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Souhrn

Vychodiska: Editace genomu vyuzivajici CRISPR-Cas9 se v priibéhu kratké doby zarfadila mezi
zakladni metody biologického vyzkumu. Tento nedavno objeveny mechanizmus adaptivni an-
tivirové obrany bakterii se podafilo pfizplsobit potfebam védy a ucinit z néj tak neocenitelny
nastroj v manipulaci s DNA. K rozsifeni metody pfispéla predevsim jeji jednoduchost a spo-
lehlivost, s jakou ji Ize vyuzit. Pod pojmem editace genomu rozumime Upravy genomové DNA
cilené s presnosti na jeden par bazi. V jednoduchosti zaméreni enzymu na cilovou sekvenci se
CRISPR-Cas9 zasadnim zplsobem lisi od pfedchozich technologii. Na poli vyzkumu nadoro-
vych onemocnéni umoznil CRISPR-Cas9 vyvoj fady modelovych systém( vhodnych pro stu-
dium karcinogeneze a testovani léciv. Z terapeutického hlediska nasel CRISPR-Cas9 uplatnéni
v oblasti imunoterapie, a to zejména pfi ex vivo genetickych modifikacich T lymfocytl pacienta.
Cil: Terapeuticky potencial CRISPR-Cas9 v |1é¢bé nadorovych onemocnéni se nyni snazi ové-
fit nékolik klinickych studii. Na zakladé téchto studii jsme v ¢lanku shrnuli strategie pouzité
pii pfipravé terapeutickych nastrojd pouzitelnych v protinddorové terapii. Zdvér: Technologie
CRISPR-Cas9 se ukazuje jako nepostradatelna v oblasti zakladniho vyzkumu pfi studiu funkce
jednotlivych gent v procesu karcinogeneze. Vyuziti metody v protinddorové terapii je vice pro-
blematické. Pred vlastni klinickou praxi je potfeba provést jesté radu optimalizaci tykajicich se
ucinnosti, bezpecnosti a specifity CRISPR-Cas9.
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Summary

Background: Genome editing using CRISPR-Cas9 has become one of the basic methods of
biological research over a short period of time. This recently discovered system of adaptive
immunity of bacteria has been adapted to the needs of science and has become a valuable tool
for DNA manipulation. Its simplicity and reliability have contributed to widespread use of the
method. Genome editing refers to targeted modifications of genomic DNA with single base
pair accuracy. CRISPR-Cas9 differs significantly from previous technologies in the simplicity of
directing the enzyme to the target sequence. In the field of cancer research, CRISPR-Cas9 has
enabled the development of a number of models for the study of carcinogenesis and drug
testing. From a therapeutic point of view, CRISPR-Cas9 has been applied in the field of immu-
notherapy, especially in ex vivo genetic modifications of the T-cells of patients. Aim: Currently,
several clinical trials are trying to verify the therapeutic potential of CRISPR-Cas9. Based on
these studies, we have summarised the strategies used in the preparation of therapeutic tools
useful in cancer therapy. Conclusion: CRISPR-Cas9 appears to be crucial in basic research, par-
ticularly in the study of the function of individual genes involved in carcinogenesis. However,
it will still be necessary to optimise the efficacy, safety and specificity of CRISPR-Cas9 before it
is used in clinical practice.
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Uvod

Technologie editace genomu s vyuzitim
systému CRISPR-Cas9 je v biologickém
vyzkumu jiz natolik rozdifend, ze by-
chom jen tézko hledali oblast, kterd ji
nevyuziva. Pfitom jesté pred 10 lety byl
pojem CRISPR (clustered regularly in-
terspaced short palindromic repeats)
znamy jen Uzkému okruhu mikrobio-
log, ktefi jej objevili jako systém adap-
tivni imunity bakterii. Kdyz se viak po-
dafilo objasnit mechanizmus, jakym
CRISPR-Cas9 brani opakované infekci
bakterie fagem, vysel najevo obrov-
sky potencidl tohoto systému pro védu.
V roce 2013 byl pfedstaven CRISPR-
-Cas9 optimalizovany pro vyuziti v lid-
skych burikdch [1,2] aihned se zacal sifit
do laboratofi po celém svété rychlosti
typickou pro revolucni objevy, a to i na-
vzdory skutec¢nosti, Ze tento nastroj ne-
pfinesl v principu nic, ¢eho by nebylo
mozné dosahnout pomoci dfivéjsich
technologii. Systém CRISPR-Cas9 nebyl
prvni a neni jedinou technikou umoz-
nujici tzv. editaci genomu [3]. K jeho
rozsiteni pfispéla predevsim jednodu-
chost, s jakou jej lze pouzivat. Jednd
se o jednoduchou a spolehlivou me-
todu, kterd do té doby nebyla dostupnd
a s jejimz pfichodem bylo mozno
naplno vyuzit potencial ostatnich
technologii.

Pod pojmem editace genomu rozu-
mime Upravy genomové DNA cilené
s presnosti na jeden par bazi. Pfesnost
je pfitom kli¢cova a umoznuje zasahovat
do DNA zplsobem, kterym lze dosah-
nout pozadovanych zmén. Na moleku-
[&rni Grovni maji systémy pro editaci ge-
nomu podobu enzymd, které dokazou
rozstépit DNA v misté dané sekvence
(jednd se tedy o nukledzy, konkrétné
DNazy). Zname celou fadu nejriznéj-
Sich DNaz stépicich vice ¢i méné speci-
fické sekvence DNA. O editaci genomu
vsak mluvime pouze tehdy, pokud vyu-
Zivdme enzymy, které jsou naprogramo-
vatelné tak, aby specificky stépily nami
zvolenou libovolnou sekvenci. V jedno-
duchosti zaméfeni enzymu na cilovou
sekvenci se tak CRISPR-Cas9 zasadnim
zpUsobem lisi od pfedchozich technolo-
gii ZFN (zinc-finger nucleases) a TALEN
(transcription activator-like effector
nucleases) [3,4].

Mechanizmus editace genomu
metodou CRISPR-Cas9

Systém CRISPR-Cas9 bézné pouzivany
v laboratorni praxi se skldda ze dvou
komponent — proteinu Cas9 (CRISPR as-
sociated protein 9) fungujiciho jako nuk-
ledza a specifické malé molekuly RNA
nazyvajici se sgRNA (single-guide RNA).
Ta se vaze na Cas9 a odpovida za jeho
navedeni na cilovou sekvenci. Na za-
kladé komplementarity bazi mezi cilo-
vou DNA a sgRNA dochazi k rozpoznani
sekvence a k jejimu naslednému $té-
peni. Enzym Cas9 stépi vzdy jen tako-
vou sekvenci, kterd je komplementarni
k jeho sgRNA. Vytvoreni vhodné sgRNA
predstavuje jednoduchou, rutinni zélezi-
tost a adaptace celého systému pro $té-
peni jakékoliv sekvence je nendrocna
s ohledem na ¢as, material nebo know-
-how laboratofe [1].

CRISPR-Cas9 lze vyuzit predevsim
k modulaci exprese genu, a to jak k akti-
vaci, tak jeho inhibici (schéma 1A) [5]. Vy-
fazeni funkce genu v burice mizeme do-
sdhnout pouhym roz$tépenim fetézce
DNA v misté vybraného genu. Dvoure-
tézcové zlomy v DNA jsou v lidské burice
nejcastéji opravovany pomoci mechani-
zmu nehomologniho spojovani konc(,
které viak vede ¢asto ke vzniku mutaci
v podobé kratkych inzerci nebo deleci
v misté zlomu. Mutace pak maji za nasle-
dek vznik nefunkéniho genového pro-
duktu, a to jak na urovni proteinu, tak
nekodujici RNA. Takto vyfazeny gen ndm
umoziuje zkoumat jeho funkci v daném
systému, napf. jedna-li se o vyfazeni on-
kogenu v nadorové burce nebo o vy-
fazeni nadorového supresoru v bunce
zdravé.

Stépeni DNA Ize také vyuzit k opravé
vybraného genu (schéma 1B). Pomoci
CRISPR-Cas9 lIze pfimo eliminovat ge-
netické zmény vedouci k nekontrolo-
vané proliferaci ¢i metastazovani [6].
V urcité fazi bunéc¢ného cyklu ma
burika k dispozici dalsi typ oprav,
a sice opravu fizenou homologni sek-
venci. V tomto pripadé burika vyuzije
jako templat pro opravu dvouretéz-
cového zlomu druhy homologni chro-
mozom a vysledkem je dokonale opra-
vené vlakno v plvodni podobé. Tento
mechanizmus je ale mozné vyuzit i pro
vneseni zmén do sekvence DNA. Pokud

do buriky vneseme spolu se systémem
CRISPR-Cas9 i kratkou molekulu DNA,
ktera ma sekvenci homologni s cilo-
vym genem liSici se pouze v misté bo-
dové mutace, kterou chceme opravit,
mUze tato DNA poslouzit jako templat
a oprava povede k nahrazeni pavodni
nefunkéni varianty funkéni variantou
genu [7]. Tato moznost je zajimava pre-
devsim pro genovou terapii. Na roz-
dil od dfivéjsich metod genové tera-
pie nabizi CRISPR-Cas9 pfimou opravu
nefunkéniho genu, a nikoli pouze
vneseni kopie genu, kterd je navic
v bunce pfitomna pouze po prechod-
nou dobu, nebo se ndhodné zacleni do
genomové DNA.

Dalsi moznosti vyuziti CRISPR-Cas9 je
cilend epigenetickd editace (schéma 1C)
umoziujici ménit napf. histonové mo-
difikace ¢i DNA metylace a tim ovliv-
novat expresi proteint [8]. Vezmeme-li
v Uvahu mnozstvi epigenetickych fak-
tord zahrnutych do regulace nadoro-
vych onemocnéni, mohlo by zaméfeni
se na tyto regula¢ni mechanizmy zna-
menat vyznamny pokrok v terapii na-
dord. Zakladem tohoto sytému je kom-
plex Cas9/sgRNA, ve kterém mutantni
Cas9 nenischopen stépit DNA, proto fun-
guje dohromady se sgRNA pouze jako
navadéci DNA vazebna doména. Fiznim
partnerem Cas9 je potom dalsi protein
se specifickou funkci, kterou chceme
aplikovat na vybrané misto v DNA.
Mdaze se jednat napf. o enzymy modifi-
kujici chromatin, které ovliviuji geno-
vou expresi, a tim umoznuji zvysit nebo
snizit mnozstvi genového produktu
v burice.

CRISPR-Cas9 v protinadorové
terapii

Terapeuticky potencidl CRISPR-Cas9
v oblasti protinadorové terapie byl po-
tvrzen fadou in vitro, in vivo a ex vivo ex-
periment. Technologie CRISPR-Cas9 je
nejvice vyuzivana v imunoterapii na-
dorovych onemocnéni, a to predevsim
v adoptivni imunoterapii, ktera je zalo-
Zend na izolaci pacientovych T lymfo-
cytq, jejich genetické modifikaci ex vivo,
kultivaci a nasledném navraceni zpét do
organizmu, kde dojde k navozeni imu-
nitni odpovédi v oblasti nadoru. Cilem
genetickych modifikaci na T lymfocy-
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Schéma 1. Schéma mechanizmi editace genomu metodou CRISPR-Cas9.

sgRNA - single-guide RNA

tech je upevnit specifitu a zvysit jejich
afinitu k danému nadorovému anti-
genu, aktivovat imunitni odpovéd' a za-
roven omezit riziko vzniku imunitni
reakce Stépu proti hostiteli (graft ver-
sus host disease - GvHD). Rozsah imu-
nitni reakce je zavisly na interakci fady
riznych receptort a ligandd, které zesi-
luji ¢i tlumi procesy aktivace T lymfocytd.
Dalezitou roli v potlaceni imunitni odpo-
védi v nadorovém mikroprostiedi hraji
tzv. kontrolni body imunitniho systému.
Za jeden z nich je povazovanid inter-
akce PD-1/PD-L1, ktera navozuje funkéni
inaktivitu lymfocytd, a tim chrani orga-
nizmus pfed vznikem autoimunitnich
onemocnéni [9]. Tato interakce pfispiva
k ,vyCerpani” (exhausting) efektorovych
lymfocytd, které nejsou schopné speci-

fické cytotoxické odpovédi a destrukce
cilovych bunék [10], coz mize naopak
také vést k navozeni nddorové tolerance.
K jejimu vzniku pfispivad predevsim ex-
prese PD-L1 na povrchu nadorovych
bunék. Jednou z mozZnosti imunotera-
pie je vyfazeni kontrolniho bodu PD-1,
a tim navozeni vyssi aktivity imunitniho
systému. Je nutno zminit, Ze v soucasné
dobé existuji monoklonalni protilatky
blokujici receptor PD-1, ale i ligand PD-
L1, které byly schvaleny k |é¢bé pokroci-
Iého metastazujictho melanomu, renal-
niho karcinomu a nemalobunééného
karcinomu plic [11,12]. T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1 byly pouzity v probihajici klinické
studii (NCT02793856) (schéma 2A') pro-
vedené u pacientll s nemalobunéc-

é

dopraveni vektoru do buriky

exprese transfekovanych gent

\‘\

nym karcinomem plic, u kterych selhala
standardni |é¢ba a u kterych byla zjis-
téna zvysena exprese PD-L1 na nadoro-
vych bunkach. Jednd se o prvni studii,
u které byly ziskany vysledky z CRISPR-
-Cas9 terapie. Studie je zamérend na
zhodnoceni bezpecnosti a definovani
maximalni tolerované davky po im-
plantaci autolognich T lymfocytl mo-
difikovanych CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1 (PD-1-/- T). Studie se zucastnilo
devét pacientd, dokondilo ji osm z nich.
Pacienti byli zafazeni do tfi skupin, s es-
kalacidavky 1x 107,2x 107 a4 x 10’ PD-
1-/-T/kg ve dvou cyklech. Z nezadoucich
ucinkl bylo nejzavaznéjsi nadmérné po-
ceni (hyperhidréza) dosahujici stupné 3.
Déle u pacientl dochéazelo ke zvysené
aktivité jaternich transamindaz (ALT/AST),

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3513-3518
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A.
(I
TCR
() x receptor
NY-ESO-1 receptor
antigen
PD-1
. 4
"R J
PD-L1 EBV
nadoroveé burky
B.

(I

PD-1
CcD19 *TCR ‘*TCR

mezotelin

L PD-L1
CD20/22

nadoroveé buriky
Y delece v genu, vyrazeni funkce

Schéma 2. Schéma terapeutické strategie.

A. CRISPR-Cas9 geneticky modifikované T lymfocyty (I) s vyfazenym PD-1, (Il) s vyfazenym
PD-1 a TCR a s modifikovanym receptorem selektivné se vazajicim na antigen NY-ESO-1,
(Ill) s vyfazenym PD-1 a specificky se vazajici k bunkdam infikovanym EBV.

B. CAR-T lymfocyty (1) specifické k CD19 a CD20/22, (ll) s vyfazenym TCR a specifické
k CD19, (Ill) s vyfazenym TCR a PD-1 a specifické k mezotelinu.

TCR - T bunécny receptor, CAR - chiméricky antigenni receptor

trombocytopenii, Unavé ¢i horecce, vie
hodnoceno v mirné az stredni zavaz-
nosti (stupen 1-2). Jeden pacient trpél

srde¢ni arytmii stupné 1, a to po dobu
42,4 tydne. Sedm pacientd odpovidalo
na pribéh lécby. U dvou bylo onemoc-

néni stabilizovdno po dobu 18-22 tydnd
a zaroven byla zjisténa vétsi diverzita
T lymfocyt nez u dalsich péti pacient(,
u kterych doslo k progresi onemocnéni.
Kontrola onemocnéni (diasease control
rate - DCR) po 8 tydnech byla zazname-
nana ve 28,6 % a median preziti bez pro-
grese (progression-free survival — PFS)
byl 7,6 tydne. Zavérem studie bylo kon-
statovano, ze terapie PD-1-/- T se zda
byt bezpe¢na. Ctyfi dali klinické stu-
die vyuzivajici obdobny koncept delece
PD-1 na autolognich T lymfocytech byly
registrovany pfi Iécbé rakoviny prostaty
(NCT02867345), mocového méchyre
(NCT02863913), jicnu (NCT03081715)
a ledvin (NCT02867332). V dalsi klinické
studii (NCT03399448) (schéma 2A") je
testovano vyuziti T lymfocyt( nesoucich
tfi rizné genetické modifikace induko-
vané CRISPR-Cas9 v |é¢bé mnohocet-
ného myelomu, synovialniho sarkomu,
myxoidniho liposarkomu a melanomu.
Kromé omezeni exprese PD-1 bude vy-
fazena také ¢ast T bunécného recep-
toru (T-cell receptor — TCR) a vnesen
modifikovany receptor selektivné se va-
zajici na antigen NY-ESO-1 exprimovany
na nadorovych burikach. Vyfazeni TCR
by mélo napomoci snizit riziko vzniku
GVHD. Dalsi klinickd studie faze I/l
(NCT03044743) (schéma 2A") je regist-
rovana pro lé¢bu malignit asociovanych
s virem Epsteina a Barrové, u nichz velmi
casto dochdzi ke zvysené expresi PD-L1.
Ve studii budou vyuzity T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1, které jsou specifické k burikdm in-
fikovanym virem Epsteina a Barrové. Jak
jizbylo zminéno vyse, kinhibici interakce
PD-1/PD-L1 jsou v sou¢asné dobé vyu-
zivany monoklonalni protilatky. Pfesto
cely zdamér s ,nabuzenim” imunitniho
systému pomoci modifikovanych T lym-
focytl vypada velmi slibné a je dalsi al-
ternativou protinaddorové terapie vyuzi-
telnou v klinickém prostiedi.

Dalsi imunoterapeutickd strategie
je zalozena na vyuziti modifikova-
nych T lymfocytl upravenych ex vivo
tak, aby exprimovaly chiméricky anti-
genni receptor (chimeric antigen re-
ceptor — CAR). Ten je tvoren intracelu-
larni doménou TCR, ktera vede k aktivaci
T lymfocytl a spousti cytotoxickou od-
povéd, a extracelularni doménou spe-
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cificky rozeznavajici cilovy antigen [13].
Vyhodou téchto geneticky modifikova-
nych T lymfocytl je specifita vazby na
cilovy antigen bez nutnosti zpracovani
antigenu a jeho prezentace na hlavnim
histokompatibilnim komplexu (major
histocompatibility complex - MHC).
Cilem je zajistit, aby tyto geneticky mo-
difikované T lymfocyty rozpoznaly speci-
fické antigeny vyskytujici se na povrchu
malignich bunék a eliminovaly je. Tato
metodika se vyviji jiz vice nez 20 let [14].
V jejim prabéhu vzniklo nékolik gene-
raci CAR a soucasné byly zdokonalo-
vany metodiky bezpe¢ného a ucinného
vlozeni CAR do autolognich T lymfo-
cytd. PUvodné byla pouzivana trans-
fekce DNA, déle pak transpozonové vek-
tory obsahuijici element pro integraci, az
po stabilni transdukci T lymfocytl po-
moci lentivirovych vektor [11]. Uspé$né
byla testovana specifita CAR-T lymfo-
cytl k antigenu CD19, jehoz exprese je
omezena predev$im na B lymfocyty a je
idedInim cilovym antigenem pro hema-
tologické malignity vychazejici z B lym-
focytarni linie [12]. U fady pacientl
velmi ¢asto dochazi k relapsu onemoc-
néni z dlivodli ztraty CD19 na nadoro-
vych bunkach. Redeni nabizi probihajici
klinicka studie faze I/11 (NCT03398967)
(schéma 2B'), jejimz ukolem je zhod-
notit proveditelnost a bezpecnost te-
rapeutického pouziti CRISPR-Cas9 pro
pfipravu modifikovanych CAR-T lymfo-
cytl specifickych k CD19 a CD20 nebo
k CD19 a CD22 u pacientu s recidivujici
B lymfocytarni leukemii nebo s malig-
nim B lymfomem. CD20 nebo CD22 jsou
dalsi antigenni struktury exprimované
na povrchu B lymfocytl a CAR-T lymfo-
cyty afinitni k témto antigenlim by na-
pomohly rozpoznat nadorové bunky,
u kterych doslo ke ztraté CD19, a to roz-
poznanim znak( CD20 nebo CD22.
Vétsina CAR-T lymfocytl je pfipravena
zTlymfocytl jednotlivych pacientd, ¢imz
se terapie vyrazné prodluzuje a finan¢né
prodrazuje. Moznosti je pfiprava univer-
zalnich CAR-T lymfocyt(, u nichz vsak
dochazi ke zvyseni rizika vzniku GvHD.
Riziko GvHD bylo vyrazné snizeno u CAR
editovaného pomoci CRISPR-Cas9 do
receptor( af3 TCR (tvofen polypeptido-
vymi fetézci a a B) [15], které rozezna-
vaji vyhradné antigeny prezentované

na povrchu MHC molekul. V probihajici
klinické studii (NCT03166878) (schéma
2B") jsou testovany CAR-T lymfocyty
specifické k CD19 a s vyfazenym TCR.
Cilem je zjistit, zda tyto genetické mo-
difikace T lymfocytd snizi riziko vzniku
GvHD bez omezeni terapeutického
ucinku u pacientt s recidivujici B lymfo-
cytarni leukemii nebo s malignim B lym-
fomem. V dalsi probihajici klinické studii
(NCT03545815) (schéma 2B") jsou testo-
vany CAR-T lymfocyty s CRISPR-Cas9 vy-
fazenym TCR a PD-1 (nebo CTLA-4),
které se specificky vaZzou k mezotelinu,
ktery je povazovan za povrchovy an-
tigen s vysokou expresi u fady solid-
nich nadord [16]. Vyfazeni PD-1 nebo
CTLA-4 (dalsi kontrolni bod imunit-
niho systému) napomaha utlumit inhi-
bi¢ni mechanizmy imunitniho systému
a podpofit jeho nabuzeni v hostitelském
prostiedi [17].

Jedind registrovand in vivo studie
(NCT03057912) planuje vyuzit CRISPR-
-Cas9 k 1é¢bé cervikalnich intraepitelial-
nich neoplazii (CIN), které mohou vést
zejména ke vzniku karcinomu délozniho
hrdla u Zen. Hlavnim kauzalnim faktorem
je infekce vysoce rizikovymi lidskymi pa-
pilomaviry (human papillomavirus -
HPV), nej¢astéji HPV16 a HPV18, u nichz
v pribéhu karcinogeneze dochazi ke
zvysené expresi onkoproteinl E6 a E7.
Cilem studie je eliminovat HPV pfimo
uvnitf lidského téla. Zendm ve véku
18-50 let s lehkou dysplazii (CIN I) a pozi-
tivni HPV infekci bude 2x tydné po dobu
4 tydnu aplikovan na infikovany ¢ipek
gel nesouci konstrukty CRISPR-Cas9,
které byly navrzeny tak, aby omezily ex-
presi virovych protein(i E6 a E7 a tim za-
branily maligni transformaci.

Zaver

Studie tykajici se uprav genomu byly
provadény jiz od 80. let minulého stoleti
a byly viceméné neuspésné. Jednak ma-
nipulace s DNA byly jesté do nedavna fi-
nanc¢né i technicky naroc¢né, navic se
pozadované uUseky DNA do genomu
zaclenovaly ndhodné a nebylo mozné
ovlivnit, zda v cilovém misté dojde k po-
skozeni zivotné dulezitého genu nebo
nadorového supresorového genu, jehoz
ztrata by podpofila proces maligni trans-
formace. Technologie editace genu zalo-

Zena na CRISPR-Cas9 se tak ukazala ne-
postradatelnou pro védecky pokrok. Je
Siroce vyuzitelna predevsim v zaklad-
nim vyzkumu pfi studiu funkce jednot-
livych genl v procesu karcinogeneze.
Jako vice problematické se jevi vyuziti
CRISPR-Cas9 v protinadorové terapii. Je
nutno podotknout, Ze pred samotnym
vyuzitim v klinické praxi bude jesté po-
tfeba provést fadu optimalizaci tykaji-
cich se ucinnosti, bezpecnosti a speci-
ficnosti metody. Budoucnost bude do
znacné miry zaviset na schopnosti vyvi-
nout nové varianty Cas9 stoprocentné
specifické k cilové sekvenci a neovliviiu-
jici jiné bunéc¢né procesy. V pfipadé ma-
nipulace s buné¢nymi liniemi je mozné
tolerovat urcité procento nespecifickych
interakci, pokud vsak pracujeme s buri-
kami ¢lovéka/pacienta, jde o zédvaznou
komplikaci. Bude nezbytné nutné vy-
lepsit vneseni CRISPR-Cas9 do orga-
nizmu v pfipadé terapii in vivo. Nové
moznosti se také oteviraji v 1é¢bé mo-
nogenné podminénych dédi¢nych cho-
rob. V dnesdni dobé jiz probihd fada
klinickych studii hodnoticich protina-
dorovou terapii zalozenou na CRISPR-
-Cas9 modifikacich T lymfocytl pacienta
ex vivo. Netrpélivé jsou proto o¢ekavany
jejich vysledky, které by ujasnily moz-
nosti vyuziti tohoto pfistupu v klinické
praxi.
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