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Nová rodina systémov navádzaných RNA cieli na
DNA inak ako CRISPR – zatiaľ však nie je
praktickým editorom génov

Pri prehľadávaní mikrobiálnych genómov vedci objavili TIGR-Tas, doposiaľ neznámu rodinu systé-
mov na štiepenie DNA riadených RNA. Na rozdiel od CRISPR používa dvojdielnu navádzaciu RNA
a nepotrebuje rozpoznávacie miesto PAM. Jednu variantu dokázali naprogramovať na úpravu ľud-
ských buniek, avšak len s nízkou účinnosťou, a odhalili hlboké evolučné väzby na iné molekulárne
stroje riadené RNA. Ide o základný objav a dôkaz princípu, nie o vyzretý génový editor alebo liečbu.
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Nová vetva stromu strojov riadených RNA

Čas od času sa objaví biologická štúdia s titulkom, o ktorý nikto nežiadal. Tentokrát znel „nový
CRISPR“. Skutočný výskum je zaujímavejší – a ako vždy skromnejší.

Začnime riešením, ktoré preslávil CRISPR: systémom riadeným RNA. Proteín nemusí byť napevno
prispôsobený na rozpoznanie jediného cieľa. Nesie krátky úsek RNA – navádzaciu RNA – a zamieri
tam, kde sa jej sekvencia zhoduje s cieľom. Zmenou navádzacej RNA sa zmení cieľ. Práve táto pro‐
gramovateľnosť urobila z CRISPR nástroj. CRISPR však nie je jediným prirodzeným systémom ri‐
adeným RNA a práca kladie trpezlivú otázku: koľko ďalších typov takých systémov existuje a čo nás
môžu naučiť?

Ako TIGR-Tas cieli na DNA, hoci nejde o CRISPR
Navádzacia tigRNA používa dva vodiace úseky na umiestnenie proteínu Tas na obe vlákna DNA.

1. Pole TIGR
lokus kóduje navádzaciu RNA

2. Komplex Tas
navádzacia RNA sa viaže na proteín

3. Cieľová DNA
dva vodiace úseky rozpoznávajú obe
vlákna

navádzacia tigRNA

dva vodiace úseky
v princípe

programovateľné, zatiaľ
nie vyzreté editovanie

dvojvláknová DNA

Bez PAM
nie je to

vyzretý editor

ČO TÁTO PRÁCA NEUKAZUJE

• náhrada CRISPR pripravená na bežné úpravy

• efektívny editor ľudských buniek alebo terapia

• známa prirodzená imunitná funkcia pre každý systém TIGR-Tas

Pôvodný diagram – The Clean Paper · vložená rastrová kresba; popisky a tvrdenia zostávajú upraviteľným SVG

TIGRTas používa navádzaciu RNA s dvoma cieľovými úsekmi na rozpoznanie protiľahlých vlákien DNA. Je to
nová architektúra, nie hotový editor génov.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Autori nehľadali podobné génové sekvencie – tie sa v priebehu evolúcie príliš menia, aby odhalili vz‐
dialených príbuzných. Hľadali tvary. Počnúc časťou proteínu Cas9 systému CRISPR, ktorá zachytáva
navádzacie RNA, hľadali v databázach predpokladaných proteínových štruktúr čokoľvek poskladané
rovnakým spôsobom. Stopa viedla cez bakteriálny „skákací gén“ a časť aparátu, ktorý bežné bunky
používajú na chemickú úpravu vlastnej RNA, k niečomu skutočne novému.
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Čo autori urobili

Hľadanie štruktúry odhalilo predtým nerozpoznanú rodinu proteínov, kódovaných hlavne bakteri‐
ofágmi (vírusmi, ktoré infikujú baktérie), archaálnymi vírusmi a drobnými parazitickými baktériami.
Každý z nich leží vedľa charakteristickej časti DNA: dlhej opakujúcej sa matrice, ktorú autori nazvali
pole TIGR (Tandem Interspaced Guide RNA). Proteíny pomenovaliTas (asociované s TIGR). Niektoré
proteíny Tas iba zachytávajú RNA; iné majú k sebe pripojený nástroj na rezanie DNA – jeden z dvoch
typov molekulárnych nožníc nazývaných RuvC alebo HNH.

Hneď ako našli rodinu v databáze, presunuli ju do laboratória: vyrobili systémy v E. coli a sekveno‐
vali výsledné krátke RNA, určili pravidlá pre nájdenie cieľa v DNA, skontrolovali, či rezné varianty
skutočne režú DNA, pokúsili sa naprogramovať jednu z nich na úpravu ľudských buniek a nakoniec
zmrazili pracovný komplex a zobrazili jeho štruktúru v rozlíšení blízkom atómu.

Čo objavili

Navádzacia RNA sa skladá z dvoch častí. Pole TIGR sa spracúva na krátke RNA o približne 36 nuk‐
leotidoch, z ktorých každá obsahuje dva samostatné segmenty zacielenia. Jeden sa páruje s jedným
vláknom cieľovej DNA, druhý s opačným vláknom. Spoločne stabilne ukazujú na miesto. To je sku‐
točný mechanický rozdiel od CRISPR, v ktorom sa navádzacia RNA viaže na jedno vlákno jediným
súvislým úsekom.

Tiež nepotrebuje „pristávaciu plochu“.Mnoho nukleáz CRISPRmôže rezať iba vedľa krátkeho špeci‐
fickéhomotívu DNA („PAM“) susediaceho s cieľom, čo obmedzujemožnémiesta pôsobenia. Systémy
TIGR nevykazovali žiadnu takúto požiadavku: spoliehali sa iba na cieľovú sekvenciu. Systémbez PAM
je možné teoreticky nasmerovať na viac miest.

Štiepne varianty presne režú DNA. Proteíny Tas s doménou RuvC alebo HNH, navádzané krátkou
RNA, vytvorili čisté, sekvenčne špecifické zlomy DNA – a bez vodítka neurobili nič.

Jednu variantu bolo možné naprogramovať na editáciu ľudských buniek – sotva. Proteín Tas zave‐
dený do kultivovaných ľudských buniek a zameraný na šesť rôznych génov skutočne vykonal zmeny,
čo potvrdzuje programovateľnosť systému aj v našich bunkách. Účinnosť však bola nízka: nanajvýš
niekoľko percent buniek. Na porovnanie, dnešné optimalizované nástroje CRISPR bežne upravujú
veľkú časť buniek, do ktorých sú zavedené. Je to dôkaz, že systém môže fungovať, nie nástroj, ktorý
funguje dobre.

Štruktúravysvetlilamechanizmusanaznačilamožnýpôvod.Zobrazenýkomplex tvorí zrkadlovo sy‐
metrický pár proteínov, ktorý zviera navádzaciu RNA v tvare osmičky, zatiaľ čo cieľová DNA sa v ňom
prudko ohýba. Architektúra nápadne pripomína bunkový aparát snoRNP typu C/D, ktorý namiesto
štiepenia DNA riadi chemické úpravy RNA.

Jeho prirodzená funkcia je nejasná. Keď autori vytvorili jeden systém v E. coli, nechránil bunky pred
napádajúcimi vírusmi ani plazmidmi – neplnil teda základnú úlohu CRISPR. Namiesto toho počas
mnohých generácií postupne odstraňoval plazmid obsahujúci cieľovú sekvenciu, čo naznačuje skôr
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úlohu v pomalej konkurencii medzi mobilnými prvkami DNA než v prvej línii imunitnej obrany. Išlo
však o umelé prostredie s náhradným hostiteľom; poctivou odpoveďou zostáva, že zatiaľ nikto nevie,
čo tieto systémy robia v prírode.

Čo to pravdepodobne znamená

Dva závery s rôznou mierou istoty.

Robustný záver: známy svet systémov riadených RNA je väčší a rozmanitejší než CRISPR a jeho
nedávno objavení príbuzní. TIGR‐Tas je skutočne samostatná vetva s vlastnou dvojdielnou metódou
rozpoznávania DNA nezávislou na PAM. Ide o skutočné rozšírenie mapy.

Hlbšia a špekulatívnejšia: pretože aparát TIGR má podobnú štruktúru ako bunkový snoRNP modi‐
fikujúci RNA a známy „skákací gén“, môže poskytnúť evolučné spojenie medzi systémami riadenými
RNA, ktoré modifikujú RNA, a tými, ktoré cielia na DNA – možno chýbajúci článok.

Čo to nedokazuje

• Toto nie je hotový nástroj na úpravu génov. Úpravy v ľudských bunkách boli predvedené, ale
boli veľmi slabé – maximálne pár percent. To dokazuje programovateľnosť, nie vyspelosť editora,
a zostáva ďaleko od klinických aplikácií.

• Toto nie je CRISPR 2.0. Moderný nástroj CRISPR‐Cas9 edituje oveľa účinnejšie. TIGR‐Tas je dôka‐
zom princípu novej architektúry, nie lepšou verziou existujúceho nástroja.

• Jeho biologická rola nie je známa. V jedinom teste tejto hypotézy nepôsobil ako antivírusový
imunitný systém; existencia „nového bakteriálneho imunitného systému“ nebola preukázaná.

• Veľká časť základnéhomechanizmu zostáva neobjasnená – vrátane toho, ako sa navádzacia RNA
orezáva na konečnú dĺžku a k čomu systémy prirodzene slúžia. Väčšina sa vyskytuje u mikróbov,
ktoré takmer nevieme kultivovať.

• Tu nie je nič terapeutického. Je to objav a charakterizácia vykonaná v mikroorganizmoch a
bunkových kultúrach – bez ochorenia, liečby alebo pacienta.

Aké silné sú dôkazy?

Samotný objavmá pevný a výnimočne široký základ: rozsiahle štruktúrne vyhľadávanie, laboratórne
potvrdenie vzniku navádzacej RNA, rozpoznávanie a štiepenie DNA, štruktúra aktívneho komplexu
v takmer atómovom rozlíšení a test v ľudských bunkách. Tvrdenie, že ide o novú a odlišnú rodinu
systémov, ktoré sú riadené RNA a cielia na DNA, podporuje niekoľko nezávislých línií dôkazov.

Z hľadiska použiteľnosti je systém len na začiatku: editácia funguje, ale sotva, a všetka optimalizácia,
ktorá premenila CRISPR z kuriozity na nástroj, TIGR ešte len čaká. Zostávajúce časti príbehu sú
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odvodené: prirodzená rola je rozumným odhadom založeným na umelom experimente a elegantná
evolučná súvislosť argumentom zo zdieľanej štruktúry, nie ustáleným príbehom. Práca tieto úrovne
starostlivo rozlišuje.

Prečo je to dôležité

Niekoľko skorších prírastkov do katalógu systémov riadených RNA sa časom premenilo na praktické
nástroje. Systémy stojace za dnešnými nástrojmi – Cas9, Cas12, Cas13 a novšiemenšie IscB/OMEGA a
eukaryotické proteíny Fanzor – boli pôvodne len novo opísanou biológiou. Žiadny z nich sa neobjavil
ako hotový nástroj. Systém s dvojdielnou navádzacou RNA a bez požiadavky na PAM predstavuje
skutočne odlišný východiskový bod; práve slobodu voliť ciele bez obmedzenia PAMvývojári nástrojov
oceňujú.

Pokojnejší výsledok sa však môže ukázať ako dôležitejší ako perspektíva aplikácie. Kombináciou sys‐
tému rezania DNA s aparátom snoRNPmodifikujúcimRNA a skákacím génompráca načrtávamožné
vlákno spájajúce veľmi odlišné systémy riadené RNA v strome života. Objav, ako je tento, by mohol
pretvoriť chápanie pôvodu nástrojov v celom odbore ‐ a z dlhodobého hľadiska stojí za viac než len
ďalší titulok o nožniciach.

Stručné zhrnutie

Hľadanímproteínových tvarov namiesto sekvencií objavili vedci TIGR‐Tas: doposiaľ neznámu rodinu
systémov, ktoré pomocou RNA cielia na DNA a vyskytujú sa predovšetkým v bakteriálnych vírusoch a
parazitických baktériách. Ich navádzacia RNA je neobvyklá –má asi 36 nukleotidov a dva samostatné
cieľové segmenty, ktoré rozpoznávajú opačné vlákna DNA – a na rozdiel od CRISPR nepotrebuje
susedný motív PAM. Členovia rodiny obsahujúci nukleázu presne štiepia DNA; jeden z nich bolo
možné naprogramovať na editáciu ľudských buniek, hoci s účinnosťou len niekoľkých percent. Štruk‐
túra s takmer atómovým rozlíšením navyše odhalila komplex usporiadaný podobne ako mechaniz‐
mus snoRNP, ktorý v našich bunkáchmodifikuje RNA. To naznačuje hlbokú evolučnú súvislosťmedzi
systémami riadenýmiRNA, ktorémodifikujú RNA, a tými, ktoré cielia naDNA. Ide o skutočné rozšíre‐
nie biológie RNA a možno o novú platformu pre budúce nástroje – zásadný objav a dôkaz princípu,
nie vyzretý génový editor, CRISPR 2.0 ani terapia. Prirodzená funkcia systému zostáva neznáma.

Kontrola bez príkras

Čoprácaukazuje:Nová, odlišná rodinaRNA‐riadených systémov cieleniaDNA riadenýchRNA (TIGR‐
Tas) u prokaryot a ich vírusov, nájdená štruktúrnymvyhľadávaním; dvojsegmentová, navádzaciaRNA
nezávislá od PAM (~36 nt), ktorá rozpoznáva obe vlákna DNA; presné RNA‐riadené štiepenie DNA v
členoch obsahujúcich nukleázu; programovateľné úpravy ľudských buniek s nízkou účinnosťou (až
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niekoľko percent); kryo‐EM štruktúra blízka atómovému rozlíšeniu; a štruktúrne a evolučné vzťahy
so snoRNP typu C/D a transpozónmi IS110.

Čo je pravdepodobné, ale nepreukázané: Prirodzená biologická rola systémov – jeden umelý experi‐
ment naznačuje skôr konkurenciumobilných prvkov ako obranu – a navrhnutý evolučnýmostmedzi
systémami riadenými RNA, ktoré modifikujú RNA, a tými, ktoré cielia na DNA. Druhé tvrdenie stojí
na štruktúrnej podobnosti.

Čo práca neukazuje: Vyspelý alebo účinný nástroj na úpravu génov; výhody oproti CRISPR ako
nástroju; potvrdená prirodzená funkcia; spôsob dozrievania navádzacej RNA; akékoľvek terapeutické
použitie.

Hlavné obmedzenia: Nízka efektivita editácie ľudských buniek (len dôkaz princípu); väčšina systé‐
mov existuje v metagenómoch, ktoré je ťažké študovať, takže prirodzené ciele sú takmer neznáme;
tvrdenia o biologických rolách a evolučnom pôvode sú nepriamymi závermi; charakterizácia sa týka
mikroorganizmov a bunkovej kultúry, nie kontextu ochorenia.

Koľko dôvery by mal mať čitateľ? Vysokú v záver, že ide o skutočnú a odlišnú rodinu systémov
riadených RNA, ktoré cielia na DNA novým dvojdielnym mechanizmom bez PAM, a že štruktúrne
pozorovania sú pevné. Rovnako vysokú v tom, že nejde o bežne použiteľný génový editor, „CRISPR
2.0“ ani terapiu. Nízku v odhad prirodzenej funkcie a budúce hodnoty nástroja. Správny prístup:
skutočný záujem o novú biológiu a možný chýbajúci článok evolúcie – a trpezlivosť s aplikáciami,
ktoré sú ešte len v plienkach.
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