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Abstrakt

Nekddujici RNA stoji v centru navadéni nejmodernéjSich nastroji pouzivanych v molekulérni
biologii naptiklad k editaci gentl, regulaci genové exprese i pii genové terapii. Nejnovejsi

z nich jsou tzv. TIGR-Tas systémy popsané na pocatku roku 2025. V téchto systémech jsou
efektorové Tas proteiny navadény k molekule dsDNA ¢i ssDNA za pomoci nekodujici RNA.
Neékteré z nich jsou pak schopné katalyzovat §tépeni cilové molekuly. Obecné TIGR-Tas
systémy vykazuji podobnost s RNA-fizenymi transpozony rodiny IS110 naznacujici mozny
spole¢ny piivod. Inzeréni sekvence jsou béznou soucasti prokaryotnich genomu a aktivné
ptispivaji k jejich variabilité. Podle svych vlastnosti jsou rozdélovany do jednotlivych rodin.
Mechanismus integrace do genomu se u zastupctl z rodiny IS110 dlouho nedafilo popsat.
Zlom pfisel az v roce 2024, kdy bylo popsano, ze si IS110 exprimuji spolu s rekombinézou i
strukturni nekddujici RNA (bridge RNA), ktera se s rekombinazou specificky vaze a
umoziuje proces rekombinace. Oba tyto systémy, TIGR-Tas a bridge RNA, maji potencial

k vyuziti v genovém inzenyrstvi pro zavadéni zatim neproveditelnych zmén v genomu a

v nékterych ptipadech i jako mozna alternativa k aktualné nejrozsifenéjSim systémim
CRISPR/Cas, oproti kterym maji fadu vyhod i nevyhod. Tato prace se zabyva popisem vSech
tii systémd a jejich srovnanim mezi sebou, u systému CRISPR/Cas pak ptfedevsim

s variantami zaloZenymi na Casl2a a Cas9.

Klicova slova: bridge RNA, Cas9, Cas12, CRISPR/Cas, IS110, LbCas12a, TIGR-Tas



Abstract

Non-coding RNAs are at the forefront of the most modern tools used in molecular biology for
gene editing, regulation of gene expression, gene therapy, and more. The newest of them is
the TIGR-Tas system, which was described at the beginning of 2025. In these small systems,
the effector Tas proteins are directed towards molecules of dsSDNA or ssDNA by a non-
coding RNA. Some of these proteins are then capable of catalyzing cleavage of the target
molecule. TIGR-Tas systems generally show resemblance to transposons from the IS110
family, suggesting their common ancestry. Insertion sequences are a common part of
prokaryotic genomes and actively contribute to their variability. They are categorized into
individual families based on their characteristics. For a long time, the integration process of
the IS110 family members into genomes wasn't successfully described. The breakthrough
came in 2024 when it was discovered that, along with their recombinase, the IS110 express a
structural non-coding RNA (bridge RNA) which specifically binds to the recombinase and
facilitates the recombination process. Both of the systems, TIGR-Tas and bridge RNA, show
potential for use in gene engineering in introducing previously unfeasible changes in genomes
and, in some cases, as an alternative to the currently most widespread CRISPR/Cas systems,
compared to which they have a number of advantages and disadvantages. This work describes
all three systems, compares them to one another, and in the matter of CRISPR/Cas systems,

particularly with the variants based on Cas12a and Cas9.
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Seznam pouzitych zkratek

AMK aminokyselina

Cas CRISPR-associated proteins

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
crRNA CRISPR RNA

DBL Donor-Binding Loop

dDNA donor DNA

dsDNA double-strand DNA

IS Insertion Sequence (inzeréni sekvence)

LbCasl2a Lachnospiraceae bacterium Casl2a

LD Left Donor

LE Left End (levy konec)

LT Left Target

LTG Left Target Guide

MGEs Mobile Genetic Elements (mobilni genetické elementy)
Nop Nucleolar protein (jadérkovy protein)

NUC Nuclease lobe (nukledzovy lalok)

OBD Oligonucleotide-Binding Domain (oligonukleotid-vazajici doména)
PAM Protospacer-Adjacent Motif

ParTasR Parcubacteria TasR

PI PAM-Interacting domain (PAM-interagujici doména)
RBD RNA-Binding Domain (RNA-vazajici doména)

RD Right Donor

RE Right End (pravy konec)

REC Recognition lobe (rozpoznavaci lalok)

RT Right Target

SL Stem Loop

SpCas9 Streptococcus pyogenes Cas9

RNP ribonucleoprotein



RTG Right Target Guide

snoRNPs small nucleolar ribonucleoproteins (mala jadérkové ribonukleoproteiny)
ssDNA single-strand DNA

TaTasR Thermoproteota archaeon TasR

TBL Target-Binding Loop

tDNA target DNA (cilova DNA)

TIGR Tandem Interspaced Guide RNA

Tas TIGR-associated proteins

TIRs Terminal Inverted Repeats (termindlni invertované repetice)

tractrRNA trans-activating CRISPR RNA

WED Wedge Domain



1. Uvod

Systémy zalozené na spolupraci nekddujicich RNA s efektorovymi proteiny v souc¢asné dobé
vévodi metodam editace genomil uzivanych v genovém inzenyrstvi. Nejvetsi prevrat zacal
praci Jinek et al., 2012, v niz se autorim podaiilo vytvofit programovatelnou chimérickou
RNA, ktera na zaklad¢ komplementarity navadi endonukleazu Cas9 do cilové oblasti. Tato
chimérickd RNA vznikla Gpravou crRNA a tracrRNA, které¢ jsou nutné pro funkénost

v prokaryotickém adaptivnim imunitnim systému, z néhoz pochéazi. CRISPR/Cas (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated proteins) systémy tak

s tzv. zinkovymi prsty (zinc-finger nuclease, ZNF; Carroll, 2011) ¢i nukledzy podobné
transkripénim aktivatorim (transcription activator-like effector nuclease, TALEN; Becker and

Boch, 2021).

CRISPR/Cas systémy jsou velmi riznorodé, objevuji se stale nové a ty jiz znamé jsou
upravovany a vylepSovany pro nejriznéjsi vyuziti, ptikladem je tfteba bakteriofagni
CRISPR/Cas® (Cas12j) (Pausch et al., 2020) a jeji uméle vytvoiena verze Cas12j2-STU s
vy$si specifitou a efektivitou pro editaci rostlin (Sun ef al., 2024). Aktualni moznosti vyuziti
CRISPR/Cas u rostlin shrnuje publikace Tuncel et al., 2025, o aplikacich v mediciné
pojednava Azeez et al., 2024. Existuji vSak 1 jiné novéjSi RNA fizené systémy, které¢ maji
velky potenciél uplatnéni. Cilem této prace je ptfedstavit dva z noveé objevenych, TIGR-Tas
(Tandem Interspaced Guide RNA-TIGR-associated proteins; Faure ef al., 2025) a bridge
RNA (Durrant ef al., 2024), spolu s jednim z nejpouZzivanéjSich CRISPR systémi zaloZeném
na varianté Cas12 (Zetsche et al., 2015). Blize je konkrétné predstavena varianta LbCas12a,
jeji mechanismus, vyuziti a uméle vytvorené modifikace. Prace se snazi shrnout vyhodné a
nevyhodné vlastnosti téchto systémill pro genové inZenyrstvi a porovnat je s mechanismem

jednoho z nejvyznamnéjSich néstroju pro editaci genomu CRISPR/Cas9.

2. TIGR-Tas

Na konci unora letosniho roku, 2025, byl v ¢asopise Science védeckou skupinou z Broad
Institute MIT a Harvardu pod vedenim profesora Zhanga publikovan ¢lanek pojednavajici o

dosud nepopsaném mechanismu rekombinace fizeném RNA — TIGR-Tas. Jde o rozmanitou



rodinu RNA fizenych systémi, které se piirozené nachéazeji prevazné u bakteriofagi,
archeélnich virti (Hochstein et al., 2016) a parazitickych bakterii. Jako efektory u nich slouzi
Tas proteiny, jejichz spole¢nou charakteristikou je pfitomnost domény jadérkovych proteinti
(Nucleolar Protein, Nop) a do cilovych mist jsou navadény pomoci nekodujici RNA (Faure et
al., 2025). Jde zatim o viibec jediny publikovany ¢lanek zabyvajici se timto systémem (duben

2025).

2.1 Objev TIGR-Tas

Sviij vyzkum zacala védecka skupina v proteinové databazi AlphaFold (Varadi et al., 2022),
metagenomické MGnify (Richardson ef al., 2023) a virové databazi BFVD (Kim et al., 2025)
s cilem identifikovat dosud nezndmé molekularni systémy fizené RNA, které jsou obecné
snadno programovatelné, a proto maji velky potencial pro vyuziti v genovém inzenyrstvi.
Jako vstupni protein byla vyuzita nukledza SpCas9, respektive jeji RNA vazajici doména
(RNA-binding domain, RBD), k niZ pak v databazich hledali strukturni homology. Jako
nejvhodnéjsi pro dalsi zkouméani vybrali transpozonem kédovanou transpozazu IS110
(inzer¢ni sekvence rodiny 110) gramnegativni bakterie Tropicimonas sp. IMCC6043
(TroIS110) (Harwati ef al., 2009). IS110 funguje jako rekombinaza, kterd pro své fungovani
vyzaduje nekodujici RNA zvanou bridge RNA (Durrant ef al., 2024; Hiraizumi ef al., 2024).
Préave oblast proteinu vazajici bridge RNA vykazuje strukturni podobnost s RBD SpCas9. Jde
o doménu, ktera se vyskytuje jen u malé skupiny Cas proteint, existuje tedy moznost, Ze
doslo k integraci IS110 do pfedka genu této skupiny a ¢ast RBD u nich ziistala zachovana

(Faure et al., 2025).

Pro vyhledavani dalSich strukturné pfibuznych domén vyuzili védeci RBD IS110 pochazejici z
Escherichia coli kvili jeji mensi velikosti a jednodussi struktufe v porovnani s ostatnimi
nalezenymi homolognimi proteiny. Vysledek ukazal podobnost s rodinou Nop domén vazajici
ribonukleoproteiny (RNPs) charakteristickou pro eukaryotni sestfihovy faktor Prp31 a C/D
box malych jadérkovych ribonukleoproteinli (snoRNPs) eukaryot (Liu ef al., 2007) a archei
(Aittaleb et al., 2003). Ditkazy o spole¢ném evolu¢nim ptivodu IS110 a Nop poskytla jiz
prace Vaysset et al., 2025. Za ucelem vymezit rodiny proteinti obsahujici Nop doménu
prohledali autoti Faure ef al., 2025 mikrobialni genomické a metagenomické databaze. Pti
blizsi analyze jedné z takto identifikovanych rodin, sestavajici se z velké ¢asti z proteint
tvofenych pouze samotnou Nop doménou, bylo pozorovano, ze geny kddujici proteiny Nop
domény jsou asociovany s dlouhymi fadami repetic s vmezetenymi spacery. Konkrétné jsou

tyto fady nazvané TIGR sloZené z okrajové repetice, spaceru A, loop repetice a spaceru B
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v tomto poradi. Nékolik totoznych TIGR jednotek opakujicich se za sebou tvoii TIGR lokus
(Faure et al., 2025).

2.2 TIGR-asociované (Tas) proteiny

V soucasnosti je zndmych vice nez 20 000 riznych vétsSinou bakteriofagnich Tas proteint,
jejichz obecnou charakteristikou je pfitomnost RNA vézajici Nop domény. Podle jejich
struktury je mozné Tas proteiny rozdélit do tfi zdkladnich skupin: TasA, TasH a TasR (Faure
et al.,2025).

Nejjednodussi jsou proteiny TasA, které jsou tvoiené pouze Nop doménou, coz znamena, ze
samy o sob¢ nejsou schopné §tépit DNA. Pravdépodobné jde o ptivodni formu Tas proteind,

z niz se fuzi s nukledzovymi doménami pozdéji vyvinuly endonuklazy TasH a TasR. Ze vSech
tii skupin je TasA mezi TIGR systémy nejrozsitenéjsi. Funkce TasA proteint neni zcela
jasnd, nicméné se zda, Ze jsou schopné indukovat ohyb substratové DNA o témét 180° (Faure
et al., 2025) ptipominajici ohyby DNA vyvolavané lyzogennimi fagy pfi rekombinaci (Rice et
al., 1996). Tato podobnost naznacuje, ze by TasA mohly slouzit k usnadnéni integrace faga
do genomu. Geny fasA se ¢asto nachdzeji ve stejném operonu s geny kddujicimi protein
homologni k ParB nazvany jednoduse TasParB. ParB je DNA vazajici soucast ParABS
systému, ktery se podili na segregaci chromozom a plazmida u bakterii (Surtees and Funnell,
2003), asociace TasA s jemu homolognim proteinem by tedy mohla znamenat, Ze i on hraje
roli pii segregaci genetické informace. Dal§i moznou funkci je blokace transkripce ¢i
replikace v ramci kompetice s dal§imi mobilnimi genetickymi elementy (MGEs; Faure ef al.,

2025).

Proteiny ze skupin TasH a TasR jsou RNA fizené endonukledzy, které se od sebe 1i8i svou N-
koncovou doménou. TasH maji na N-terminalni doméné¢ HNH nukleazu a najdeme je
napiiklad u bateriofaga Salicola CGphi29. HNH proteiny tvoii Sirokou rodinu nukledzovych
domén, které mohou byt kédovany introny skupin I i II, chromozomalni i plasmidovou DNA
bakterii a bakteriofagy. Jejich spolecnou charakteristikou je pfitomnost dvou konzervovanych
zbytki histidinu (Gorbalenya, 1994) a jednoho asparaginu (Shub, Goodrich-Blair and Eddy,
1994) v aktivnim centru enzymu. TasR se vyskytuji naptiklad u archeélnich Thermoproteota a
na své N-terminalni doméné obsahuji RuvC endonukledzu, ktera je vSak u ¢asti zastupct této
skupiny inaktivovana. In vivo funguje RuvC jako resolvaza Hollidayovych struktur, tzn. hraje
roli pfi rekombinaci a opravé DNA (Iwasaki et al., 1991). Kromé §tépeni DNA dokaze TasR
stejné jako TasA indukovat ohyb substratové DNA (Faure et al., 2025).



Vyhodnou vlastnosti Tas proteinti i pro potencialni vyuziti v genovém inZenyrstvi je jejich
nezavislost na protospacer-adjacent motif (PAM; viz kapitola 2.3) a mala velikost. Autortim
prace Faure ef al., 2025 se podafilo ukazat, Ze n¢které Tas proteiny mohou byt
naprogramovany pro Stépeni DNA v lidskych bunkéch. Jmenovité byly pro tuto demonstraci
pouzity nukledzy TaTasR (z archea Thermoproteota) a ParTasR (z bakterie Parcubacteria)
transfekované do bunck HEK239FT, které pochéazeji z linie odvozené z bunék ledvin lidského
embrya (Russell e al., 1977). Oba proteiny zpusobily v cilovych mistech vznik kratkych
inzerci a deleci, takzvanych indelt. V lokusu, v némz byla pozorovana nejvyssi efektivita
editace, vzniklo vlivem ParTasR az 3,6 % indell oproti pouhym 0,8 % u TaTasR (Faure et
al., 2025). Zatim vsak jde o jediny zdokumentovany pokus aplikace TIGR-Tas systému

v eukaryotnich bunkach.

2.3 Mechanismus

TIGR lokus je slozen z nejcast&ji péti az patnacti totoznych TIGR jednotek, jez jsou tvoieny
dvéma rozdilnymi repeticemi a dvéma rliznymi spacery, které jsou uspoiadany za sebou

v nasledujicim potadi: okrajova repetice, spacer A, smycka (loop) repetic a spacer B (Obrazek
1). Délka repetic se pohybuje mezi osmi az dvandcti nukleotidy, spacery mohou byt dlouhé az
dvanact nukleotidt, ve vétsing ptipadt jich vSak maji pouze devét. V celém genomu muze byt
1 vice TIGR lokust, které se mezi sebou 1i§i sekvencemi repetic a délkou spacerti (Faure et al.,

2025).

TIGR sekvence jsou transkribovany do delSich prekurzori, z nichz pak St€épenim vznikaji
jednotlivé molekuly nazvané tigRNA dlouhé 36 nukleotidii. Stépeni se téméf vzdy odehrava
na stejné pozici uprostied okrajovych repetic. Jejich zbyla Cast pak tvoti ohraniceni vnitini
struktury tigRNA, ktera se dale sklada ze spaceru A, spaceru B a mezi nimi umisténou
smyckou repetic. Jak pfesné samotny proces $t€peni probihd zatim neni jasné, nicméné se zda,
ze prestoze nukleazova aktivita Tas proteint neni pro vystépeni tigRNA z prekurzoru nutna,
bez jejich pfitomnosti k nému nedojde. Autoti spekuluji, Ze je za maturaci zodpoveédna zatim
neznama vysoce konzervovana hostitelskd RNasa, jelikoZ i u vzdalené ptibuznych TIGR

systémt probihalo Stépeni tigRNA prekurzorii na stejnych mistech (Faure et al., 2025).
clea;fage cleagage
5'-.. .NNNUGCGAGCCANNNNNNNNNUGAAACCCANNNNNNNNNUGCGAGCCATCA..-3'
edge repeat loop repeat edge repeat
g - p spacer A peg spacer B g P

Ry s

tiaRNA unit (36 nt)
Obrazek 1 - Schéma TIGR jednotky. Prevzato z Faure et al., 2025.



Ukolem jednotlivych tigRNA je vazat a nasledné sméfovat Tas proteiny k cilovym mistim na
DNA. Ty na rozdil od CRISPR systémd, které vyzaduji ptitomnost PAM (Mojica et al.,

2009), zadné podobné sekvence nepottebuyji.

3" 57
Specifita TIGR-Tas systému je zaji$téna cr 39 N _
A G =T tigRNA
tandemovou spolupraci obou spaceri, kdy spacer caell CPARCECR % ng g
X
A vytvari par s jemu komplementarni sekvenci j| WeEE——— | spacer A
YRR ST AUGEANGECOU) € spacer
na jednom vlakn& DNA, zatimco spacer B FTACGTICO66 . o DNA
. G AA
. - . , . , =G
obdobn¢ interaguje s vlaknem protilehlym -:g: " C
- C
At TT

(Obrazek 2). 5
Obrazek 2 - Obrdzek 2 - Schéma vazby tigRNA na
g t8peni DNA fizené tigRNA je tedy zévislé DNA pomoct spacerii. Prevzato z Faure et al., 2025.
pouze na sekvenci spacert homologni k cilové sekvenci. Rozdéleni navadéci sekvence do
dvou c¢asti zfejmé zvySuje specifitu systému a zabranuje zacileni Tas proteinli na svoje vlastni
TIGR sekvence. Navic se zda, ze tato struktura zamezuje rekombinaci a tim 1 integraci fagu,

coz vede ke zvySeni stability TIGR jednotek (Faure ef al., 2025).

Systém obecné neni ptili§ tolerantni k chybnému parovani bazi. Mutace na DNA narusujici
Stépeni jednoho z vlaken vzdy ovlivni i $tépeni na druhém, zvIasté pak pokud se tato mutace
vyskytuje v takzvaném seed regionu, ktery se nachazi v sekvencich komplementarnich ke
spaceriim dva nukleotidy 3¢ smérem od mista $tépeni. Naopak tolerantné;jsi je TIGR-Tas

k mutacim na okrajich téchto sekvenci. Zajimavou vyjimkou z tohoto pravidla je takzvana
nikdzova mutace. Ta je navozena transverzi dvou nukleotidii v 5° misté Stépeni a ovlivnéno je
pouze vldkno, na kterém k ni doslo, kdeZto na zbylém vlakné proces probihd jako za

normalnich okolnosti. Tas protein tedy v tomto piipad¢ funguje jako nikéza, Sté€pici pouze

jedno z cilovych vldken (Faure et al., 2025).

TIGR-Tas systémy za béZnych okolnosti $§tépi dvouvldknovou DNA, dokaZou nicméné
roz§tépit 1 jednovlaknovou DNA, pokud obsahuje sekvenci komplementarni k jednomu ze
spacerti. Maximalni moZné délka mezery mezi komplementarnimi sekvencemi spacerit A a B,
pii niz je St€peni DNA jesté mozné, odpovidd dvéma pariim bazi. RNA, at’ uz jedno ¢i

dvouvlaknovou, nestépi (Faure et al., 2025).

2.3.1 Struktura TasR RNP v komplexu s DNA
Propojenim dvou TasR protomert skrze coiled-coil doménu vznika symetricky dimer, ktery
vaze jednu molekulu tigRNA a jednu molekulu substratové DNA. tigRNA interaguje s obéma

protomery a nabyva tvar osmicky. Cela struktura dohromady vykazuje C2 pseudosymetrii.



Pti vstupu substratové DNA do komplexu monomerB RuvC domain®
zpusobi TasR jeji ohyb o zhruba 180° a . ..
dochazi také k rozvinuti dvousroubovice DNA
v oblasti cilové sekvence. Zbytek substratové

DNA s TasR RNP komplexem nijak

neinteraguje a jeji vlakna po celou dobu colled-coll
dimerization

ziistavaji parovana. Spacer A tigRNA se vaze ~ domain

ke své komplementarni sekvenci na DNA a

spolecné se staceji do struktury A-DNA.

Nekomplementarni vlakno je od nich odd¢leno

-

takzvanou wedge loop inzerci domény TasR RuvC domain*

proteinu. Stejnd je 1 interakce spaceru B a Obrazek 3 - Struktura TasR dimeru v komplexu s DNA
. L, , (DNA bilosede, tigRNA bézove) Prevzato z Faure et al.,
jeho komplementarni sekvence na druhém 2025.

vlakné substratu. Maly zlabek tigRNA/DNA

duplexu spociva na coiled-coil doméné a viibec nejblize s ni interaguje skrz seed region
tigRNA. Okrajova repetice interaguje s Nop doménou jednoho z protomerti, zatimco smycka
repetic interaguje velmi podobnym zplisobem s tim druhym. Podobnost téchto interakci je
déna konzervovanymi motivy UG na zacatcich a CCA na koncich repetic u raznych TIGR-
TasR. Vzhledem k jejich podobnosti s danymi sekvencemi na snoRNA nazyvaji autoii ¢lanku
CCA motiv jako box C a UG jako box D. Ke Stépeni substratové DNA dochdzi v misté 5°
smérem od nukleotidu, ktery tvoii par s patou bazi downstream od C boxu na tigRNA (Faure

et al.,2025).

2.4 Evoluce a prirozena funkce systému

Neni zcela jasné, k ¢emu presné TIGR systémy slouzi u jejich pfirozenych nositelt. Je
pomérné obtizné urcit jejich obvyklé cile na DNA, jelikoz jsou pievazné soucasti
metagenomu. Ponévadz se nachdzeji hlavné u MGEs, pracovali autofi s hypotézou, Ze slouzi
k obrang proti imunité hostitelského organismu, zajist'uji konkurenceschopnost s jinymi
MGEs, mobilitu genti a podileji se na jejich regulaci. Exprese TasR v Escherichia coli
nicméné podle nich nevedla k ochrané bakterie proti infekci fagem ani proti pfenosu plazmida
konjugaci, siln¢ negativné vSak plsobila na zachovani plazmidi. Ztejmé tedy bude mit velkou

roli souvisejici s dédicnosti MGEs (Faure et al., 2025).

TIGR systémy vykazuji podobnosti s transpozony rodiny IS110 a C/D boxem snoRNA

naznacujici pfibuznost mezi t€émito systémy. Autofi ¢lanku teoretizuji, Ze tyto systémy sdileji
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spole¢ného piedka, kterym mohl byt protein TasA tvofeny pouze Nop doménou. Béhem
evoluce pak dochazelo k jeho fizi s riznymi doménami za vzniku novych proteinii

s odliSnymi funkcemi. Krom¢ TasR skupiny proteinid vznikl¢ fizi TasA s RuvC doménou a
TasH analogicky s HNH doménou, byl fuzi s transpozazou obsahujici DEDD motiv
pravdépodobné vytvotren predchidce rodiny transpozonti IS110. Fuze s TasA dala vzniknout i
N-koncové RuvC nukledzové doméne snoRNP. Ta je stejné jako u TasR proteini CPR
bakterii inaktivovana, coz by podle védcli mohlo znamenat, ze se prave tato skupina TasR

vyvinula jako pfedchidce RNA ftizenych systémi C/D box snoRNA (Faure ef al., 2025).

3. Bridge RNA

TIGR systémiim piibuznou rodinou transpozonti IS110 se v ¢lanku z roku 2024 zabyvali
védci pod vedenim doktora Patricka D. Hsu z Kalifornské univerzity v Berkeley. Jejich
vyzkum odhalil, ze IS této rodiny koduji kromé transpozazy také nekodujici RNA nezbytnou
pro transpozici. Tato bridge RNA umoziiuje modifikaci genomu prostfednictvim vystfizeni,
inverze nebo inzerce. Autofi piivodni publikace Durrant et al., 2024 podle svych slov
oc¢ekavaji, ze mechanismus rekombinace pozorovany u bridge RNA odstartuje rozvoj treti
generace programovatelnych RNA systémt a pfinese jeSté lepsi moznosti editace genomu nez

v soucasnosti hojné vyuzivané mechanismy CRISPR/Cas.

3.1 Inzer¢ni sekvence z rodiny I1S110

IS jsou béZnou soucésti prokaryotnich genomt (Hirsch, Starlinger and Brachet, 1972) a svou
aktivitou pfispivaji k jejich variabilité. Jde o nejjednodussi transponibilni elementy nesouci
pouze informace nutné pro jejich mobilitu, typicky tedy byvaji tvofeny jen kratkymi
termindlnimi invertovanymi repeticemi (TIRs), mezi kterymi se nachdzi gen pro transpozazu
(Mahillon and Chandler, 1998). Jejich inzerce Casto zpiisobi inaktivaci gent, v nekterych
piipadech vSak mohou ovliviiovanim sousedicich gent, jako jsou naptiklad geny resistence

k antibiotiklim, hostitelskému organismu poskytovat i vyhodné vlastnosti (Razavi et al.,
2020). U¢inek IS nemusi byt jen lokalni, mohou zptisobovat i velké inzerce &i delece vedouci

ke komplexnim zméndm genom (Schneider and Lenski, 2004).

IS jsou velmi diverzifikované a pro snazsi orientaci se déli do rodin primarné v zavislosti na
podobnosti jejich struktury, organizace Ctecich ramcti, transpozaz, které koduji a podle TIRs

(Siguier et al., 2006). Casto se také pouziva &lenéni IS rodin do §irsich skupin podle toho,
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jaké konzervované zbytky se nachazeji v katalytickém misté jejich transpozéaz. IS110 je

v soucasnosti jedinou znamou rodinou, jejiz transpozaza ma katalyticky motiv DEDD
(aspartat, glutamat, aspartat, aspartat; Siguier et al., 2015). Unikatni je diky tomu i jejich
zpusob integrace do genomu, pi1 némz je tvofena Hollidayova struktura. Jako resolvaza
Hollidayovych struktur homologni s RuvC resolvazou (Iwasaki et al., 1991) funguje N-
terminalni doména transpozazy, diky mechanismu integrace bézné¢ oznacované jako
rekombinaza (Buchner et al., 2005). Typicka je pro IS110 rodinu téz nepifitomnost TIRs, které

jsou u jinych rodin dtlezité pro transpozici (Siguier ef al., 2015).

IS110 se dlouho nedafilo uspésné studovat in vitro (Siguier, Gourbeyre and Chandler, 2014).
S vysvétlenim, pro¢ tomu tak je, pfisli az autofi prace Durrant et al., 2024, ktefi popsali
nekddujici RNA exprimovanou cirkularni formou IS110 vzniklou vystfiZzenim elementu z
genomu (Partridge and Hall, 2003) nezbytnou pro integraci. Jako bridge RNA byla tato
molekula pojmenovana s odkazem na mechanismus jejiho fungovani — je totiz bispecificka a
pfi rekombinaci vytvaii mezi donorovou a cilovou DNA jakysi most, coz nasledn¢ umozni

prabéh samotné rekombinace fizené IS110 rekombinazou (Durrant et al., 2024).

3.1.1 Struktura IS110

Na okrajich IS110 se nachazeji sekvence pro rozpoznani cilové DNA, smérem dovnitt pak
nasleduji kratké core sekvence, nekddujici levy (left end, LE) a pravy konec (right end, RE),
mezi kterymi je kodovana samotna rekombinaza (Obrazek 4). Pomér délek jednotlivych ¢asti

se u riiznych zastupct lisi. Pfi LE IS110 recombinase RE

@ S

o ] Obrazek 4 - Struktura IS110 (modre sekvence pro rozpoznani
k jejimu rozdéleni na dvé€ jednotky:  cilové DNA, zelené core sekvence). Prevzato z Durrant et al.,
2024.

vystépeni IS110 z genomu dojde

¢ast tvofena genem pro
rekombinazu, LE, RE a jednou core sekvenci formuji cirkuldrni strukturu, zatimco zbyla core
sekvence spolecné s oblastmi genli pro rozpoznani cilového mista vytvareji takzvany dsDNA

target site.

U primarn€ zkoumané 1S621, kterou bézné nachézime u nékterych kment bakterie
Escherichia coli (Choi, Ohta and Ohtsubo, 2003), stejn¢ jako u vétSiny dalSich zastupct ze
stejné podskupiny IS, je bridge RNA exprimovana na LE elementu, u jinych podskupin se ale

muze nachazet na RE (Durrant ef al., 2024).
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3.2 Mechanismus bridge RNA

Bridge RNA IS621 a jejich orthologii obsahuje dvé smycky, jez autotfi Durrant et al., 2024
nazyvaji jednoduse podle sekvence, kterou vazi, jako target-binding loop (TBL), nachazejici
se blize k 5¢ konci, a donor-binding loop (DBL). Bylo vypozorovano, ze 5¢ konec obou tvoii
pary s bazemi spodniho vldkna DNA a délka tohoto useku je bud’ osm nebo devét nukleotidi.
3¢ konce paruji s hornimi vldkny pomoci sekvence dlouhé ¢tyii az sedm nukleotidi. Obé
smycky bridge RNA mohou byt nezavisle na sobé preprogramované pro vazbu rtiznych DNA
sekvenci, zaroven vykazuji jen nizkou toleranci chybného parovani bazi (Durrant et al.,
2024).

Target-binding loop je tvofena dvéma oblastmi oznacovanymi jako left target guide (LTG)

5'3

parujici s bazemi v levé ¢asti spodniho vldkna : LT

S TGN TCGAC—
cilové DNA (left target, LT). Oproti tomu right GG%%:CNU
target guide (RTG) cili na pravou ¢ast horniho 3 15621
vlakna DNA (right target, RT). Mezi LTG a RTG NE\E-(II-E'GU

. . \_ | NN ]
se nachazi stem loop. Struktura donor-binding loop GGGACCCI%{FGCTG -
3'5
je analogicka (Obrazek 5; Durrant ef al., 2024). Obrazek 5 - Schéma vazby bridge RNA (Sedé)
na cilovou DNA (modre). Prevzato u Durrant et

3.2.1 Synapticky komplex 15621 al. 2024.

Synapticky komplex je tvofen ¢tyfmi protomery
IS621 rekombinazy, TBL a DBL ¢astmi bridge
RNA, donorovou (dA(DNA) a cilovou DNA
(tDNA). Kazdy IS621 protomer obsahuje tfi

w (15621.1) (1S621.2)

F

domény: RuvC, coiled-coil a Tnp. RuvC doména
se sklada z B-listu z péti vlaken lemovaného
Ctyfmi a-helixy, jeji aktivni misto je pak tvofeno

DEDD motivem (D11, E60, D102 and D105).

)

e

Pied zformovanim samotného tetrameru dochazi

1 : . o v . , Nemaimdhalic S 3: :"\-",“_)_)’J st ‘_._s
nejprve ke vzniku dvou dimert prostiednictvim “ ) e i
(1s621.3 ) (1S621.4)

coiled-coil domény, ktera se sklada ze dvou a-
¥, Obrazek 6 - Synapticky komplex IS621. Prevzato

helixti. Tnp doména je formovana sedmi a-helixy 2 Hiraizumi et al., 2024,

a zajimava je hlavné tim, Ze nevykazuje strukturni

podobnost s Zddnym zndmym proteinem (Hiraizumi et al., 2024).
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Jeden z protomert v kazdém dimeru ma uspotadanou smycku S241 v Tnp doméné¢ tak, aby
interagovala se smyckou D102 RuvC domény protomeru s neuspoiadanou S241 smyckou v
opacném dimeru. Toto propojeni obou domén ziejmée zabrafnuje tomu, aby byla DNA §tépena

jeste predtim, nez dojde k vytvoreni synaptického komplexu.

TBL a DBL bridge RNA rozpoznané Tnp doménou interaguji s rekombinazou skrz vazby
cukr-fostatové kostry za vzniku dvou podobnych ribonukleoproteinovych komplexii. Bridge
RNA vaze cilovou a donorovou DNA mechanismem popsanym vyse, coZ vede k formaci
synaptického komplexu slozeného z dimeru rekombinazy, TBL a tDNA, které spolu s druhym
dimerem rekombinazy, DBL a dDNA komunikuji pomoci svych RuvC domén. Cely komplex
je stabilizovan vodikovymi mustky mezi zbytky RuvC a Tnp domén a také interakcemi mezi
DBL stem loop (DBL-SL) a RuvC.1. S tim souvisi i fakt, Ze ve vyjime¢nych piipadech byla
in vitro pozorovana rekombinace mezi dvéma donorovymi DNA, ale nikdy mezi dvéma
cilovymi, jelikoz postradaji interakci DBL-SL a RuvC, ktera se zda byt pro formaci

synaptického komplexu nezbytna. Tim je zabranéno mnoha nechténym editacim genomu.

Horni vldkno tDNA je stépeno v kompozitnim aktivnim misté RuvC.1-Tnp.4, horni vlakno
dDNA pak v misté RuvC.3-Tnp3. Stépeni probiha v obou ptipadech mezi devatym a desatym
nukleotidem, které nasleduji po CT jadrové oblasti, za vzniku 5‘-fosfoserinovych
intermediétd, jeZ jsou stabilizovany koordinovanymi atomy Mg?* a vodikovymi miistky. Aby
mohlo dojit k prohozeni vldken tDNA a dDNA, musi byt zformovany nové vazby mezi
bazemi v oblastech zvanych handshake guides (HSGs) v pozicich 81-82 a 166-167 na bridge
RNA. Jinymi slovy dochazi nejprve k uvolnéni dosavadnich vazeb mezi TBL/DBL bridge
RNA a molekulami substratu, a poté vznikaji vazby mezi tDNA/dDNA a opac¢nou smyckou,
tedy TBL-dDNA a DBL-tDNA. Po prodlouZeni komplementéarni sekvence mezi RTG a jeho
cilovym mistem na DNA probihala rekombinace v Escherichia coli s vyssi efektivitou nez za
béznych podminek. RDG ziistava navazany na dDNA 1 ve chvili, kdy se jiz za¢iné parovat

s pfichazejicim CT regionem horniho vldkna tDNA. RTG se chovéa analogicky.
Fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy T9 dDNA a A10 tDNA a mezi T9 tDNA a A10
dDNA spolu s disociaci zbytkti z S.241.4 z A10 tDNA a S241.3 z T10 dDNA vedou ke
vzniku intermediatni Hollidayovy struktury. Nésleduje organizace smycek S241 v Tnp.1 a3 a
Stépeni spodnich vlaken dDNA a tDNA, opét mezi devatym a desatym nukleotidem,

v RuvC.2-Tnp.3 a RuvC.4-Tnp1 aktivnich mistech. Toto §té€peni vede k rozloZeni

Hollidayovy struktury a uvolnéni produktii (Hiraizumi et al., 2024).
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3.3 Aplikace bridge RNA

Pti zkoumani specifity systému pieprogramovali autofi Durrant ef al., 2024 bridge RNA tak,
aby cilila na sekvence, které se v genomu Escherichia coli nachazeji pouze jednou, u Casti
molekul navic uméle prodlouzili RTG, aby byla zvySena piesnost. U bridge RNA s normalni
délkou RTG se specifita inzerce do cilového mista pohybovala mezi 51.2-89.4 %, zatimco

s prodlouzenym RTG byla 65.4-94.0 % a navic doslo i k vyznamné redukci off-target inzerci.
Ptitomnost excizi a inverzi, které jsou taktéz programovatelné, byla za stejnych podminek u
vSech bun¢k v tomto poradi 32.2-98.9 % a 4.54-98.2 %. Vime tedy, Ze u prokaryotnich
organismu vSechny tfi procesy mohou probihat i s vysokou efektivitou, zatim vSak neexistuji

zadné dikazy, ze by systém fungoval i v buiikach eukaryot (Durrant et al., 2024).

4. CRISPR/Cas

TIGR-Tas 1 bridge RNA slibuji mnohé, jejich vyuZiti v praxi v§ak zatim ziistdva pouze
teoretické. Jiné RNA fizené systémy jsou pro editaci genomil nicméné pouzivany bézné,

pricemz velkou zasluhu na tom maji pravé systémy CRISPR/Cas.

Termin CRISPR byl zaveden skupinou pod vedenim doktora Ruuda Jansena v roce 2002

v €lanku, ktery se konkrétné zabyval Cas proteiny (Jansen ef al., 2002). Jako prvni vSak
CRISPR lokus pozoroval a zdokumentoval jiz profesor Yoshizumi Ishino se svym tymem

v roce 1987 pii zkoumani iap genu Escherichia coli zodpovédného za pfeménu izoenzymu
alkalické fosfatazy (Ishino et al., 1987). Teprve o dvé desitky let pozdéji bylo experimentalné
potvrzeno, Ze se jedna o soucast bakteridlniho a archealniho imunitniho systému, kdyZ autofi
Barrangou et al., 2007 upravovali CRISPR lokusy Streptococcus thermophilus ptidavanim
spacerl, ¢imZ bakterie ziskala resistenci proti danym fagiim, a jejich odebiranim, které naopak
zpiisobilo ztratu obranyschopnosti. Inaktivaci cas gent také pfisli na to, Ze pro efektivni
imunitu nestaci pouze pfitomnost spacert, ale je také nutna aktivita Cas proteind (Barrangou

et al.,2007).

4.1 Mechanismus
Imunitni odpovéd’ zprostiedkovand CRISPR/Cas se mize v jednotlivych krocich u riznych
systémt lisit, princip vSak zlstava stejny. CRISPR lokus je transkribovan do pre-crRNA, na

kterou se v ramci maturace miiZze vazat trans-aktivaéni RNA (tractrRNA; Deltcheva ef al.,
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2011), nacez dochazi k jejimu Stépeni na jednotlivé crRNA tvofené spacerem a Casti repetice
a vznikd komplex s Cas proteinem (Brouns et al., 2008). Pfi invazi prokaryotni buiiky virem,
popiipad¢ plazmidem, slouzi Cas k rozpoznani specifické oblasti na této exogenni DNA
zvané PAM (Mojica et al., 2009). Pokud je dana sekvence na nukleové kyselin¢ rozpoznana,
Cas nukleaza v jeji bezprostiedni blizkosti rozmota DNA, coz umozni vazbu crRNA na
komplementarni sekvenci DNA, po niz nésleduje samotné Stépeni (Gasiunas et al., 2012).
Adaptivni ¢ast procesu spociva v tom, ze po odstépeni protospaceru z cizorodé DNA dochazi
k jeho zaclenéni do CRISPR lokusu v podob¢ nového spaceru, coz urychli a zefektivni

imunitni odpovéd’ organismu, pokud se s danym virem znovu setka (Pourcel, Salvignol and

Vergnaud, 2005).

CRISPR lokus je tvofen kratkymi pfimymi identickymi repeticemi s vmezefenymi spacery,
které pochazeji z cizorodé DNA (Mojica ef al., 2005). Repetice jsou obvykle dlouhé 23 az 48
pari bazi a v ramci daného lokusu je jejich struktura velmi konzervovana (Kunin, Sorek and
Hugenholtz, 2007). Délka spacera se bézn¢€ pohybuje v rozmezi 21 az 72 pari bazi.

V blizkosti lokust se typicky nachéazeji geny kodujici Cas proteiny, coz je Sirokd rodina
proteind s riznymi aktivitami, naptiklad nukledzovou, helikdzovou nebo polymerdzovou

(Haft et al., 2005).

CRISPR/Cas systémy vykazuji velmi Sirokou diverzitu. V soucasné dobé¢ jsou rozliSovany
dvé tridy, pod které je fazeno Sest typii a dohromady tficet tfi podtypti (Makarova ef al.,
2020). Ackoli jsou systémy 1. tiidy méné studovany, v ptirodé€ se vyskytuji mnohem castéji.
Je to zfejmé dano tim, Ze je pro né typicka tvorba multipodjednotkovych efektorovych
komplexti z nékolika Cas proteintl, které mohou mit riiznou enzymatickou aktivitu. Mohou
kromé dsDNA Stepit také ssDNA a RNA nebo se naptiklad podilet na syntéze druhych poslu
(Liu and Doudna, 2020). Efektorové komplexy se také ve spolupraci s dal§imi proteiny
podileji na maturaci pre-crRNA, pfi niz neni potieba tracrRNA. Patii sem typy [, Il a IV.
Systémy 2. tiidy se oproti tomu vyznacuji tim, Ze veskeré funkce efektorového komplexu
zastava pouze jeden protein, proto jsou také vhodné&jsi k vyuziti v genovém inZenyrstvi. Radi

se mezi n¢ podtypy II, V a VI (Makarova et al., 2020).

4.2 Casl12
CRISPR/Cas12 patii stejn¢ jako Cas9 do 2. tfidy CRISPR/Cas systém1l, coz znamena, ze
jejich efektorovy komplex je tvoien pouze jednim proteinem. Konkrétné€ se fadi mezi systémy

typu V, jejichz charakteristikou je, ze ptislusné Cas proteiny obsahuji pouze RuvC podobnou
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endonukledzovou doménu (Makarova and Koonin, 2015). Je tfeba mit na paméti, ze

v n¢kterych publikacich, ale zvlasté v populariza¢nich a nevédeckych ¢lancich, odkazuje
termin Cas12 na nukledzu Casl2a diive oznacovanou jako Cpfl, kterd je vSak jen jednim

z dosud znamych podtypt (V-A). Téch je v soucasnosti rozliSovano celkem 10 (Makarova et
al., 2020) a 1i8i se mezi sebou mimo jiné velikosti, rozpoznavanymi PAM sekvencemi,
schopnosti zpracovat pre-crRNA ¢i substratovou nukleovou kyselinou. Naptiklad proteiny
Cas® (V-]), respektive Cas12j, jsou dlouhé mezi 700 az 800 aminokyselinami (AMK) a
rozpoznavaji T bohaté PAM sekvence véetné minimalni TBN, kdy B = G, T nebo C. RuvC
doména Cas® slouzi ke stépeni pre-crRNA 1 DNA (Pausch et al., 2020). Cas12f (V-F),
puvodné Casl4, tvoii pouhych 400 az 700 AMK, nerozpoznava zadnou PAM sekvenci, neni

schopnd zpracovat vlastni pre-crRNA a §tépi pouze ssDNA (Harrington et al., 2018).

4.2.1 Casl2a

Vibec prvnim objevenym Cas12 proteinem byla pravé Casl2a. V databazi proteinovych
rodin TIGRFAM:s byla popsana jako CRISPR-asociovany protein jiz v roce 2012 pod svym
puvodnim nazvem Cpfl, respektive CRISPR from Prevotella and Francisella 1, ktery vychéazi
z jejiho ptirozeného vyskytu v nékterych kmenech téchto bakterii (Schunder et al., 2013). K
jejimu piejmenovani doslo az po popsani dalsich proteint patticich do rodiny Cas12

(Shmakov et al., 2017).

4.2.1.1 Struktura Cas12a
V zavislosti na tom, ze které¢ho organismu byla endonukle4dza Casl2a izolovéna, se jeji délka

obvykle pohybuje mezi 1100 a 1300 AMK (LbCas12a 1228 AMK, FnCasl2a 1300 AMK,
AsCas12a 1352 AMK), coZ z ni déla v primé&ru nejvétsi ze vSech Cas12 proteinti. Jeji
struktura je tvofena dvéma laloky ozna¢ovanymi obdobné jako u Cas9 rozpoznavaci (REC) a
nukle4dzovy (NUC), které jsou mezi sebou propojeny skrze bridge-helix (BH) motif. a-
helikalni REC lalok se sklada ze dvou domén: helical I a helical I1. NUC lalok obsahuje
nukleazovou (Nuc), oligonukleotid-vézajici (oligonucleotide-binding, OBD), RuvC doménu a
v neposledni fad¢ také looped-out helikalni doménu (LHD; Dong et al., 2016; Gao et al.,
2016). V nov¢jsich publikacich jsou téZ pouzivana ozna¢eni REC1 a REC2 pro domény REC

NUC lobe
r‘L1 r 1
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Obrdazek 7 - Organizace domeén AsCasl2a. Prevzato z Yamano et al., 2016.
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laloku, wedge (WED) misto OBD a PAM-interagujici (PI) misto LHD kviili jejich funk¢ni
podobnosti se stejnojmennymi doménami SpCas9. Piestoze maji podobnou roli, strukturné
nemaji Nuc, WED a PI mimo proteinovou rodinu Cas12 homology. WED doména Cas12a se
navic odliSuje od Cas9 svou RNazovou aktivitou (Yamano et al., 2016; Stella, Alcon and

Montoya, 2017a; Jianwei et al., 2023a).

4.2.1.2 Mechanismus Cas12a
CRISPR lokus je transkribovan do pre-crRNA, ktera je nasledné zpracovana na jednotlivé

crRNA. Casl2a funguje nejen jako DNéza, ale také jako RNéza a na rozdil od Cas9 tak ke
zpracovani pre-ctRNA nepotiebuje hostitelskou RNéazu a k nésledné maturaci crRNA
nevyzaduje tractrRNA ani jiny typ nekddujicich RNA molekul (Fonfara ef al., 2016). Kazda
zrala molekula crRNA je dlouhd 42-44 nukleotidli za¢ina sekvenci ptimych repetic dlouhou
19 nukleotidu, ktera tvoii kmenovou smycku (stem loop). Po ni nasleduje spacer tvoieny 23-
25 nukleotidy, tedy v opa¢ném poradi, nez je tomu u CRISPR/Cas systému typu II (Zetsche et
al., 2015).

Seed Region

‘| +10 +20
3’

crRNA |

SPACER (Guide)
Stem

Loop

crRNA (Cas12a)

DIRECT REPEAT
Obrazek 8 — Schéma crRNA Casl12a. Prevzato z Bandyopadhyay et al., 2020.

Casl12a stépi pre-crRNA vysoce sekvencné a strukturné specificky ¢tyfi nukleotidy upstream
od stem loop. Aby ke $tépeni pre-crRNA vitbec doslo, musi kromé stem loop obsahovat i
kompletni sekvenci repetic. Pokud je smycka pfili§ kratka, nebo pokud doSlo k zdméné byt
jen jediného nukleotidu v oblasti mezi ni a mistem Stépeni (tzv. repeat recognition sequence,

RRS), pak Casl2a pre-crRNA témé&f nezpracovava (Fonfara et al., 2016).

Stépeni dsDNA zprostiedkované Cas12a je ¢asteéné tolerantni viiéi mutacim, které zptisobuji
zkraceni sekvenci. To bylo konkrétné demonstrovano na FnCasl2a (Casl2a z Francisella
tularensis subsp. novicida, kmen U112), ktera zprostiedkovava detekovatelné Stépeni DNA,
pokud je délka vedouci sekvence, respektive spaceru, alespon 16 nukleotidi. Minimalné 16,
nejlépe viak 17 a vice nukleotidii musi obsahovat pifimé repetice, a to jak pro stabilni vazbu,

tak pro samotné Stépeni. Oproti tomu Cas9 sta¢i k vytvoteni stabilni vazby nukleotidii pouze 9
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a pro prub¢h Stépeni 16 (Singh et al., 2018). Cas12a snasi substituce bazi v oblasti smycky
repetic s vyjimkou uracilu, na ktery navazuje spacer. Mutace narusujici strukturu stem loop
zabranujici vzniku RNA duplexu vedou ke ztrat¢ endonukleazové aktivity (Zetsche et al.,
2015). Enzymaticka aktivita Cas12a také neni pfilis tolerantni k chybnému parovani bazi a
snizuji ji 1 takové chyby, které nijak neovliviiuji vznik stabilni vazby crRNA a DNA (Singh et
al., 2018).

K rozpoznani cilové dsDNA je nezbytna T bohata PAM sekvence, u vétSiny véetné LbCasl12a
konkrétné TTTV, kdy V = A, G nebo C. Stépeni DNA generuje kohezivni konce s 5°
pfesahem Ctyii az pét nukleotidli (Zetsche et al., 2015). S o néco nizsi efektivitou je Casl2a
schopna katalyzovat také nespecifické trans-Stépeni ssDNA zavislé pouze na

komplementarité sekvence substratové molekuly (Chen et al., 2018).

4.2.1.3 LbCasl2a
Existuje mnoho riiznych druhit Cas12a, ovSem ne vSechny z nich jsou schopny fungovat

v eukaryotickych buiikach s dostatecné vysokou efektivitou na to, aby v genovém inzenyrstvi
nasly stalé vyuziti. Mezi nejvyuzivanéjsi patii v soucasné dobé kromé LbCas12a z bakterie
Lachnospiraceae bacterium také AsCasl2a z bakterie Acidaminococcus sp., FnCasl2a z

Francisella novicida ¢i Mb2Cas12a z Moraxella bovoculi (Tuncel et al., 2025).

4.2.1.3.1 Struktura LbCas12a
LbCas12a funguje jako monomer. Samotny

protein mé protahlou strukturu, na prvnim

z jeho koncti je umisténa REC1 doména, },_( &\é;
\ 7 &

TRNA €~ 87 &
na druhém pak Nuc doména. Oba laloky “ LR

jsou mezi sebou propojeny dvéma
pruznymi smyckami. Navazani crRNA
vede ke zhutnéni proteinu. Vysledkem této
zmény konformace je konstrukce

trojuhelnikovitého tvaru, uprostfed niz se

RuvC

nachazi velky pozitivné nabity kanal. Obrazek 9 - Struktura LbCas12a v komplexu s crRNA.

Jedna sténa se sklada z OBD a C-koncové  [7evzato z Jianweiet al., 2023.

RuvC domény délené na tii useky oznacované RuvC I-I1I. Druha sténa je tvofena helical I a
helical II podjednotkami REC domény a tfeti vznika interakci Nuc domény s helical II. Jedno
z B-vléken helical I se paruje s vlaknem z OBD a zasahuje do centralniho pB-barelu OBD,

ktery je na jedné stran€ obklopen tfemi a na druhé ¢tyfmi helixy. Navadéci crRNA se
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z nejvetsi ¢asti nachazi mezi dlouhou vlasenkou a dvéma helixy OBD, zbyly tsek interaguje

s B-listem a nésledujicim a-helixem propojujicimi RuvC-I a RuvC-II. 3 konec crRNA
smétuje do centralniho kandlu proteinu. Navazani ptimé sekvence crRNA na LbCasl2a
zpusobi jeji znacné zaktiveni a vytvoreni kratké stem-loop struktury diilezité pro zachovani
konformace crRNA. Struktura je stabilizovana vodikovymi miistky mezi nukleovou kyselinou
a proteinem a také kationtem [Mg(H20)s]**. Absence Mg** (popiipadé jinych kovovych ionth
s podobnou geometrii) zptsobi vyznamné snizeni afinity mezi crRNA a LbCasl2a, coz

pochopitelné vede ke ztraté nukledzové aktivity proteinu (Dong et al., 2016).

Vazbou substratové DNA vznika terndrni komplex. S crRNA paruje cilové (target, t) vlakno,
nekomplementarni necilové (non-target, nt) vldkno je vytlaceno smérem k DNA nukledzové
oblasti a vytvari R-loop (Stella, Alcon and Montoya, 2017b). V oblastech lemujicich R-loop
zlstavaji fetézce substratové DNA péarovany mezi sebou (Swarts, Oost and Jinek, 2017).
RNA-DNA duplex prochézi centralnim kanalem proteinu, ktery je oproti bindrnimu komplexu
rozsiteny. Postaveni dvou lalokt LbhCas12a vici sobé je flexibilni i v porovnani s jinymi
Casl2a orthology, 1 kdyZ REC lalok jako takovy je i u ostatnich velmi pruzny (Stella et al.,
2018). Navazani DNA vede k rotaci REC domény tak, Zze REC linker, respektive oblast mezi
Leu261 a Ser273 spojujici REC1 a REC2, sméfuje k heteroduplexu RNA-DNA, a dale

k rotaci PI domény o 38°, ¢imz se dostava blize k PAM sekvenci na DNA. St&peni obou
fetézcli DNA probiha v katalytickém misté RuvC domény, které je tvofené konzervovanymi
zbytky Asp815, Glu906, and Asp1161. Podili se na ném i Argl124 Nuc domény (Jianwei et
al., 2023b).

4.2.1.3.2 VyuZiti LbCas12a
Oproti SpCas9 s délkou 1368 AMK a molekularni vahou 158,4 kDa je LbCas12a se svymi

1228 AMK a 143,7 kDa mensi protein (The UniProt Consortium, 2008), ktery navic potiebuje
krat$i navadéci crRNA a pro jeji maturaci nevyzaduje tractRNA — celkova guide RNA je tedy
krat$i. Fakt, Ze sama zpracovava pre-crRNA svou RNazovou aktivitou, navic umoziuje
vyuziti jednoho transkriptu s vice crRNA geny najednou. Cas12a proteiny obecné nachéazeji
vyuziti jako néstroj k editaci genomu rostlin. Na ryzi bylo demonstrovano, Ze LbCas12a

v porovndni s Cas9, kterd generuje indelové mutace o velikosti 1-2 bp (Zhang et al., 2014),
vytvaii podstatné delsi delece v 3¢ cilové sekvence. Kromé toho neptisobi v oblastech mimo
cilové sekvence (tzv. off-targets), poptipad¢ je jeji pusobeni miniméalni (Hu et al., 2017,
Wang et al., 2017; Xu et al., 2017), zatimco pro Cas9 je tvorba téchto mutaci bézna (Josephs

et al., 2015). S vyssi zaznamenanou efektivitou nez Cas9 edituje LbCas12a rostlinny genom
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vcetn¢ hospodaisky vyznamnych plodin jako jsou bavina (Li ef al., 2019), rajce (Vu et al.,
2020) ¢i citrusy, respektive grapefruit (Jia, Orbovi¢ and Wang, 2019). Dalsi vyuziti najde
LbCas12a naptiklad v diagnostice, kde se uplatiiuje jeji schopnost nespecificky stépit ssSDNA
(Chen et al., 2018; Broughton et al., 2020).

Existuji i uméle vytvorené formy jako LbCas12a-RR a LbCas12a-RVR navrzené k rozpoznani
ruznych PAM sekvenci, coz znan¢ zvySuje pocet proveditelnych mutaci proteinem mimo
jiné 1 v sav¢ich bunkach, kde za norméalnich okolnosti nema pfilis vysokou efektivitu a
prirozené nachazi méné cilovych PAM (Gao et al., 2017; Zhong et al., 2018). Dalsi variantou
jsou ttLbhCas12a a enLbCas12a odolnéjsi vici niz§im teplotam, které jsou pro kultivaci rostlin
nezbytné, nicméné vyznamné snizuji enzymatickou aktivitu proteinu. Obé¢ varianty vznikly

v reakci na praci Kleinstiver et al., 2019, jejiz autofti substituci ttf AMK vytvofili endsCas12a
tolerantnéjsi k nizSim teplotam. I pfes tuto modifikaci je vSak en4sCas12a k niz8im teplotam
citlivéjsi nez neupravend LbCasl2a. Substituci D156, G532 and K538 LbCas]2a, které
koresponduji s AMK substituovanymi pfi tvorbé en4dsCas12a, byla vytvotrena enLbhCasl2a a
jedinou substituci D156 LbCas12a za R pak ttLbCas12a, kterd vykazuje vysokou aktivitu
oproti LbCas12a i enLbCas12a uz pii 22 °C (Schindele and Puchta, 2020). Jest¢ odolnéjsi a
efektivngjsi je pak ttLbCasl2a Ultra nesouci kromé substituce D156 za R také zménu E795 na
L (Xin et al., 2024).

4.3 Cas9

Endonukleédza Cas9 je soucasti CRISPR/Cas systému typu Il a je jednim z nejuzivanéjSich
Cas proteint pro editaci sav€iho genomu (Xu and Li, 2020). Poprvé byla tato nukleaza
popsana jiz v roce 2005, v té dobé jej autofi ¢lanku nazvali Cas5 (Bolotin ef al., 2005). Nez se

ustalilo oznaceni Cas9, byla titulovana také jako Csnl ¢i Csx12 (Deltcheva et al., 2011).

4.3.1 Vyuziti a inovace CRISPR/Cas9

Mechanismus CRISPR/Cas9 se pouziva pro umlceni (knock-out) nebo naopak vkladani
novych gent (knock-in) do DNA prokaryotnich i eukaryotnich organismdi. Jsou tak naptiklad
vytvareny transgenni organismy (Kyrou et al., 2018; Waltz, 2021) a uplatni se i v biomediciné
pii diagnostice, 1é€be srpkovité anémie ¢i B-talasémie (Frangoul ef al., 2021) nebo pii

vyzkumu lé¢by rakoviny (Wen et al., 2020).

V genovém inzenyrstvi je vyuzivano i mnoho modifikovanych verzi Cas9. Naptiklad

katalyticky inaktivovana, respektive dead Cas9 (dCas9) ziskana mutacemi v RuvC a HNH
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doménach, které zplisobuji ztratu nukledzové aktivity proteinu, zatimco schopnost vazat
specificky isek DNA zlstava zachovana (Qi et al., 2013). Fzi dCas9 s jednim nebo i vice
transkripénimi aktivatory, popiipad¢€ represory, je mozné ziskat nastroj k aktivaci ¢i inhibici
exprese danych genti. Pouziva se 1 k zavadéni epigenetickych modifikaci nebo k oznaceni

specifickych sekvenci fluorescen¢nimi proteiny (Dominguez, Lim and Qi, 2016).

Dalsi modifikace Cas9 napftiklad rozsituji skalu PAM sekvenci, které je systém schopen
rozpoznat, coz zvysuje jeho vyuzitelnost (Hu et al., 2018; Nishimasu et al., 2018; Walton et
al., 2020), v n¢kterych piipadech vSak mohou tyto modifikace zptsobovat i zvySeni frekvence
pusobeni mimo cilové sekvence (Wu et al., 2022). Takzvany prime editing vyuziva fuzi Cas9
s narusenou katalytickou funkci s reverzni transkriptazou. Jako navadéci RNA slouzi prime
editing RNA (pegRNA), kterd zaroven kdduje zménu, jez ma byt zavedena do genomu. Jde o
presnéjsi metodu, ktera navic nevyZaduje DNA templat ani nevytvaii dvouvlaknové zlomy, ne
vzdy je ale dostate¢né efektivni (Anzalone ef al., 2019). SuperFi-Cas9 rovnéz vykazuje
vysokou piesnost, jeji aktivita je vSak silné redukovéna (Kulcsar et al., 2022). Mechanismem,
modifikacemi a obecnou aplikaci syst¢ému CRISPR/Cas9 se blize zabyva review Wang and
Doudna, 2023, pouzitim v rostlinach se pak podrobné¢ zabyva prace Ptibylova and Fischer,

2024.

5. Diskuse

Systémy TIGR-Tas vykazuji pro vyuziti v genovém inzenyrstvi mnoho atraktivnich
vlastnosti. V porovnani s SpCas9 (1368 AMK) jsou velmi mal¢ (okolo 300 AMK).
Nepotiebuji PAM sekvence, coZ jim umoziuje cilit na vétSi mnozstvi oblasti v DNA. Jejich
vysoka specifita je zajiSténa vazbou spacer A a B na jejich komplementarni fetézec dsDNA,
popiipade ssDNA, pokud obsahuje sekvenci komplementarni k jednomu ze spacert. Tato
vazba je spi$ netolerantni k chybnému parovani bazi. Spravné zavedenou mutaci lze
indukovat nikazovou aktivitu systému. Velkou nevyhodou TIGR-Tas, kterou sdili 1 s bridge
RNA, je vsak jeho neznamost. V soucasné dobé¢ existuje pouze jediny védecky ¢lanek
zabyvajici se timto systémem. Jeho autofi sice demonstrovali, Ze TIGR-Tas muze fungovat i
v lidskych bunikéch, 1 kdyZ s nepfili§ vysokou efektivitou, je to ale jediny dikaz, ktery

momentalné mame.

Podobna4 je i situace bridge RNA, ktera byla zatim aplikovana pouze pfti editaci genomu

prokaryot, a tudiz nevime, s jakou efektivitou bude v eukaryotnich bunikéach schopna
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fungovat. Mechanismus bridge RNA slibuje modifikaci genomu prostiednictvim excize,
inverze nebo inzerce. Vyhodou efektorového systému IS621 je jeho jednoduchost: tvofi jej
pouze protein dlouhy 326 AMK a 1 molekula nekddujici bridge RNA. K rozpoznavani cilt
navic nepotfebuje PAM sekvence, ale vyuziva misto toho komplementarity mezi DBL/TBL a
donorovou/cilovou DNA. coz mu dava vyssi flexibilitu. Velmi vyznamna je pro genové
inzenyrstvi schopnost bridge RNA editovat genom bez vytvotfeni dvouvlaknovych zloma.
Nedojde tedy ke vzniku nechténych mutaci zptisobenych chybnymi opravami zlomt ani k
vlozeni aditivnich sekvenci. Kromé toho dokaze provést presnou rekombinaci mezi dvéma
sekvencemi DNA, coz umoznuje vlozeni useku DNA pifimo do definovaného mista. Obecné
ma bridge RNA velmi nizké off-target plisobeni a pro jesté vyssi piesnost je navic mozné
komplementarni sekvence na DBL/TBL prodlouzit, kromé toho 1ze obé smycky také
nezavisle na sob¢ pieprogramovat. Neni vSak jasné, jakd mize byt maximalni délka uméle
vytvotenych komplementarnich sekvenci a jestli bude dostatecna k tomu, aby byla cilova
mista pasobeni efektivné rozpoznana i v komplikovangjSich genomech, kde je vyskyt
shodnych sekvenci dlouhych méné€ nez deset nukleotidii pochopitelné pravdépodobnéjsi. To
by posléze mohlo vést ke zvyseni frekvence plisobeni na jinych mistech, nez bylo piivodné
zamysSleno. Dalsi pfekazkou by mohla byt horsi dostupnost eukaryotické DNA kvili jeji
interakci s histonovymi proteiny. Pokud by vSak bridge RNA byla schopna fungovat

v eukaryotnich buiikach, vyuziti by mohla mit naptiklad pti 1é€bé nemoci zptisobenych
roz§ifenim repetitivnich sekvenci, jako jsou Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni
skler6za, syndrom fragilniho X ¢i myotonicka dystrofie. Vyzkum zabyvajici se jejim vyuZitim
pro lécbu nemoci centralni nervové soustavy dokonce jiz probiha (Li et al., 2025). Teoretizuje
se 1 s vyuzitim bridge RNA v rostlindch (Vollen, Alonso and Stepanova, 2025), kde by se
mohla uplatnit také jeji schopnost modifikovat mnohem delsi segmenty DNA, nez je mozné
pomoci CRISPR/Cas systémi. Mohla by tak pomoci napiiklad pfi editaci genomu ryze, ktera
v soucasné dob¢ tvofi téméf Ctvrtinu kalorického ptijmu veskeré populace. Pro zajisténi
potravinové bezpecnosti je tedy vyvoj odrad odolnéjSich vii¢i biotickym 1 abiotickym

stresortim vice nez zadouci (Ramasamy et al., 2025).

Cas12a je protein o délce mezi cca 1100 az 1300 AMK, ktery ma dvoji enzymatickou
aktivitu: DNazovou pro $tépeni cilové DNA a RNazovou pro vlastni zpracovani pre-crRNA.
K maturaci crRNA navic neni potfeba zZadna dalsi nekodujici RNA. Tim se lisi od Cas9, jejiz
crRNA prekurzor je St€pen hostitelskou RNazou III a k maturaci vyZaduje tractrRNA. Diky

tomu je celkova délka navadéci RNA Cas9 i vice nez dvojnasobnd, prestoze délka spacert je
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u obou srovnatelna. Dal§im rozdilem jsou rozpoznavané PAM sekvence. SpCas9 rozpoznava
G bohaté PAM, naopak Cas12a preferuje T bohaté PAM. Stépenim DNA prostiednictvim
Casl12a vznikaji kohezni (lepivé) konce s presahem 4-5 nukleotidd, coz usnadnuje tvorbu
novych vazeb, zatimco Cas9 obvykle generuje konce tupé. I poloha zlomii vzhledem k PAM
sekvenci se lisi: u Casl2a vznikaji 18-23 bp downstream od ni, zatimco u SpCas9 je to 3 bp
upstream. Cas12a ma navic schopnost nespecificky stépit jednovlaknovou DNA, ¢ehoz se

vyuziva v diagnostice pro detekci DNA viril ¢i nddorovych bunék.

6. Zavér

Mechanismy TIGR-Tas a bridge RNA ptedstavuji nové mozné zplisoby editace genomu,
jejich vyuziti v praxi je zatim vSak pouze teoretické. CRISPR/Cas systémy oproti nim maji
obrovskou vyhodu v tom, Ze jsou velmi prozkoumané a existuje pro né¢ mnoho pokrocilych
modifikact, které jim umoznuji ptekonat jejich ptirozené nedostatky. Dovoluji jim naptiklad
rozpoznat jiné PAM sekvence nebo editovat genom bez zavadéni dvouvlaknovych zlomd. Je
pochopitelné, ze mnoho vyzkumniki da radéji prednost modifikovanym CRISPR/Cas
systémlim neZ nezndmym TIGR-Tas a bridge RNA, a proto se jejich $ir$i aplikace v dohledné
dobé s nejveétsi pravdépodobnosti nedockdme. Bude nicméné zajimavé sledovat jejich dalsi
vyzkum paralelné se vznikem novych CRISPR/Cas modifikaci a do jaké miry budou schopné
CRISPR/Cas systémim konkurovat.
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