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Streszczenie: Zespot nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) wciaz pozostaje powaznym problemem
w zakresie zdrowia publicznego. Gtéwnag przeszkoda w eradykacji HIV jest latentny rezerwuar wiru-
sa, ktory utrzymuje si¢ pomimo dlugotrwatej, wysoce aktywnej terapii antyretrowirusowej (HAART).
Terapia moze obnizy¢ wiremi¢ do niewykrywalnego poziomu, jednak posiada takie ograniczenia,
jak problemy z adherencja chorych do wieloletniej terapii, krotko- i dlugoterminowe skutki uboczne,
interakcje lekowe, wysokie koszty i mozliwos¢ pojawienia si¢ opornosci na leki. Ponadto dostepne
leki nie daja mozliwosci catkowitego wyleczenia z infekcji HIV, a ich odstawienie prowadzi do szy-
bkiego wzrostu wiremii. W niniejszej pracy przedstawione zostalty wyniki wstepnych badan z zas-
tosowania systemu CRISPR/Cas9 w celu wyeliminowania DNA HIV z genomu zainfekowanych
komorek. Ogromng zaleta narzedzia do edycji genomu CRISPR/Cas9 jest tatwos§¢ zaprojektowania
prowadzacego RNA (ang. guide RNA), ktory kieruje Cas9 do wyznaczonego locus DNA oraz wysoka
specyficznos¢ i skuteczno$¢ tego narzedzia. Mozliwe jest, ze CRISPR/Cas9 mozna taczy¢ z HAART
w celu usunigcia wirusa z latentnie zainfekowanych komorek, czego nie daje si¢ osiagnaé stosujac
tylko HAART. Mogtaby to by¢ rowniez ostatnia szansa na wyleczenie osob, u ktérych zawiodta
klasyczna terapia antyretrowirusowa. Jednak CRISPR/Cas9 ma tez pewne ograniczenia. W zwiazku
z tym, myslac o ulepszeniu metody, nalezy mie¢ na uwadze testowanie réznych wektorow i miejsc
docelowych w genomie HIV oraz badania chemiczne indukcyjnych systeméw Cas9, ktore moglyby
poprawi¢ profil bezpieczenstwa.
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Summary: An Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) remains a serious public health prob-
lem. The main obstacle to HIV eradication is the latent virus reservoir, which persists despite long-last-
ing, highly active antiretroviral therapy (HAART). Therapy may reduce viral load to an undetectable
level, but has limitations such as problems with adherence of patients to long-term therapy, short- and
long-term side effects, drug interactions, high costs and the possibility of drug resistance. In addition,
the available drugs do not allow complete cure from HIV infection, and withdrawal leads to a rapid
increase of viral load. This article presents the results of preliminary studies on the use of the CRISPR/
Cas9 system to eliminate HIV DNA from the genome of infected cells. The great advantage of the
CRISPR/Cas9 genome editing tool is the ease of designing the RNA guide that directs Cas9 to the des-
ignated DNA locus and the high specificity and effectiveness of this tool. It is possible that CRISPR/
Cas9 can be combined with HAART to remove the virus from latently infected cells, which can not be
achieved by using only HAART. This could be the last chance to cure people who have failed classical
antiretroviral therapy. However, CRISPR/Cas9 has also some limitations. Therefore, when thinking
about improving the method, we should keep in mind the testing of various vectors and targets in the
HIV genome and the chemical testing of inductive Cas9 systems that could improve the safety profile.

Keywords: HIV, AIDS, CRISPR/Cas9, latent reservoir of the virus

WSTEP

Zespot nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) wciaz pozostaje powaznym
problemem w zakresie zdrowia publicznego. Ponad 35 milionow os6b na catym
$wiecie jest zakazonych wirusem HIV-1, a czesto$¢ wystgpowania nowych infek-
cji utrzymuje si¢ na statym poziomie i nowe zakazenia sg wykrywane u okoto 2
miliondw 0s6b rocznie. Gtowna przeszkoda w eradykacji HIV jest latentny rezer-
wuar wirusa, ktory utrzymuje si¢ pomimo dtugotrwatej, wysoce aktywnej terapii
antyretrowirusowej (HAART). Terapia moze obnizy¢ wiremi¢ do niewykrywal-
nego poziomu, jednak posiada takie ograniczenia, jak problemy z adherencja cho-
rych do wieloletniej terapii, krotko- i dlugoterminowe skutki uboczne, interakcje
lekowe, wysokie koszty i mozliwo$¢ pojawienia si¢ opornosci na leki. Ponadto
dostepne leki nie daja mozliwosci catkowitego wyleczenia z infekcji HIV, a ich
odstawienie prowadzi do szybkiego wzrostu wiremii. Powodem istnienia latentnie
zainfekowanych komorek jest to, ze prowirusowy DNA integruje si¢ z genomem
gospodarza. Na spotkaniu AIDS 2016 w Durbanie, Kamel Khalili z Temple Uni-
versity przedstawit wyniki pokazujace, ze przy pomocy systemu CRISPR/Cas9
mozna wycia¢ DNA HIV z zainfekowanych komorek in vitro, ex vivo (przy uzyciu
probek krwi pacjenta) i in vivo (uzywajac transgenicznych myszy) [10]. Ogromna
zaleta narze¢dzia do edycji genomu CRISPR/Cas9 jest tatwos¢ zaprojektowania
prowadzacego RNA (ang. guide RNA), ktory kieruje Cas9 do wyznaczonego lo-
cus DNA oraz wysoka specyficznos¢ i skuteczno$¢ tego narzg¢dzia. Inne, opar-
te na nukleazach technologie edytowania gendw, takie jak nukleazy z motywem
palca cynkowego (ang. Zinc Finger Nucleases, ZFN) czy nukleazy efektorowe
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podobne do aktywatora transkrypcji (ang. Transcription Activator-Like Effector
Nucleases, TALEN), takze dostarczaja skutecznych narzedzi do ablacji konkret-
nych genow [26], jednak ich zaprojektowanie irozwijanie jest trudne i czaso-
chtonne [24]. CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats — zgrupowane, regularnie przerywane krotkie powtdrzenia palindromiczne)/
Cas9 odkryto u bakterii jako mechanizm adaptacyjnej odpornosci przeciwko infekcji
bakteriofagami [30]. W tym systemie RNA wykorzystywane jest jako przewodnik
do kierowania endonukleazy Cas9 do DNA bakteriofaga, ktory jest nastgpnie ciety
i rozktadany [30]. Skuteczna adaptacja systemu CRISPR/Cas9 do komorek ssakow
oznaczataby nowa er¢ inzynierii genomu.

POCZATKI TERAPII GENOWEJ W KONTEKSCIE HIV

Zainteresowanie terapig genowg zaczeto si¢ od identyfikacji CCRS jako glow-
nego koreceptora dla HIV i naturalnie wystepujacej u ludzi, homozygotyczne;j
mutacji CCR5-A32 (usunigcie 32 pary zasad na obu allelach genu), ktora daje
oporno$¢ na zakazenie CCR5-tropowymi szczepami wirusa [13]. Z kolei, u osob
z mutacja CCR5-A32 w uktadzie heterozygotycznym obserwuje si¢ opdznienie
progresji choroby [6]. Koreceptor CCRS znajduje si¢ m.in na powierzchni efek-
torowych komorek T, komérek T pamieci, komorek B i NK, makrofagdw, mono-
cytow i1 komoérek dendrytycznych. Badania wykazaty, ze do wniknigcia wirusa
HIV do komorek, oprocz glikoproteiny CD4 konieczna jest obecnos¢ przynaj-
mniej jednego koreceptora, receptora chemokin CCRS5 (dla beta-chemokin) lub
CXCR4 (dla alfa-chemokin). [9]. Biorac pod uwage tropizm wirusa, wyrdznia
sic dwa zasadnicze szczepy HIV: M-tropowe (RS), ktére wykazujg tropizm do
CCRS i dominujg w poczatkowym okresie zakazenia oraz T-tropowe (X4), wy-
kazujace tropizm do CXCR4 i pojawiajace si¢ w péznym okresie zakazenia. Od
czasu identyfikacji koreceptora CCRS5, koncerny farmaceutyczne skupity si¢ na
rozwijaniu lekow antyretrowirusowych wykorzystujacych mechanizm dziatania
inhibitoréw wejscia i inhibitoréw fuzji [4]. Jednym z tych lekow jest Maraviroc,
ktory przylacza si¢ do CCRS, blokujac go i uniemozliwiajgc tym samym przyla-
czenie czgsteczki wirusa [3]. Jednak blokujac tylko koreceptor CCRS, Maraviroc
nie jest skuteczny wobec X4-tropowych szczepow wirusa. Do ponownego zain-
teresowania terapig genowa doprowadzit znaczacy sukces w leczeniu tak zwa-
nego ,,pacjenta z Berlina”. U pacjenta rozpoznano zakazenie HIV w 1995 roku,
po czym wiaczono u niego terapi¢ antyretrowirusowa. W 2007 roku u mezczy-
zny rozwineta si¢ ostra biataczka szpikowa, a dwa lata pdzniej przeszczepiono
mu szpik kostny od homozygotycznego dawcy CCR5-A32. Dziegki temu, pacjent
zostat wyleczony z infekcji HIV-1, wykazujac tym samym potencjalne korzysci
z zaktocenia CCRS [1]. Jest to jedyny do tej pory na §wiecie, opisany przypadek
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pacjenta, ktorego wyleczono z infekeji HIV. Jednak ze wzgledu na niska czestos¢
wystepowania homozygot CCR5-A32 w populacji ogélnej i trudnos$ci ze znale-
zieniem odpowiednich dawcoéw zgodnych w uktadzie HLA, poszukiwane sa al-
ternatywne metody sztucznego zaktocenia CCRS.

NUKLEAZY ZMOTYWEM PALCA CYNKOWEGO
INUKLEAZY EFEKTOROWE PODOBNE
DO AKTYWATORA TRANSKRYPCJI

Pierwsze doniesienie o zastosowaniu nukleaz z motywem palca cynkowego
w celu modyfikacji genu CCRS w komodrkach T CD4+ zostalo opisane w 2008
roku [23]. Pozniej jeszcze inne systemy nukleazowe zostaty opracowane i przete-
stowane pod katem ich zdolnosci do trwatego zaktocenia ekspresji CCRS. Znala-
zty sig¢ wérdd nich m.in. nukleazy efektorowe podobne do aktywatora transkrypcji
(TALEN). ZFN i TALEN sa to sztucznie utworzone enzymy restrykcyjne, ktore
umozliwiajg szeroki zakres modyfikacji genetycznych poprzez indukcj¢ przerw
w podwojnej nici DNA (ang. Double-Strand Breaks, DSB), ktory jest nastgpnie
naprawiany w podatnym na btedy mechanizmie scalania nichomologicznych za-
konczen DNA (ang. Non-Homologous End Joining machinery, NHEJ) [31] lub
mechanizmie naprawy rekombinacyjnej (ang. Homology-Directed Repair, HDR)
[5]. ZFN powstaty w wyniku polaczenia domeny biatkowej palca cynkowego,
ktory wiaze si¢ z nicia DNA, z niespecyficzng domeng przecinajgca ni¢ DNA [8].
Swoista specyfika zaprojektowanej domeny palca cynkowego umozliwia rozpo-
znawanie konkretnej sekwencji DNA 1 przylaczenie si¢ okreslonej nukleazy do
unikatowych sekwencji w genomie. Z kolei TALEN sktadaja si¢ z potaczonych
domen wigzacych DNA pochodzacych od biatek TALE z domeng rozszczepiaja-
ca ni¢ DNA. TALEN zbudowane sg z wielu domen zawierajacych 33-35 powto-
rzen aminokwasowych, z ktorych kazda rozpoznaje pojedyncza parg zasad [2].
W przypadku zakazenia HIV-1, kazda z tych nukleaz wykazata skuteczno$¢ w za-
ktéceniu genu CCRS, ktora wynosita okoto 45%, ale posiadala réwniez pewne
wady [22]. TALEN wywotywaly znacznie nizszg cytotoksycznos$¢ i efekty ubocz-
ne w porownaniu z ZFN, jednak przeszkoda okazat si¢ relatywnie duzy rozmiar
biatka TALEN. Komorki eukariotyczne wykorzystuja dwie gtowne metody na-
prawy DSB. Pierwsza z nich jest NHEJ, ktory jest aktywny we wszystkich fa-
zach cyklu komoérkowego [21]. Glowne biatka biorgce udziat w NHEJ to hete-
rodimeryczne biatko Ku (Ku70/Ku80), katalityczna podjednostka DNA-zaleznej
kinazy biatkowej (DNA-PK) oraz kompleks ligazy DNA IV sktadajacy si¢ z ka-
talitycznej podjednostki i jej kofaktora XRCC4 [31]. Uszkodzenie o charakterze
DSB wykrywane jest przez biatko Ku, ktore rekrutuje katalityczng podjednostke
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DNA-zaleznej kinazy biatkowej do miejsca uszkodzenia i tworzy aktywny kompleks
DNA-PK. Nastgpnie dochodzi do rekrutacji i aktywacji enzymow przetwarzajacych
konce DNA: polimeraz i ligazy DNA V. Natomiast metoda HDR pozwala na naprawe
uszkodzonego chromosomu przy udziale siostrzanej chromatydy badz chromosomu
homologicznego jako wzoru. HDR dziata tylko w fazie S/G2 cyklu komérkowego,
poniewaz w tej fazie dostepne sa chromatydy siostrzane [21]. HDR umozliwia precy-
zyjng modyfikacje genodw, jest jednak mato wydajny. NHEJ jest bardziej efektywny,
jednak prowadzi do insercji i delecji, czgsto zaburzajacych funkcje DNA.

MECHANIZM DZIALANIA 1 ZASTOSOWANIE SYSTEMU
CRISPR/Cas9

Gloéwng przeszkoda w systemach ZFN i TALEN jest kosztowna i czasochtonna
inzynieria docelowych, specyficznych dla genu biatek fuzyjnych [11]. Z tego wzgle-
du niedawno zainteresowanie wzbudzito nowe, tatwe w zaprojektowaniu i wszech-
stronne w uzyciu narzgdzie do edycji genomu okreslane jako CRISPR/Cas9. CRISPR
jest systemem obrony organizmow prokariotycznych przed bakteriofagami i plazmi-
dami. Pod koniec lat 80, naukowcy zaobserwowali sekwencje niepowtarzalnych,
krétkich powtérzen palindromowych w genomie E. coli, a nieco pozniej takze u in-
nych bakterii i archeonow [14], jednak w tamtym czasie ich funkcja nie byta jeszcze
poznana. System CRISPR wykorzystuje elementy mechanizmu nabytej odpornosci
bakterii i archeonéw na infekcj¢ fagami i transformacje obcym materiatem gene-
tycznym. Mikroorganizmy wtaczaja do loci CRISPR w swoim genomie fragmenty
obcego DNA, co umozliwia w przysztosci szybkie rozpoznanie i zwalczenie infek-
¢ji [29]. W dzialaniu systemu CRISPR/Cas mozna wyrézni¢ trzy zasadnicze etapy:
adaptacje, ekspresje i interferencje. Podczas adaptacji, krotki fragment pochodza-
cy z wirusowego lub plazmidowego DNA (tzw. protospacer) jest cigty na mate
fragmenty i wlaczany do locus CRISPR w serii krotkich powtoérzen. Loci sg tran-
skrybowane, a transkrypty sg nastgpnie przetwarzane w celu wytworzenia matych
RNA (crRNA-CRISPR RNA). W celu uzyskania specyficznego dla miejsca roz-
poznania DNA, a nastgpnie jego cigcia, Cas9 musi by¢ skompleksowany zardwno
z ctRNA, jak iz oddzielnym transaktywujacym crRNA (tracrRNA lub trRNA),
ktory jest czesciowo komplementarny do crRNA [20]. TractrRNA jest niezbedny
do dojrzewania crRNA z pierwotnego transkryptu kodujacego wiele pre-crRNA.
Opracowano uproszczony system dwusktadnikowy, taczacy crRNA i tracrRNA
w pojedynczy syntetyczny przewodnikowy RNA (ang. single guide RNA, sgR-
NA). W systemie CRISPR/Cas9 endonukleaza Cas9 przytacza sie do docelowego
DNA dzigki sgRNA. Dwudziestonukleotydowa sekwencja na koncu 5’ sgRNA
wigze si¢ z docelowym DNA poprzez laczenie par zasad (Watson-Crick) [28].
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RYCINA 1. Schemat dzialania CRISPR/Cas9. Endonukleaza Cas9 sprzezona z ctrRNA i trRNA lub
z syntetycznym sgRNA bedacym ich potaczeniem, przecina podwojna ni¢ DNA w miejscu komple-
mentarnym do sekwencji sgRNA, sasiadujagcym z sekwencja PAM. Nastepnie, podwdjne peknigcie
jest naprawiane w jednym z dwoch mozliwych mechanizméw — nieprecyzyjnym ale czgstszym i bar-
dziej wydajnym NHEJ lub mozliwym do kontrolowania, precyzyjnym, bardziej wymagajacym HDR
FIGURE 1. The CRISPR/Cas9 operation scheme. Cas9 endonuclease coupled to crRNA and trRNA
or to synthetic sgRNA being a combination of these, cuts the double strand of DNA in a place com-
plemenatary to the sgRNA sequence adjacent to the PAM sequence. Then, the double strand break is
repaired in one of two possible mechanisms — imprecise but more frequent and more efficient NHEJ
system or controllable, precise and more demanding HDR system



CRISPR/CAS9 JAKO NOWA METODA W WALCE Z HIV 377

Cas9 to endonukleaza, zawierajaca dwie domeny nukleazowe: domeng HNH oraz
RuvC, ktéra rozszczepia dwuniciowy DNA w specyficzny dla sekwencji sposob
[30]. Kazda z tych domen odpowiada za trawienie jednej nici DNA. Domena HNH
rozszczepia komplementarng ni¢, podczas gdy domena RuvC rozszczepia ni¢ nie-
komplementarng. Kierowana przez sgRNA, Cas9 musi rozpozna¢ wielonukleotydo-
wy region sgsiadujacy z koncem 3’ docelowego DNA, nazywany sekwencjg PAM
(ang. Protospacer Adjacent Motif) [17]. Wiaze si¢ z docelowymi loci sgsiadujagcymi
z sekwencja PAM, a nastgpnie generuje specyficzne dla miejsca pekniecia podwdj-
nej nici DNA, ktora sg naprawiane w mechanizmie NHEJ [31] lub mechanizmie
HDR [5]. Obecnie projektowane sa nowe czasteczki sgRNA, ktorych celem jest
rozpoznawanie konkretnych sekwencji. Mechanizm dziatania systemu CRISPR/
Cas9 zostal zaprezentowany na rycinie 1.

Ostatnio, w kilku badaniach zastosowano CRISPR/Cas9 do skutecznego modu-
lowania alleli odpowiedzialnych za powstawanie choroby na modelach zwierzecych
in vivo, m.in. w -talasemii i anemii sierpowatej [15] oraz ex vivo w somatycznych,
indukowanych, pluripotencjalnych komorkach macierzystych [12]. Wstrzyknigcie
komponentéw CRISPR/ Cas9 do zygoty lub wczesnego stadium zarodka pozwala
na modyfikacje genomu we wszystkich komorkach organizmu, w tym linii zarod-
kowej [25]. Prowadzi to do trwatych zmian, ktore mozna przekazywac nastgpnym
pokoleniom, dajac tym samym mozliwo$¢ wyeliminowania choroby genetycznej
z calej rodziny [25]. System Cas9/gRNA moze by¢ takze stosowany do hamowania
ludzkich patogennych wirusdéw DNA, takich jak wirus zapalenia watroby typu B,
wirus Epstein-Barr czy wirus brodawczaka ludzkiego [19].

CRISPR/Cas9 JAKO NARZEDZIE DO EDYCJI GENOW HIV

W sierpniu 2013 zostato opublikowane pierwsze doniesienie dotyczace zastoso-
wania CRISPR-Cas9 w celu edycji genu HIV in vitro. W wyniku tego rozszczepio-
no lub zmutowano sekwencje dtugich koncowych powtoérzen (ang. Long Terminal
Repeat, LTR), co zablokowato mozliwo$¢ ekspresji genéw wirusa, zar6wno aktyw-
nego transkrypcyjnie jak i latentnego [7]. Ponadto usunig¢to rowniez wewnetrzne
geny wirusowe w genomie gospodarza [19]. Korzystajac z technologii edycji geno-
mu naukowcy testuja obecnie dwie strategie wyeliminowania utajonego zakazenia
HIV [25]. W pierwszej metodzie, sekwencja genomu wirusa jest traktowana przez
nukleazy, aby trwale wyeliminowaé zintegrowany DNA HIV z genomu zainfeko-
wanych komorek [25]. Wyselekcjonowano 19 réznych gRNA (guide RNA), ktore
mialyby dotrze¢ z wysoka skutecznosciag do DNA HIV inie wywiera¢ przy tym
efektow ubocznych [27]. Znalazty si¢ wsrod nich takie gRNA, ktore celowalyby
m.in. w dlugie koncowe powtorzenia (LTR), dodatkowy gen Nef, sekwencje ko-
dujace inne biatka wirusowe (dobrze zachowane domeny w genach Gag, Pol i Env
i sekwencje naktadajacych si¢ ramek odczytu jak geny Tat i Rev), wysoce konser-
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watywne sekwencje wsrod réznych izolatoéw HIV-1 oraz mniej konserwatywne
domeny HIV [27]. Liao i wspdtbadacze niedawno stosowali takie podejscie przy
uzyciu CRISPR/Cas9 i celowali w wysoce konserwatywne dlugie koncowe po-
wtorzenia HIV-1 (LTR) w pierwotnie zainfekowanych komoérkach CD4+ [18].
Stabilna ekspresja wektorow bazujacych na CRISPR/Cas9 skierowanych do re-
gionu LTR spowodowata ich zaktocenia, a nast¢pnie zmniejszenie produkcji wi-
rusa i eliminacj¢ utajonego rezerwuaru [18]. Jednak hamowanie replikacji wirusa
za pomoca CRISPR/Cas9 wykazano jedynie w krotkotrwatych badaniach ekspe-
rymentalnych, a wiemy, ze HIV moze uciec od wigkszosci, jesli nie od wszystkich
typow inhibitorow, w tym maloczasteczkowych lekow przeciwwirusowych [27].
Natomiast w drugim podejsciu, edytowanie genomu jest stosowane do zwalczania
HIV przez modulowanie receptora chemokin 5 (CCRS), koreceptora niezbgdnego
dla R5 i R5X4 HIV, aby wnikng¢ do komorek docelowych [32].

PODSUMOWANIE

Badania nad skutecznoscia i ulepszeniem metody wykorzystujacej CRISPR/Cas9
w celu wyeliminowania DNA HIV z genomu zainfekowanych komorek sg przez caty
czas prowadzone. Kamel Khalili zaprezentowat wyniki ukazujace, ze dzigki tej meto-
dzie jest mozliwe catkowite i trwate usuniecie HIV [10]. U osdb, u ktorych klasyczna
terapia antyretrowirusowa okazala si¢ nieskuteczna, bytaby to ostatnia szansa na ich
wyleczenie. Ponadto stosujac tylko HAART, nie da si¢ usuna¢ wirusa z latentnie zain-
fekowanych komorek. Mozliwe jest, ze mozna taczy¢ CRISPR/Cas9 z HAART, aby
to przezwycigzy¢ [17]. Jednak CRISPR/Cas9 ma tez pewne ograniczenia. Po pierw-
sze, HIV szybko mutuje, a nowym mutacjom sprzyja takze mechanizm naprawczy
NHEIJ. Powoduje to zanik homologii wirusa z wprowadzonym sgRNA, w efekcie
czego endonukleaza Cas9 nie moze przytaczy¢ si¢ do docelowego DNA. Po drugie,
pomimo faktu, ze CRISPR/Cas9 okazat si¢ skuteczny w wycieciu prowirusowe-
go DNA HIV-1, zaré6wno z ostro jak i przewlekle zainfekowanych komorek, zadne
z badan nie testowato zdolnosci CRISPR/Cas9 w kontekscie nieaktywnych komoérek
T CD4+ od 0sob zakazonych [17]. Ponadto, supresja replikacji HIV w zaleznosci
od sgRNA jest prawdopodobnie mniej wyrazna w porownaniu z obecnymi terapia-
mi wykorzystujacymi matoczasteczkowe inhibitory [16]. W zwigzku z tym, myslac
o ulepszeniu metody opartej na CRISPR/Cas9, nalezy mie¢ na uwadze testowanie
roéznych wektorow i1 miejsc docelowych w genomie HIV, a takze badania chemiczne
indukcyjnych systemow Cas9, ktore moglyby poprawic profil bezpieczenstwa [10].
W tym celu niezbedne jest przeprowadzenie badan klinicznych.
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