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En ny familj av RNA-styrda system som riktas mot
DNA — skild fran CRISPR och dnnu inget
genredigeringsverktyg

Genom att kartldgga mikrobiella genom fann forskare TIGR-Tas, en tidigare okand familj av RNA-
styrda system som klipper DNA — med en tvddelad guide och utan ndgon PAM-landningsplats, till
skillnad fran CRISPR. De visade att en variant kan programmeras for att redigera mdnskliga celler,
men bara med ldg effektivitet, och spdrade familjens djupa evolutiondra kopplingar till andra RNA-
styrda maskiner. Det dr en verklig utvidgning av vad vi vet om RNA-styrd biologi och en mojlig ny
utgdngspunkt for framtida verktyg — en grundvetenskaplig upptdckt och ett principbevis, inte en
mogen geneditor eller en terapi.
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En ny gren pa de RNA—styrda maskinernas trid

Med jamna mellanrum dyker en biologisk studie upp med en rubrik den aldrig har bett om. Den
har fick rubriken “en ny CRISPR”. Arbetet bakom den ar mer intressant dn sd — och som vanligt mer
blygsamt.

Borja med det som gjorde CRISPR beromt: ett RNA-styrt system. Tricket ar att proteinet inte behover
vara fast programmerat for att kdnna igen ett visst mal. I stillet bar det med sig en kort bit RNA — en
guide — och tar sig dit ddr guidens sekvens matchar. Byt guide, byt mal. Den programmerbarheten ar
hela anledningen till att CRISPR blev ett verktyg. Men CRISPR dr inte det enda RNA-styrda systemet
i naturen, och fragan som den hir studien stéller dr den tdlmodiga: hur manga andra typer finns det,
och vad kan de lira oss?

Hur TIGR-Tas riktar sigI mot DNA utan att vara CRISPR

En tigRNA-guide anvander tva spacer-sekvenser for it placera ett Tas-protein pa bada DNA-strangarna

1. TIGR-array 2. Tas-komplex 3. DNA-mal

lokuset kodar for guide-RNA guiden laddas i proteinet tva spacer-sekvenser laser de tva

strangarna
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tva spacer-segment programmerbart i inte en mogen
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redigering

VISAS INTE | DEN HAR STUDIEN
* en CRISPR-ersattare redo for rutinméassig redigering * en kand naturlig immunfunktion for varje TIGR-Tas-system

* en effektiv editor for manskliga celler eller en terapi

Originaldiagram — The Clean Paper - inbaddad rastergrafik; etiketter och pastdenden férblir redigerbar SVG

TIGR-Tas anvander en guide med tvé spacer-sekvenser for att Idsa motsatta DNA-stréangar. Det &r en ny
arkitektur, inte ett fardigt genredigeringsverktyg.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

For att leta efter dem sokte forfattarna inte efter matchande gensekvenser — de forandras for mycket
under evolutionens gang for att avsloja avldagsna slaktingar. De sokte efter former. Med utgangspunkt
i den del av CRISPR-proteinet Cas9 som griper tag i dess guide-RNA sokte de igenom databaser med
forutsagda proteinstrukturer efter saidant som var byggt pa samma sétt. Det sparet ledde — via en
bakteriell “hoppande gen” och en del av det maskineri som vanliga celler anvinder for att kemiskt
modifiera sitt eget RNA — till nagot verkligt nytt.
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Vad forfactarna £] orde

Struktursokningen fann en tidigare okdnd familj av proteiner, som huvudsakligen kodas i bakteri-
ofager (virus som infekterar bakterier), i virus hos arkéer och i mycket sma parasitiska bakterier. Vart
och ett ligger intill en karakteristisk DNA-stracka: en lang, upprepad array som forfattarna kallade
en TIGR-array (for Tandem Interspaced Guide RNA). De kallade proteinerna Tas (TIGR-associated).
Vissa Tas-proteiner bestar bara av den nakna RNA-gripande delen; andra har ett DNA-klippande
verktyg — en av tva sorters molekyldra saxar (kallade RuvC eller HNH) — fastmonterat.

Efter att ha hittat familjen i databasen tog de sedan in den i laboratoriet: de uttryckte systemen
i E. coli och sekvenserade de sm& RNA-molekyler de bildade, tog reda pa reglerna for hur dessa
RNA-molekyler hittar ett DNA-mal, testade om de klippande varianterna faktiskt klippte, forsokte
programmera en av dem for att redigera manskliga celler och fros slutligen ett fungerande komplex
och avbildade dess struktur med nara atomar upplosning.

Vad de fann

Guiden bestar av tva delar. TIGR-arrayen bearbetas till korta RNA-molekyler pa omkring 36 bok-
stdver, var och en med tvd separata mals6kande segment. Det ena segmentet ldser den ena strangen
i mal-DNA:t; det andra ldser den motsatta strangen. De tvd arbetar tillsammans for att 1dsa fast ett
stille. Det ar en verklig mekanistisk skillnad jaimfort med CRISPR, vars guide matchar en enda string
i en sammanhéngande stracka.

Och den behéver ingen “landningsplats”. Mdnga CRISPR-nukleaser kan bara klippa intill ett kort,
specifikt DNA-motiv (ett “PAM”) bredvid malet — en begrinsning som inskrdnker var de kan riktas.
TIGR-systemen uppvisade inget sddant krav: de forlitade sig enbart pa malsekvensen. Ett system som
inte behdver ett PAM kan i princip riktas mot fler platser.

De klippande varianterna klipper, med precision. Styrda av det lilla RNA:t skapade de RuvC- och
HNH-biarande Tas-proteinerna rena, sekvensspecifika brott i DNA — och gjorde ingenting utan
guiden.

En variant kunde programmeras for att redigera méanskliga celler — knappt. Nar ett Tas-protein
fordes in i méanskliga celler i en odling och riktades mot sex olika gener astadkom det faktiskt redi-
geringar, vilket bekréftar att systemet gar att programmera dven i vara celler. Men effektiviteten var
lag: som bast nagra fa procent av cellerna. Som jamforelse redigerar dagens optimerade CRISPR-
verktyg rutinmaéssigt en stor andel av de celler de f6rs in i. Det hér dr ett bevis for att det kan fungera,
inte ett verktyg som fungerar bra.

Strukturen forklarade mekanismen — och antydde dess ursprung. Det avbildade komplexet dr ett
spegelsymmetriskt proteinpar som omsluter det attaformade guide-RNA:t, medan mal-DNA:t bojs i
en skarp svang. Pafallande nog liknar denna arkitektur i hog grad en maskin som finns hos sldktingar
till vara egna celler — box C/D-“snoRNP”, som styr kemiska modifieringar av RNA i stillet for att
klippa DNA.
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Dess naturliga uppgift dr oklar. Nir forfattarna uttryckte ett system i E. coli avvarjde det inte in-
vaderande virus eller plasmider — CRISPR:s vanliga uppgift. I stéllet rensade det gradvis bort en
malinriktad plasmid under ménga generationer, vilket antyder att dess verkliga roll kan finnas i
langsam konkurrens mellan rorliga DNA-bitar snarare 4n i immunforsvarets frontlinje. Men detta var
en lanad, artificiell miljo, och det &drliga svaret dr att ingen dnnu vet vad dessa system gor i naturen.

Vad detta sannolike betyder

Tva saker, med olika grad av sdkerhet.

Den siakra: den kanda varlden av RNA-styrda system ar storre och mer varierad an CRISPR och dess
nyligen upptickta slaktingar. TIGR-Tas ar en verkligt egen gren, med sitt eget tvddelade, PAM-fria sitt
att kanna igen DNA. Det ar ett verkligt tillskott till kartan.

Den djupare, mer spekulativa: eftersom TIGR-maskineriet dr byggt som det snoRNP som redigerar
RNA i celler som vara, och som en kdnd “hoppande gen”, kan det utgora en evolutionar lank mellan
RNA-styrda system som modifierar RNA och RNA-styrda system som riktas mot DNA — en mdjlig
saknad pusselbit i berdttelsen om hur programmerbara RNA-guider uppstod i livets olika grenar.

Vad detta inte bevisar

Det ar inte ett fardigt genredigeringsverktyg. Redigering i manskliga celler demonstrerades men
var svag — som bast nagra fa procent. Det dr bevis for programmerbarhet, inte en mogen editor,
och langt ifrdn négot kliniskt.

Det dr inte “CRISPR 2.0”. Som verktyg betraktati dag 4r CRISPR-Cas9 vida 6verldgset pa redigering.
TIGR-Tas ar en ny arkitektur pa principbevisstadiet, inte en béttre version av en befintlig produkt.
Dess biologiska roll idr okédnd. Det fungerade inte som ett antiviralt immunsystem i det enda
testet av den idén; “ett nytt bakteriellt immunsystem” ar inte belagt.

Mycket av den grundliggande mekanismen ér fortfarande oklar — diribland hur guide-RNA:t
klipps till sin slutliga langd och vad dessa system faktiskt riktas mot i naturen (de flesta finns i
mikrober som vi knappt kan odla).

Det finns inget terapeutiskt hir. Det hdr ar upptackt och karakterisering i mikrober och cel-
lodling — ingen sjukdom, ingen behandling, ingen patient.

Hur starka ir beléiggen?

Sjalva upptéckten star pa fast grund och ar ovanligt val underbyggd: den vilar pa storskalig strukturell
kartldggning, f6ljd av laboratoriebekréftelse av hur RNA:t bildas och hur det hittar och klipper DNA,
direfter en nira atomér struktur av komplexet i arbete, samt testet i manskliga celler. Pastaendet



molekylarbiologi

“det har dr en ny, distinkt familj som styrs av RNA och riktas mot DNA” har gott stod fran flera hall
samtidigt.

Det som befinner sig i ett tidigt skede ar allt som ror anvandbarhet: redigeringen fungerar, men
knappt, och all den optimering som forvandlade CRISPR frin kuriositet till verktyg ligger for TIGR
fortfarande framfor oss. Och det som ar slutlett ar resten av beréattelsen — den naturliga rollen ar en
rimlig gissning utifrén ett artificiellt experiment, och den evolutiondra ldnken &r, hur elegant den dn
ar, ett argument utifrdn gemensam struktur, inte en faststélld historia. Studien dr noga med att skilja
dessa saker at.

Varfor det spelar roll

Flera tidigare utvidgningar av katalogen 6ver RNA-styrda system har sd smaningom gett utdelning.
Systemen bakom dagens verktyg — Cas9, Casl12, Cas1l3 och pa senare tid de mindre IscB/OMEGA-
proteinerna och de eukaryota Fanzor-proteinerna — var alla till en borjan bara nybeskriven biologi.
Inget av dem kom som ett fardigt verktyg. Ett system med en tvadelad guide och utan krav pa PAM
ar en verkligt annorlunda utgangspunkt, och PAM-fri malsokning dr precis den sorts flexibilitet som
verktygsutvecklare vardesatter.

Men det mer ldgmalda resultatet kan vara viktigare dn utsikterna till ett verktyg. Genom att koppla
ett DNA-klippande system till det RNA-redigerande snoRNP-maskineriet och till en hoppande gen
skisserar arbetet en mojlig trdd som forbinder mycket olika RNA-styrda system 6ver livets trad. Det
ar den sorts fynd som omorganiserar ett forskningsfalts forstielse av var dess verktyg kommer ifran
— vilket i langden dr virt mer dn dnnu en rubrik om saxar.

Ren sammanfattning

Genom att soka efter proteiners former i stéllet for sekvenser upptickte forskare TIGR-Tas: en tidi-
gare okdnd familj av RNA-styrda system som riktas mot DNA och som framst finns i bakterievirus
och parasitiska bakterier. Dess guide-RNA dr ovanligt — omkring 36 bokstaver med tva separata
malsokande segment som ldser motsatta DNA-strangar — och till skillnad fran CRISPR behdver det
inget intilliggande “PAM”-motiv. De DNA-klippande medlemmarna klipper precist, en avdem kunde
programmeras for att redigera méanskliga celler (dock med bara nagra fa procents effektivitet), och
en nara atomar struktur visade ett komplex byggt som snoRNP-maskineriet som redigerar RNA i
vara egna celler — vilket antyder en djup evolutiondr link mellan RNA-styrda system som modifierar
RNA och system som riktas mot DNA. Det dr en verklig utvidgning av den RNA-styrda biologin och
ett mojligt nytt chassi for framtida verktyg — en grundvetenskaplig upptiackt och ett principbevis,
inte en mogen geneditor, inte “CRISPR 2.0” och inte en terapi. Dess naturliga uppgift i det vilda ar
fortfarande okdnd.
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Kontroll utan omsvep

Vad studien visar: En ny, distinkt familj av RNA-styrda system som riktas mot DNA (TIGR-Tas) i
prokaryoter och deras virus, funnen genom strukturell kartliggning; ett tvisegmenterat, PAM-fritt
guide-RNA (~36 nt) som riktas mot badda DNA-strangarna tillsammans; exakt RNA-styrd DNA-klyvning
av de nukleasbdrande medlemmarna; programmerbar redigering i ménskliga celler med 1ag effek-
tivitet (upp till nagra fa procent); en nira atomar cryo-EM-struktur; samt strukturella/evolutionira
kopplingar till box C/D-snoRNP och IS110-transposoner.

Vad som &r rimligt men inte bevisat: Systemens naturliga biologiska roll (en annan roll 4n forsvar i
konkurrens mellan mobila element antyds av ett artificiellt experiment); den foreslagna evolutionara
bryggan mellan RNA-modifierande och DNA-riktade RNA-styrda system (ett strukturellt argument).

Vad den inte visar: Ett moget eller hogeffektivt genredigeringsverktyg; 6verlagsenhet jamfort med
CRISPR som verktyg; en bekriftad naturlig funktion; hur guide-RNA:t mognar; nigon terapeutisk
tillampning.

Huvudsakliga begrinsningar: Redigeringseffektiviteten i manskliga celler &r 1ag (endast ett princip-
bevis); de flesta systemen finns i svarstuderade metagenom, sa de naturliga mélen ar till stor del
okdnda; pastaendena om biologisk roll och evolutionért ursprung ar slutledningar; karakteriserin-
gen giller mikrober och cellodling, inte ndgot sjukdomssammanhang.

Hur stor tilltro bor en allmin ldsare ha? Hog tilltro till att detta dr en verklig, distinkt ny familj
av RNA-styrda system som riktas mot DNA, med en ny tvadelad, PAM-fri mekanism, och till att de
strukturella och evolutionéra insikterna ar verkliga. Hog tilltro till att det inte ar ett fardigt genredi-
geringsverktyg, inte “CRISPR 2.0” och inte en terapi. Lag tilltro nir det géller dess naturliga roll och
hur ldngt det kommer att nd som verktyg. Lamplig hdllning: genuin entusiasm 6ver ny biologi och
en mojlig saknad evolutiondr lank — och talamod med tillaimpningarna, som befinner sig alldeles i
borjan.
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