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Nova rodina systemov navadzanych RNA cieli na
DNA inak ako CRISPR - zatial vsak nie je

praktick}'fm editorom génov

Pri prehladdvani mikrobidlnych gendmov vedci objavili TIGR-Tas, doposial nezndmu rodinu systé-
mov na stiepenie DNA riadenych RNA. Na rozdiel od CRISPR pouziva dvojdielnu navddzaciu RNA
a nepotrebuje rogpozndvacie miesto PAM. Jednu variantu dokdzali naprogramovat na upravu lud-
skych buniek, avsak len s nizkou uicinnostou, a odhalili hlboké evolucné vazby na iné molekuldrne
stroje riadené RNA. Ide o zdkladny objav a dokaz principu, nie o vyzrety génovy editor alebo liecbu.
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Nova vetva stromu SLrojov riaden}'rch RNA

Cas od ¢asu sa objavi biologickd $tidia s titulkom, o ktory nikto neZiadal. Tentokrdt znel ,novy
CRISPR". Skuto¢ny vyskum je zaujimavejsi - a ako vzdy skromnejsi.

Zacnime rieSenim, ktoré preslavil CRISPR: syst¢émom riadenym RNA. Protein nemusi byt napevno
prispésobeny na rozpoznanie jediného ciela. Nesie kratky iisek RNA - navadzaciu RNA - a zamieri
tam, kde sa jej sekvencia zhoduje s cielom. Zmenou navddzacej RNA sa zmeni ciel. Prave tato pro-
gramovatelnost urobila z CRISPR nastroj. CRISPR vsak nie je jedinym prirodzenym systémom ri-
adenym RNA a praca kladie trpezliva otazku: kolko dalsich typov takych systémov existuje a ¢o nds
mozu naudit?

Ako TIGR-Tas cieli na DNA, hoci nejde o CRISPR

Navédzacia tigRNA pouziva dva vodiace Useky na umiestnenie proteinu Tas na obe’vlakna DNA.

1. Pole TIGR 2. Komplex Tas 3. Ciel'ova DNA

lokus koduje navadzaciu RNA navadzacia RNA sa viaZe na protein dva vodiace Useky rozpoznavaji obe

navadzacia tigRNA dvojvlaknova DNA

dva vodiace tiseky v principe Bez PAM nie je to
programovatelné, I vyzrety editor

nie vyzreté editovanie

€0 TATO PRACA NEUKAZUJE
* néhrada CRISPR pripravena na bezné tpravy * znama prirodzena imunitna funkcia pre kazdy systém TIGR-Tas

* efektivny editor ludskych buniek alebo terapia

Pévodny diagram - The Clean Paper - vloZend rastrova kresba; popisky a tvrdenia zostavaju upravitelnym SVG

TIGR-Tas pouziva navadzaciu RNA s dvoma cielovymi Usekmi na rozpoznanie protilahlych viakien DNA. Je to
nova architektura, nie hotovy editor génov.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Autori nehladali podobné génové sekvencie - tie sa v priebehu evolucie prili§ menia, aby odhalili vz-
dialenych pribuznych. Hladali tvary. Poénuc ¢astou proteinu Cas9 systému CRISPR, ktora zachytava
navadzacie RNA, hladali v databdzach predpokladanych proteinovych struktir cokolvek poskladané
rovnakym sposobom. Stopa viedla cez bakteridlny ,skdkaci gén“ a Cast apardtu, ktory bezné bunky
pouzivaju na chemicku upravu vlastnej RNA, k nie¢omu skuto¢ne novému.
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Co autori urobili

Hladanie struktary odhalilo predtym nerozpoznantu rodinu proteinov, kddovanych hlavne bakteri-
ofagmi (virusmi, ktoré infikuju baktérie), archadlnymi virusmi a drobnymi parazitickymi baktériami.
Kazdy z nich lezi vedla charakteristickej ¢asti DNA: dlhej opakujucej sa matrice, ktort autori nazvali
pole TIGR (Tandem Interspaced Guide RNA). Proteiny pomenovali Tas (asociované s TIGR). Niektoré
proteiny Tas iba zachytavaju RNA; iné maju k sebe pripojeny nédstroj na rezanie DNA - jeden z dvoch
typov molekuldrnych noznic nazyvanych RuvC alebo HNH.

Hned' ako nasli rodinu v databéaze, presunuli ju do laboratéria: vyrobili systémy v E. coli a sekveno-
vali vysledné kratke RNA, urcili pravidla pre najdenie ciela v DNA, skontrolovali, ¢i rezné varianty
skutoéne rezu DNA, pokusili sa naprogramovat jednu z nich na upravu ludskych buniek a nakoniec
zmrazili pracovny komplex a zobrazili jeho Struktiru v rozliSeni blizkom atému.

Co objavili

Navadzacia RNA sa sklada z dvoch ¢asti. Pole TIGR sa spractuva na kratke RNA o priblizne 36 nuk-
leotidoch, z ktorych kazdd obsahuje dva samostatné segmenty zacielenia. Jeden sa paruje s jednym
vlaknom cielovej DNA, druhy s opa¢nym vldknom. Spolo¢ne stabilne ukazuju na miesto. To je sku-
tocny mechanicky rozdiel od CRISPR, v ktorom sa navadzacia RNA viaZze na jedno vldkno jedinym
suvislym usekom.

Tiez nepotrebuje ,,pristavaciu plochu”“. Mnoho nukleaz CRISPR moze rezat iba vedla kratkeho $peci-
fického motivu DNA (,PAM") susediaceho s cielom, o obmedzuje mozné miesta posobenia. Systémy
TIGR nevykazovali ziadnu takudto poziadavku: spoliehali sa iba na cielovt sekvenciu. Systém bez PAM
je mozné teoreticky nasmerovat na viac miest.

Stiepne varianty presne rezii DNA. Proteiny Tas s doménou RuvC alebo HNH, navddzané kratkou
RNA, vytvorili ¢isté, sekvencne Specifické zlomy DNA - a bez voditka neurobili nié.

Jednu variantu bolo moZné naprogramovat na editaciu ludskych buniek - sotva. Protein Tas zave-
deny do kultivovanych ludskych buniek a zamerany na Sest roznych génov skutocne vykonal zmeny,
¢o potvrdzuje programovatelnost systému aj v nasich bunk4ch. U¢innost vSak bola nizka: nanajvys
niekolko percent buniek. Na porovnanie, dnesné optimalizované nastroje CRISPR bezne upravuju
velku éast buniek, do ktorych su zavedené. Je to dokaz, Ze systém moze fungovat, nie néstroj, ktory
funguje dobre.

Struktira vysvetlila mechanizmus a naznaéila mozny pévod. Zobrazeny komplex tvori zrkadlovo sy-
metricky par proteinov, ktory zviera navadzaciu RNA v tvare osmicky, zatial co cielovd DNA sa v nom
prudko ohyba. Architektira napadne pripomina bunkovy aparat snoRNP typu C/D, ktory namiesto
Stiepenia DNA riadi chemické upravy RNA.

Jeho prirodzena funkcia je nejasna. Ked autori vytvorili jeden systém v E. coli, nechrdnil bunky pred
napadajucimi virusmi ani plazmidmi - neplnil teda zdkladnt ulohu CRISPR. Namiesto toho pocas
mnohych generdcii postupne odstranioval plazmid obsahujuci cielova sekvenciu, ¢o naznacuje skor
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ulohu v pomalej konkurencii medzi mobilnymi prvkami DNA neZ v prvej linii imunitnej obrany. ISlo
vSak o umelé prostredie s nahradnym hostitelom; poctivou odpovedou zostéva, Ze zatial nikto nevie,
o tieto systémy robia v prirode.

Co to pravdepodobne znamena

Dva zavery s roznou mierou istoty.

Robustny zaver: znamy svet systémov riadenych RNA je vicsi a rozmanitejsi nez CRISPR a jeho
nedavno objaveni pribuzni. TIGR-Tas je skutoéne samostatnd vetva s vlastnou dvojdielnou metédou
rozpoznavania DNA nezavislou na PAM. Ide o skuto¢né rozsirenie mapy.

Hlbsia a Spekulativnejsia: pretoze aparat TIGR mé podobnu struktiru ako bunkovy snoRNP modi-
fikujici RNA a znamy ,,skdkaci gén“, moze poskytnut evoluéné spojenie medzi systémami riadenymi
RNA, ktoré modifikujii RNA, a tymi, ktoré cielia na DNA - mozno chybajuci ¢lanok.

Co to nedokazuje

Toto nie je hotovy ndstroj na tipravu génov. Upravy v ludskych bunkach boli predvedené, ale
boli velmi slabé - maximdlne par percent. To dokazuje programovatelnost, nie vyspelost editora,
a zostava daleko od klinickych aplikdcii.

Toto nie je CRISPR 2.0. Moderny néstroj CRISPR-Cas9 edituje ovela uc¢innejsie. TIGR-Tas je doka-
zom principu novej architektiiry, nie lepSou verziou existujuceho nastroja.

Jeho biologicka rola nie je znama. V jedinom teste tejto hypotézy neposobil ako antivirusovy
imunitny systém; existencia ,nového bakteridlneho imunitného systému‘“ nebola preukazana.
Velka Cast zakladného mechanizmu zostava neobjasnena - vratane toho, ako sa navadzacia RNA
orezava na koneénti dizku a k ¢omu systémy prirodzene slizia. Vicsina sa vyskytuje u mikrébov,
ktoré takmer nevieme kultivovat.

Tu nie je nié terapeutického. Je to objav a charakterizacia vykonana v mikroorganizmoch a
bunkovych kulturach - bez ochorenia, liecby alebo pacienta.

Ake silne su dokazy?

Samotny objav ma pevny a vynimocne Siroky zaklad: rozsiahle Struktirne vyhladavanie, laboratérne
potvrdenie vzniku navadzacej RNA, rozpoznavanie a Stiepenie DNA, struktura aktivneho komplexu
v takmer atémovom rozliSeni a test v ludskych bunkdch. Tvrdenie, Ze ide o novu a odli$nd rodinu
systémov, ktoré st riadené RNA a cielia na DNA, podporuje niekolko nezavislych linii dokazov.

Z hladiska pouZzitelnosti je systém len na zaciatku: editacia funguje, ale sotva, a vSetka optimalizacia,
ktora premenila CRISPR z kuriozity na nastroj, TIGR eSte len ¢aka. Zostdvajuce casti pribehu st
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odvodené: prirodzena rola je rozumnym odhadom zaloZenym na umelom experimente a elegantna
evoluc¢na suvislost argumentom zo zdielanej Struktiry, nie ustalenym pribehom. Praca tieto urovne
starostlivo rozlisuje.

Preco je to dolezite

Niekol'ko skors§ich prirastkov do katalégu systémov riadenych RNA sa ¢asom premenilo na praktické
nastroje. Systémy stojace za dneSnymi nastrojmi - Cas9, Cas12, Cas13 a novsie mensie IscB/OMEGA a
eukaryotické proteiny Fanzor - boli pévodne len novo opisanou biolégiou. Ziadny z nich sa neobjavil
ako hotovy nastroj. Systém s dvojdielnou navadzacou RNA a bez poziadavky na PAM predstavuje
skutoéne odlisny vychodiskovy bod; prave slobodu volit ciele bez obmedzenia PAM vyvojari nastrojov
ocenuju.

Pokojnejsi vysledok sa vsak moze ukazat ako dolezitejsi ako perspektiva aplikdacie. Kombinaciou sys-
tému rezania DNA s aparatom snoRNP modifikujicim RNA a skdakacim génom praca naértava mozné
vlakno spdjajuce velmi odlisné systémy riadené RNA v strome Zivota. Objav, ako je tento, by mohol
pretvorit chapanie pévodu néstrojov v celom odbore - a z dlhodobého hladiska stoji za viac nez len
dalsi titulok o noZniciach.

Strucne zhrnutie

Hladanim proteinovych tvarov namiesto sekvencii objavili vedci TIGR-Tas: doposial nezndmu rodinu
systémov, ktoré pomocou RNA cielia na DNA a vyskytuju sa predovsetkym v bakteridlnych virusoch a
parazitickych baktéridch. Ich navadzacia RNA je neobvyklad - m4d asi 36 nukleotidov a dva samostatné
cielové segmenty, ktoré rozpoznavaju opacné vldkna DNA - a na rozdiel od CRISPR nepotrebuje
susedny motiv PAM. Clenovia rodiny obsahujuci nukledzu presne $tiepia DNA; jeden z nich bolo
moZné naprogramovat na editaciu ludskych buniek, hoci s i¢innostou len niekolkych percent. Struk-
tara s takmer atémovym rozliSenim navySe odhalila komplex usporiadany podobne ako mechaniz-
mus snoRNP, ktory v nasich bunkach modifikuje RNA. To naznacuje hlboku evoluénu suvislost medzi
systémami riadenymi RNA, ktoré modifikuji RNA, a tymi, ktoré cielia na DNA. Ide o skuto¢né rozsire-
nie biolégie RNA a mozno o novu platformu pre budice néstroje - zasadny objav a dokaz principu,
nie vyzrety génovy editor, CRISPR 2.0 ani terapia. Prirodzend funkcia systému zostdva nezndma.

Kontrola bez prl'kras

Co praca ukazuje: Nov, odli$n4 rodina RNA-riadenych systémov cielenia DNA riadenych RNA (TIGR-
Tas) u prokaryot a ich virusov, ndjdena struktirnym vyhladavanim; dvojsegmentovd, navadzacia RNA
nezavisla od PAM (~36 nt), ktord rozpoznéva obe vlakna DNA; presné RNA-riadené Stiepenie DNA v
¢lenoch obsahujucich nukleazu; programovatelné upravy ludskych buniek s nizkou tcinnostou (az
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niekolko percent); kryo-EM Struktura blizka atémovému rozliSeniu; a Struktdrne a evoluéné vztahy
so snoRNP typu C/D a transpozdénmi IS110.

Co je pravdepodobné, ale nepreukazané: Prirodzena biologicka rola systémov - jeden umely experi-
ment naznacuje skor konkurenciu mobilnych prvkov ako obranu - a navrhnuty evolué¢ny most medzi
systémami riadenymi RNA, ktoré modifikuju RNA, a tymi, ktoré cielia na DNA. Druhé tvrdenie stoji
na Strukturnej podobnosti.

Co praca neukazuje: Vyspely alebo uéinny ndstroj na dpravu génov; vyhody oproti CRISPR ako
nastroju; potvrdena prirodzena funkcia; sposob dozrievania navadzacej RNA; akékolvek terapeutické
pouZzitie.

Hlavné obmedzenia: Nizka efektivita editdcie ludskych buniek (len dékaz principu); vacsina systé-
mov existuje v metagenémoch, ktoré je tazké studovat, takze prirodzené ciele su takmer nezname;
tvrdenia o biologickych rolach a evolu¢nom povode su nepriamymi zdvermi; charakterizacia sa tyka
mikroorganizmov a bunkovej kultury, nie kontextu ochorenia.

Kol'ko dovery by mal mat éitatel? Vysoku v zaver, Ze ide o skutocnu a odlisnd rodinu systémov
riadenych RNA, ktoré cielia na DNA novym dvojdielnym mechanizmom bez PAM, a Ze Struktirne
pozorovania su pevné. Rovnako vysokud v tom, Ze nejde o bezne pouzitelny génovy editor, ,,CRISPR
2.0“ ani terapiu. Nizku v odhad prirodzenej funkcie a budidce hodnoty nastroja. Spravny pristup:
skutoény zdaujem o novu biolégiu a mozny chybajici ¢lanok evoltcie - a trpezlivost s aplikdciami,
ktoré su este len v plienkach.
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