRTas

Oryginalny diagram — The Clean Paper - osadzona grafika rastrowa; etykiety i wnioski pozostajg edytowalnym SVG

TIGR-Tas wykorzystuje przewodnik z dwoma sekwencjami dystansowymi do odczytu przeciwlegtych nici DNA.
To nowa architektura, nie gotowy edytor genow.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Autorzy nie szukali podobnych sekwencji genéw — te zmieniaja sie zbyt mocno w toku ewolucji, by
ujawni¢ dalekich krewnych. Szukali ksztattéw. Wychodzac od czesci biatka Cas9 systemu CRISPR,
ktéra chwyta przewodnik RNA, przeszukali bazy przewidywanych struktur bialek w poszukiwaniu
czegokolwiek zbudowanego w ten sam sposob. Trop prowadzit przez bakteryjny ,skaczacy gen” i
element maszynerii, ktérej zwykte komérki uzywaja do chemicznej modyfikacji wlasnego RNA, az
do czegos$ naprawde nowego.
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Co zrobili autorzy

Wyszukiwanie struktur ujawnito nierozpoznanag wczesniej rodzine bialek, kodowanych gtéwnie
przez bakteriofagi (wirusy zakazajace bakterie), wirusy archeonéw i malerikie bakterie pasozytnicze.
Kazde lezy obok charakterystycznego odcinka DNA: diugiej, powtarzalnej macierzy, ktéra autorzy
nazwali macierza TIGR (od Tandem Interspaced Guide RNA). Biatka nazwali Tas (TIGR-associated).
Niektére biatka Tas sa jedynie czescig chwytajacg RNA; inne maja dolaczone narzedzie tnace DNA —
jeden z dwdch rodzajow molekularnych nozyc, zwanych RuvC lub HNH.

Po znalezieniu rodziny w bazie danych przeniesli ja do laboratorium: wytwarzali systemy w E. coli
i sekwencjonowali powstajace krotkie RNA, ustalili reguly odnajdywania celu w DNA, sprawdzili,
czy warianty tnace rzeczywiscie przecinaja DNA, sprobowali zaprogramowac jeden z nich do edycji
komorek ludzkich, a na koniec zamrozili dziatajacy kompleks i zobrazowali jego strukture w rozdziel-
czosci bliskiej atomowe;j.

Co odkryli

Przewodnik sklada sie z dwdch czesci. Macierz TIGR jest przetwarzana w krotkie RNA o dlugosci
okoto 36 nukleotydéw, z ktorych kazde zawiera dwa oddzielne segmenty celujace. Jeden odczytuje
jedna ni¢ docelowego DNA, drugi — ni¢ przeciwna. Razem stabilnie wskazuja miejsce. To rzeczywista
roznica mechanistyczna wzgledem CRISPR, ktérego przewodnik dopasowuje sie do jednej nici w
pojedynczym ciaglym odcinku.

Nie potrzebuje tez ,ladowiska”. Wiele nukleaz CRISPR moze cig¢ wylacznie obok krétkiego,
okreslonego motywu DNA (,PAM”) sasiadujacego z celem, co ogranicza mozliwe miejsca dziatania.
Systemy TIGR nie wykazaly takiego wymagania: opieraly sie wylacznie na sekwencji celu. System
bez PAM mozna teoretycznie skierowaé w wieksza liczbe miejsc.

Warianty tnace przecinaly DNA precyzyjnie. Kierowane krdtkim RNA biatka Tas zawierajace RuvC
lub HNH tworzyly czyste, swoiste wzgledem sekwencji pekniecia DNA — a bez przewodnika nie robity
nic.

Jeden wariant dalo sie zaprogramowac do edycji komorek ludzkich — ledwo. Biatko Tas prze-
niesione do ludzkich komdérek w hodowli i skierowane na sze$¢ réznych gendéw rzeczywiscie
wprowadzalo zmiany, potwierdzajac programowalnos$¢ systemu takze w naszych komorkach.
Wydajnos¢ byta jednak niska: najwyzej kilka procent komoérek. Dla poréwnania wspdlczesne
zoptymalizowane narzedzia CRISPR rutynowo edytuja duza czes¢ komorek, do ktérych sie je
wprowadza. To dowdd, ze system moze dziatac, a nie narzedzie dziatajace dobrze.

Struktura wyjasnila mechanizm i podsunela mozliwe pochodzenie. Zobrazowany kompleks jest
lustrzanie symetryczna parg biatek obejmujaca przewodnik RNA w ksztalcie semki, a docelowe DNA
przechodzi przez ostry zakret. Co znamienne, architektura bardzo przypomina maszyne obecng u
krewnych naszych komdérek — snoRNP typu C/D, ktéry kieruje chemicznymi modyfikacjami RNA
zamiast ciecia DNA.
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Jego naturalna funkcja jest niejasna. Gdy autorzy wytwarzali jeden system w E. coli, nie chronit on
przed atakujacymi wirusami ani plazmidami — czyli nie wykonywat podstawowej pracy CRISPR. Za-
miast tego przez wiele pokolen stopniowo usuwat plazmid zawierajacy cel, co sugeruje role w powol-
nej konkurencji miedzy ruchomymi elementami DNA, a nie w pierwszej linii obrony immunolog-
icznej. Bylo to jednak sztuczne srodowisko z pozyczonym gospodarzem; uczciwa odpowiedz brzmi,
ze nikt jeszcze nie wie, co systemy te robig w naturze.

Co to prawdopodobnie oznacza

Dwa wnioski, o réznym poziomie pewnosci.

Solidny: znany swiat systemow kierowanych przez RNA jest wiekszy i bardziej zréznicowany niz
CRISPR oraz jego niedawno odkryci krewni. TIGR-Tas jest naprawde odrebna gatezia, z wlasnym
dwuczesSciowym, niezaleznym od PAM sposobem rozpoznawania DNA. To rzeczywiste uzupelnienie

mapy.

Glebszy i bardziej spekulacyjny: poniewaz maszyneria TIGR jest zbudowana podobnie do modyfiku-
jacego RNA komoérkowego snoRNP oraz do znanego ,,skaczacego genu”, moze stanowic¢ ewolucyjne
ogniwo miedzy systemami kierowanymi przez RNA, ktére modyfikujq RNA, a tymi, ktdre celujg w DNA
— byé moze brakujacy fragment historii programowalnych przewodnikéw RNA w $wiecie zywym.

Czego to nie dowodzi

To nie jest gotowe narzedzie do edycji genow. Edycje w ludzkich komérkach zademonstrowano,
lecz byta bardzo staba — najwyzej kilka procent. Dowodzi to programowalnosci, a nie dojrzatosci
edytora, i pozostaje daleko od zastosowan klinicznych.

To nie jest ,,CRISPR 2.0”. Jako wspolczesne narzedzie CRISPR-Cas9 edytuje znacznie wydajniej.
TIGR-Tas to nowa architektura na etapie dowodu zasady, nie lepsza wersja istniejacego produktu.
Jego rola biologiczna jest nieznana. W jedynym tescie tej hipotezy nie dziatat jak prze-
ciwwirusowy uklad odpornosciowy; nie wykazano istnienia ,nowego bakteryjnego uktadu
odpornosciowego”.

Znaczna cze$¢ podstawowego mechanizmu pozostaje otwarta — miedzy innymi spos6b przyci-
nania przewodnika RNA do ostatecznej dtugosci i naturalne cele tych systemdéw (wiekszos$¢ wys-
tepuje w drobnoustrojach, ktérych prawie nie umiemy hodowac).

Nie ma tu niczego terapeutycznego. To odkrycie i charakterystyka dokonane w drobnoustrojach
i hodowlach komérkowych — bez choroby, leczenia ani pacjenta.
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Jak mocne s3 dowody?

Samo odkrycie ma solidne i wyjatkowo wszechstronne podstawy: wielkoskalowe wyszukiwanie
strukturalne, laboratoryjne potwierdzenie sposobu powstawania RNA oraz znajdowania i ciecia
DNA, struktura dziatajacego kompleksu w rozdzielczosci bliskiej atomowej, a do tego test w ludzkich
komoérkach. Twierdzenie, ze jest to nowa, odrebna rodzina systeméw kierowanych przez RNA i
celujacych w DNA, ma jednoczesne poparcie z kilku stron.

Wezesny jest caly watek uzytecznosci: edycja dziala, ale ledwo, a cata optymalizacja, ktéra zmienita
CRISPR z ciekawostki w narzedzie, w przypadku TIGR dopiero czeka na wykonanie. Wnioskowane
sg pozostate elementy opowiesci — naturalna rola jest rozsadnym przypuszczeniem na podstawie
sztucznego eksperymentu, a eleganckie powigzanie ewolucyjne stanowi argument ze wspoélnej struk-
tury, nie ustalong historie. Praca starannie rozrdznia te poziomy.

Dlaczego to wazne

Kilka wczesniejszych poszerzen katalogu systeméw kierowanych przez RNA z czasem przyniosto
owoce. Systemy stojace za dzisiejszymi narzedziami — Cas9, Casl2, Casl3, a ostatnio mniejsze bi-
alka IscB/OMEGA i eukariotyczne Fanzor — poczatkowo byly tylko nowo opisana biologia. Zaden nie
pojawit sie jako gotowe narzedzie. System z dwuczesciowym przewodnikiem i bez wymogu PAM jest
naprawde innym punktem wyjscia, a swoboda wyboru celu bez PAM to dokladnie ta elastycznosc,
ktora cenig tworcy narzedzi.

Spokojniejszy wynik moze jednak okazac sie wazniejszy od perspektywy zastosowan. Laczac sys-
tem tnacy DNA z maszyneria snoRNP modyfikujacq RNA oraz ze skaczacym genem, praca szkicuje
mozliwg ni¢ taczacy bardzo rézne systemy kierowane przez RNA na drzewie zycia. Takie odkrycie
potrafi uporzadkowad na nowo rozumienie pochodzenia narzedzi przez calg dziedzine — a w dluzszej
perspektywie jest warte wiecej niz kolejny nagtéwek o nozycach.

Czyste podsumowanie

Szukajac ksztattow biatek zamiast ich sekwencji, badacze odkryli TIGR-Tas: nieznana wczes$niej rodz-
ine kierowanych przez RNA systemdw celujacych w DNA, wystepujaca gtéwnie w wirusach bakterii
i bakteriach pasozytniczych. Jej przewodnik RNA jest niezwykly — ma okoto 36 nukleotydéw i dwa
oddzielne segmenty celujace, odczytujace przeciwlegte nici DNA — a w odrdznieniu od CRISPR nie
potrzebuje sasiedniego motywu ,,PAM”. Cztonkowie rodziny zawierajacy nukleaze precyzyjnie cieli
DNA; jeden dato sie zaprogramowac do edycji ludzkich komérek (cho¢ z wydajnos$cia zaledwie kilku
procent); a struktura bliska rozdzielczosci atomowej ujawnita kompleks zbudowany podobnie do
maszynerii snoRNP, ktéra modyfikuje RNA w naszych komdrkach. Sugeruje to gtebokie ewolucyjne
powiazanie systemdéw kierowanych przez RNA, ktére modyfikuja RNA i celuja w DNA. To rzeczywiste
poszerzenie biologii RNA i mozliwa nowa platforma przysztych narzedzi — odkrycie podstawowe
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i dowod zasady, nie dojrzaly edytor genéw, ,,CRISPR 2.0” ani terapia. Naturalna funkcja systemu
pozostaje nieznana.

Kontrola bez s’ciemy

Co pokazuje praca: Nowa, odrebng rodzine kierowanych przez RNA systemdw celujacych w DNA
(TIGR-Tas) u prokariontéw i ich wiruséw, znaleziong przez wyszukiwanie strukturalne; dwusegmen-
towy, niezalezny od PAM przewodnik RNA (~36 nt), ktdry celuje kolejno w obie nici DNA; precyzyjne
ciecie DNA kierowane przez RNA u czlonkéw zawierajacych nukleaze; programowalng edycje ludz-
kich komorek z niska wydajnoscia (do kilku procent); strukture cryo-EM bliska rozdzielczosci atom-
owej; oraz strukturalne i ewolucyjne powigzania z snoRNP typu C/D i transpozonami IS110.

Co jest prawdopodobne, ale niedowiedzione: Naturalna rola biologiczna systeméw (jeden sztuczny
eksperyment sugeruje funkcje niezwigzana z obrona, lecz z konkurencjg elementéw ruchomych);
proponowany pomost ewolucyjny miedzy systemami kierowanymi przez RNA, ktére modyfikuja RNA
i celuja w DNA (argument strukturalny).

Czego praca nie pokazuje: Dojrzatego ani wydajnego narzedzia do edycji gendéw; przewagi nad
CRISPR jako narzedziem; potwierdzonej naturalnej funkcji; sposobu dojrzewania przewodnika RNA;
jakiegokolwiek zastosowania terapeutycznego.

Glowne ograniczenia: Niska wydajnos¢ edycji ludzkich komérek (wytacznie dowdd zasady); wiek-
szos$¢ systemdOw wystepuje w trudnych do badania metagenomach, wiec naturalne cele sa niemal
nieznane; twierdzenia o roli biologicznej i pochodzeniu ewolucyjnym sa wnioskami pos$rednimi;
charakterystyka dotyczy drobnoustrojéw i hodowli komdrkowej, nie kontekstu choroby.

Jak duze zaufanie powinien miec czytelnik? Duze do wniosku, ze jest to rzeczywista, odrebna rodz-
ina systeméw kierowanych przez RNA i celujacych w DNA, z nowym dwucze$ciowym mechanizmem
bez PAM, oraz ze obserwacje strukturalne i ewolucyjne sa realne. Duze takze do tego, Ze nie jest to
gotowe narzedzie edycji genéw, ,,CRISPR 2.0” ani terapia. Mate do naturalnej roli i przysztej wartosci
narzedziowej. Wiasciwa postawa: szczere zainteresowanie nowg biologia i mozliwym brakujacym
ogniwem ewolucji — oraz cierpliwo$é wobec zastosowan, ktére sg dopiero na poczatku.
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