INOVATIVNI POSTUPY

V LECBE SITNICOVYCH
ONEMOCNENI

SOUHRN

Cil: Prace seznamuje Ctendre s inovativnimi postupy v Ié¢bé sitnicovych one-
mocnéni, které by se mohly v nasledujicich letech dostat do klinické praxe. Po-
psany jsou retindlni protézy, transplantace retindlniho pigmentového epitelu
(RPE), genova terapie a optogenetika.

Metodika: Literarni reSerSe zamérena na charakteristiky a mechanismy jed-
notlivych druh( terapii.

Vysledky: Retindlni protézy, transplantace RPE, genova terapie a optogenetika na-
bizeji dosud pIné neprobadané mozZnosti a jsou povaZovany za budoucnost léCby sit-
nicovych onemocnéni tam, kde klasicka farmakoterapie ¢i chirurgické moznosti lé¢-
by nestaci. Nicméné vSechny tyto metody jsou vyzvou nejen pro samotné inovativni
technické provedeni, ale také pro etickou, administrativni a ekonomickou ndroénost.

Zavér: V [écbé sitnicovych onemocnéni nds ¢ekd zajimava budoucnost a ne-
Ize nyni odhadnout, kterd modalita Ié¢by bude dominantni.

Klicova slova: optogenetika, indukované pluripotentni kmenové buriky, reti-
nalni protézy, genova terapie

SUMMARY
INNOVATIVE STRATEGIES FOR TREATING RETINAL
DISEASES

Objective: The aim of this comprehensive paper is to acquaint the readers
with innovative approaches in the treatment of retinal diseases, which could
in the coming years to get into clinical practice. Retinal prostheses, retinal
pigment epithelial (RPE) transplantation, gene therapy and optogenetics will
be described in this paper.

Methodology: Describing the basic characteristics and mechanisms of
different types of therapy and subsequently literary minireview clarifying the
current state of knowledge in the area.

Results: Retinal prostheses, RPE transplantation, gene therapy and
optogenetics offer yet unexplored possibilities and are considered as the
future of treatment of retinal diseases where classical pharmacotherapy
or surgical treatment are no longer sufficient. However, all these methods
challenge not only in the innovative technical implementation itself, but
also for the ethical, administrative and economic demands.

Conclusion: There will be certainly interesting development in the treatment
of retinal diseases, but it is not possible to fully estimate which modality of
treatment will be dominant in the future.

Key words: optogenetics, induced pluripotent cells, retinal prostheses, gene
therapy
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uvoD

Sitnice je pro svoji unikdtni polohu a dobrou vyse-
tfitelnost velmi oblibenym cilem inovativnich postu-
pu, predevsim genové terapie, optogenetiky, bunécné
terapie a bioniky. V nasledujicim textu uvedeme
principy fungovani téchto terapeutickych modalit a pre-
hled nynéjsiho stavu védéni na vybranych pfikladech.

CiL

Sezndmit Ctenare s inovativnimi postupy v 1é¢bé sitni-
covych onemocnéni. Popsany budou retindini protézy,
transplantace retinalniho pigmentového epitelu (RPE), ge-
nova terapie a optogenetika.

METODY
Literarni reSerSe na dané téma s dlirazem na mechanis-

my fungovani jednotlivych 1écebnych modalit a probihajici
klinické studie.

Retindlni pigmentovy epitel

VYSLEDKY

Bunécna terapie

Vékem podminéna makularni degenerace (VPMD),
Stargardtova choroba nebo napfiklad retinitis pigmento-
sa. A¢ odlisné klinické jednotky, ve vSech téchto pfipadech
nachazime poskozeni retindlniho pigmentového epitelu
(RPE) [5]. Jedna se monovrstvu lokalizovanou na Brucho-
vé membrané zodpovédnou za udrzovani homeostazy
fotoreceptor(. Pfes vyrazné pokroky ve farmakoterapii
sitnicovych onemocnéni (napf. inhibitory vaskularniho
endotelového rlstového faktoru) se nedari zna¢né mnoz-
stvi pacientl s postizenim RPE stabilizovat. Do popredi
se tak vzhledem k velkym pokrokdim v bunécné terapii
dostavaji metody transplantace RPE. V poslednich letech
se témito postupy zabyva mnoho vyzkumnych pracovist,
jelikoz dlkazy ovértujici koncept (proof-of-concept) jsou
obecné pfijimany.

Prvni izolace RPE probéhla jiz témér pred Ctyficeti lety
[12], zakladni charakteristiky bunék jsou tedy dobfe zna-
mé. Na rozdil od jinych bunék sitnice neni u RPE k vyko-
navani funkce tfeba synaptické napojeni, a proto se i pro
snadnou vysetfitelnost bunék, napfiklad pomoci optické

Kultivaéni médium
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Obrazek 1. Zakladni rozdily mezi bunkami retinalniho pigmentového epitelu (RPE) z embryonalnich kmenovych bu-
nék a indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Zatimco indukované pluripotentni kmenové burky ziskava-
me ze somatickych bunék, typicky mezenchymovych bunék klze darce (v pfipadé autologni transplantace je

darce zaroven prijemce), buriky embryonaini odebirdme z blastocysty po fertilizaci oocytu. Nasledné pluripotentni
bunky kultivujeme za pUsobeni vhodnych rlstovych mediatord smérem do RPE
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Tabulka 1. Zakladni rozdily mezi embryonalnimi kmenovymi burfikami a indukovanymi pluripotentnimi kmenovymi

bunkami [19]

_ Embryonaint kmenove bunky by

Zdroj bunék Alogenni Autologni
Stari bunék Embryonaini Stejné jako darce
Riziko rejekce Mirné Nizké
Prenos genovych mutaci prijemce Ano*
Riziko maligniho bujeni Neznamé
Potencidl diferenciace v RPE Ano

*v pripadé autologni transplantace indukovanych pluripotentnich kmenovych bunek

RPE — retindIni pigmentovy epitel

koherenéni tomografie (OCT), stala transplantace RPE za-
jimavym cilem pro bunécnou terapii.

Na pocdatku vyzkumu stala snaha o autologni transplan-
tace (napf. autologni RPE-choroidalni stép nebo subre-
tindIni injektdZ suspenze autolognich bunék RPE) (i
o makularni translokace. PfestoZe néktefi autofi popsali
¢astecné zlepsSeni zrakovych funkci [30], v klinické praxi
tyto zakroky nejsou rozsiteny pro vysoky vyskyt nezadou-
cich komplikaci (krvaceni, proliferativni vitreoretinopatie,
odchlipeni sitnice, distorze obrazu u makularni translo-
kace, Spatna apikobazalni orientace u suspenzi bunék)
[16,21,40].

Pokrok v operacnich technikach a bunééné biologii nyni
nabizi moznost transplantovat i jiné nez autologni buriky.
Nejcastéji se v literatufe setkdvame s lidskymi embryo-
nalnimi kmenovymi burikami (hESC-RPE, human embryo-
nic stem cells) [32] a lidskymi indukovanymi pluripotent-
nimi burikami (iPSC-RPE, human induced stem cells) [6].
Bunky embryonalni ziskavame po fertilizacii oocytu odbé-
rem z blastocysty, zatimco indukované pluripotentni bun-
ky ziskavame reprogramovanim somatické buriky, typicky
fibroblastu [36]. Za tento objev byla v roce 2012 udélena
Nobelova cena (Shinya Yamanaka, Sir John B. Gurdon).
Vyslednym produktem obou metod je pluripotentni bun-
ka, kterou mizeme déle smérovat do vyvoje v RPE. Hlavni
vyhodou pfi uZiti iPSC-RPE je to, Ze se jedna o autologni
zdroj, proto pacienta neni nutno zatéZzovat imunosupre-
si. Naopak nevyhodou je stafi bunky (zdrojova burika je
stejné stard jako pacient, ze kterého je odebrana), stejna
geneticka vybava (pfetrvavani pripadnych genetickych
abnormalit) a dosud nejisty teratogenni potencial (chybi
dlouhodoba data) [20]. UZiti hESC-RPE je vyhodné prede-
vS§im pokud je Zadouci transplantovat bunky s odliSnym
genetickym zdkladem (geneticky podminéné choroby
véetné mitochondridlnich), nutna je ovsem imunosupre-
se. Hlavni rozdily mezi iPSC a hESC shrnuje obrazek 1 a ta-
bulka 1.

Druhym kritickym okamZikem v bunécné terapii sit-
nice je operacni technika. Dnes jsou ve vyzkumu hlav-
ni tfi sméry: 1. subretindini injekce bunécéné suspenze,
2. subretindIni implantace bunécného platu ve formé
epitelu, 3. subretindIni implantace bunécného platu na
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podplrném nosici (Obrazek 2). Zatimco injektaz bunéc-
né suspenze je technicky pomérné jednoduchd, nelze
zcela odhadnout, zda implantované bunky budou mit
spravnou apikobazalni orientaci a zda budou schopné
vytvofit funkéni monovrstvu s dostatecnou transepite-
lidIni resistenci (TER, udava odpor méreny mezi apikalni
a bazalni stranou epitelu, hodnota byva povazovana za
ukazatel integrity epitelu). Na tomto procesu se podili
mj. Bruchova membrana, ktera byva u postiZzenych cas-
to patologicky zménénda [37]. Subretinalni implantace
bunécéného platu s nebo bez podplrného nosice s sebou
nese naro¢nou operacni techniku, ktera je vSak vyvaze-
na spravnou apikobazalni orientaci a in vitro méfitelnym
TER, jehoZ hodnoty ndm mohou pfedem pomoci urcit
kvalitu implantovanych bunék. Pokud implantujeme bez
podplrného nosice, bunécny plat se mlize peroperacné
rolovat a buriky se odlupovat. Pokud vyuzijeme podpUrny
nosi¢, je manipulace snazsi [21], ale je tfeba volit nosic¢
dostatecné porézni, aby nebrdnil v difazi Zivin a odpad-
nich latek.

V soucasné dobé probiha vice klinickych studii, zde pred-
stavime jednoho zastupce z kazdého zkoumaného sméru.

Obrazek 2. Operacni techniky transplantace retindiniho
pigmentového epitelu. Aplikace bunécné suspenze (A),
samonosny bunécny plat (B), bunécny plat na arteficialnim
podplrném nosici (C)
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V roce 2016 publikoval Schwartz a kol. vysledky subre-
tindIni injekce suspenze hESC-RPE do 18 oci 18 pacientd
se suchou formou VPMD, Stargardtovou chorobou nebo
myopickou makuldrni degeneraci. Bunky byly injikovany
do pfedem vybrané lokality na rozhrani zdravé a nemoc-
né sitnice. Ackoliv po aplikaci byly na sitnici patrny pig-
mentové shluky, zvySend autofluorescence od vychoziho
stavu, kterd je povaZovana za aktivitu RPE, byla zjisténa
pouze v jednom pfipadé. Pfestoze se jednalo o studii
primarné zamérenou na bezpecnost, byl u |écenych oci
ve 12. mésici zaznamenan zisk 14 pismen optotypl ETDRS
(Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) oproti zisku
1 pismene u nelécenych oci. Frekvence nezadoucich ucin-
kl byla relativné nizka (1 endoftalmitida, 1 vitritida). Bylo
nutno uZit celkovou imunosupresi [33].

O rok pozdéji, byla s velkym medidlnim ohlasem prezen-
tovdna studie z Japonska [26], kde byly uzity k transplan-
taci iPSC-RPE. Plivodné byly odebrany dvéma pacientim
s pokrocilou vlhkou formou VPMD fibroblasty a z nich
nasledné kultivovany iPSC-RPE. Implantace vSak probéh-
la pouze u jednoho z pacientd. Druhy pacient zakrok ne-
podstoupil z dlivod( velkého mnoZstvi genetickych muta-
ci v kultivovanych burikdch a obavam z nasledného vzniku
teratomu. Po roce od implantace byl bunécny plat sta-
bilni, zrakova ostrost se oviem nezménila. Imunosuprese
nutna nebyla [26].

V roce 2018 byla prezentovdna studie v ramci dosud
probihajiciho The London Project to Cure Blindness. Jed-
nalo se o fazi | s uZitim hESC-RPE na potaZeném syntetic-
kém nosici [8]. V této praci byly prezentovdny vysledky
implantace 2 oci 2 pacientl s rozsahlou subretindIni he-
moragii, kterym byl implantovan subretindlné nosi¢ s mo-
novrstvou hESC-RPE. V obou pfipadech doslo ke zlepseni
zrakové ostrosti (Z0O) o 29, respektive 21 pismen ETDRS
optotypu, nicméné nasledné doslo u jednoho oka k odch-
lipeni sitnice, ktera si vyzadala dalsi zakrok, a u jednoho
pacienta doslo k dekompenzaci preexistujiciho diabetu
mellitu vlivem imunosuprese.

K dneSnimu dni nemame k dispozici vysledky vétsich
klinickych studii s uzitim kmenovych bunék, nicméné
vzhledem k prvotnim vysledkdim a velkému mnozstvi pro-
bihajicich preklinickych studii miZeme ocekdvat posun
v nasledujicich letech. Z hlediska operacni techniky se
jako nejvyhodnéjsi jevi zakrok s uzitim podpdrného no-
si¢e. Obdobné pokusy probihaji i v Ceské republice a po
fazi prvotnich implantaci [31] jsou v Ustavu Zivoéigné
fyziologie a genetiky Akademie véd CR implantovany
nanovldkenné nosi¢e o rozmérech 2 x 5 mm [19] nyni
i s iPSC-RPE, ¢i primarnim lidskym RPE. Vysledky budou
k dispozici v nasledujicich mésicich.

Retinalni protézy

Jedna se o zafizeni, kterd jsou schopna preménit své-
telny signal pfichazejici do oblasti oka na elektricky sti-
mul pfes zafizeni umisténé na sitnici. Typickym cilem
stimulace nejsou fotoreceptory, které vétSinou vlivem
onemocnéni chybi, ale nékteré vyse uloZené buriky, jako
jsou retinaini bipolarni buriky (RBCs) a retindlni gangliové
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buriky (RGCs). Caste¢né je tak narudeno zpracovani signa-
lu samotnou sitnici, kdy je prenos signalu z fotoreceptoru
na bipolarni buriku a nasledné gangliovou modifikovan
velkym mnozstvim dalSich faktor( jako napf. amakrinni-
mi ¢i horizontaInimi burikami (tzn. processing). Retindlni
protézy se vétSinou déli podle umisténi na epiretinalni,
subretinalni a suprachoroidedlni (Obrazek 3). Epiretinal-
ni protézy jsou vyhodné z hlediska snazsiho operacniho
pfistupu a snadné aktivace gangliovych bunék. Naopak
nevyhodou je zcela nekontrolovatelné zpracovani obrazu
sitnici, kdy jsou kromé samotnych gangliovych bunék
aktivovany casto i okolo lezZici axony, a signal tak nevy-
pada jako svételny bod [28]. Opacnym pfikladem jsou
subretindlni protézy. Zde se musime pfipravit na naroc-
nou operacni techniku, nicméné aktivovany jsou zby-
vajici fotoreceptory, ev. RBCs, a signal tedy neobchazi
zpracovani v sitnici [22]. Suprachoroidedlni implantaty
jsou pouzivany méné, predevsim pro operacéni naro¢nost
a vétsi vzdalenost elektrod od sitnice. Dnes jsou nejcasté-
ji prezentovany implantdaty Argus Il (Second Sight, Sylmar,
USA), Alpha AMS (Retina Implant AG, Reutlingen, Némec-
ko) a Photovoltaic Retinal Implant (PRIMA) Bionic Vision
System (Pixium vision, PafiZ, Francie).

NejrozsifenéjSim implantdtem je Argus I, ktery jiz byl
implantovan vice nez 200 pacientlim. Jedna se o epireti-
nalniimplantat s elektrodamiumisténymiv Sestifadach po
deseti. Jde o kameru pfipevnénou na specialnich brylich
generujici signdl, ktery je modulovan v externim zafizeni.
Nasledné je radiofrekvencné pres civku pfenesen do sub-
konjuktivalné uloZeného pfijimace, ktery se ddle prenasi
transsklerdIiné k samotnému implantdtu stimulujicimu
sitnici [1]. Nejlepsi dokumentovand zrakova ostrost byla
pouze 20/1260, nicméné implantat vyrazné zlepsil orien-
taci pacienta v prostoru ¢i napfiklad hledani predmétl na
stole [15]. Mezi nejéastéjsi nezadouci udalosti patfi ero-
ze Ci dehiscence spojivky, domnéla endoftalmitida nebo
hypotonie oka. Byly také hldseny pfipady vnimaného
nesouladu fixniho obrazu z kamery s pohybem o¢i mimo
pfimy smér.

Jiny princip vyuZiva PRIMA systém. Specialni bryle s ka-
merou zaznamendvaji obraz, ktery je poté modulovan

Obrazek 3. Anatomicka lokalizace retinalnich protéz.
Retinalni protézy Ize implantovat epiretindlné (A), subreti-
nalné (B) nebo suprachoroidealné (C)
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Tabulka 2. Porovnani nejcastéji uzivanych retinalnich protéz

| agesi | ApheAws | PRINA

Rozliseni 60 pixelQ

Anatomickad lokalizace Epiretinalni

Externi kamera Ano
Zdroj energie Ano
Intraorbitalni kabelaz Ano

a pomoci projektoru v brylich posilan v podobé infracer-
venych paprskl na subretindlné uloZenou bezdratovou
fotovoltaickou desti¢ku, ktera pfeménuje fotovoltaickou
energii na energii elektrickou stimulujici blizké neurony
[22]. Teoreticky je moZné s timto implantatem dosdahnout
zrakové ostrosti 20/200. Triletd klinicka studie zapocala
v Evropé a USA (vidy pét pacientll) v roce 2017, resp.
2018, vysledky Ize ocekdvat v roce 2021.

Poslednim zastupcem je Alpha AMS. Tento subretindlni
implantat detekuje svétlo a zaroven elektricky stimuluje
predevsim bipoldrni bunky. Energie je doddvana trans-
sklerdIlnim kabelem, ktery je podkoiné veden za ucho
a pfipomind kochledrni implantat. Zde je pfes civku do-
bijen. Vyhodou tohoto implantatu je respektovani o€nich
pohybl. Primérna zrakova ostrost s timto implantatem

1600 pixelQ 142 pixell
Subretindlni Subretinalni
Ne Ano
Ano Ne
Ano Ne

je 20/1200, i kdyz byly zaznamenany i hodnoty 20/550
[11,35,42]. Alpha AMS je nyni jiz nedostupny, jelikoz ne-
naplnil obchodni pfedstavy vyrobce.

Hlavni rozdily a specifikace retindlnich implantatd jsou
shrnuty v tabulce 2 [3].

Genova terapie

Moznost stanoveni diagndzy na urovni genu a kli-
nické testovani novych cilenych terapii umozZnily vznik
geneticky zamérené klinické péce v oftalmologii. Tera-
pie zaloZené na znalosti genetické pfi¢iny onemocnéni
pfedstavuji zcela novy pfistup. Oko je totiz vzhledem
ke snadné dostupnosti, malym rozmérlm, imunolo-
gickému privilegiu, kompartmentalizaci a moznosti
kontralaterdlni kontroly idedlnim cilovym organem

A) Nahrazeni genu

funkéni gen

XOO000X

mutantni gan

X000
!

nahrazeni

B) Pridani genu

genetické a/nebo
environmentilni faktory

terapeuticky gen
LO.0.9.0.00

pridani

00000 000000
| !

l \ e
P B
léf I':nlh;:
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X oo \ oo
l mirnéni projevl
korekce genu onemacnéni
onemocnéni onemocnéni
C) Viypnuti / Utiseni genu D) Editovani genu
mutantni gen genowy silencer” mutantni gen karekEni gen

XO000O( XOOOO0XK
oy |
>

XOO00KX
l

korekce genu

gnemocnéni

Obrazek 4. Strategie vyuzivané pfi genové terapii [8,37]
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pro klinické hodnoceni [9]. Genova terapie je |éCebny
postup, pfi némz je do genomu bunék vnesen gene-
ticky material, ktery nahrazuje nebo ovliviiuje expresi
proteinu Ucastniciho se patogeneze konkrétniho one-
mocnéni. K vyvoji a vyuZiti genové terapie je tfeba
urcit gen odpovédny za vznik onemocnéni a znat jeho
funkce. Pokud je pfi¢inou onemocnéni nedostatek pro-
duktu mutovaného genu, staci zaclenit normalni sek-
venci genu do genomu pfislusnych bunék (Obrazek 4A)
nebo vnesenim terapeutického genu zmirnit projevy
onemocnéni (Obrdzek 4B). Pokud vSak patologicky pu-
sobi pozménény produkt mutovaného genu charakte-

ru aberantniho proteinu, je nutné mutovany gen bud'

zablokovat (Obrazek 4C) [2], nebo ho opravit (Obrazek
4D) [9,38]. Zaroven Ié¢ba nesmi mit negativni dopady
na zivotné dulezité funkce organismu.

Genovou terapii Ize provadét bud in vivo, kdy jsou
cilové bunky po celou dobu |é¢by soucasti organismu,
nebo in vitro, kdy jsou cilové bunky z téla organismu
odebradny a po provedeni lé¢by vraceny na pudvodni
misto [17]. Podminkou Uspéchu je aplikovat |éCbu v tzv.
terapeutickém okénku, kdy jesté nedoslo k nevratnému
poskozeni tkané.

Genetickd informace se pfendsi do cilovych bunék
pomoci nosicl zvanych vektory. IdedIni vektor by mél
pronikat do velkého poctu cilovych bunék a expre-
se vneseného genu by méla probihat po dostatecné
dlouhou dobu, aby bylo dosazeno poZadovaného te-
rapeutického ucinku. Vektor navic nesmi byt pro ci-
lové buriky toxicky ¢&i vyvolavat u pfijemce nezadouci
ucinky, jakymi jsou virové infekce &i autoimunitni re-
akce [25].

Vektory délime na virové a nevirové. Pro fadu nevy-
hod fyzikalnich a chemickych vektorl se v soucdasné
dobé v klinickych zkouskach, které testuji terapie pro
onemocnéni sitnice u lidi, vyuziva vektorl virovych, ze-
jména adenovirovych a retrovirovych [25]. Z virovych
Castic jsou odstranény geny souvisejici s patogenitou
a mnozenim vir(. Geny jsou pak nahrazeny expresni ka-
zetou pripravenou Upravou DNA [9].

Riziko pouZiti virovych vektor( spocivé v tom, Ze ge-
neticka informace je do genomu pfijemce vkladana vi-
ceméné nahodné. Tim mUlze dojit k naruseni sekvence
jiného genu s funkénimi nasledky. DalSim problémem je
potencidlni imunogenicita virovych vektorl zpUsobujici
zanétlivé reakce [27]. Opakovand aplikace terapeutika
do subretinalni oblasti také nese riziko poSkozeni nebo
odchlipeni sitnice [4]. Problematické je rovnéz stanove-
ni terapeutické davky a mnozstvi aplikovanych virovych
castic.

Pti 1éCbé onemocnéni sitnice se k aplikaci vektor(
nejcastéji vyuzivaji intravitredlni a subretinalni injekce.
Aplikace do sklivce je sice pro sitnici méné invazivni, ale
pfenos DNA probihd zejména ve vnitfnich vrstvach sit-
nice, tedy v burikdch Millerovych a gangliovych. Barié-
ru praniku vektord a Iéciv do vétsi hloubky sitnice tvofi
vnitfni limitujici membrana a dalsi sitnicové vrstvy. Pro
aplikaci virovych vektor(i do vrstvy fotoreceptor( a vrst-

292

vy bunék RPE je vhodngjsi subretindlni aplikace, kdy je
vektor injikovdn do puchyfku mezi uvedenymi vrstvami,
a je tak s nimi v tésném kontaktu [4].

Mezi prvnimi byla pro genovou terapii navrzena Lebe-
rova kongenitalni amaurdza 2 (LCA2), a to hlavné kvali
¢asné manifestaci onemocnéni, relativné dlouho zacho-
vané strukture sitnice a dostupnosti zvifecich modell
[24]. LCA2 je autozomdlné recesivni choroba vznikaji-
ci na podkladé mutaci v genu RPE65 (retinal pigment
epithelium-specific 65 kDa protein) [13]. Tento gen je
témér vyluéné exprimovan v RPE, kde se podili na recy-
klaci opsinu a rodopsinu. Nedostate¢na funkce nebo ab-
sence RPE65 nasledné vede k degeneraci fotoreceptord
[7]. Gen RPE65 byl od roku 2007 klinicky testovan pfi
zkouskach s genovou terapii [2,14], které vyustily v roce
2017 ve schvdleni prvni genové terapie pro klinickou
oftalmologickou praxi americkym Ufadem pro kontrolu
potravin a léCiv a v roce 2018 Evropskou lékovou agen-
turou [18].

V Ceské republice se komplexni diagnostice a vyzku-
mu geneticky podminénych onemocnéni oka vénuje
Centrum klinické o¢ni genetiky 1. LF UK a VFN v Praze.

Optogenetika

jako technika, pfi které je pomoci vektoru do neuronové
bunky vnesen gen kdédujici protein senzitivni na svétlo,
s jehoZz pomoci je nasledné cilovd bunka stimulovana.
V o¢nim lékarstvi se typicky jedna o vloZzeni svétlocCivého
proteinu do nékteré ze subpopulaci bunék sitnice [39],
které primarné nemaji svétlocivou funkci.

V praxi je nejdfive tfeba najit vhodny fotosenzitivni
protein, ktery nasledné vloZime do vhodného vektoru
(nejcastéji adenovirového) a zacilime na spravnou bun-
ku. Poslednim krokem je odpovidajici ,,osviceni” takto
oSetfené sitnice.

Jako svétlocivy protein lze vyuzit dva typy opsinu:
typ 1 (mikrobialni) nebo typ 2 (zvifeci). Nejcastéji se
vyuziva typ 1, ktery md mnoho poddruhd, ale v za-
sadé se vidy jednd o iontovy kanal, ktery lze aktivo-
vat svétlem (napf. channelrhodopsin, halorodopsin,

Obrazek 5. Optogenetika cilena na bunky sitnice. In-
korporace fotosenzitivniho receptoru, v tomto pripadé
channelrhodopsinu, do bunéé¢né membrany bipolarni
bunky
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archeorhodopsin) [10]. Po aktivaci iontového kandlu do-
chdazi ke zméné v polarizaci bunky a nasledné k preno-
su signdlu ddle. Typ 2 je fotosenzitivni protein spfazeny
s G-proteinem. Po aktivaci probiha intracelularni signal-
ni kaskada chemickych pfemén s vyslednym otevienim
sprfazeného kationtového kandlu. Hlavni vyhodou typu
1 oproti typu 2 je jednodussi molekula obsahujici pfimo
iontovy kandl, nevyhodou pak ¢asto vyssi naroky na in-
tenzitu svétla nutnou ke zméné polarizace bunky.

V lidské sitnici nalézame vice neZ sto rlznych druhl
neuronadlnich bunék [41], které spolu do urcité miry
interaguji, a tim zajistuji komplexni zpracovani obrazu
jesté pred odeslanim signalu dale do centralni nervo-
vé soustavy prostifednictvim axond gangliovych bunék.
Veskeré snahy o nedodrZeni pfirozeného postupu fo-
toreceptor-bipolarni burika-gangliova bunka proto po-
vedou k naruSeni sitnicového zpracovani obrazu, a tim
ke sniZeni jeho kvality. Nase snahy proto vzdy cili na co
nejzevnéjsi vrstvy sitnice [34]. Je moiné uzit poSkoze-
né fotoreceptory, které jiz nemaji zevni segmenty (zde
je vyhodou zachované zpracovani signalu sitnici), nebo
pfi obejiti tohoto mechanismu rovnou bipolarni a ev.
gangliové buriky (Obrazek 5).

Poslednim krokem je zachyceni svétla oSetfenou
burikou. Rzné kandly jsou citlivé na rdzné vinové
délky svétla. To je tfeba mit na zfeteli s ohledem na
moznost fototoxicity. Napfiklad channelrhodopsin je
nejcitlivéjsi v kratkych vinovych délkach a vyzaduje, tak
jako vétSina kanald typu 1, vétsi pocet zasah( fotony.
To spolu s nizsim podilem modrého svétla obzvlasté za
zhorSenych svételnych podminek a nizsi propustnosti
téchto vinovych délek optickymi prostfedimi oka [29]
vyzaduje pro spravné fungovani nutnost vyssi intenzity
svétla v téchto vinovych délkach. Toho lze dosdhnout
pouze pomoci externiho svételného zdroje, coz muze
mit nepfiznivy vliv v disledku fototoxicity.

Nyni jsou v mezindrodnim registru klinickych studii
»https://clinicaltrials.gov” registrovany dvé probihajici
studie.

Fazel/llsponsorovanafirmouAllergan(NCT02556736)
je uréena pro pacienty s pokrocilou retinitis pigmen-
tosa, kterym je intravitredlné injikovan vektor kédu-
jici channelrhodopisin k modulaci gangliovych bunék
sitnice (latka RST-001). V dobé psani clanku stdle
probihal ndbor pacientd s predpokladanym koneénym
poctem 21.

GenSight Biologics nyni nabird pacienty pro studii
s latkou GS030-DP (NCT03326336), coz je modifikovany
adenovirovy vektor pro modifikovany channelrhodop-
sin, ktery ma citlivost posunutou vice do Cerveného
spektra [23], cozZ teoreticky zarucuje lepsi bezpecnost-
ni profil z hlediska fototoxicity. Do projektu je zapojena
také spolecnost Pixium Vision (viz PRIMA systém vyse)
a zda se, ze kombinace optogenetiky a bryli augmen-
tujici realitu (tzn. pfirozeny obraz je doplnén o digital-
ni vrstvu, kterd umoziuje napfiklad zvyraznit nékteré
predem definované objekty) je slibnou cestou pro po-
sileni ucinku.
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DISKUSE

PfestoZe genova terapie, optogenetika, bunécna te-
rapie a bionické oko jsou spisSe zdlezZitosti vice ¢i méné
vzddlené budoucnosti a nesou s sebou velké mnozZstvi
nevyfeSenych otdzek jako napf. financovani, efektivitu,
indikacni kritéria, etické problémy nebo technologickou
naro¢nost, nékolika prvnich komercnich Gspéchd jiz bylo
dosazeno. Schvdleni voretigen neparvovec-rzylu, jakozto
prvniho pfipravku pro kauzalni [é¢bu geneticky podminé-
ného onemocnéni, otevrelo cestu dalSim nadéjnym pro-
duktdim. Lze se tedy domnivat, Ze podobné Iécivé priprav-
ky se budou postupné dostavat na trh a bude umoznéna
|é¢ba stale vétsiho poctu klinickych jednotek.

DalSim dobrym pfikladem je implantat Argus Il, jehoz
rozliSeni 6 x 10 elektrod dnes nikoho neohromi, presto je
toto zafizeni povaZovano za hybatele a potvrzeni sprav-
nosti konceptu oboru (,,proof of concept”). Zaroven se
ukazalo jako technologicky velice spolehlivé, pficemzi se
v prvnich tfech letech klinické praxe nevyskytla zadnd
komplikace zplsobend poruchou pfistroje [15]. To vedlo
k dalsimu vyvoji pokrocilejsich systéml, které jsou nyni
ve fazi klinického hodnoceni (NCT03344848).

Velké nadéje jsou vkladany do bunécné terapie, ktera
je ovsem oproti ,,exaktnim“ elektronickym implantatim
obtiznéji uchopitelna a je zde obrovskd variabilita vy-
sledkd vzhledem k rozdilné kvalité implantovanych bu-
nék a moznym komplikacim v priibéhu velmi naro¢nych
operacnich zakroku. Stale panuje nejistota ohledné bez-
pecnostniho profilu bunék a obavy z mozné teratogeni-
ty. Nejasné jsou i otazky etické. Ani implantaéni tech-
niky nejsou jednotné a velké diskuze se odehravaji nad
arteficidlnimi nosici pro RPE, kdy na jednu stranu se pfi
pouZiti nosi¢e vyrazné zlepSuje manipulace s burfikami,
v€etné laboratorni faze, ale na druhou stranu se jedna
o umélou bariéru, kterd brani difuzi latek z i do sitnice.
Urcitym vychodiskem z tohoto problému by mohlo byt
pouziti nanotechnologii pfi vyrobé nosice. Dalsi nejas-
nou otdzkou je, zda peroperacné odsdvat ¢i neodsavat
pGvodni buriky RPE, zde data chybi zcela.

Optogenetika se jevi jako zajimavd metoda, nicméné
na prvni konkrétni vysledky zatim ¢ekdme. Nevyhodou
je nizka senzitivita pro svétlo a zda se, Ze tato metoda
bude muset byt doplnéna o externi zdroj svétla nebo
napt. bryle umozZznujici vysilat na sitnici obraz augmento-
vané reality i v jiném vinovém spektru, nez je viditelné
svétlo, a to za predpokladu, Ze jsou fotosenzitivni kanaly
na takovou vinovou délku citlivé.

ZAVER

V nésledujicich letech nds ceka fascinujici pokrok
v |écbé sitnicovych onemocnéni, kdy nejvétsi vyzvou
moznda nebudou technologie, ale spravna indikace pro
zvoleni jedné z popsanych metod, které se budou v ko-
ne¢ném dlsledku doplriovat, a nabidnou tak alternativu
pro pacienty, kterym v soucasnosti pomoci nelze.
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