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- matka dcery sME/CFS, zakladatelka a vykonna reditelka nadace Open Medicine
Foundation (Nadace otevirené mediciny) -

D¢kuji, ze jste piisli na nase Druhé vyrocni komunitni sympdédzium tady na Stanfordoveé
univerzité. Mame dnes asi n&jakych 300 ucastnikd, védct a klinik, mame tu lidi, ktefi maji
ME/CFS, a jsme velmi radi, Ze jste schopni se k ndm dnes pfipojit. Mame tu rodice a
pecovatele, tisice nds navstivili a sleduji pfimy pienos po celém svété. Divod, pro¢ tu dnes
jsme, je kviili oteviené spolupraci, abychom mohli skute¢né urychlit feseni, abychom vyiesili
toto hrozné onemocnéni. Zalozila jsem Open Medicine Foundation (OMF) za tucelem
oteviené spoluprace na pomoc a financovani védct, aby se sdruzili, d¢lali vyzkum a fakticky
to seskladali dohromady, aby nasli néjaké feSeni. Protoze pro pacienty, kteii maji ME/CFS,
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zpusob, jak je diagnostikovat. Aby nemuseli pofad chodit po doktorech a nemit ponéti, co jim
je. A pro vSechny ostatni, proto aby nikdy nedostali toto strasné oslabujici onemocnéni, tedy
prevence. My jsme na své zivotni misi vylécit nase déti a ptivést je zpatky ke zdravi, takze
musime Vystoupit a zafidit to. Chtéla bych podékovat Whitneymu Dafoe, a ackoliv to jesté
nevi, inspiroval svét a pacienty, aby vydrzeli doufat, protoze my najdeme odpovédi. Kdyz
jsem zacala s OMF, nebézelo tu tedy mnoho vyzkumdi, a jak vite, ani vlada moc toho
vyzkumu nefinancovala. Bez financovani tu nebylo povédomi o lécebnych mozZnostech
naprosto zadné. Takze kdyz jsme to dali dohromady, nejdiive jsme museli sehnat par
vyzkumnikl, ktefi se zajimali o vyzkum ME/CFS. Tak ty uZz mame, mame hodné
vyzkumnik, ktefi to zkoumaji po celém svété a také s nasSimi tymy. NejtéZz8i ¢ast je vybirat
penize, abychom to udrzeli v chodu, protoze chceme délat na§ vyzkum tak moc, jak je to
mozné, a tak rychle, jak je to mozné. Jak malé, tak velké dary nas pfivedly k ziskani pies 15
miliont dolard na vyzkum za téch nékolik malo poslednich let. Diky §tédré komunité jsme
schopni financovat pies 15 riznych projektl na Stanford University, Harvard University,
Uppsala University ve Svédsku, University of San Diego a mnoho daliich. A zalozili jsme 2
Centra spole¢ného vyzkumu ME/CFS, jedno na Stanford University a nyni jsme zalozili jedno
v Harvard Medical Center a piidruzenych nemocnicich. A pro analyzu vSech téch dat jsme
vybudovali otevienou datovou platformu, takZe vyzkumnici z celého svéta mohou nyni piijit
na nas$i webovou stranku a mit pfistup k nasim vysledkiim. Snazime se cilené sehnat 50 az
100 miliont dolarti za rok a nez NIH kopne do vrtule, musime to ud¢lat sami.

Zpét na obsah

Vv

- dcera prof. Rona Davise a sestra Whitneyho, pacienta s nejtezsi formou ME/CFS -

Pied 7 lety, kdyZ jsme s bratrem poprvé jen tak snili o tom, co chceme pro toto onemocnéni,
jak chceme piispét a jak pomoci tatovi najit feSeni, mluvili jsme o nasem velkém cili. O cili,
ktery nikdo z nas nepovazoval za redln¢ dosazitelny, ale uvazovali jsme, pro¢ nemit velké
sny. Diky financovani z OMF a vSem tém obétavym vyzkumnikim, ktefi tu dnes jsou, jsme
schopni vidét svlij sen se stat skutecnosti druhy rok po sobé¢. Je to néco, co jednou vejde do
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historie. Miyj bratr neuvéti vlastnim o¢im, az zjisti, co se dnes stalo, ze jsme byli schopni
dosahnout naSeho velkého cile a shromdzdit nékteré z nejizasnéjSich mozki na svété do jedné
mistnosti, aby bojovali za nalezeni 1éku, vidét je bojovat za Vas vSechny a za néj. A ted’ bych
rada ptedstavila svého otce Dr. Rona Davise, ale nez to udélam, chci jenom fict o tomto muzi
par slov. Pracuje netinavné na tomto onemocnéni, kdyZ nepomahd mame¢ starat se o mého
bratra, ¢te ¢lanky, déla brainstorming, mluvi s jinymi védci, vyuziva své znamosti a pratele,
aby udé¢lal tolik prace, kolik jen miize, jen na zdkladé laskavosti, kvili nedostatku
financovani. Travi vSechny hodiny ze dne, a opravdu myslim kazdou jednotlivou hodinu,
pfemyslenim o tomto hrozném onemocnéni a snahou ziskat 1€k pro vas vSechny. Jednou jsem
se ho zeptala, pro¢ uz nejezdi do prace na kole. Rekl mi, Ze se boji na ném jezdit, protoze
kdyby spadl nebo ho srazilo auto, kdo by tu potom byl a bojoval za pacienty, pro syna.
Vsechno, co tento muz v Zivoté déla, se to¢i okolo 1é¢eni vas vSech a mého bratra. Neni na
svété dost vdé€nosti pro n€koho, kdo odevzdava cely zivot ostatnim. Prosté jsem chtéla fict,
dékuju svému tatovi, pravému hrdinovi, bojujicimu za vSechny s timto onemocnénim na
celém svéte. A ted bych chtéla vam bez dalSich okolkt piedstavit Rona Davise, kterému, jak
uz jsem loni fikala, bratr tak hezky laskavé fikd Ron.com, protoze je vzdycky lepsi nez
google. —Ron

Zpét na obsah

- Reditel Centra vyzkumu lidského genomu, ktery poté, co jeho syn onemocnél ME/CFS, se
rozhodl obétovat vSechno nalezeni léku na jeho onemocnéni, v soucasnosti hlavni clen a
predstavitel vieho deni okolo Open Medicine Foundation -

Maly piibéh o Ashley a tamtom. Myslim, Ze to v podstaté byla ona, kterd rozhodla, Ze muj
syn musi byt kluk z plakatu. Rekla mu: ,,Musi§ byt kluk z plakatu“ a on fekl, ze ne, nikdy. Je
velmi plachy a nerad je ve svétle reflektorti. Na to fekla: ,,Prekousni to*. Vzdycky popisuje
bratra jako svého nejlepsiho pftitele. TakZe nakonec v&dél, Ze to musi udélat. Protoze tenkrat
bylo jasné, ze nejvétsi problém je fakt, Ze nikdo o tomto onemocnéni nevi. TakZe jak
ptimé&jete lidi, aby ho podpofili? A nékdo musel vystoupit a fict svétu, Ze jsou nemocni. Kdyz
jeden clovék predstoupi a fekne pravdu, mnoho dalSich bude nésledovat, protoze nikdo
nechce byt ten, co pfijde stou novotou. MéEli jsme Uzasné tfi dny, myslim, skvélych
védeckych prezentaci, a coz je dilezitéjsi, diskusi. Casto to byvéa na védeckych setkanich tak,
ze vidite, jak lidi vstanou, pfednesou své védecké vysledky, lidi jim zatleskaji, a tak si zase
sednou. A potom dal$i vstane, a neni tam doslova zadna diskuse. Tady tomu tak nebylo.
Raeka musela pouzit svou autoritu jako vedouci, aby pfiméla lidi ptfestat mluvit, abychom
mohli nechat vystoupit dalSiho ¢lovéka. My to nazyvame pracovni skupina, protoze to nechci
nazyvat spolupraci, nebot” je tu pravidlo u NIH, ze kdyz spolupracujete, nemiizete si potom
navzajem posuzovat granty. A protoZze mame nékteré z nejlepSich védcl na svété, co na tom
onemocnéni pracuji, tak by to byla katastrofa. Takze proto jsem se rozhodl zapojit nové lidi,
ktefi na tomto onemocnéni nepracuji, ale vim, ze jsou velmi dobii védci, hlavy oteviené a
maji vZdycky dobré népady. Také jsem ptivedl kupu inzenyrd, a to proto, Ze vim, Ze se
usilovné soustfedi na feSeni problému, a zda se, ze se do toho také velmi ponofili.

Zpét na obsah
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- New York Stem Cell Foundation Research Institute -

Pracuji ted’ v oblasti vyzkumu kmenovych bunék, ktera véfim, Ze ma potencial tiplné zménit
zpusob, jak zkoumame a 1é¢ime nemoci. Podobné jako vidime genomiku promeénovat
vyzkum. Co zkoumame v New York Stem Cell Foundation? Zabyvame se mnoha riznymi
oblastmi, které se tykaji regenerace kosti, rakoviny, cukrovky, cukrovka byl jeden z nasich
zékladnich projektti, autoimunitni choroby, mame také program pro makularni degeneraci pro
Znovunavraceni zraku pacientd vékem podminénou makuldrni degeneraci, zaméiujeme se
hlavné na nervové poruchy. A to je pro m¢ obzvlasté vzrusujici, protoze doufam, ze tady se
objevi n&jaké poznatky, které budeme schopni pienést od specialnich onemocnéni jako
roztrousend skler6za na ME/CFS. Ale pracujeme také na dalSich neurodegenerativnich
postizenich jako onemocnéni Parkinsonem nebo Alzheimerem a také neuropsychiatrickych
onemocnéni. Z videa: Kmenové bunky jsou superhrdinové bunééného vesmiru. Jsou jediné
buiiky v lidském téle se schopnosti zménit se na vice jak 200 ruznych druhti bunék jako
srde¢ni, mozkové, misni, ledvinové, jaterni, o¢ni a mnohem vice. Kmenové buiky také maji
schopnost se nekone¢n¢ mnozit, zaplni celou mistnost, ve které¢ sedite. Tyto bunky maji
jedine¢né schopnosti, protoze nam umozni udélat tfi véci, které jsme predtim nemohli udélat.
1. studiem kmenovych bunék pacienti muizeme vidét, jak se tyto bunky onemocnénim
poskozuji. 2. mizeme testovat bezpecnost a efektivitu 1€kl na téchto nemocnych butikach
pacientt. 3. ué¢ime se, jak nahradit tyto pacientovy bunky ovlivnéné onemocnénim zdravymi
vlastnimi bunkami od pacienta. (konec videa) Jak uz jsem uvedla, my na tom pracujeme pro
makularni degeneraci a lidé to dé€laji pro Parkinsonovu nemoc, aby nahradili ztracené burnky.
Coz si myslim, Ze zatim fakticky neni mozné u ME/CFS, protoZe jesté nevime, které bunky
jsou poskozené, nebo je tieba regenerovat. Ale azZ to zjistime, jako uz se stalo u Parkinsonovy
nemoci, kde se urcilo, Ze to jsou dopaminergni neurony stfedniho mozku, které se napadné
ztraci, tak se v tom miZeme pohnout doptedu. A ja bych chtéla poznamenat k Parkinsonové
onemocnéni, ze kdyZ se poprvé objevilo, lidé si mysleli, Ze je to psychosomatické
onemocnéni pohanéné virovou infekei, a 0 ME/CFS se fikalo hodné dost podobnych véci.
Takze mozna jsme jen tam, kde oni byli pfed padesati lety. Uz ve skute¢nosti umime vyrobit
vase pacientské kmenové buiky z kize nebo krve, umime je vyvolat, a proto se nazyvaji
indukované pluripotentni kmenové bunky. Tento objev ucinil vroce 2006 Dr. Shinya
Yamanaka a jen o Sest let pozdé&ji ziskal Nobelovu cenu za medicinu. A mit je pacientsky
specifické vam tudiz umoziuje testovat na téchto bunkach v laboratofi rizné 1éky a vidét,
jestli jsou tim ovlivnéné. Chtéla bych poznamenat, ze obzvlasté¢ u ME/CFS nam to mize
pomoci pfijit na to, které 1éky by mohly pomoci kterému pacientovi. Zase, jakmile budeme
schopni vidét fenotypy nebo charakteristiky téch bunck, které je odliSuji od zdravych
kontrolnich 0sob, a ja myslim, ze midZeme, Ze to budeme vbrzku schopni udélat. Ukéazu vam
priklad kardiomyocytt, to jsou bunky srdecniho svalu. KdyZz je vypéstujete Vv misce
z kmenovych bunék, biji ve stejném rytmu, jako bije lidské srdce. MiiZete na nich testovat
1éky a zjistit arytmie, ty léky, které vyvolaji u nékterych lidi arytmie nebo ne. MliZete vyrobit
neurony a testovat, jak dobfe se prenasi pres misku jejich elektricky potencial a jak jsou
spojené. Takze vSechny tyto typy zajimavych vlastnosti téchto bunék, které, jak vidite, jsou
schopny rozlisit pacienty a zdravé lidi jen v misce bez toho, abychom se hrabali uvniti a
vyndavali vam neurony z mozku, ¢emuz jsem si jista, ze da urcité piednost kazdy v této
mistnosti. Nakonec, jak jsem uvadéla, terapii nahradou bunék, pokud zjistime, ze je ME/CFS
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n¢jakym zpiisobem degenerativni a ze urcité buiiky jsou poskozeny, pfitom ty moznosti jsou
tu praveé ted’ pro makularni degeneraci, to je, kdyz se ztraci specifické bunky v oku, a klinické
studie pravé fakticky zacinaji ukazovat slibné vysledky pro znovunavraceni zraku u nékterych
z téchto pacientl pifi pouziti verzi téchto bun¢k odvozenych z kmenovych bunék. Myslenka je
stejna pro neurodegenerativni nemoci a pravé probihaji studie pro Parkinsonovu nemoc
s nahrazenim téch ztracenych dopaminergnich neuroni. A my jsme praveé zacali predklinicky
program pro praci na makuldrni degeneraci a spolupracujeme s vyzkumniky, co studuji
Parkinsonovu nemoc, jak uz jsem uvedla. A co se snazime udélat, co se snazime posunout
vpred v nasem institutu vyzkumu, jsou modely ,,onemocnéni ve zkumavce* a , klinické studie
ve zkumavce®, abychom to podstatné urychlili. Poskytujeme tim dal$i modelovy systém pro
studovani ME/CFS a pochopeni jeho molekularnich zékladi. Jedna posledni poznamka o
opatrnosti. (Na snimku je napsano: Vyvarujte se turistiky za kmenovymi bunikami). Mnoho
klinik ted’ nabizi pro rtizné druhy téchto onemocnéni terapii kmenovymi buiikami. J& bych
vas chtéla pobidnout, abyste si trénovali u nich opatrnost, protoZe tyto terapie jesté nebyly
schvaleny a ve skute¢nosti mohou byt skodlivé. Tyto kliniky se snazi finanéné zneuZit zoufalé
pacienty. Takze je dulezit¢ mit na paméti, Zze v tomto stadiu, pokud nékdo inzeruje terapii
nebo injekci kmenovych bunék pro ME/CFS, doporucdila bych Vam si cvicit opatrnost, jesté
nic z toho nebylo povolené.

Zpét na obsah

- Univerzitni nemocnice Haukeland v Bergenu v Norsku, Odd¢leni onkologie a medicinské
fyziky -

Ja to nazyvam boj o energii, protoze to je podle mé néco, co mi pacienti popsali. Je to,
jako by usilovné zapasili. V Bergenu jsme se snaZili zkombinovat praci na klinickych
studiich ME/CFS a snazili jsme se to kombinovat s translacni praci (to znamend propojeni
klinické praxe s laboratornim vyzkumem, poznamka piekl.) s pouzitim vzorkd od pacientd,
hlavné€ krevnich vzork, odebranych na pocate¢ni Grovni a v rznych intervalech v pribéhu
studii, abychom vytvofili biobanku. TakZe pro¢ jsem se zacal zajimat o ME/CFS? To bylo
tehdy v roce 2004 a roky nato jsme pozorovali pacienty s dlouhotrvajicim ME/CFS,
ktefi dostali rakovinu nebo lymfom a ktefi k naim nezavisle na sobé prisli a fekli nam:
néco to déla s mou nemoci ME/CFS. V prvnich letech jsme méli jen dvé takova pozorovani,
jedno byl pacient s Hodgkinovym lymfomem v roce 2004, ktery dostal chemoterapii
zahrnujici 1€k ifosfamin, ktery je velmi podobny cyklofosfamidu. V roce 2007 jsme také
vidéli pacienta s nehodgkinovym lymfomem, ktery dostaval chemoterapii cyklofosfamidem
spole¢né s monoklonalni protilatkou rituximab na lymfom. A oba pacienti hlasili, Ze tam
nastala velkd zména v ptiznacich ME/CFS. Mohla by to byt chemoterapie, mohla by to byt
terapie vyhlazeni B bun¢k rituximabem, co zpusobilo pacientim tu zménu? Takze jsme se
rozhodli je zkoumat v oddélenych klinickych studiich, pivodné malych studiich, jen abychom
ziskali povédomi, zda to mize byt néco, co stoji za to sledovat. Mizu vam fict, ze kdyz se ted’
ohlédnete zpét od 2004 - 2018, uz jsme vid€li celkem 8 pacientt, kteti nezavisle hlasili uzitek
z 1é¢by rakoviny na své ME/CFS, pacienty s dlouhotrvajicim ME/CFS. A vétSina z nich
vlastn€¢ dostala chemoterapii cyklofosfamidem nebo ifosfamidem. TakZze abych vam dal
rychly pfehled o ptedchozich studiich rituximabu. Nejdfive jsme udé€lali malou pilotni
ptipadovou sérii v letech 2008 a 2009, dali jsme jen tfem pacientim jednu injekci rituximabu
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a sledovali jejich klinicky prubéh, kde jsme se snazili registrovat, co se jim stalo. Zde doslo k
prechodnému zlepsSeni piiznak.

Potom jsme udélali malou randomizovanou studii faze II, ta byla publikovéana v roce 2011. 30
pacientl jsme sledovali 5 mésicti, méli 3 infuze rituximabu v prvnich dvou tydnech, a potom
jsme je jen sledovali. A v této studii v prvnim milniku, ktery byl po 4 mésicich, nebyl tu
zadny rozdil mezi skupinou s rituximabem a placebem po 4 mésicich, takze tato studie byla
negativni, ale doslo tu k rozdéleni kiivek az pozdéji ve studii, mezi 6 z 12 meésict Vv
sekundarnich milnicich. Takze jsme si nebyli jisti, jestli to byl znak klinické aktivity, ktery
jsme ukazali, proto jsme se rozhodli udélat studii faze 2 s otevienym hodnocenim pro terapii
udrzovani rituximabem. To byla prizkumna studie, kde jsme se snazili ziskat vic znalosti o
mechanismech a pfipravit se pro pozd¢jsi randomizovanou studii. Je to velké omezeni, kdyz
délate u tohoto onemocnéni studii s otevienym hodnocenim, protoze nemuzete mit zadny
dikaz o klinickém efektu. Takze jsme udélali tuto studii s 29 pacienty a dali jsme jim 6 infuzi
béhem prvnich 15 mésich a sledovali je po tfi roky. Také jsme studovali cyklofosfamid,
protoZe ve skutecnosti to bylo to, co méla vétSina pacientil, co ndm nezévisle hlasili uzitek na
nasi klinice pro rakovinu. Takze u cyklofosfamidu jsme prvné udélali ptipadovou sérii tii
pacientil, ta neni publikovan4, o ni vam néco povim, a potom studii faze II s otevienym
hodnocenim, také bez placebo skupiny, coz je omezeni, a sledovali je 18 mé&sicii nyni jiz 30
mésict, se 41 pacienty. Jenom, abych vam ukazal néktera data ze studie faze II s otevienym
hodnocenim, kterd se nazyva studie KTS 2, ve které pacienti méli terapii udrzovani
rituximabem. A miZete vidét, to jsou SF-36, cozZ je dotaznik, ktery vam muze dat informace o
fyzické funkcionalité, jak vidite v hornim panelu, je tu vitalita, télesnd bolest, socidlni
funkcionalita a dusevni zdravi. (Na snimku je uvedeno, ze $kala SF-36 je 0 az 100) Cervena
jsou pacienti, ktefi, jak se zda, vykazuji jasnou reakci, zeleni jsou ti s mirnou reakci a
modrych je 10 pacientli upln€ bez reakce. (Na snimku je shrnuto, Ze 14, coz je polovina z 29,
kteti se ucastnili, reagovalo zna¢n¢, 4 mirng, 10 viilbec) A muzete z kiivek vidét, ze prvni tii
meésice tu neni absolutné zadnd zmeéna u téch parametra kvality Zivota spojenych se zdravim,
ale potom mate zvySeni obzvlasté u skupiny, co vypadala, Ze reaguje. A v ¢asovém useku 15
az 30 mésicii dosahne vysokych hodnot této Skaly SF-36, ta skupina, ve které byla polovina ze
zucCastnénych, jak pro fyzickou funkcionalitu, vitalitu, socialni funkénost a télesnou bolest.
Takze byl to skutecné efekt 1éku rituximab? Neda se fici, protoZe je to studie s otevienym
hodnocenim, nebo jsou tu velké omezeni jako méfitka vystupu, coz bylo v této studii hlavné
sebehodnoceni. Mohla by to byt pfirozena variace ptiznakd v pribéhu casu, placebo
mechanismus nebo piedpojatost pti vybéru? Zda jsme také nezahrnuli pacienty, ackoliv
splnili Kanadské4 kritéria, ktefi ndhodou neméli byt reprezentanti SirSi skupiny. Nemame
zadné reakce pfed 4 mésici, coz neni typické pro masivni placebo efekt. Ale neni pochyb o
tom, Ze se pacienti v téchto studiich zlepsili, protoze ty dotazniky, ty formulafe SF-36 a
meéfitka Grovné aktivity, napifiklad méteni krokd za 24 hodin pomoci niaramku, vSechny
ukazaly totéz: pacientiim se polepSilo. Ale co zpiisobilo pozorované zlepseni? Proto jsme
provedli RituxME (slovni hiicka, ME znamena nazev nemoci i zajmeno ,,m¢“, poznamka
ptekl.), coz je multicentrovd, narodni, randomizovana dvojité =zaslepend placebem
kontrolovana studie faze III s rituximabem nebo placebem. 6 infuzi rituximabu nebo placeba
béhem prvnich 12 mésict a sledovani béhem 24 mésict. 151 pacientli ndhodné vybranych. A
kod provadéni zasahti byl odhalen v fijnu 2017. Kritéria pro zatazeni byla Kanadska, veék 18
az 65. (Na snimku je jeSté¢ uvedeno trvani onemocnéni 2 -15 let). A méli jsme mnoho
dotaznikli pro urceni nckolika vystupnich bodl, primdrnim vystupnim bodem bylo
sebehodnoceni zalozené na registrovani piiznakd pacientem kazdé 2 tydny. (Na snimku je
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uvedeno, ze §lo jak o sledovani miry unavy, tak o celkovou miru reakce) Ale byla tu i snaha
objektivné méfit fyzickou aktivitu pomoci noseni naramku se sensory a délali jsme také diléi
studie snazici se vyhodnotit endotelialni funkci (endotel je vnitini vystelka cév, poznamka
ptekl.), kardiopulmonalni zatézovy test (na snimku je doplné€no, ze se jednd o variantu
doporucenou pro ME/CFS, tedy méteni po dva po sob¢ nasledujici dny, poznamka piekl.) a
gastrointestinalni funkci, ob&é na pocate¢ni urovni a opakovali jsme to po 18 mésicich,
abychom vid¢€li. Nyni, jak jsem vam fekl, je studie RituxME v priitbéhu schvaleni pro ¢asopis,
takze vam nemtizu fict podrobnosti ohledné vysledkd, ale uz diive jsme z etickych divoda
vefejné prohlasili, ze studie byla negativni a nemohli jsme najit vyznamny rozdil mezi
skupinou s rituximabem a placebo skupinou. A divod, pro¢ jsme to udélali, byl ten, ze jsme
veédéli, ze tu ve svéteé bézely ndhodné off label 1€¢by, pacienti brali tuto 1é€bu mimo klinické
studie.

TakZe vam feknu trochu o studii CykloME, coz je studie cyklofosfamidu pro ME/CEFES féaze 11
s otevienym hodnocenim na zaklad¢é pozorovani pacientll s dlouhotrvajicim ME/CFS, kteti
dostali rakovinu a oznamili uzitek na ptiznaky. Udélali jsme prvni pilotni studii v roce 2014,
dali jsme tfem ME/CFS pacientim 6 infuzi v intervalu 4 tydnd, jeden byl bez reakce, u
jednoho trvala reakce piiblizné rok a jedna vazné nemocna pacientka, ktera byla upoutana na
lizko a méla méné nez 300 krokd za 24 hodin, ma dlouhodobou reakci uz po témér 4 roky.
Zvlada stale ujit 5-10 km nékolikrat za tyden, potfad neni uplné zdrava, ale vypada to, ze se ji
polepsilo. Takze to byla pilotni studie a poté jsme se rozhodli udélat studii faze 2 s otevienym
hodnocenim, ktera je znovu prizkumnou studii. 40 pacientii dostalo 6 infuzi cyklofosfamidu
Vintervalu 4 tydni a ted jsou sledovani po témér 3 roky. A klademe si otazky, jestli je
cyklofosfamid spojeny s klinickym t¢inkem u ME/CFS, jaké jsou vedlejsi ucinky, toxicita, a
tolerance. Cyklofosfamid je cytotoxicky Iék, ktery se pouziva Vv onkologii, ma ale 1
Siroké imunomodulaéni Uc€inky, takze se také uziva v revmatologii pro modulaci zanétu.
Kritéria pro zafazeni byla takova: vé€k 18 az 65 let, jejich onemocnéni muselo trvat alespon 2
roky a nezatazovali jsme pacienty s mirnou formou. Chceme fict, Ze mirné ME/CFS je také
velky problém, ale snazili jsme se brat pacienty, ktefi maji stfedni formu, nebo vaznou nebo
mezi stiedni az vaznou ME/CFS, ale ne ty, ktefi se viibec o sebe nemizou starat, ne velmi
vaznou skupinu. (Na snimku je jesté uvedeno, ze kritérii pro zafazeni byla Kanadska, 31
pacient byly Zeny, ¢ili 78%, 9 muzi, ¢ili 22) 24 nemélo s 1é¢bou zkusenosti a 14 dostavalo
pfedtim rituximab. Vékovy primér byl témér 42 let a polovina pfijatych pacienti byla
nemocnd dlouho, s délkou trvani onemocnéni vice jak 10 let. Vystupni méfitka byla podobna
tomu, co jsme dé¢lali v RituxME, kromé toho, Ze jsme méfili kroky Castéji, na pocatecni
urovni, za 9, 12, 18 a 24 mésicl. Miizu vam fici, ze data o reakcich jsou zajimava, ale jesté to
nemuzeme prohlasit, protoZze to neni publikované. Toxicita byla akceptovatelna ale
S nepiijemnostmi pro pacienta kvili cytotoxickému léku, obzvlasté prvni 4 mésice. Takze
cyklofosfamid, je to cytotoxicky 1ék, ktery mize ovlivnit plodnost, je tu patnactiprocentni
riziko pred¢asné menopauzy, obzvlasté u zen nad 35 let, stimto planem, a mohou se
vyskytnout vzacné, ale vazné a nezanedbatelné vedlejsi ucinky. U této studie jsme je nevidéli,
ale pokud budete 1é¢it dostatecné velky pocet pacientii, mizete pozorovat vice vaznych
vedlejSich ucinki. A podle mého by cyklofosfamid nemél byt asi uzivan na ME/CFS mimo
klinické studie, nez udéldme randomizovanou studii a prokdzeme skutecny ucinek 1éku. Takze
co délame ted’, je hloubkové laboratorni zkoumani za pouziti série vzorki od pacientu z této
studie se snahou posilit nebo oslabit moZnosti pro novou randomizovanou studii
s cyklofosfamidem a placebem pro ME/CFS. A chtéli jsme védét, kvili stale neznamym
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patomechanismim a etiologiim u ME/CFS, jestli je skuteéné ta nespecificka
imunomodulace cyklofosfamidem, o které vime, Ze ovliviiuje podskupiny lymfocyti
riznych délek, jak T, B, a NK, ve skuteCnosti vyhodna pro ME/CFS v porovnani
S rituximabem, coZ je velmi Siroky agent omezujici a specificky potlacujici B buiiky,
protoZe jesté nezname piesné mechanismy nemoci. To byl rychly prehled klinickych studii
a mam za to, ze jednou z vyhod provadéni klinickych studii je, Ze ziskdme velmi dikladné
charakterizované a po dobu studie peclivé sledované pacienty, standardizaci vzorkl do
biobanky, registraci, v§echno je zadano do systému.

TakzZe na co jsme se sebe ptali na zakladé laboratornich dat, které s vami projdu, bylo,
jestli tu u ME/CFS fakticky dochazi k neefektivnimu vyuZzivani, coz je Fadné palivo pro
cyklus Kkyseliny citronové, TCA cyklus (synonyma jsou TCA cyklus, citratovy cyklus,
cyklus kyseliny citrénové, cyklus trikarboxlovych kyselin a Krebstiv cyklus, jednid se o
soubor reakci, které spole¢né tvoii metabolickou drahu pii aerobni oxidaci cukrd neboli
sacharidd, tukti neboli lipidii a bilkovin neboli proteind. Do cyklu vstupuje acetylkoenzym A,
acetyl-CoA, ktery vytvaii pravé zmin€nou kyselinu citronovou. Produktem cyklu jsou
molekuly ATP, které pii rozkladu v bunikach vytvaieji energii pro jejich funkci. V celém textu
se na raznych mistech pouzivaji rizné synonymni pojmy, kdyz se o této zalezitosti hovofi
v n¢kolika riznych projevech na sympoziu, €ili ¢asto se tu mluvi riznymi pojmy o jednom a
tomtéz, poznamka piekl.). Zajimalo nas, jestli se to tyka zvratné a funk¢ni inhibice dilezitého
enzymu, pyruvatdehydrogenazy, PDH enzymu (PDH je komplex enzymi neboli
pyruvatdehydrogenaza je katalyzator, pomocnik, pro rozklad pyruvatu, enzymu, o kterém
jesté mnoho uslySime, na acetyl-CoA dulezity pro onen energeticky TCA cyklus, tento d¢j se
odehrava v mitochondriich, o kterych uz jsme mnoho slyseli v souvislosti s ME/CFS, jelikoz
je tato reakce nezvratna, je v buiice peclivé regulovana prave inhibici tohoto PDH, poznamka
piekl.). Ukazu vam, co to je, jen vam predstavuji tu mySlenku. (Na snimku je je$té otazka: Je
to soucast zmény v ,,metabolickém programu*“?) Tento PDH enzym katalyzuje nevratnou
pfeménu dllezitého enzymu, pyruvatu, coZ je konecny bod glykolyzy (to je metabolicka
dréha pfemény glukézy pravé na pyruvat, poznamka piekl.), na acetyl-CoA, ktery jde do
cyklu kyseliny citronové, jenz poskytuje palivo. A snazi se pacienti vyrovnat s touto inhibici
zvySenim vyuZiti substratd, které mohou pohdnét TCA cyklus nezavisle na tomto enzymu,
jako naptiklad ur¢itych aminokyselin a mastnych kyselin? A také si myslime, Ze mozna
vétSina zmén v metabolitech, které vidime, je sekunddrni a kompenzuje takovou jakoby
»prekazku® v této Gstfedni energetické draze. A pro mé je také dulezitd otazka: Jaka je
souvislost mezi imunitnim systémem a témito zménami v ustfedni energetické draze? Mysleli
jsme, Ze jsou to B buniky, ale hypotéza s B buitkami je pfinejmensim oslabena vysledky nasi
studie, takze to mizou byt T bunky. Je to vrozeny imunitni systém? (Na snimku je jesté
protiotazka: Adaptivni imunitni systém?) Jaké je spojeni mezi imunitnim systémem a témito
zménami energetickych metabolitG? Takze toto je velmi zjednoduSeny piehled metabolismu
nadpis: Mitochondrie uvnitf bunék = tovarna na energii.) Cukry, coZ jsou karbohydraty, se
metabolizuji glykolyzou na pyruvat. A ten enzym, PDH, je v mitochondriich, muZete ho
vidét oznacen zelenym c¢tvercem. Mame podezieni, Ze je jeho funkce naruSena,
pravdépodobné se jedna o soucast vétSiho obrazu, jistym typem metabolického
prepinace nebo zmény, o ¢emZ v téchto nékolika dnech mnoho dalSich vyzkumniki také
diskutovalo, coZ je velmi zajimavé, jakasi modulace metabolického vzorce. A vime, Ze
kdyZ mate nedostatek Kkysliku, muZete vyprodukovat kyselinu mléénou. (Na snimku je

Druhé komunitni sympdzium OMF 2018 | Preklad: Ing. Lenka GoldSmidova



laktat neboli kyselina mlé¢na zndzornéna jako vystupni produkt metabolismu karbohydrata
pted vstupem do mitochondrie a k nému je pripsano: nedostatek kysliku, anaerobni, zatimco u
mitochondrie je napis: s kyslikem, aerobni.) A kdyz mate pfitomen kyslik v mitochondriich,
muzete aktivovat TCA cyklus a energii, coz je ATP. (Na snimku je ATP oznaceno jako
vystup z mitochondrie a jako vstup jsou oznaceny specifické aminokyseliny a mastné
kyseliny.) A muzete vidét, Zze specifické aminokyseliny a mastné kyseliny mohou pohanét
ustfedni energetické drahy. (Na obrazku je jako vstupni surovina obecné nutrient, zivina, ktera
vstupuje do ¢asti oznacené jako glykolyza v cytosolu, €ili vnitrobunééné tekutiné. V této Casti
je zakreslena preména glukdzy v pyruvat, ze které vznikaji 2 molekuly ATP a laktat, dalsi ¢ast
je uz zakreslena v Casti oznacené mitochondrie. Zde je oznacen enzym PDH, ktery poméaha
pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA. Ktomu je Sipkou piifazena poznamka: Metabolicka
,prekazka“ v ustfedni energetické draze u ME/CFS?, acetyl-CoA uz vstupuje piimo do TCA
cyklu, viz dale.) Glukoza prevzatd bunkami se pfeméni glykolyzou na pyruvat, ktery se
pfeméni na acetylkoenzym A, vstupuje do TCA cyklu a dava energii v pfitomnosti OXPHOS
S kyslikem, ATP. A mizete zase vidét aminokyseliny, mastné kyseliny a ketony neboli
substraty pro TCA cyklus, které nezavisi na enzymu PDH. (Na obrdzku jsou aminokyseliny,
mastné kyseliny a ketony, coz jsou specifické druhy uhlikovych slou€enin, zakresleny jako
vstupy TCA cyklu a jako vystup je naopak oznafen oxid uhli€¢ity. Cyklus kon¢i vystupem do
d&je zvaného oxidativni fosforylace, OXPHOS, coz je d¢&j, ktery si bere vstupy zakreslené na
obrazku, kyslik a dalsi slou¢eniny NADH a FADH; a vysledkem toho vSeho je podle obrazku
vice jak 30 molekul ATP, ¢ili energie) Takze jako prvni jsme se zamé&fili na aminokyseliny. A
uz bylo né€kolik pfedchozich studii, které sledovaly metabolismus aminokyselin u ME/CFS.
(Na snimku je rozepsan pichled téchto studii a jejich nalezti podrobnéji, prvni je z roku 2007)
Nékolik z nich bylo k dispozici i na setkani. Mame né¢kolik studii od australského tymu, které
ukazuji, Ze mate snizenou hladinu nékolika aminokyselin, jak studie z roku 2007, tak 2012 a
2015 od Christophera Armstronga a jeho spolupracovnikil. Clanek Naviauxe z roku 2016
ukazuje, ze v plazmé byly snizené hladiny rozvétvenych aminokyselin prolin a arginin. A my
méli nas ¢lanek z roku 2016 o metabolickém profilovani, ktery ukazal narusenou funkci PDH
u ME/CFS. A co jsme hledali jako prvni? Hledali jsme vSechny aminokyseliny v séru a
odvozené aminokyseliny, které mizeme méfit. A vyslovili jsme hypotézu, Ze tento poruseny
hlavni energeticky metabolismus muze zpisobovat zmény v profilu aminokyselin v séru. (Na
snimku je jesté doplnujici otdzka: Zvysené vyuziti alternativnich substrati pro pohanéni TCA
cyklu?) A vime, ze aminokyseliny v séru mohou fluktuovat, zavisi mirné na stravovani a
stravovacich zvyklostech a mohou se ménit s ¢asem, takZe jsme je také méfili n€kolikrat
béhem sledovani pii studiich. Ale na klinickych studiich je dobré to, Ze, jak jsem fekl, mame
data o zavaznosti onemocnéni, délce trvani onemocnéni, zndme fyzickou aktivitu méfenou
kroky, zname kvalitu Zivota. A analyzovali jsme 153 nehladovéjicich objektii a 102 zdravych
dobrovolnikti. (Na snimku je jest¢ doplnéno, Ze analyzovali 20 béZznych aminokyselin a
odvozenych latek). A vidéli jsme to, Ze nckteré z aminokyselin, které se mohou zménit
v pyruvat... Sledovali jsme, jak se daji aminokyseliny vyuzit pro energii, kdyz jsou
katabolizovany. Zjistili jsme, Ze V tom neni rozdilu, obzvlasté u Zenskych pacientek tu neni
rozdil v aminokyselinach, které mohou vstoupit na Grovni pyruvatu, ale aminokyseliny, které
mohou vstoupit na urovni acetylkoenzymu A nebo které mohou doplnit pokrocily TCA
cyklus, byly mezi Zenskymi pacientkami vyznamné snizené. (Na snimku je to vysvétleno jesté
Iépe s odkazy na piedchozi obrazek. U Zenskych pacientek: I. Aminokyseliny, které se mohou
piemeénit na pyruvat, tedy jejich oxidace na energii v TCA cyklu zavisi na PDH, se nelisily.
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V obrazku odkazuje Sipka na tu ¢ast metabolismu, ktera probiha v cytosolu, ¢ili glykolyza
glukézy na pyruvat, ktery se az nasledné pomoci enzymu PDH méni na acetylkoenzym A. II.
Aminokyseliny, které se mohou pfeménit na acetylkoenzym A pro oxidaci v TCA cyklu
nezavisle na PDH, byly snizeny. Sipka ukazuje na acetylkoenzym A, ktery vstupuje do TCA
cyklu, tedy az za cast, které se ucCastni PDH. III. Anaplerotické aminokyseliny, Ccili
meziprodukty TCA cyklu udrzujici tento cyklus, rovnéz nezavislé na PDH, byly sniZeny také.
Sipka ukazuje piimo dovniti, doprostied TCA cyklu.) Muize to indikovat, e tyto Zenské
pacientky uzivaji tyto aminokyseliny jako zdroje pro energii, to je to, co si myslime. U
muzskych pacientli jsme vidéli, ze zde byla zvySena hladina aminokyseliny nazvané 3-
methylhistidin, ktery je ukazatelem endogenniho (vnitfniho, poznamka piekl.) metabolismu
proteint (bilkovin, pozndmka piekl.). Muzi mohou mit, jak je obvyklé, vice svali, nez Zeny, a
moznd vyuzivaji katabolismus svall jako zdroj energie. Takze jsme méli hypotézu, ze zde
patrné dochazi k zvySenému vyuzivani alternativnich substrati pro oxidaci TCA cyklu a
energie, a je to moznd soucast vétsiho obrazu, kvili pfekdzce v €inné oxidaci glukézy véetné
funkéni a vratné prekazky na tirovni PDH. A potom jsme se snazili méfit enzymy, o kterych
je znamo, Ze inhibuji PDH enzym. ME¢fili jsme je v krevnich buiikdch na trovni RNA. A
vidéli jsme, Ze tyto enzymy PDK 1, 2 a 4, které mohou inhibovat PDH enzym, byly zvysené.
Takze to se zdd v souladu s hypotézou. (Na dal$im snimku je jeSt€ poznamka, jestli profily
aminokyselin v séru mohou naznacovat snizeny pritok skrze enzym PDH, coz podporuje
zvySené mikroRNA enzymi inhibujicich PDH v PBMC, to znamend Cesky v perifernich
krevnich mononukledrnich bunikach pozndmka piekl.) Mohou byt pro to i dalsi vysvétleni.
Mize to byt hladovkou nebo stravovacimi zvyky. (Na snimku je uvedeno, Ze nemame zadné
informace o stravovacich zvyklostech pacientii.) Ale vidé€li jsme, ze hladiny triglycerida jsou
u pacientli s ME/CFS rovnocenné (se zdravymi kontrolnimi osobami, poznamka piekl.), coz
naznacuje, ze neexistuje velky rozdil mezi prandidlnim a postprandidlnim stavem (b&hem
jidla a po jidle, poznamka ptekl.). A vidime podobné nalezy u dalSich vyzkumnych skupin
také pritomnych na setkani. (Na snimku je konkrétné uvedena Armstrongova skupina.) Ale je
dulezité védet, Ze to je projekt prafezové studie, tudiz navrhuje mechanismus. A nékteti lidé
tvrdi, Ze je to jen proto, Ze oni (pacienti, poznamka piekl.) leZi nebo pfili§ odpocivaji, ale kdyz
jsme patrali po téchto spojenich, naptiklad s Grovni fyzické aktivity nebo zéavaznosti
onemocnéni, nemohli jsme najit jasné spojeni. TudiZz to na zakladé¢ naSich dat souvisi
S onemocnénim a pravdépodobné to neni dekondice (Ubytek télesné zdatnosti, poznamka
ptekl.). A potom viam dam malou ukdzku dat o metabolismu, které mame pro mastné
kyseliny. Povim vam o tom néco malo, protoZe pokud je nespravna funkce PDH, jak jsem
vam o ni fekl, pak bychom ocekavali, Ze se vyskytne zvySend pfeména pyruvatu na laktat
(kyselina mlécna, poznamka prekl.), pokud stresujete systém a zatézujete pacienty, a to je to,
co ndm pacienti fikaji, zda se, Ze maji bolavé svaly a rychle citi laktat ve svalech, a snizena
produkce ATP pii této nouzi o energii. A ocekavali bychom, ze navic k tomu vyuzivani
aminokyselin ze séra, budou vyuzivat jest¢ mastné kyseliny, coZ je hlavni zdroj pro oxidaci
TCA aenergii. (Na snimku je to opét rozepsano podrobné&ji.) Ocekavali bychom, Ze porusena
funkce PDH bude mit za vysledek: Snizenou dodavku acetyl-CoA z pyruvatu, z glykolyzy.
ZvySenou preménU pyruvatu na laktat obzvlasté, kdyz je systém vystaven narokiim cviceni.
Snizenou vyrobu ATP. Zvysené pouziti alternativnich zdroji Acetyl-CoA pro oxidaci v TCA
cyklu a to bud’ ketogenické aminokyseliny, a nebo mastné kyseliny, coz jsou hlavni zdroje
pro oxidaci TCA cyklu a také nezavisi na PDH. A proto jsme analyzovali mnoho mastnych
kyselin mezi mnozstvim dalSich metaboliti. (Na snimku je konkrétn¢ uvedeno, které prvky to
byly.) Snazili jsme se podpofit tato data. A toto je jako piiklad pouze mala ukazka
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Z nasycenych mastnych kyselin, které jsme méfili u pacientii s ME/CFS. A mtzZete to vidét
rozd€lené na muze a zeny. VéEtSina z téchto mastnych kyselin ma snizenou hladinu. Snizena je
na urovni séra, obzvlaste kratké a stfedni fetézce mastnych kyselin, u obou pohlavi. Takze
nemusime zachazet do podrobnosti. A sledovali jsme vnitini prvky TCA cyklu, které jsou
soucasti TCA cyklu, a ty jsou také snizené. Nékteré z nich jsou stejné u zdravych, jako
napiiklad citrat, a v souladu s modelem, ktery mame na mysli, je tady u pacienti s ME/CFS
mirné snizeni pyruvatu, coz by sedélo na prekazku na Grovni PDH. Takze abychom z toho
ud¢lali zavér. Myslime, Ze to jsou znamky toho, jak pacienti bojuji o energii. Je zde
predpoklad inhibice PDA se zménou substratu, jak se pacienti snazi ziskat
acetylkoenzym A, ktery ziskavaji z aminokyselin a mastnych kyselin. To se podoba
fyziologickym mechanismiim, které se aktivuji piistem nebo hladovénim, a podoba se i
mechanismiim, které se aktivuji vykonnostnim sportem. A mam za to, Ze u pacientu S
ME/CFS se, jak to vypada, tyto mechanismy vyuZivaji i pfi odpocinku nebo minimalni
namaze. To neni normalni fyziologicka regulace. TakZe tato Spatna funkce ustiedni
energetické drahy se zda byt pritomna jak u muzZskych, tak u Zenskych pacienti, a
domnivam se, Ze obé pohlavi maji riizné zpusoby, jak se s tim vyrovnavaji, maji rizné
kompenza¢ni mechanismy, které jsou ¢asteéné zavislé na pohlavi. Takze pokud tu je
metabolicka prekazka v ustfedni energetické draze, patrné zasahujici do irovné PDH,
miiZe to popsat prinejmensim nékteré z rysii, které mi pacienti popisuji. Devastujici
nedostatek energie, oni pocit'uji tento devastujici, celkovy nedostatek energie, a
hromadéni laktitu po minimalni niamaze, coZ byva také zméreno. Vypada to, jako
kdyby pacienti vyuzivali anaerobni metabolismus. TakZe to do urcité miry pripomina
hypoxii, coZ miize byt skute¢né nebo udrzované poruchami signali. Chceme védét, jestli
se tu vyskytuje neefektivni vyuziti glukozy, piepina¢ v metabolickém vzorci, jako soucast
téch mechanismi. A pak je dulezité pochopit, pro¢ se to objevuje. N&jak to, myslim, souvisi
S imunitnim systémem, protoze v 70 % se toto onemocnéni vyvine po infekci. A ja skuteéné
doufam, Ze béhem pfistiho roku vam oba budeme moci dat vice informaci o klinickych
studiich. Mozna budeme d¢lat nové studie a jsem si jisty, Zze na mechanistické irovni budeme
mit vic informaci o patogenezi. Jsem o tom piesvédcen. Dékuji.

Zpét na obsah

- Massachusetts General Hospital, Harvard Medical School, Stanford Genome Technology
Center -

Jak uz doktor Fluge uvedl, v této mistnosti vSichni vime, ze ME/CFS je vazné onemocnéni,
které ovliviiuje né€kolik systémd v téle. Dr. Fluge jmenoval imunitni systém, metabolicky
systém a samoziejme centralni nervovy systém. Takze uz je, myslim, dlouhou dobu znamo, ze
je to pravdépodobné dysfunkce nebo dysregulace mezi vSemi témito systémy. Napiiklad
takzvana HPA osa, imunitni bunky, stfevni mikroflora, svalovy systém pacientli, vSechno to
by mélo pracovat spolecné, ale mozna to dava vzniknout piiznakim, které u pacientli vidime.
Proto prvni studie, kterou vedla Genome Technology Center pod vedenim Rona, podporovana
Open Medicine Foundation, je tato Studie vazné nemocnych pacientii, pro niz jsme vybrali
nékolik pacientl, ktefi maji vdZnou formu onemocnéni, a porovnavali jsme je s normalnimi
kontrolnimi osobami. A zamér byl je pecliveé vysetfit, vSechna moznad méfeni, kterd jsou dnes
k dispozici, od gent pies proteiny, metabolity, az k funkcim jejich bungk, stfevni mikrofléru,
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funkci jejich organd a tkani, vlivy prostfedi a jejich klinické zaznamy a snazit se identifikovat
moznd zasadni sadu vlastnosti, které¢ by se potom daly studovat ve vétsi studii. A pokud se
tyto nalezy nebo podskupina téchto nalezli potvrdi ve vétsi studii, mohlo by to vést k novym
objeviim a nakonec lepsim 1écebnym postuptim. Pro zajiSténi spoluprace se spolec¢enstvim
vyzkumniki jsme zaloZili tuto webovou stranku endmecfs.stanford.edu, na které jsou
vSechna ta data a vysledky, které jsme doposud vygenerovali. A jestlize kdokoliv tady
nebo pies internet by se chtél na tato data podivat, kontaktujte nas prosim. Jak doktor Fluge
uz uvedl, SF-36 je jeden ze zplsobu, jak métit fyzické potize pacientli. A kdyz se podivame
na hodnoceni téchto vazné nemocnych pacienttl, kteti jsou na levé strané nahote, v porovnani
s kontrolnimi osobami, které jsou na dolni pravé strané, a je tu sbirka jinych onemocnéni, kde
byla SF-36 zaznamenana, miZzete vidét, Ze pacienti a kontrolni osoby jsou jasné¢ oddéleni od
sebe a také od jinych pfednich onemocnéni. A jasn¢ se li§i v porovnani naptiklad s
hodnocenim pacienti s depresi. Potom jsme napojili pacienty na Fitbit a snaZzili se zméfit
jejich fyzické nedostatky. Je to jenom jedno méfitko, coz je pocet krokul, které¢ udélaji, pro
pacienty vs. kontrolni osoby. A podle ocekavani, tito pacienti jsou pfevazné uvazani
k domovu a mnoho z nich je upoutano na luzko, takze pocet krok, které udélaji, je ofividné
velmi odli$ny od zdravych osob. Také jsme dali tyto pacienty stejn¢ jako kontrolni osoby na
sledovani spanku. A jak tady miizete vidét, napiiklad REM latence a latence fdze N3 mezi
pacienty a kontrolnimi osobami. Pacienti jsou v oranzové a kontrolni osoby v modré. Muzete
vidét, ze typicky trvalo u pacientli mnohem del§i dobu, nez se dostali do hlubokého spanku
napiiklad. A to by mohlo vysvétlit nékteré z problémi, které pacienti citi. Co se tyce
molekularnich mechanismi, to prvni, na co se podivdme, byli infekéni agenti a jejich
vystaveni u téchto pacientii, protoze, to je nejziejmeéjsi misto, kam se divate. A vyskytl se jen
1 z 20 pacientl, ktery byl testovan pozitivné€, a stejny pocet kontrolnich osob byl testovan
pozitivne. Takze dole na Carach je ukazano, ze neni vidét Zadné vyznamné zatizeni u zadného
z téchto 20 béznych vird. (Na snimku jsou podrobnéji rozepsany: CMV, B19, EBV, HHV6/7,
HSV1/2, bez rozdilu.) Druhou véc, kterou jsme udé€lali ve spolupraci s UCSF, bylo, Ze jsme
se snazili izolovat c¢astecky viru zkrve a potom provést sekvencovani DNA. A
nejvyznamngjsi signal je ten, ktery vidite dole v pravém dolnim rohu, je to anellovirus. Vime,
ze anellovirus je patrné nejdominantnéj$i druh viru u lidi. A muizete vidét, ze u vétSiny
pacientil a kontrolnich osob skute¢né vidite tento virus. Ale nevidime zvySeni zatizeni u
tohoto viru ani u jiného dalSiho viru z téch, které jsme studovali. A také jsme délali
antigenovy test protilatek proti nékolika virim, jak je tady ukazano, ale zadny z nich nebyl
vyznamn¢ rozdilny mezi pacienty a kontrolnimi osobami. Co se tyce bakteridlnich infekei,
borelie, bartonely a mykoplazmy, testovali jsme je a zase jsme nevidéli rozdil mezi pacienty a
kontrolnimi osobami. A k tomu jsme méfili tézké kovy v moci a také jsme nevide€li rozdil.
TakZe se zda, jako by to patrné byla lidska reakce na vnéjsi stres, co by mohlo pfispét
k tomuto onemocnéni vyznamnéji, tedy, pfinejmensim z téchto konkrétnich dat. Bylo
provedeno kolem 200 klinickych testli pro kazdého pacienta a kontrolni osobu. Toto je patrné
nejvice rozdilny vysledek mezi pacienty a kontrolnimi osobami, a to je ranni hladina
kortizolu. Vime, Ze u normalnich lidi bychom méli rano vysokou hladinu kortizolu a to se
postupné pies den snizuje. To je to, co vidite tady na t€ modré care, coz jsou kontrolni osoby
pro tuto studii, ale vidite mnohem plossi reakci u pacientil. Potom jsme se divali na cytokiny,
jelikoz toto jsou vazné nemocni pacienti, takZe se pravdépodobné ptedpokladalo, Ze reakce
cytokint je daleko siln&jsi, nez v porovnani s nékterymi v jinych publikovanych studiich,
jejichz pacienti nejsou ve skute¢nosti limitovani na vazné nemocné pacienty. (Na snimku je
specifikovano: 21 cytokini zcelkem 61 se vyrazné liSilo mezi pacienty a kontrolnimi
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osobami.) Takze zde jsou ukazany Ctyfi cytokiny, které vykazaly nejvétsi rozdil, GM-CSF,
leptin, ENA78/CXCLS5 a BDNF. Ty byly hlaSeny v nékolika publikacich jiz pfedtim. A znova
rozdil tady, jenom magnituda zmény u vaznych pacientll v porovnani s kontrolnimi osobami
je vetsi, nez bylo pozorovano diive. Jeden z novych nalezd, ktery, pokud vim, nebyl nahlasen,
je PDNF, coz je od mozku odvozeny neurotropicky faktor, a velmi intenzivné se studuje u
mnoha neurologickych onemocnéni jako Parkinson, Alzheimer atd., a je to dobfe znamy
marker pro neurologickd onemocnéni. A jak muzete tady vidét na tirovni pacientt je asi o tfi
ctvrtiny nizsi, nez u kontrolnich osob. Vime, ze PDNF je zapojen do rustu, diferenciace a
udrzby nervovych bungk, takze to miize indikovat, Ze je v tom neurologicky komponent, na
ktery bychom se m¢li zaméfit. A také jsme vlastné porovnavali data z NASA a dalSich
vesmirnych agentur, které ptipoutavaji lidi k posteli na celé dny, tedy na nékolik dni az po
meésic a méfi rizné parametry u téchto, vite, normalnich lidi. A nevid€li jsme u téchto studii
snizeni téchto molekul, takze je o¢ividné asi jedine¢né pro nasi studii.

Co se tyce metaboliti v plazmé pacientli v porovnani s kontrolnimi osobami: to jsou tii
metabolity, které ukazaly nejvétsi rozdily mezi pacienty a kontrolnimi osobami. (Na snimku:
62 metabolitd z celkovych 592 vyrazné¢ zvySeno mezi pacienty s ME/CFS a kontrolnimi
osobami.) Indolepropionat, ktery se také nazyva IPA, je také znamy neuroprotektivni faktor, a
jak muzete vidét na levé strané, troven u pacientll je mnohem nizsi, nez u kontrolnich osob.
Lysin a hydroxyprolin byly pfi porovnani s kontrolnimi osobami vys$si u pacienti. A doktor
Fluge hovofil o nékterych dysfunkcich aminokyselin u pacientd, takze se snazime na né
podivat podrobnéji. Napiiklad hydroxyprolin je ocividné spojeny s prolinem, coz je hlavni
slozka kolagenu, naptiklad. Takze kvili nedostatku c¢asu budu hovofit pouze o
indolepropionatu, protoze se vi, ze se nachdzi hlavn¢ ve stieve, ve stfevni mikrofloie. Tvofi se
Z tryptofanu specifickymi mikroby ve stfevé na indopropionat, a ten prochazi stfevni bariérou
a vstupuje do mozku. A mé ochrannou funkci vic¢i neuronim. TakZe u nasich pacientt, ktefi
jsou vazné nemocni, je hladina téchto konkrétnich molekul mnohem mensi v porovnani
s kontrolnimi osobami. TakZe to nas vede k pohledu na stfevni mikrofloru mezi pacienty a
kontrolnimi osobami. Takze kazdy, tedy, oranzové nebo Cervené te¢ky tady ukazuji jednoho
pacienta a modré tecky tady zase ukazuji kontrolni osoby. Takze muzete vidét, tedy, ze
obecny vzorec mikroflory u pacientdl je mnohem rozmanitéjsi, nez u kontrolnich osob, jenz je
mnohem kompaktnéj$i. TakZze kdyz se podivdme na konkrétni druhy mezi pacienty a
kontrolnimi osobami, myslim, Ze nejvétsi rozdil, jak asi vidite tady v oranZové, je to
vyznamné zvyseni druhu verrucomicrobia u podskupiny pacientd, a tito pacienti jsou vétSinou
muzi, v porovnani s kymkoliv z kontrolnich osob. Stale se pokousime rozlustit potencidlni
patologické diisledky tohoto, a pro¢ se to vyskytlo pouze u muzskych pacientl. Takze poté
jsme u téchto pacientd provedli uplné genové sekvencovani, zkratka abychom vidé€li, jestli u
téchto pacientii by mohl pfispivat k pfiznakiim geneticky komponent. Takze prvni v seznamu
jsou KIRs (killer cell imunoglobulin-like receptors, tedy receptory na natural Killer cells, NK
bunikach, poznadmka piekl.), a je dobfe zndmo, Ze u pacientii je funkce NK bunck
pravdépodobné jina, nez u kontrolnich osob. A je zajimavé vidét, ze velké mnozstvi
imunoglobulin-like receptort NK bunék se lisi ve srovnani s vétSinovou populaci ve
Spojenych statech. Neurexin (RNXN1) je dalsi gen, ktery se studuje u mnoha neurologickych
onemocnéni, OCD (obsedantné¢ kompulzivni porucha, poznamka piekl.) atd. A to je dalsi,
ktery se snazime sledovat. A dal§i dva, dynein (DNAHI11) a FAM20C, cozZ je s golgiho
aparatem spojena kinaza sekre¢ni drahy, a o téchto dvou se vi, ze jsou patogenické, nebo
pravdépodobné patogenické, takze proto se to snazime potvrdit ve vétsi studii. A posledni
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POTED, o tomto genu se moc nevi, ale je tu velké mnozstvi variant, které vypadaji podeziele,
je to bilkovina spojena s membranami a snazime se na n¢j také cilit ve studiich. (Na snimku je
uveden jesté¢ TRPN3, ptechodovy receptor potencidlu kationového kanalu.) Protoze tu bylo
nékolik névrhi ohledné zapojeni kationovych kandli v tomto onemocnéni, tak schvélné
sledujeme tyto specifické geny, které byly hldSeny ptfedtim, ale bohuzel jsme nevid€li nic
vyznamného v tomto genu a souvisejicich genech. Takze to jenom pfipominka tedy, takova
jako rychla debata o imunoglobulin-like receptorech na NK bunkach. Ty jsou dulezité,
protoze jsou na povrchu NK buné¢k a pracuji s HLA geny tak, Ze bud’ aktivuji, nebo inhibuji
NK bunky. A ty Cervené Ctverecky tady ukazuji ty geny, které se liSily mezi pacienty a
kontrolnimi osobami. A kdyz provedete kopec procedur strojového uceni a umélé inteligence,
budete schopni identifikovat sadu variant, které by mohly nejlépe vysvétlit pacientovy
ptiznaky. A vidite BDNF, indolepropionat, spojené s riznymi aspekty SF-36. A tryptofan je
tady dole, to je jina molekula, myslim, Ze doktor Phair o ni bude mluvit, a lysin a hydrolysin
tady. Snazime se zahrnout do této sité dalsi studie a doufam, ze vam snad v budoucnu budu
schopen aktualizovat konkrétnéjsi vysledky ve smyslu toho, co vime. Na strané imunitniho
systému délame sekvencovani KIR a HLA, coz jsou ty, které byly vyznamné v nasi studii, a
pokrac¢ujeme v identifikaci molekul spojenych s patogeny, v podstaté napiiklad RNA viry,
abychom vidéli, jestli je tu potencidlni rozdil mezi pacienty a kontrolnimi osobami, a
molekuly spojené s poskozenim, které jsou reakci hostitele, a to mezi pacienty a kontrolnimi
osobami. Na strané metabolismu délame v Bostonu studii biopsie svalu pacientt po cviéeni, a
doktor Tompkins bude o tom mluvit, myslim podrobnéji, dnes n€kdy pozdéji, spolecné
s molekularnim zobrazovanim, které se diva na centrdlni nervovy systém téchto pacientd. A
vim, ze mnoho mluv¢ich dnes bude vlastné hovofit podrobnéji jak o metabolickych strankach,
tak o strané centralniho nervového systému. A podle mé spolupraci se vsemi lidmi v této
mistnosti a pfes internet, doufejme, se mizeme poucit o celém obrazu tohoto onemocnéni a
snad mizeme identifikovat potencialni 1€k na toto onemocnéni.

Zpét na obsah

- analyticka chemie a neurochemie, University of Utah, patologie, Binzhou Medical
University, individualizovana medicina -

Musim fict, Ze po téchto tfech dnech, které jsme méli tentokrat, se citim mnohem vic plny
nadéje, ze skutecné migrujeme a posunujeme se na tomto poli dopfedu opravdu velmi rychle.
A také dosahujeme trochu vice pochopeni, coz si myslim, ze je extrémné dulezité, kvili tomu,
abychom mohli néco délat. TakZe dnes se zaméfim trochu na neuroimunitni linku ME/CFS.
Takze nervovy systém a imunitni systém komunikuji navzajem a neustale. A n¢kdy je to
velmi dualezitd a pozitivni a nepatogenickd cesta, kterou v téle mame, takze napiiklad
motoricky vyvoj, a také tidrzba jak imunitniho, tak centradlniho nervového systému. Ale nékdy
mame problém, kdyz napiiklad imunitni systém se pokusi napadnout nervovou soustavu, nebo
kdyZ nervova soustava zacne potlacovat funkci nebo ru$it imunitni systém a jeho pozitivni
¢innost. A pokusim se vam ukazat trochu z toho, co délame, abychom se pokusili pochopit
nekteré z téchto véci u lidi. A zacnu s né¢im, co je spojeno s jidlem, protoZze Ron popsal, o
¢em jsem mluvil loni: ¢okolada a laureati Nobelovky spolu souvisi, takze kdyZz jite dost
Gokolady, dostanete Nobelovu cenu. Svédsko a Svycarsko si vedou ve statistikich velmi
dobte v tomto spojeni. Nicméné existuji véci, které zplisobuji problémy, takZe mame v naSem
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prostiedi nebo také okolo nas hlavni véci, jez vyruSuji neurotransmitery a imunoreaktivni
molekuly, které mizou samoziejmé zpusobit, ze se tato delikatni rovnovaha mezi imunitnim
systétmem a centradlnim nervovym systémem dostane do nevyvazeného stavu: tedy Spatné
stravovani, toxické konzumace, které si nékdy doptavame, smyslové pretizeni, dysfunkce
traviciho systému, samoziejm¢ genetika, chronicky stres, vnéjSi stres, a nakonec toxiny
z prostiedi a podobné véci. A to vSechno ptsobi spolecné a také situaci velmi komplikuje,
kdyz to zkoumate. Takze, kdyz se podivate na horni panel, tak vidite, ze mame centralni
stresory jako ty, které piimo ovliviluji centrdlni nervovy systém, a to mlze byt fyzicky,
psychologicky nebo imunologicky stres, takze napiiklad infekce. A vidite, ze mozek
zareaguje riznymi zpusoby, zacne produkovat neurotransmitery, které se daji transportovat a
mohou néco vyvolat, napiiklad je to potlaceni neuroimunitniho systému nebo n¢kdy zvySeni
aktivity imunitniho systému. A miize to také jit skrze autonomni nervovy systém a fidit
naptiklad funkci nasich stiev, motilitu, sekreci v naSich stievech. A to spolecné s perifernimi
stresy, kterymi jsou infekce nebo zanét, se poji dohromady s regulaci imunitnich bunék. A to
vSechno vyvold velmi slozitou situaci, kdyz je ovlivnéna zanétlivost, motilita, sekrece,
regulacni mechanismy v centrdlnim nervovém systému. Pfed mnoha lety jsme v naSi praci
objevili, ze nase klasické neurotransmitery katecholaminy, coz jsou vpravdé také velmi
dilezité imunoregulacni molekuly, napifiklad dopamin muize regulovat imunitni systém.
Pokud mate normalni hladinu katecholaminu, coZ je imunitni T buiika, ty jsou celkem dobie
regulované, proliferuji (rychle se mnoZzi poznamka piekl.) a rozpoznavaji se, jak by mély. Ale
pokud mame v néjaké oblasti zvySeny katecholamin, ovlivni to proliferaci (rychly rist poctu),
rozpoznavani, a také to muize vyvolat apoptdézu, coz je naprogramovana bunécnd smrt
V imunitnim systému. A nejsou to jenom vnéjsi katecholaminy, jsou to také vnitini, takze
lymfocyty miizou produkovat své vlastni katecholaminy. A maji receptory pro tyto molekuly,
a také maji také transportéry, takze mohou dokonce 1 transportovat tyto molekuly do
ustfedniho jadra bunky, coz je jeden z moznych zptsobu akce. Takze jak muzeme méfit
vSechny tyto molekuly, abychom se pokusili porozumét systému? Tedy neni to trividlni. Kdyz
délame proteiny, délame to, ¢emu fikdme proteomika, méfime je molovou spektrometrii, o
které vam trochu feknu, co to je, tuto slozitou smésici bilkovin, kterou v systému mame. Nebo
kdyz si vezmeme mensi metabolity, potom to nazyvame metabolomika. V mé laboratoii
pouzivame mnoho pfistrojii nazvanych hmotnostni spektrometry, to jsou velmi drahé vahy,
dalo by se fici, které mohou pozorovat delikatni koncentraci vSech riznych druhii molekul a
fici presné, jaka je struktura a kolik molekul se vykytuje ve sloZitém molekularnim vzorku.
Jakmile mate molarni spektrometrii, tak ta vSechno nevyfesi, musite také naservirovat vase
molekuly delikatnim zpisobem do pfistroje. TakZe musite ziskat vzorky, vybirat je, takZe
napiiklad télni tekutiny, které miZeme vstiiknout do pfistroje technikou, kterd se nazyva
elektrosprejova ionizace. Nebo mizeme vytvofit malinké kapi¢ky vzorku na pevném povrchu
a udélat laserovou ablaci, nebo miizeme prezentovat tkané piimo do pfistroje, kdyz méme
tkanovy materidl, ktery mizeme meéfit. Udé€lal jsem pro vas malou kalkulaci, jenom abyste
pochopili, jaka je to citlivost, kdyz mluvime o citlivosti. Reknéme, Ze si vezmete jednu kostku
cukru a date ji do Salku kavy, dikladné to zamichate, a tim dostanete koncentraci cukru
v tomto Salku kavy pfiblizn€ 0,03 moler (u nas se nepouziva jednoslovny nazev jednotky
koncentrace, poznamka ptekl.), mol/l. A vSichni si tu, hddam, pamatujete ze Skoly
avogadrovo ¢islo, takze pokud ne, tak je to takto: 1 jednotka koncentrace je 1 moler, coz je 1
mol na litr, coZ je tedy 6.022.10% molekul na litr. Vezmeme tento §alek kavy a pieneseme ho
do naSeho olympijského bazénu vedle a rozlijeme v tom bazénu ten Salek kavy a potom to
peclivé zamichame. To muZze trvat n¢jakou dobu to tam peclivé zamichat v tak velkém
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objemu. A potom budeme mit koncentraci jeden nanomoler (spravné by se nemélo pouzivat
predpon, jedna se o koncentraci 10 v jednotce mol/l, coz je samo o sob& pomér, &ili se neda
pouzit pfedpona nano, poznamka piekl.) v tomto bazénu. Potom vezmeme dalsi Salek na kéavu
a nabereme néjakou vodu z toho prvniho bazénu a déme ji do druhého bazénu a opatrné to
zamichdme. A potom ztoho vezmeme vzorek, tim ziskdme koncentraci okolo deseti
femtomoler, coz je deset na minus patnactou mol na litr. A to je citlivost, které mizeme
doséhnout. Takze miizeme méfit, kolik cukru je v tom druhém bazénu. Bohuzel bazény jsou
trochu problematické, protoze vite, Zze v bazénu neni jenom voda a cukr. TakZe mame
problém, Ze madme pofadd matice, musime se vyrovnat s pozadim. A cilend proteomika je,
kdyz vime, co hledame, nevysetfujeme, ale jen méfime véci nasSimi presnymi metodami. A
pouzivame mnoho riiznych zpiisobii, ale jeden znich, o kterém vam kratce povim, je
Proximity Extension Assay (PEA, tedy néco jako test pfiblizeni nastaveb piekl.), jak vidite
tady ve spodnim panelu. (Nahote na snimku je podobnd metoda Proximity Ligation Assay,
tedy néco jako test spojeni néstaveb.) Mate dvé ptichytna vldkna, kterd umi rozpoznat
molekulu, ktera vas zajima, napiiklad bilkovinu. Jakmile se tato ptichytna vlakna dostanou do
blizkosti jeden druhého, maji na sobé nakonjugované jednostranné DNA, jak tady vidite, a ty
se mohou spojit a toto spojeni se pak da zesilit PCR, polmyerni fetézovou reakci. A to je
konektor, ktery vyvinuli v Uppsale, v OLINK, coz je spole¢nost. Pouzili jsme to v mnoha
studiich, do kterych jsme také zahrnuli pacienty s ME/CFS. A ja o tom loni hovofil a ted’ jsme
vyhodnotili zavéry z dat prvni §védské populace ME/CFS. A jedine¢nou véci tu je, Ze mame
od téchto pacientli jak mozkomiSni mok, coz je hlavni dulezita tekutina v téle, tak plazma, a
také je porovnavame s pacienty s fibromyalgii, ale mame také mozkomisni mok od zdravych
odpovidajicich kontrolnich osob. (Na snimku ptesnéji specifikovano: 24 svédskych ME/CFS
pacientt s odpovidajicim mozkomi$nim mokem a plazmou, 24 pacientt s fibromyalgii, pouze
mozkomis$ni mok, 11 zdravych kontrolnich osob, pouze mozkomisni mok, 24 zdravych
kontrolnich osob, pouze plazma.) A byli jsme hodné opatrni v tom, jak jsme vybirali material,
abychom se yjistili, ze miizeme vyvozovat zavéry. A to je extrémné dulezité, obzvlasté kdyz
mame malou populaci. Takze jsme provéfili selektivné neurozanétlivé markery, 92 v prvni
varce. V mozkomisSnim moku jsme nasli vyznamné obohacené molekuly, které nam
rikaji, Ze jak pacienti s fibromyalgii, tak s ME/CFS, maji probihajici neurozanétlivou
reakci, kterou miZeme mérit. Ve vzorcich plazmy, vzorky krve to moc neodhalily, takze
jsme byli trochu zklamani, bylo by mnohem jednodussi, kdybychom to mohli méfit v krvi, ale
bohuzel ndm to zatim nedava tolik. Nyni pokra¢ujeme druhou studii, abychom ovéfili nase
prvni ndlezy, a také abychom zjistili, co dalSiho mizeme udélat. A tentokrat jsme pfijali i
malou skupinu velmi peclivé vybranych pacientd, médme pacienty s ME/CFS, mame nasi
kontrastni skupinu pacientl s roztrouSenou skler6zou a mame odpovidajici zdravé kontrolni
osoby a soustfedime se pouze na mozkomisni mok. 7 od kazdého je velmi malé Cislo, ale to je
to, co budeme dé¢lat. ProZzeneme je uplné novou sadou panelil, které se jesté predtim pro
mozkomisni mok netestovaly. A mame $tésti, ze na tom miiZeme pracovat spolecné¢ s OLINK,
takze okolo 1200 rGznych vybranych markert pro to bylo vybrano. Na zaklad¢ prvnich dvou
panell, ze kterych jsme pravé ziskali data, fakticky uZ ted mame 36 znac¢né odliSnych
bilkovin spjatych s mozkomiSnim mokem, které miiZeme najit u pacienti s ME/CFS. A
to samoziejme musi byt potvrzeno na vétsi skupin€. A také vidime ty podobnosti a rozdily
mezi roztrousenou skler6zou a ME/CFS, coZ myslim, Ze je velmi diilezité, abychom tomu
porozuméli. S proteiny, které jsme pivodné nasli, to zapada to toho, co jsme zjistili diive,
coz je velmi dobie. TakzZe jsme zjistili neurozanét, probihajici systém poskozeni a opravy
bunék u téchto pacienti, coZ je samoziejmé velmi dulezité. A jako druhou véc délame
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cilenou steroidomiku, zkoumame molekuly, které jsou z rodiny tfidy steroidi. A steroidy jsou
extrémné dilezité pro fizeni mnoha riznych véci v télech, takze naptiklad reprodukce,
endokrinologie, zrani riznych bunék, genové exprese (proces pievadejici gen na odpovidajici
kodovany produkt, poznamka piekl.), neurologické funkce atd. Vite, pouzivame steroidy pro
klasické endokrinologické posouzeni u mnoha onemocnéni, ale figl je v tom, Ze u mnoha
studii se mé&fi v jednom bod¢ pouze jeden nebo dva markery, ale my mame nyni moznost
délat kompletni steroidomiku nebo steroiddlni hormonélni analyzu. NaSimi technikami
muizeme méfit celou biochemickou drahu. A co jsme udélali v tomto prvnim kroku, a to také
podporuje OMF pod Svédskou pacientskou organizaci, je, Ze jsme vybrali 24 pacientt a 24
odpovidajicich kontrolnich osob a potom jsme udélali hloubkové vysetieni na vSechny
steroidy. A nyni, abych vam velmi rychle ud¢lal pfedstavu o tom, jak se to déla. Midzeme to
ted udé€lat v plazmé, nepotiebujeme mozkomiSni mok, muizeme to ud¢lat derivatizaci
(vytvoteni derivatu, poznamka piekl.) a poté separaci ve vysokém rozliSeni za pouziti
separacni techniky nazvané superkritické fluidni chromatografie, a poté moldrni spektrometrii
ve vysokém rozliSeni, abychom zméfili, co mdme. TakZe nasli jsme obecné sniZeni hodnot
mnoha steroidi. Je tu jen jeden, ktery vySel vyznamné rozdilny. Pregnanolon je klicovy
steroid v biochemické draze, je to vlastné to, ¢emu Fikame prekurzor vSech ostatnich
steroidnich profili. A ja jsem taky tady dal sem do biochemické drahy ty modré Sipky a
vSechny ty enzymatické cesty, které jsem tu oznacil, jsou umistény ve specifickych
organelach. Takze uhodne tu nékdo, ktera organela to je? Mitochondie. Takze pregnanolon je
jeden z neurotransmitert... neurosteroidd, ktery mame v docela vysoké koncentraci v mozku.
(Na snimku je jesté doplnéno, Ze se syntetizuje v urditych ¢astech mozku.) Ridi spoleéné se
svym produktem siranem synaptickou funkeci, funkci ochrany nervii a také zvySuje
myelinizaci (tvorba a vyvoj myelinovych obali kolem vybézkl nervovych vlaken poznamka
piekl.), a také dokaze spolecné se svym esterem siranu zlepSovat kognitivni a pamétove
funkce. TakZe pokud mate skute¢né sniZenou hodnotu pregnanolonu, miZeme to svazat
s nékterymi z priznakii. A vytvari se v mitochondriich, takZe se véci tady zacinaji pékné
spojovat. A nakonec co autoimunita? Autoimunita je néco, s ¢im nyni n&jakou dobu
pracujeme, a to je, kdyz télo reaguje reaktivitou imunitniho systému proti néfemu vam
vlastnimu, takze na protein nebo cil v téle. A roztrouSena sklerdza je jeden z ptikladi téchto
autoimunitnich onemocnéni. Je mnoho riznych autoimunitnich onemocnéni, zhruba 80
chronickych zanétlivych onemocnéni. (Na snimku je jesté doplnéno, Ze vznikaji genetickou
predispozici a modulacemi vlivem prostiedi.) Prevalence v USA je az do 8 procent a je
obvyklejsi u Zen nez u muzi. (Na snimku je doplnéno, Ze se jedna o 2/3.) A u Zen je to ve
skutecnosti Ctvrtd nejvétsi skupina onemocnéni. U pacienti s ME/CFS uz probéhly a
I probihaji také v jinych skupinach studie. A ja zacal spolupracovat se skupinou v Berling,
kterou vede Carmen Scheibenbogenova, a ta v roce 2015 nasla v podskupiné svych pacientti s
ME/CFS vysokou hodnotou autoprotilatek proti muskarinovému a adrenergickému receptoru,
coz se mi zddlo velmi zajimavé. (Na snimku: Autoprotilatky jako feSitelné faktory u
ME/CFS? Nasly se zvySené autoprotilatky proti Beta-2 adrenergickému receptoru, proti
muskarinickému cholinergickému receptoru 3 a 4 u podskupiny 20-30% pacientl trpicich
ME/CFS.) Takze jsme poprosili o pomoc a také jsme pro nasi studii a nase Svédské pacienty
vybrali trochu S$ir§i panel autoimunitni reaktivity, abychom se podivali na adrenergni
receptory a autoprotilatky proti nim a také proti muskarinickym receptorim tady a
biologickou funkci adrenergnich a muskarinickych receptorti, které jsou také svazany s tim,
co vidite u pacientii za piiznaky. (Na snimku: Muskarinické cholinergické receptory.
V perifernim nervovém systému: Aktivuji svaly. V centrdlni nervové soustaveé: vzruseni,
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pozornost, pamét’ a motivace.) Takze podoba studie byla takova, ze jsme vzali 48 pacientd
s odpovidajicimi kontrolnimi osobami, vzali jsme od nich jak mozkomisni mok, tak plazmu.
A nedokézali jsme potvrdit a ovéfit nejen zjisténi Carmen Scheibenbogenové, ale také nase
predbézna data. Takze mame vyznamné zvySeni autoprotilatek proti adrenergnim receptorim,
jak tady muazete vidét, a také proti nékterym muskarinickym receptorim. Takze tady je graf v
logaritmickém méfitku, takze vidite, Ze mezi zdravymi kontrolnimi osobami a pacienty mame
rozdily, ale mame také velké biologické rozpéti, coz jsme tu ocekéavali. Takze kazdy miize
nosit nékteré z téchto autoprotilatek, ale potfdd nemit zadné ptiznaky. Ale jsou vyznamné
zvySené u pacientll v tomto piipad¢€, nebo u nékterych. A nenasli jsme v mozkomisnim moku
zadné autoprotilatky proti t€émto adrenergnim a muskarinickym receptorim, coz je néco
pozitivniho, ekl bych. Vyznamné zvySené u pacientll jsme to pozorovali nyni uz ve dvou
oddélenych studiich ve Svédsku a méame také nedetekované wrovné autoprotilatek
vV mozkomi$nim moku, coz je dobfe. My jsme pravé spole¢né s mnoha kolegy v Uppsale
publikovali studii, kde jsme sledovali akutni nedostatek spanku v experimentélni situaci, o
které¢ vam feknu. (Na snimku: Na kvalit¢ spanku zalezi. Akutni nedostatek spanku u lidi ma
za nasledek tkanové zmény v Siroké genové Skale metylaéniho stavu a metabolického
zuzitkovani paliva.) A postfehnutelné zmény, které muizete videt casto jiz po 24 hodinach
spankové deprivace. Takze nastaveni této studie strucné je takové, Ze madme mladé, zdravé
muzské osoby, studenty samoziejmé. Vybrali jsme z nich 15 a pozédali jsme je jednoduse,
aby 12 hodin nespali, kdyz m¢li spat. Brali jsme vzorky krve a tukové tkané¢, délali jsme
biopsii svalil a potom jsme ud¢lali vySetieni vSech rtiznych druhit molekul. Jenom pro shrnuti,
co jsme zjistili, byla dramatickda zména v genech, obzvlasté u téch gent, které reguluji nas
denni rytmus nebo cirkadidlni rytmus. A také jsme zjistili degradaci hmoty svalovych vldken,
nasli jsme zvySené hodnoty tukové tkané. Tedy po pouhych 12 hodinach takového naruseni
spanku se zacnou v téle odehravat urcité jevy. A vim, ze pacienti maji velké problémy se
spankem. A to je samoziejmé& néco, co chci sledovat, abych védél, jaké druhy metabolickych
a proteomickych a mozna genovych zmén vidime.

Zpét na obsah

- védecky feditel Viscogliosi Laboratory in Molecular Genetics of Musculosceletal
University Diseases Sainte Justine University Hospital Research Center, Profesor odd€leni
stomologie, fakulty zubniho lékatstvi, Oddéleni biologie a molekularni mediciny, 1ékatska
fakulta University of Montreal -

Dam vam nékolik piikladG potencidlni klinické prospéSnosti vyuZzivani téchto malych
nekodujicich RNA jako biomarkeru a potencialné jako mozného terapeutického cile, a kde
jsou dalsi kroky. (Na snimku: Aktudlni vyzvy. Co vime a nevime o etiologii ME/CFS. Je zde
diagram pocinajici Zdravou fazi, ktera vlivem faktorti jako Genova predispozice nebo
iniciace, a nebo Faktory z prostfedi ptechazi ve Vznik onemocnéni, odtud je mozno piejit do
Remise, a nebo pokracovat za ptispéni zase dalsich Faktord z prostiedi nebo Genové zmeény ¢i
progrese v Progresi onemocnéni.) Takze, jak mozna vite, a to je graf, ktery asi docela shrnuje,
co se déje u ME/CFS, nebo také mozna u dalSich vaznych chronickych onemocnéni... Pacient
ma ve svém zivot¢ zdravou fazi a tady jsou nékteré pocatecni spoustéce, které se Casto
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skladaji z virovych infekci, mizou to byt také bakterialni infekce. To jsou ty malé bacily
Vv pravém hornim rohu. A tyto faktory prostiedi maji obrovsky vliv a mame podezieni, ze jsou
tu néjaké predispozicni faktory, které dale né¢jakym zplsobem reaguji s témito primarnimi
infekcemi. Pro¢ mate infekci a tato infekce je asto prodlouzend? A kromé téchto infekcei jsou
tu také néjaké dalsi faktory, chemikalie, rtizné dalsi faktory, tézké kovy, které mizou ptsobit
také jako spoustéce. Takze to vas piivede k propuknuti onemocnéni, par pacientli miize mit
uplnou remisi, zatimco ostatni asi budou pokracovat v progresi, bud’ proto, ze jsou porad
vystaveni néjakym faktorim z prostfedi, ale mohli by byt také pfitomny modifikatory
onemocnéni, které dale vyvolaji progresi onemocnéni do chronicity. Tedy o tom moc nevime,
ale potfebujeme tomu rozumét, vztahu mezi faktory z prostiedi a geny, které mohou
predisponovat k tomu mit tento druh reakce. Tedy jak mizeme celit nebo uchopit klinickou
heterogenitu ME/CFS, jak vybrat a porovnavat? Je jasné, ze mame pred sebou spektrum jako
soucdst onemocnéni, ¢ili to neni jedna entita, a zacina to ur¢itymi obtizemi v otazce klinické
definice ME/CFS. Jak jsme vybirali pacienty v minulosti, jak vybirame pacienty dnes a
mozna jak budeme vybirat pacienty v budoucnosti pouzitim novatorskych nastroji. Casto
pracujeme na malé kohort€ z riznych divodi, ¢asto kviili nedostatku pottebného financovani,
mozna jsou tu né&jaké problémy S riznym etnickym pozadim, a také hracky, které jako
vyzkumnici pouzivadme, Cili riznorodost omik metod, coz jsou velmi drahé a sofistikované
metody. Ale znova, neexistuje na svété jedina laboratot, kterd vam umozni pouzivat vSechny
omiky v té samé laboratofi, takze proto je velmi dulezité, ze muzeme spolupracovat. Pacienti
k nam chodi v riznych fazich onemocnéni, uzivaji rizné 1éky, rizné dopliky, tedy je velmi
tézké, dokonce i s velmi sofistikovanymi nastroji, tomu podrobnéji porozumét. A plus,
ME/CFS se objevuje u starnouci populace, coz vam také piinasi navic nové vyzvy
komorbidit, protoze tehdy neni zadna takova véc jako Cist¢ ME/CFS, mate ME/CFS a mozna
také artritidu, a ME/CFS a né&jakou formou rakoviny, ME/CFS s revmatoidni artritidou nebo
autoimunitnim onemocnénim. A plus, at’ uz to bylo cokoliv v minulosti, co onemocnéni
vyvolalo, tedy tomu musime porozumét, ale t€Zko mtizeme sledovat zdroj téchto spoustéca ve
Vasi minulosti. MlUzeme ziskat odraz toho, co se dgje, sledovanim riznych faktort. (Na
snimku: Hypotéza a primarni ukoly. Role cirkulujicich mikroRNA v patogenezi ME/CFS.)
TakZe nasi hypotézou je, ze ME/CFS je zpusobeno chybou v expresi (proces pievadéjici
gen na odpovidajici produkt obecnéji aktivujici gen, poznamka piekl.) malych nekodujicich
RNA nazyvanych mikroRNA, které méni imunitni funkci, energeticky metabolismus a
fyziologickou stresovou reakci. A skute¢né mame za to, ze mikroRNA muzou byt spojenim
mezi faktory z prostfedi, genetickymi predispozicemi a fenotypovymi rozdily u ME/CFS.
Tedy mozna nejste Gplné stejni, Cili jste ruzné druhy jablek. Néktefi z vas jsou dokonce
prestrojeni témi, kdo to prodavaji, jako hypo- néjaké pomerance, takze tomu musime
porozumét. Pro¢ je to tak dilezité? Protoze, kdyz tomu dobfe porozumime, mozna by
pouzivani mikroRNA mohlo byt dobré spojeni, které by mohlo stanovit souvislost mezi
fazemi onemocnéni, rozdily invalidit v rdmci kohort a nakonec by ndm mohlo pomoci 1épe
porozumét etiologii a stanovit nejenom molekularni genetiku a geneticky mechanismus, ale
nakonec nasledovat k ziskani prvnich potencidlnich terapeutickych cili. (Na snimku: Slibna
vyzkumna cesta. Role cirkulujicich mikroRNA u ME/CFS: malé ale mocné. Na obrazku je
vldkno messenger RNA a Sipka, ktera vede na protein, ma népis ,,pfima vyroba proteinu®.
Dale je na obrazku Sroubovice DNA, z niZ je delSi kus oznacen jako typicky gen a maly
kousek v této Sroubovici jako mikroRNA. A dale je tam samotné vlakno mikroRNA a od n¢j
vede Sipka s napisem ,,navaze se na messenger RNA*. Za Sipkou je messengerRNA, ktera ma
na své Casti navazano vladkno mikroRNA, k tomu je napis ,,vyroba proteinu je zablokovana*)
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Takze mikroRNA jsou soucasti vaseho genomu, jsou ve stadiu exprese. Existuji rtizné
molekuly, rizné stresory a samotny stres mize podnitit tvorbu nebo snizit pocet mikroRNA.
MikroRNA se napoji na mesengerRNA a udéla dveé véci. Prvni véc je, ze vyvolad zanik, ¢ili
takové messenger RNA zmizi, coZ znamend, Ze nebude pieloZeno na protein, tudiz budete mit
mén¢ bilkovin, nebo mulze také blokovat pielozeni ribozomdalnim mechanismem a uz
nebudete vytvaiet dal$i bilkovinu. Pro¢ je to hodné dtlezité? Protoze jedno jediné
mikroRNA miiZe cilit aZ na 200 riznych genii. A mnoho genti miZe byt cilem riznych
mikroRNA. Tedy velmi mala molekula, ale hrozné mocna a miiZe vas poSkodit mnoha
zpusoby. Az do dneska mame piiblizné vice jak 200 pacientli, 85 procent z nich je upoutano
k domovu, tudiz musime posilat zdravotni sestry, aby je otestovali. A samoziejm¢ musime
také stanovit né¢jakou referencni hodnotu, ¢ili potfebujeme mit zdravé dobrovolniky, ktefi se
chtéji podilet na testovani. (Na snimku: Novy experimentalni piistup. Vyvoj stresového testu,
ktery vyvola post-exertional malaise, ¢ili ponamahovou nevolnost.) ProtoZe se pacienti tak
liSi, musime zkousSet cesty, jak regulovat takovou rozdilnost. Proto jsme vyvinuli néco, co
nazyvame stress test, a diky praci jednoho z pacientii, 0 némz vim, Ze se dnes diva, tento
pacient, budu mu prosté Fikat Christian, takZe Christian na mé vyvinul velky tlak
vV tomto smyslu: ,,Jestli musite navrhnout test, méli byste vyvinout test, ktery dokaze
napodobit Post Exertional Malaise (ponamahovou nevolnost, zhorSeni priznaki po
namaze, hlavni znak ME/CFS, poznamka piekl.). Nechame piisobit nafouknuty rukav
z masazniho pristroje. Tato jemna masaz po devadesati minutach vytvori stres, ktery
napodobuje priznaky Post Exertional Malaise. Jasné, zni to trochu zvlastné. Nikdy jsme
nikoho nedostali na pohotovost, diky Bohu, ale skute¢né to funguje. Cili mame hodnoty
v potateénim stavu a kazdych t¥icet aZ do devadesati minut. Cili kaZzdy pacient se stane
svou vlastni kontrolni osobou, v ¢emzZ je krasa tohoto testu. Takze at’ uz berete jakékoliv
1éky, at’ uz trpite onemocnénim od 3 let do 30 let, Vy se stanete svou vlastni kontrolni osobou,
a my délame to samé se zdravymi kontrolnimi osobami. (Na snimku: Vyvojovy diagram
experimentu: zkoumana kohorta. Identifikace cirkulujicich mikroRNA u ME/CFS)
Pfipravime pacientovu plazmu, extrahujeme mikroRNA, stanovime profil a z polévky
moznych 2500 mikroRNA skoncime s 32 mikroRNA, které¢ se zdaji byt tizce spojené s
ME/CFS. Takze je to velké zGzeni. Netvrdim, Ze z nich zachytime vSechny, protoze mlzZete
pouzivat rizné kryptovaci technologie, ale z 2500 skonc¢ime s 32, které zacneme proverovat.
Mate tu rizné barevné oznaceni, které vam ukdze rozdil mezi stimulaci a po€atecni Grovni.
Pacient s ME/CFS vykazuje odliSny molekularni otisk na pocate¢ni urovni a také pfi
stimulaci. A jak jsme dosud vidéli, mame vice informaci po stimulaci mikroRNA, které se
zdaji byt informativnéjsi ohledné onemocnéni ME/CFS. Takze délame pro kazdého ti€astnika
tu relativni hodnotu po stimulaci a v poc¢ate¢nim stavu. MIR-127-3p. Tento MIR byl diive
objeven v australské kohort¢ pacienti s ME/CFS. To pro nas bylo velmi povzbudivé, ze
Kanad’ané a Australané vypadaji stejné, ptestoze jsme od sebe velmi daleko. Velmi zajimavé,
co se tyce metabolickych drah je, ze tento MIR... A vidite to ID a hodnota na poc¢ate¢ni Grovni
je zvySena, to je kontrolni skupina, a je stejna po stimulaci. Ale co je velmi dulezité, mame
pfistup i k softwaru nazvanému EPA, ktery nam umoznuje predvidat nebo spojit mikroRNA s
ovéfenym cilem. V tomto pfipadé¢ tento MIR cili na BCL6, coz je negativni reguldtor
interleukinu IL10, ktery je velice dilezity pro regulaci riznych funkci, coz zahrnuje naptiklad
T lymfocyty. A zvyseni interleukinu IL10 uz bylo diive nahlaSeno v mozkomisnim moku u
ME/CFS. Takze znova jsme zopakovali vysledky jinych upln¢€ poprvé. To je dobra zprava,
¢ili to znamena, Ze se zda, ze to mize byt skutecné spojené s ME/CFS. A mlizeme dat tomu
MIRu roli jako dilezitému pro metabolismus, tedy by to mohlo mit vliv na vyvoj funkce
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lymfocytd. Dalsi je MIR-140-5p. Tento MIR je u mnoha pacientd, ne u vSech, zvySeny
V pocatecni urovni a po stimulaci. A tento MIR cili na membranovy receptor nazvany CD20,
coz je receptor, na ktery pusobi rituximab. Takze kdyz jsem vidél tento vysledek, pomyslel
jsem si, Ze to bude asi zajimat doktora Flugeho a Ze si musime promluvit. A tento tyden jsme
se shodli, Ze by stalo za to posoudit jeho pacienty z klinické studie, abychom vidéli, ktery
pacient ma nizkou hodnotu tohoto MIRu, coz by mohl byt dobry kandidat, naproti tomu ten,
ktery ma vysokou hodnotu tohoto MIRu, by nemohl byt dobrym kandidatem pro rituximab.
To jsou hodnoty jednotlivych pacientll. TakZe mate v modré na pocatecni arovni a fialovou po
stimulaci. Muazete vidét, kdyz je spocitate, 27 % vykazuje na pocatecni tirovni pfinejmensim
dvojnasobnou nadmérnou expresi této mikroRNA. Ale ti dalsi, vidite pacienty s velmi nizkou
urovni, coz by mohl byt potencialné né€kdo, kdo by mohl reagovat na 1é€bu rituximabem Iépe.
A dalsi MIR-150-5p. Zase jsme vidé€li hodné silnou nadmérnou expresi jenom po stimulaci. A
vidéli jsme, Ze pacienti, ktefi maji velmi vysokou troven této mikroRNA, jsou ti, ktefi maji
lepsi hodnoceni dusevni tmavy. Cili to jde proti jejich konceptu zatéZovani pacienta, ti
stresovani stimulaci, pfinejmen$im pro tuto mikroRNA se zdd4, Ze maji siln¢j$i zlepSeni
duSevni tnavy. Bude to dokonce jesté¢ zajimavéjsi, protoze tento MIR cili na gen, ktery se
nazyvd SLC6A2, jenz koduje membranovy protein s vicendsobnym piechodem, ktery se
ucastni zpétného vychytavani norepinefrinu. Draha z EPA nam automaticky poskytla také
vSechny molekuly, které délaji stejnou véc. A duloxetin je 1€k, ktery byl testovan u ME/CFS
pacientil, nez jsem védél, co se tady déje. A skoncili se stejnym zavérem, Ze duloxetin
nezlepSuje jen fyzickou Unavu, ale zlepSuje také dusevni tnavu. Jina kohorta, jina strategie,
stejny zavér. Dalsi MIR, MIR374b-5p, tento je zajimavy, protoZe tento mikroRNA, 374b,
je velmi nizky u pacientii s fibromyalgii, a jde v opa¢ném sméru u pacienti s ME/CFS.
(Na snimku je jesté specifikovano, Ze u FM nepiimo koreluje s prahem bolesti.) MoZna
je to zpusob, jak jasné stanovit rozdil na molekulirni drovni mezi ME/CFS a
fibromyalgii. Ted tady je to, kde se d&ji ty zajimavé véci. Kazdy tadek tady, ¢ili mame 7
mikroRNA, které feSime. Kazdy fadek reprezentuje pacienta. Zapomente na Cisla, Cisla nejsou
ve skutecnosti dlleZita, ale Zluta je sniZeni hodnoty, kdyz je stimulovano, a modra je pozitivni
efekt, tedy stimulace zvysuje toto mikroRNA. MiiZete vidét odlisSny velmi specificky vzor,
ktery nam umoznil Kklasifikovat pacienty do 4 specifickych podtypu. A ted pro¢ d¢lat toto
molekularni rozvrstveni? Protoze podskupina 1, jestlize se ptdme pacientli po testu, co jsou
pfiznaky Post Exertional Malaise, to je ta, kterd hlasi nejhorSi ptfiznaky na urovni Post
Exertional Malaise, jako opak podskupiny cislo 4, kterd nevykazuje, pfinejmensim polovina
Z nich, vibec zadné ptiznaky. (Na snimku je nadpis: Molekularni profilovani ME/CFS.
Uroven Post Exertional Malaise po testu. V legendé: ¢ervena — spavy cely den testu, ale dobie
nasledujici den, svétle modra - fyzicky unaveny, zelend — spavy v den testu a druhy den,
fialova — fyzickd unava a bolest, oranzova — ve formé po testu a den potom, ale spavy
nasledujici den, tmavé modra — relaps po testu, hnédd — Zadné symptomy. Skupina 1 ma

v

vSechno kromé Cervené, ¢ili je unavena po oba dva dny, nejcastéjsi je ona inava ve smyslu
spavosti, skupina 2 mé vSechno kromé relapsu a bolesti, nejcastéjsi je fyzickd inava, tato
skupina jedind mé pacienty, ktefi jsou spavi pouze v den testu a pak uz ne, skupina 3 ma
nejvetsi podil, 40%, fyzicky unavenych, dale ma ekvivalentni podil pacientii spavych oba 2
dny, pacienti v relapsu stejné jako pacientli bez ptiznakl, skupina 4 pak méa ptl na pil
pacienty unavené oba dny a pacienty bez pfiznakl. Na nasledujicim snimku je stejny nadpis a
podnadpis je: Symptomy hlasené po stresovém testu. Skupina 1 ma nejvétsi podil, 40%, bez
piiznakii a potom rovnomérné vSeobecnou bolest svalii, duSevni mlhu a motani hlavy nebo
mdloby, skupina 2 ma nejvétsi podil, 25%, zaludecni nevolnosti, dale téméf rovnomeérné
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zadné ptiznaky, nespavost, bolest v krku, obecnou bolest svald, intenzivni bolest v pazi,
slabost nohou, skupina 3 ma pfiznaky rozvrstvené téméf rovnomérné, k ptiznakiim skupiny 3
ma navic bolest hlavy, skupina 4 mé polovinu bez piiznaki, Ctvrtina chiipkové ptiznaky a
¢tvrtina zalude¢ni nevolnost.) KdyZ se ptdme na jiné piriznaky, skupina 1, pouze 1 ukazuje
dusevni mlhu a motani hlavy a mdloby. Velmi zajimavé jako protiklad zase k ¢islu 4, které,
zda se, Ze ma méné piiznakl nebo vibec zadné piiznaky. Velmi zajimavé. Takze kdyz jsme
to délali, znovu jsme se podivali na vSechny biochemické faktory, které jsme identifikovali
v minulosti. (Na snimku je opét stejny nadpis a podnadpis: Klinicky vyznam rozvrstveni
pacienta s ME/CFS.) A tady jsem to odhalil, prvni pozorovany je skupina 1, posledni je
skupina 4, a vidite pri pohledu na faktor nazvany trombospondin 1, TSP1, coZ je
antiangiogenni faktor (angiogeneze, Cesky neokapilarizace je proces tvorby novych krevnich
kapilar pti poskozenich nebo zménach Vv tkani, poznamka ptekl.). TSP1 je vyraznéji zvySeny
po stimulaci u skupiny 1 a mohl by prispivat u téchto pacientii k néemu jako je
vazokonstrikce (staZeni cév, poznamka prekl.). CoZ vysvétluje, pro¢ citi dusevni mihu,
protoze mate néjaké ovlivnéni prutoku krve mozkem, jako protiklad ke skupiné 4, ktera
ma méné piiznaki a jde v opaéném sméru. Je velmi zajimavé, ze o trombospondinu 1 je
znamo, ze pusobi skrze dva receptory. Nyni bychom mohli kone¢né zahgjit in vitro
experimenty, abychom ovéfili, kdyz zablokuji jeden receptor nebo ten druhy s antagonistou,
jestli mohu bud’ napodobit, nebo zabranit tomuto piisobeni.

Zpét na obsah

- Oddéleni molekularni biologie a genetiky, Center for Enervating Neuroimmune Disease,
Cornell University v Ithace, New York a Weil Cornell Medical College na Manhattanu -

Jsem tady proto, abych reprezentovala centrum, které fidim na Cornellu. A ja to nazyvam
Centrum pro oslabujici neuroimunitni onemocnéni, coz je ve skute¢nosti moje oblibené
pojmenovani pro onemocnéni, které zname jako ME/CFS. Nyni méame centrum, které je
Vv Ithace v New Yorku na Cornellové $kole v Ithace, mame také svoji medicinskou kolej, ktera
je na Manhattanu v New Yorku. A na obou mistech jsou laboratofe, které jsou sou¢asti naseho
centra. TakZe nas§ soucasny vyzkum ohledné metabolismu ma dvé hlediska, jedno je
profilovani metaboliti, coZ je hodné biochemie, a druhé je spiSe biologie bunék, divame
se na bunéény metabolismus, coZ je kombinace bunécné biologie a biochemie. A tato
prace byla financovana Solve ME/CFS Initiaitive a ¢astecné NIH. A ja bych vam rada jen
kratce ptedstavila problematiku metaboliti ve vaSem téle. Existuje excelentni Kanadska
databaze lidského metabolomu shromazd'ujici vSechny metabolity, které jsou u lidi bud’
identifikovany, nebo se predpokladaji. V této mistnosti mame pravdépodobné 25 000
kolujicich metabolitl. Pochopiteln€ je velmi obtizné zkoumat 25 000 metabolith. Ve
skutec¢nosti typické metabolické studie vlastné analyzuji a identifikuji jenom zlomek tohoto
lidského metabolomu. Ale pocet metabolith, které jsou identifikovany, zavisi na metodach,
které se pouzivaji, jak se separuji a analyzuji. Takze rzné studie vam daji rzné vysledky
v zavislosti na tom, jak analyzujete data. VéEtSina z nds je schopna pérovat pacienty s
kontrolnimi osobami na zdklad¢é véku a pohlavi, ale je také velmi obtizné, obzvlasté s touto
skupinou pacienti, regulovat ¢as poté, co jedli, dietu, vSechny rizné 1éky, které lidé berou, a
samoziejme také, kde Zijete, a dal$i demografickd hlediska. Rlzné skupiny sbiraji rizné typy
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vzorkl v riznych sbérmych nadobach a muzete sbirat sérum vs. plazmu. A potom obvykle
musite transportovat vzorky a skladovat je, nez je analyzujete. A potom se metody extrakce
rizni mezi laboratofemi. TakZe si miZete predstavit to mnozstvi rozdili u riznych studii,
které se délaji ohledn¢ metabolitii. Ale metabolomické studie ME/CFS jsou ve skutecnosti
velmi Kkonzistentni. A jsou tam zmény v energetickém metabolismu/Krebsové
cyklu/cyklu kyseliny citronové, to je znamo. Jsou tam poruchy metabolismu mastnych
kyselin, tukii a purinového metabolismu. A metabolity jsou schopné odliSit pacienty od
kontrolnich osob s pomérné vysokou jednoznacénosti navzdory vSem témto rozdiliim.
Takze nase prvni metabolomicka studie byla velmi mala, v niz jsme analyzovali pouze 361
metabolitti. A identifikovali jsme 33 metabolitt, které se znacné liSily. Ty dréhy, ve kterych
pusobily, byly metabolismus tukl, energie a cukrii a aminokyselin, o ¢emz uz jste dnes diive
slySeli. A v této konkrétni studii 29 z 33 metabolitli mélo nizs$i hodnoty u ptipadi ME/CFS,
nez u kontrolnich osob. A u pacienti vice kolisaly. Takze ted” madme novou studii, dalsi
malou, docela malou studii s 19 zdravymi kontrolnimi osobami a 30 pacienty. Znova jsme
pouzili samé Zenské pacientky, abychom ziskali trochu vice konzistence mezi typy lidi, které
analyzujeme. Jejich vék byl totozny a jejich Body Mass Index byl v této skupiné také zhruba
shodny. Tentokrat jsme vyzili spolecnost Metabolon, aby provedla analyzu. A byli schopni
identifikovat a analyzovat 832 metaboliti v plazmé a seskupili tyto metabolity do 8
superdrah. Ted’ je muzete tady vidét: aminokyseliny, xenobiotika (cizorodé ume¢lé slouceniny,
poznamka ptekl.), nukleotidy, energetické, vSechny tyto rizné super drahy byly analyzovény.
Takze jsme identifikovali 8 metaboliti korespondujicich se 4 superdrdhami s rtiznymi
hladinami mezi pacienty a kontrolnimi osobami. Tfi z nich jsou kofaktory (latky nezbytné pro
funkci enzymu, poznamka piekl.), jeden z nich se tyka energetického metabolismu, tfi z nich
jsou nukleotidy (stavebni latky nukleovych kyselin a kofaktordi, poznamka piekl.) a jeden
Z nich je peptid (fetézce aminokyselin spojené peptidovou vazbou, poznamka piekl.). A co je
ale zajimavé, ackoliv jsme vlastné¢ analyzovali rizné typy chemikdlii a jini lidé¢ zase
identifikovali ve svych studiich, dulezité je, které jsou drahy, do nichz rizné metabolity patii.
Takze, i kdyz jedna skupina identifikovala jednu sadu metaboliti a dalsi skupina
identifikovala jinou sadu, nékdy jsou ob¢ ve stejné draze, a tudiz je to ta sama draha, ktera je
fakticky ovlivnéna. Ted’, uz jste dfive vidéli pravé tento diagram pii predstaveni nasi zdkladni
myslenky. Je ovlivnén cyklus kyseliny citronové. A pokud porovnate pomér molekul C4
a C5, je naruSen v cyklu kyseliny citrénové. A jak jsem pravé podotkla, alfa-ketoglutarat
(latka zevnitt cyklu, ucastnici se degradace aminokyselin, poznamka piekl.), jedna ze sloZek
cyklu kyseliny citréonové, vykazuje vyznamny rozdil v urovni mezi pacienty a
kontrolnimi osobami. DalSi zajimava véc na této studii je, Ze miZeme vlastné predvidat,
jestli jste pripad nebo kontrolni osoba, s 95 procentni presnosti jenom pohledem na
hladiny 41 metaboliti. Pomér pouze 2 metaboliti, kazdy takovy muzZe identifikovat s
predikénim pomérem 65 procent piipady vs. kontrolni osoby. Toto jsou ty zahrnuté v
tomto poméru, vyskytuji se zase v metabolismu mastnych kyselin, takze opét se zda, Ze
je néco narusSeného okolo metabolismu mastnych kyselin.

Jak si vede nase nova studie v porovnani s dal$imi metabolickymi studiemi o ME/CFS? Tento
diagram zobrazuje vSechny tyto studie, ukazuje, kolik metaboliti bylo zjiSténo, to je v
téch kruzich, jestli byly analyzovany jenom Zeny, jestli byli analyzovani muzi nebo jak muzi,
tak Zeny. Ted’ samoziejmé¢, jestli bychom dovedli skute¢né opatrné porovnat naSe data s daty
zen, s daty muzi, jsou znamy odli$nosti, a pokud se tato data smichala dohromady, jako se to
délalo u nékterych z téchto studii, nemizeme to vazné¢ porovnavat. Ale byli jsme schopni
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porovnat naSe data se studiemi, které také odd€lovaly Zeny od muzi. Jeden problém
S porovnavanim metabolitl zjisténych v riiznych studiich je ten, Ze nazvoslovi téchto
metabolitli se 1i$1 a mize byt velmi obtizné zjistit, ze tento slozity metabolit, identifikovany v
jedné studii, je stejny jako u vasi studie. Ale pouzivaji tuto HMDB databazi a ID cisla.
Dokazali jsme identifikovat mnoho metabolitli, které se shodovaly mezi naSi
metabolomovou studii, kterou jsme pravé udélali, a nasi starou studii z roku 2017, studii
délanou skupinou Naviauxovou a Armstrongovymi. A muzete vidét, Ze u téchto
experimentl, v porovnani nasich studii s Armstrongovymi, jsou tu néjaké rozdily. To se da
snadno vysvétlit skuteCnosti, ze Armstrongova skupina analyzovala sérum, zatimco my
analyzovali plazmu. Takze jsou né&jaké rozdily, ale kdyz se podivate na porovnani nasi studie
to vlastné¢ docela reprodukovatelné. A to je velmi uspokojivé, jelikoz nase pacientska
populace je jasn€ velmi odli$nd, nez ta, kterd byla analyzovana tady v Kalifornii. Pouzili jsme
statisticky test, abychom ovéfili hypotézu, Ze se daji pacienti rozmistit do riznych podskupin
podle svych metabolickych profili. A kdyz jsme to udélali s nasi studii a starou studii a
Naviauxovou studii, nedokazali jsme najit Zddné podskupiny. A pokud jde o Armstrongovu
studii, bylo to stejné, jenom 2 pacienti se lisili od ostatnich pacientl. TakZe tento nedostatek
podskupin mi naznacuje, Ze data z krevniho metabolomu by mohla detekovat fundamentéalni
rozdil mezi ME/CFS pacienty a kontrolnimi osobami. A fakt, Ze je to velmi konzistentni mezi
riznymi skupinami, které také délaly metabolické studie, naznacuje, Ze tady by mohlo byt
néco fundamentédlniho, co zjistujeme, kdyz udé€lame metabolomiku. Také jsme udélali
experiment. Mohli jsme zase pouzit jenom prvky identifikované HMDB ID, ale porovnali
jsme 4 soubory dat, které mame, s 344 soubory dat lidské plazmy spojenymi s nemocemi,
které tato Kanadskd genomové skupina dala k dispozici. A pocet onemocnéni, které byly
vyznamné, které korelovaly se sadou dat ME/CFS, naznacuje, Ze tkané pacienti miiZou
zazivat hypoxii, coZ je nedostatecné okysliceni. TakZe co se stane, kdyZ mate hypoxii?
Ovlivni to vaSe transkrip¢ni faktory, zpisobuje to tvorbu reaktivnich forem kysliku, coz
zpusobuje oxidacni stres, ktery miZe zpusobit vazokonstrikci (staZeni cév, poznamka
piekl.) ovlivitujici Vas obéhovy systém, coZ je jeden rys, které je mozna charakteristikou
ME/CFS. Takze existuje mnoho diikazi pro nedostatek okysli¢eni tkani u ME/CFS a
metabolické informace jsou pro to jenom jedno z dalSich hledisek. Vime, Ze byly studie
krevniho pritoku mozkem, které ukazuji Spatnou cirkulaci do mozku, jsou tu studie
ukazujici oxidativni stres v mozku, uslySime o tom dnes odpoledne vic, je tu
nedostate¢ny prisun kysliku béhem cviceni, ktery potencidlné tsti do Post Exertional
Malaise, je tu sniZeny objem krve. David Bell udélal velmi zajimavou a nepublikovanou
studii ukazujici, Ze dv¢ tfetiny Zen a tfetina muzi, které analyzoval, m¢lo sniZeny objem krve.
Ted kdyZz se podivate na tento diagram, uvidite, Ze je tu diagram ukazujici normalni
hematokrit a hematokrit nizkého objemu krve a je absolutné identicky, 42 %, ale mnozstvi
krve je mnohem nizsi. A tak pacient miZe pfijit s nizkym objemem krve, necha si udélat
hematokrit u svého praktického lékare a to neukize, Ze ma nizky objem krve. Ukaze to
jen, jestli mate anemii. TakzZe dalSi véc, kterou néktefi z vas tady patrné zaZzivate, je, Ze
kdyzZ si stoupnete, krev se vaim nahrne do nohou. A to také samoziejmé omezuje VaSe
okyslic¢eni, kdyZ vSechna vaSe krev je v nohach misto tam, kam patii. Jsou tu také dalsi
sady metaboliti spojené s onemocnénimi. Jen jsem myslela, ze ukaZzu jednu z nich, protoze
jsme mluvili hodné o metabolismu mastné kyseliny. Tady jsou tato tfi onemocnéni
nedostate¢né funkce, tento diagram, ktery ukazuji, nebyl nakreslen pro ME/CFS, ale pro
ilustraci téchto onemocnéni, a muZete vidét, Ze to ukazuje, Ze vasSe mastné kyseliny
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S dlouhym Fetézcem a metabolismus jsou narusSeny. A co se pak stane: Zadna nebo malo
energie a zdravotni problémy. (Na snimku je vzdy nahote tuk z jidla a télesny tuk, vedou
kazdy Sipkou do masnych kyselin s dlouhym fetézcem. Na prvnim obrazku je normalni stav,
kdy je v kruhu 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza s dlouhym fetézcem a odsud vede Sipka na
tvorbu energie pro bunky. Na druhém obrazku je porucha této 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenazy s dlouhym fetézcem, LCHADD. Na tfetim obrazku je defekt karnitinového
pfenasece, primarni systemickd porucha karnitinu, CTD, porucha karnitin palmitoyl
transferazy II, CPT-2. U téchto nemoci je vzdy v preskrtnutém kruhu ptislusna porucha a za
Sipkou zadna nebo malo energie a za dalsi Sipkou zdravotni problémy.) Chceme zjistit, jak se
zméni metabolity pacientli, kdyz se pacientovo onemocnéni pohorsi nebo polepsi. Jak uz
jsem fFekla, existuje stiale vyzva tykajici se skutenosti, Ze zdravi lidé a pacienti s
ME/CFS jsou velmi rozdilni, maji vlastni genomiku, prostiedi atd. A je tu velké
mnoZzstvi 1éki a dopliikii a zmén ve stravovani, se kterymi se musime vyporadat. TakzZe
my chceme udélat néco podobného, jako jsme slySeli od Moreaua, pouzit pacienta jako
svou vlastni kontrolni osobu. (Na snimku: Provokacni studie umoziiuje porovnani
jednotlivcl se sebou samym ve dvou stavech.) Mate zdravé osoby, které podstoupi néjakou
vyzvu, a ta je prili§ neovlivni. Ale mate pacienta s ME/CFS, ktery uZ je ve Spatném
stavu, a date mu vyzvu a on se zhorsi, a tak sam sobé€ slouZi jako kontrolni osoba. A
samozi‘ejmé miiZete také porovnavat pocateéni uiroven pacientii a téZ pocatecni uroven
kontrolnich osob v porovnani s pacienty, a také u pacienti po vyzvé s kontrolnimi
osobami po vyzvé. Takze jak vétSina z vas vi, pouzivdme dvoudenni kardiopulmonalni test
pfi cviceni jako vyzvu. Jako soucast naSeho centra ME/CFS financovaného NIH budeme
sledovat metabolity, cytokiny, délat neurozobrazeni, zkoumat genovou expresi a naklad
extracelularnich vacki (vacky slouZici ke komunikaci, které vypousti buiiky, obsahuji tuky,
bilkoviny, cukry, nukleotidy obalené¢ ve fosfolipidové membrané, vyskytuji se vSude
V krevnich tekutindch, poznamka piekl.), co je uvnitf téchto vackt a jejich pocet a
uvolnovani. Ale také bych se chtéla zminit o jiném projektu, ktery je jedineénou Sanci,
unikatni ptilezitosti porovnat pacienty, kdyz jsou extrémné nemocni, a poté, co lécba jejich
stav zlepsi. A divod, pro¢ je to vzacna moznost, je ten, ze existuje velmi malo 1écebnych
postupi, které zlepsi néci stav. Ale ampligen, coz, jak vétSina z vas vi, je 1€k neschvaleny
FDA, ktery se da ziskat pouze pri klinickych studiich, je cesta, jak zlepSit stav urcitych
pacientii — podskupiny pacientii, jenZ reaguji na ampligen. Doktor Daniel Peterson v
Simarron Research ma skupinu pacient, kterym daval v minulosti ampligen, a vi se
tedy, Ze na néj reaguji. Kviili problémiim s vyrobou byli tito lidé rok bez ampligenu,
dostali se do relapsu, jsou zpét na své pocatecni urovni. A ted’, kdyZ mohou ziskat ten
ampligen znova, miZeme vidét a sledovat tyto pacienty v dobé, kdy s tim zacali, a poté,
co se jim udéla lépe. A muZeme je porovnat s 26 pacienty, kteri nedostavaji ampligen a
kterym lépe neni. Pacienti se budou sledovat po 6 mésici. Nékterym pacientim byla
odebrana krev v bodé nula, bude se jim brat krev po 3 mésicich a po 6 mésicich, po
které brali ampligen. A diky financovani §tédrym darcem budeme schopni sledovat
metabolity, cytokiny a genovou expresi. Ale co je dilezité, budeme schopni uloZit tuto
krev, aby mohlo byt provedeno mnoho riznych druhi analyz také v budoucnosti.

Zpét na obsah
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Jako doktor se stydim, ¢asti jsem doktor a ¢asti jsem chemicky inZenyr z MIT, ale moje
doktorska stranka se velmi stydi za to, jakym zptiisobem ma komunita obecné reaguje na
onemocnéni, kterym nerozumi a pro néz pochopeni, jaké 1é¢ebné postupy by mohly byt
uzitecné, je velmi téZké. Tak mnoho doktoriu v této dobé jednodusSe postupuje podle
protokolu, a kdyZ nespliiujete tento protokol, ktery, jak se mi zda, neexistuje u ME/CFS,
Ze asi nemiizete byt nemocni. Nase skupina stravila velmi dlouhou dobu snahou porozumét
lidskeé reakci na uraz, ktery je dost vazny na to, aby vés zabil. Mira imrtnosti 20 %. A jak Ron
uvedl, jsou tu velké zlomky z téchto nalezi, které se vyskytuji z vétSiny pii reakcich na
takovy uraz, které jsou z mensi Casti také spolecné u onemocnéni ME/CFS. A vime do velké
miry o zanétech, imunité¢ a metabolismu. A doufam, ze budu schopen ptidat nékteré z téchto
védomosti, abychom lépe porozuméli témto abnormalnim rysim ME/CFS. Na Harvardu se
nachazi skupina klinikd, ktefi pfispéli a nadale vyznamné ptispivaji na poli ME/CFS, a j& na
né¢ upozornim, ale jsou tu také vyteCni vyzkumnici s jedine¢nymi zdroji, které miiZeme
snadno najmout a ktefi maji zajem se nechat najmout do studii se silnym zacilenim na oblast
ME/CFS. A mame 12 vyzkumnikii z Mass General, mame skute¢ného experta na poli spanku,
doktor Mulligan a Beth Isracl a mame dva badatele Davida Systroma a jméno, které by tu
mélo byt dobie znamé, je Tony Komaroff. Mame také blizké spolupracovniky i na Univerzité
v Birminghamu, Janet Lordova je tam vedouci Oddéleni imunologie. Velmi se zajima o
vrozenou imunitu, kterd hraje velkou roli u ME/CFS. Je hlavou Centra pro starnuti a zanéty.
A dva blizké kolegy na univerzit¢ v Nottinghamu, kteii jsou excelentni lékaii a klasicti
fyziologové studujici metabolismus. Doslo tu k velkému pokroku ve Spojeném kralovstvi.
Myslim, Ze cast té velmi dlouhé diskuse v parlamentu na poéatku léta, v €ervnu,
ovlivnila MRC. MRC vydalo vyzvu pro Zadosti s navrhy a my se do toho zapojime. A
myslim, ze to bude uzasné. Nakonec skupina, kde podle mého nazoru jsou uplné nejlepsi
proteomici s vysokou produktivitou pro tuto véc na celém svété, velmi se zajimaji o to, Se
toho s nami ucastnit. My také, Ron a ja, s nimi pracujeme témét celou dobu a byli absolutné
skvostni, zajimaji se o inavu a metabolismus svalt. N4§ tvodni vyzkum se soustfedi zejména
na objeveni mechanisml zotaveni, které se vyskytuji u ME/CFS, které jsou n&jakym
zpisobem naruSené tvorbou toho PEM syndromu, a hlubokou analyzu, co se dé€je, z biopsii
svalli zplisobem, ktery se nikdy pfedtim nedélal Zddnym ani trochu podobnym zplisobem
v minulosti. (Na snimku je konkrétné uvedeno kromé vyse zminéného: budeme zkoumat
multiomicky podpis svalovych biopsii pacienti s ME/CFS pfi jejich zotavovani a pouZijeme
tyto informace smérem k novatorskym lé€ebnym postupiim. Nasi hypotézou je, Ze zanétlivé
mechanismy zotaveni pacienti s ME/CFS jsou néjakym zplisobem narusené.) Dalsi oblast, ve
které nabizime jistou skute¢né jedine¢nou expertizu, jsou neurozobrazovaci metody. Existuje
mnoho technologii, které byly vyvinuty v Martinos Center a dal$i, MRI a PET, které vysly
z Mass General. (Na snimku: Bude se provadét jak strukturalni, tak funk¢ni neurozobrazeni
ve velmi pokrocilém MGH/HMS zobrazovacim centru Martinos Center for Biomedical
Imagining. Toto nové centrum bude také hledat podporu pro vyvoj infrastruktury pro
rigorozni klinické vyzkumy pro identifikaci a posun vpfed v oblasti slibnych moznych
lécebnych terapii skrze multicentrové klinické studie.)
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- PhD student, Stanford University -

Projekt, o kterém budu dnes mluvit, je o imunitnim systému. Jak asi vite, existuje mnoho
ruznych patogentl, které mohou napadat lidi. Jsou to od virti po bakterie. Ron také uvedl tfeba
mykozy. Takze napiiklad chiipka a opar jsou vSechno virové infekce, a pak mulzete dostat
tuberkulozu nebo zapal plic od bakterie. Co vidite z tohoto snimku, je pouze zlomek vSech
organismi, které mohou infikovat lidi, ale je jich mnoho a mizou pisobit kdekoliv po celém
téle. Imunitni systém je vlastné zaméstnan zjisStovanim téchto infekci a jejich neutralizaci.
Dnes budu mluvit vyhradné o T buiikach, to je konkrétni druh buniky v rdmci imunitniho
systému. Imunitni systém je velmi slozity, takze toto je tak néjak omezené, ale jenom abych
vam oziejmil, jak tyto T bunky funguji. Prochdzeji celym télem ptes tento lymfaticky systém.
Jsou také v krvi. TakZe T buiky prochazi celé télo a prohliZeji v§echny vaSe buiiky, jsou
to srdecni buiiky, mozkové buiiky, koZni buriky atd. A maji tady ten T bunécny
receptor, je to néco jako ruka na T buiice, ktera hmata kolem a prohlizi buiky, jak je
tady naznaceno, jeZ mohou byt infikoviny, nebo nemusi. A tak na zakladé velmi
specifické interakce tohoto T bunécného receptoru s buiikou bude schopny rozlisit, jestli
je ta buika infikovanda, a poté, kdyZ se rozhodne, Ze je infikovani, potom tuto
infikovanou buiiku zabije. Jak uz jsem fekl, existuje mnoho potencidlnich patogeni. A
jakykoliv kousek toho ¢erveného tady, se jaksi ukaze T buice. To je velmi variabilni, a tak
imunitni systém musi vytvofit kopu riiznych T bunéénych receptorti. Neptijdu do detaild, jak
se to déla, ale jednoduse mate po téle velmi mnoho T bunék a kazda mé svij vlastni T
bunécny receptor. A timto zpisobem, kdyz mate libovolny rizny druh infekce, kazda bunka
svym vlastnim T buné¢nym receptorem potom dokaze rozpoznat takovou infekci a odstranit
cokoliv, co vstoupi do téla. TakZe za¢nete s mnoha buiikkami, kazda z nich se svym vlastnim T
bunéénym receptorem, coz miZete vidét, jak je oznaceno barvami, kazdd ma svoji vlastni
jedinecnost. A pfi infekci nékteré z téchto T bun€k rozpoznaji infikovanou buiiku a podstoupi
proces znamy jako klonalni expanze. Tato klondlni expanze, kdyZ ta T buiika rozpozna
infekci, sama sebe zduplikuje a udrZuje stejny T bunéény receptor. A timto zpisobem je
ted’ v imunitnim systému kopa téch modrych T bunék, které vS§echny rozpoznavaji tyto
infikované buiiky, a tak dokazZete vytvorit silnéjsi reakci na infekci. A velmi klicovy bod
zde je tato interakce T bunky s infikovanou burikou, o které jsem mluvil diive. Ta musi byt
velmi specificka. A tato klonalni expanze se neobjevi jen ndhodné, musi mit néco, co to
rozpoznava, aby se to klonaln¢ expandovalo. A stava se to vzacné, ze néktera unikatni T
buiika rozpozna urcitou infekci. A toto je prvni datovy snimek, ktery predvedu. Takze kazdy
kruh je vyseCovy graf a reprezentuje rozmanitost T bunécnych receptorti u jedince. A nahote,
vidite, jsou zdravé kontrolni osoby. VétSina z tohoto vysecového grafu je bild, coz naznacuje,
7ze vSechny T bunky maji jedinecny T bunécny receptor, coZ znamena, Ze tedy u téchto
zdravych kontrolnich osob bylo velmi malo klonalni expanze. Avsak kdyZ se podivate, tady
jsou pacienti s boreliézou, a na spodku jsou pacienti s RS, o kterych se mluvilo, roztrousena
skler6za. To jsou dobfe zndma imunologickd onemocnéni. U téchto onemocnéni se zndmou
infekci se objevuje T bunécna reakce. A také vidite, tady jsou pacienti s ME/CFS, a ti maji
podobny vzor. TakZe to naznacuje, Ze u pacientii s ME/CFS se vyskytuje prinejmensim
imunitni reakce, kterou nevidite u zdravych kontrolnich osob a kterou vidite u jinych
onemocnéni, o kterych se vi, Ze maji aktivované imunitni reakce. U pacienti s ME/CFS
a téchto ostatnich onemocnéni maite tady tuto mohutnou klondilni expanzi. Zdravé
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kontrolni osoby maji jenom tyto jedine¢né T burky. V¢EtsSina lidi vi o tom, Ze mame
Vv naSich bunkach DNA. A ve vasich genech se déla RNA, které postupuje dal, aby vytvorilo
bilkovinu, a tyto bilkoviny jsou funk¢ni a rozptyli se a konaji véci jako tieba, Zze zabijeji
infikované buniky. Pouzivame technologii zndmou jako RNA-seq. Takze jednodusSe délame to,
ze ¢teme RNA v buiikdch v naSem téle. Tady, kdyz si pfedstavite tuto ¢aru jako vasi DNA,
tady jsou geny vSude podél vasi DNA, oznaceno cervené. Tyto geny se €as od Casu stanou
exprimujicimi, a tak vytvoii RNA a tato RNA postupuje dal, aby vytvorila bilkovinu. A
zakladem naseho projektu je skutec¢nost, ze RNA rekapituluje bilkovinu, ktera se rozptyli a
uplatni svoji funkci. A tak si miiZzete predstavit, ze tyto rizné geny maji razné funkce. Kdyz
vezmete srde¢ni buiiky a provedete RNA-seq, geny, které jsou dulezité¢ pro funkci srdce,
budou exprimujici. Napodobné, kdyz to provedete v ledvindch, ledvinové geny budou
exprimujici a tyto ostatni geny nebudou exprimujici. Chceme to aplikovat na tyto klonalné
expandované T bunky. A nechceme prosté sekvencovat kazdou tu T buiku. Jak mazete vidét,
je tu kopa modrych, ale jsou tu stdle oranzové, Cervené atd. A ty oranzové a Cervené nejsou
nezbytné ty, které nés zajimaji. Nas zajimaji tyto modré klondln¢ expandované T buiky. A
tak pouzijeme jednobunécné RNA sekvencovani, coz je novad technologie, kterd hodné
ziskdva na oblibenosti pouziti, a pomahé charakterizovat mnoho riznych onemocnéni a pfi
vyvoji atd. KdyZ vezmeme vSechny tyto T buiiky a podivdme se na genovou expresi, mizeme
mit exprimujici tyto 2 geny. Ale co kdyz to je tak, Ze tyto modré exprimuji tento gen vpravo,
ty dalsi exprimuji gen vlevo, a tak ve skuteCnosti primér je to, Ze oba jsou exprimujici. A
proto pouzivame toto jednobunééné RNA sekvencovani. Toto je analyza hlavnich prvki, kde
jsme sekvencovali T bunky ze zdravych kontrolnich osob a také z pacienta s ME/CFS. A
kazdy bod reprezentuje jednotlivou T bunku. Jsou umistény na tomto grafu analyzy hlavnich
prvkad na zékladé své podobnosti. Takze kdyz mate dvé T bunky, které projevuji hodné
podobnou funkci, budou na tomto grafu umistény hodné blizko. KdyZ se podivate na, cervené
jsou T bunky od pacientd s ME/CFS, v modré jsou T bunky od zdravych kontrolnich osob, a
muZzete vidét, ze jsou tu docela zfetelné rozdily mezi ME/CFS pacienty a zdravymi
kontrolnimi osobami. Ten nasledujici graf, ktery vam ukézu, je teplotni mapa ukazujici
expresi riznych genti ve skupiné riznych bun€k. Na fadcich tady jsou rtizné geny. Maji
exprimujici RNA. Maji rizné funkce. Sloupce jsou ruzné bunky. Sekvencovali jsme okolo
200 bunék. Tyto jsou vSechny od pacienti s ME/CFS a hrubé jsme usporadali tyto bunky
zleva doprava na zakladé miry, vjaké se tyto bunky klonaln¢ expandovaly. Takze
imunologové se do toho mizou ponofit a podivat se na tyto geny a né&jak charakterizovat, co
tyto buiniky délaji. A zde je kopec zajimavych gend a ty jsou jednoduse vlastné takové, jak
jsme ocekavali. Vidite kopu granzyme B, granulysin a tak dal. Toto jsou geny, které jsou
vlastné¢ odpovédné za zabijeni infikovanych T bunék. TakZe jednoduSe jsme tady tedy
vyslovili hypotézu, Ze u pacienti ME/CFS vidime aktivovany imunitni systém a tento
aktivovany imunitni systém pravdépodobné fakticky zabiji néjaké buiky. Jedna velmi
mocna véc v imunologii je, tedy, je tu néco, co aktivuje ty T bunky a ty potom vychazeji a
zabijeji infikované buiky. A Vv tom spocdiva prace v Davisové laboratofi fakticky
charakterizovat, ktera z téchto interakci s infikovanou buiikou a T buikou, co stimuluje ty T
buniky. A ja o tom mluvil celou dobu v kontextu infekce, ale samoziejmé existuje mnoho
hypotéz, Ze by to mohlo byt ve skuteénosti od vas samotnych, takZe to muZe byt
autoimunitni onemocnéni. A je to uZasné, ale nevime, tedy, chcete aktivovat imunitni
systém nebo to chcete potlacit?

Zpét na obsah
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- laboratof neurozanétu, bolesti a unavy, University of Alabama v Briminghamu -

Jaké je funkce prstu? Prst se ohyba, dava vam néjaké informace o prostfedi. Muze nam fict,
jestli je néco horké nebo studené nebo jestli je to ostré nebo tupé. Ted’, co se stane s prstem,
kdyz se zaniti? Prst zacne byt tézké ohybat, je to pravda? A vlastné¢ vam piestane davat
informace o tom, co se d¢je okolo Vvas, protoze bolest zacne piebijet vSechny dalsi zpravy.
Takze zanét v prstu narusi funkci prstu. Kdyz se podivate na vase koleno, zanét v koleni
zpusobi, ze se t¢Zko ohyba. Kdyz mate zanét dasni, potom Vvase dasn¢ piestanou zadrzovat
bakterie pred prinikem do krevniho ob¢hu. A kdyz dostanete zanét do srdce, srdce piestane
pumpovat krev tak efektivné. Takze zanét v téle narusi funkci této ¢asti téla, obzvlasté kdyz je
chronicky. Jaka je funkce mozku? Mozek je nase nalada, je to naSe osobnost, je to nase
kognice, je to nase energie nebo motivace, jsou to naSe pocity, jsou to nase vjemy, je to
vSechno. Takze pokud se zanét objevi v mozku a narusi funkci mozku, maze ovlivnit cokoliv
a vSechno, co se nas tyka. Kolik z vas nékdy prislo k 1ékari nebo klinikovi a dostali jste
diagnézu zanétu v téle: tendonitidu, artritidu, zanét dasni, zanét spojivek, bronchitidu,
jakykoliv druh —itidy? Vidim doslova vSechny ruce. A ted’ kolik z vas Slo ke klinikovi
V jakémkoliv okamziku vaSeho Zivota a dostali jste diagn6zu zianétu mozku, tieba
meningitidu nebo encefalitidu? Vidél jsem asi 5 nebo 6. TakZe mivame vSechny tyto
zanéty V téle, ale tak malo diagnézy zanétu, obvyklého nebo chronického v mozku. Jak
miiZe byt pravda, Ze miZeme mit tolik zanétu v téle, ale néjakym zptusobem je pred tim
mozek chranény? A odpovéd’ je, Ze neni. Mivame vskutku zanéty mozku. Je to jenom
proto, Ze vas§ klinik vas tim nemuZe diagnostikovat. A vas klinik vas tim nemuzZe
diagnostikovat, protoZe nemaji nastroje pro diagnostiku zanétu mozku. A nemaji
nastroje, protoze védci a inZenyii jim tyto nastroje neposkytli. A tak lidé se zanétem mozku
prochazeji nediagnostikovani a jsou chybné diagnostikovani a dal trpi. Takze to je problém,
ktery se snazim vyfesit. Financovala to Solve ME/CFS Initiative, jednou z Ramsay Awards, a
to mi umoznilo studovat 15 Zen s ME/CFS a 15 zdravych kontrolnich osob. TakZe se snazim
prijit s néfim, co zméfi zanét v Zivém lidském mozku. Technicky ano, mohli byste vzit
jehlu, mohli byste udélat punkci lebky, mohli byste vysat par bunék a vysat trochu kapaliny a
mohli byste zjistit, jestli nékdo ma néjaky zanétlivy proces. Problém ocividné je, Ze to neni
etické. Neni to bezpecné, neni to néco, co bychom mohli d¢€lat rutinnim screeningem. Takze
zanétlivé véci jsou tu a daji se méfit, je jen piili§ nebezpedné se k nim dostat. Cili musim
najit zpisob, jak to udélat neinvazivné. I pokud bychom se dokézali dostat do mozku, jak
se dostanete k hlubsim ¢astem mozku? I kdyz se dostaneme pies tu lebku, mnoho téch zanéta
se muze objevit ve stiedu mozku, Cili to je hodné velky problém. NemuzZete z toho délat
vzorky, jako délate vzorky krve. TakZe musite prijit s néfim jinym. A to bude
neurozobrazovaci technika. Co to znamena, kdyz fekneme, Ze je tu zanét nervu? Toto jsou
buiiky mikroglie. Znate zanétlivou reakci v téle. Ve vaSem mozku je to trochu podobné, ale
tyka se to jinych bunék a jinych drah. V mozku mate tyto mikroglie a tyto buiky jsou
obvykle, miiZete trochu vidét nahoie vlevo, obvykle jsou v tomto hlidkovacim stavu.
TakZe se poohliZeji okolo po problémech, virech nebo bakteriich. Kdyz najdou problém,
vytahnou tato ramena, tyto vykonné organy, a zaujmou ten stav, ktery vidite vpravo dole. A to
je hyporeaktivni, hypermobilni prozanétlivy stav. Pokud jsou v tomto stavu, pumpuji ven
kopu prozanétlivych chemikalii: interleukin 6, tumor necrosis factor alfa, interleukin 1 beta,
n¢kde jste o téchto vécech slySeli. A tyto chemikdlie pfiméji nervovy systém, aby se
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prizptsobil na stav Gtoku, aby se postaral o problém. Ale tyto cytokiny, které jsou vyplaveny,
délaji néco jiného. Také méni zplsob, jakym V4§ mozek funguje, a zplsobuji néco, co se
nazyva reakce na nemoc. Tyto cytokiny méni zplsob, jakym neurony funguji, a to tim
zpusobem, aby Vvas to pfim¢lo citit se hrozné. To je jejich zamér, jak jste pravé pred malou
chvilkou slyseli. Zptisobi to bolesti téla a bolestivé pocity, vaznou tinavu, zpisobi, ze je tézké
premyslet, obtizné se soustfedit, obtizné zapamatovat si véci, zplisobuji, mize to zpusobit
mirnou uzkost, zpomali vas to, psychomotoricky zpomali, zpiisobi, Ze nechcete byt v
okoli lidi a snizi to vasi motivaci a zafidi, ze véci nejsou tolik pfijemné. To je tiloha cytokinli
uvolnénych v rdmci mozku. A ten diivod, pro¢ to existuje, jak jste slySeli, je, aby vas to
dostalo do postele, aby se vase télo popralo s tou infekci, a tak to nerozsifujete. Existuje
mnoho riznych oblasti, kde pracuji cytokiny. Nebudu probirat anatomii neuronti. Subgenuélni
ACC (Anterior Cingulate Cortex, piedni cingularni kiira, poznamka ptekl.) fidi mnoho véci
tykajicich se nalady. Amygdala, insula, to jsou oblasti, o kterych uz jste asi diive slySeli, Ale
existuje sedm znamych oblasti, které usmériiuji tyto nemocné reakce, kdyz jsou zanicené. Cili
to je zpusob, jakym maji buiiky pracovat, maji rozpoznat problém, zaujmou tento
hyporeaktivni stav, poperou se s problémem a vrati se zpatky do normalu. Problém je,
jak uzZ nyni vime, Ze tato mikroglia si umi vyvinout nabuzeny stav, hypersenzitivni stav,
a potom se spi§ podobaji tomu vpravo nahore. TakZe jsou jakoby rozzurené
mikroglialni buiiky a jsou hypersenzitivni a staci velmi malo k tomu je primét k ¢inu.
Jakmile jsou hypersenzitivni, miiZete jit na prochazku na dvé minuty a kortizol, ktery
vyprodukujete, a beta endorfiny, které produkujete, mohou stacit, aby primély tyto nyni
nabuzena mikroglia prejit do plné aktivovaného stavu, vypumpovat tyto prozanétlivé
cytokiny a vas citit se priSerné. Tudiz nékdo miiZe ,,onemocnét* nékolikrat za den,
protoZe se miZe pohybovat dovniti a ven z tohoto stavu béhem nékolika sekund. Takze
mate tyto spoustéce, které normalné nemély zpisobit, Ze se citite nemocni, to protoze
centralni nervovy systém je nabuzeny, reaguje, jako kdybyste pravé méli vaznou infekci,
a p¥itom vSechno, co jste udélali, bylo, Ze jste se prosli. To je, cO myslime, Ze se déje. Co
bych moc rad udélal, je byt schopen méfit cytokiny ptimo, interleukin-6, TNF-alfa. Problém
je, ze nemame ponéti, jak to udélat. Jsou ptili§ malé a nejsou sloZzeny z dostatecné rozdilnych
prvki, abychom je zachytili jakoukoliv ze znamych skenovacich technik. Toto je technika
nazvana spektroskopie magnetickou rezonanci. A to nam umeoziuje ziskat véci jako
laktat. A to jsou zaleZitosti, které jsou spojené s neurozanétem. Laktat je néco, co byste
ve zdravém mozku neméli vidét nikde, a to protoZe miZete ve skutecnosti vidét vznik
laktatu pouze, kdyZ tato oblast mozku nedostava dostatek kysliku a dostatek glukézy,
aby nasytila metabolické poZadavky. To znamend, Ze se v tom déje néco, co je tak
vyznamné, Ze normalni dodavky krve nemohou tento poZadavek splnit, a proto to prejde
na alternativni zdroj energie, a spustite produkci laktatu. TakZe my povaZzujeme laktat,
kdyZ ho najdeme v mozku, za indikator neurozanétu. Ja si vyberu jen jeden z ostatnich:
myo-inositol je néco, co vidite v mikrogliich, ale ne v neuronech. Takze, jestlize vidite mnoho
myo-inositolu nékde v mozku, kde se predpokladd, ze by mély byt neurony, naznacuje to, ze
by mikroglia jistym zptisobem mohla vytlacit neurony a kupit se tam. Tedy mizeme pouzit
tento sken, abychom kvantifikovali mnoho véci, které indikuji neurozanét. Muzeme ziskat 3D
mapy celého mozku. To ndm dévéa potencialni schopnost vzit pacienta, dat ho do skeneru,
skenovat ho 20 minut, a byt schopni pfecist tato data, jak vychazeji ven, a fict: Hej, tady je
néco Spatné. Tady ve vasem mozku je misto, které ma zvySeny laktat. Umoziuje nam to délat
pacienty versus kontrolni osoby. Toto je, vpravo vidite zdravého jedince, vlevo vidite nékoho
s ME/CFS. A toto je zvySeni neurozanétlivych markeri. To je cholin. A tak se mizeme divat
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skrze cely mozek a fici: Podivejte, méate Siroce rozsifené neurozanétlivé markery. Laktat jsme
nasli u nasich 15 vs. 15, byl zvySeny skrze cely mozek, ve velmi mnoha regionech v mozku s
ME/CFS, coz je to, co by fekla nase hypotéza, a bylo to ve sméru, ve kterém jsme mysleli, ze
to bude. MizZete vidét, tady vlevo je primérny ME/CFS mozek. MiZete vidét tyto
cervené oblasti. To jsou oblasti, kde je laktat asi 4 krat vyS$§i neZ normalné, neZ co
vidime u zdravého mozku. A na levé strané vidite normalni mozek, kde nevidite ten
zvySeny laktat ve stiedu. A dalSi zabér, kde miiZete jednoduSe vidét, Ze po celém
ME/CFS mozku v priméru je tu zvySeny laktat. Ted’ je zajimavé, Ze tyto oblasti jsou
oblastmi, o kterych vime, Ze usmériuji nemocnou reakci, to nejsou jenom niahodné
oblasti. Takze vidime zvySeny laktat v cingulate (gyrus cinguli, poznamka ptekl.), to je to,
odkud pfichézi nevolnost, komponent potizi a inava. Hipokampus ma zvySeny laktat u
ME/CFS, coz by mohlo naznacovat, Ze miZou existovat problémy s vytvarenim paméti.
Talamus je spinaci deska pro cely mozek, vSechny senzorické informace prochazi skrze néj. A
vidime zvySeni v cerebelu, coz by mohlo naznacovat, Ze existuje psychomotorické zpomaleni
a obecné motorické naruseni. A poté vidime zvySeni laktatu v insule a ta kontroluje mnoho z
toho, jak se citite ve svém téle, a také tizkost. TakZe tyto kli¢ové oblasti pro nemocnou reakci,
viddme v nich zvySeny laktat, coZ je piesné to, co by nastalo, pokud by ME/CFS bylo
neurozanétlivé onemocnéni. Ted’ je tu néco dalSiho skvélého, co miizeme délat s tim MRI
skenem, a to je, Ze s tim také miiZeme zjistit teplotu mozku. S tou stejnou sekvenci, 20
minut. Nefeknu vam jak, je to celkem zasna technika, je to maly trik, kdy métite vzdalenost
mezi n€kolika body a ma to cosi spole¢ného se zménou vody s teplotou, ale miZeme
spolehlivé urcit absolutni teplotu mozku z této sekvence. A ted’ pro¢ bychom se divali na
teplotu? Prosté jako ten laktat, kdyZ dojde ke zvySeni teploty ve vaSem mozku,
naznacuje to, Ze metabolicka aktivita je tak obrovska, Ze obihajici krev to nedokaze
zchladit. A to by se mélo stat jenom, pokud mate neurozanétlivou reakci. Spatiujeme, Ze
mozek ME/CFS je horky, je teplejsi neZ mozek zdravé kontrolni osoby. A tyto Cervené
body, které vidite nalevo, jsou asi jeden stupen fahrenheita praimérné teplejsi nez u zdravé
kontrolni osoby. Neékteti pacienti maji mnohem teplejsi nez to. Primérné je to okolo
jednoho stupné fahrenheita rozdil. V mozku to je hodné. Je to dost pro to, abyste se citili
nemocni. Kdyz ptfejdete z normalu, jako 99 (37,3 poznamka piekl.) fahrenheita na 100 (37,7
poznamka prekl.), to je, kdy byste zacali citit ptiznaky. U mozku se pfedpoklada, Ze bude
skutecné velmi uzce kontrolovana teplota. TakZze to je dost k vyvinu pfiznakl. Zajimavé je, ze
vidime ty stejné regiony, kde vidime zvySeny laktat, maji zvySenou teplotu: insula a talamus a
cerbelum. TakzZe ziskavame konvergenci téchto riznych typu neurozanétu soustiedicich
se ve stejnych oblastech a to mi dava velkou sebediivéru, Ze skutené mérime
neurozanétlivost. Musime ovéfit, Ze to je neurozanét. Zpusob, jakym to délame, je, Ze
existuje pozitronova emisni tomografie, PET sken, ktera pouziva TSPO. Mizete to vstiiknout,
tento TSPO ligand, a ten jde do mikroglialnich buné¢k a specificky ma afinitu na bunky, kdyz
jsou ve svém aktivovaném zanétlivém stavu. Takze existuje PET sken, je to marker pro
aktivaci mikroglii, o které bychom mohli Fici, Ze je jednotkou pro neurozanét. To bylo
provedeno jen jednou u ME/CFS, je to publikoviano a bylo to v roce 2014. Toto jsou
vysledky jejich studia. Hlavni oblasti, které nasli, byly talamus, cingula a hipokampus.
To jsou regiony, kde, jak se zdalo, byla abnormalni aktivace mikroglii. Jsou to stejné
oblasti, které jsme nasli s naS§im spektroskopickym skenem se zvySenym laktatem. Nasli
také stiredni mozek a most, cozZ je, které jsou nize smérem doli, a my jsme se tam jeSté
nedivali. Tento sken, tato studie se musi zopakovat. Ligand, ktery pouzili, byl velmi stary a
ted mdme mnohem lepsi radioligandy, které 1épe oznacuji aktivovand mikroglia. Neméame
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financovani, abychom to udélali u ME/CFS. AvSak pravé jsme ziskali grant od American
Fibromyalgia Syndrom Association, abychom to udé¢lali u fibromyalgie, coz je podle mé
ptibuzné onemocnéni, takze by to mélo byt informativni. A ted’ mame pfistup k fluorine-18,
DPA-714, to je mnohem lepsi marker. Je tu také skupina na Stanfordu, Dr. Michelle James a
Dr. José Montoya, pouziji velmi podobnou slou¢eninu, aby sledovali vazn¢ nemocné pacienty
ME/CFS. Cili v horizontu asi jednoho roku tu uvidite n&jaké zajimavé véci. Pravé jsme
ziskali grant od ME Research UK, tedy skupiny ze Spojeného kralovstvi, abychom
sledovali prinik leukocyti do mozku u ME/CFS. A myslime, Ze se moZna odehrava to,
Ze T buiiky a B buiiky patrné penetruji skrze bariéru mezi mozkem a krvi, dostavaji se
do mozku, kam by nemély, a néjak prispivaji k této zanétlivé reakci. Snad do roka
budeme mit z toho vysledky a budu vam moci Fict, jestli to je tento pripad. Jestlize
budeme schopni najit tyto buiiky v mozku, bude to ohromné dileZité pro pochopeni
patologie ME/CFS. Jak poslouchate vSechny tyto projevy, a vSichni hovofime o riznych
vécech. SlySeli jste o genetickych a metabolomickych vécech a vécech tykajicich se T bun¢k
a slySeli jste o zaleZitosti neurozanétu a uslySite dalsi véci. A doufam, Ze nikdo si nedéla
starosti a nesnaZzi se vymyslet, ktera z téchto véci je spravna, ktera z nich je odpovéd’ na
ME/CEFS. ProtoZe podle mé zacina byt velmi jasné, jak se dozvidame vic o téle, vic o
ME/CEFS, Ze vSechny tyto véci mluvi jeden ke druhému a vSechny pracuji dohromady. A
myslim, Ze problém ME/CFS je, Ze tyto systémy drZi jeden druhy na misté v tomto
jakoby patologickém stavu. A podle mé je to to, co zplisobuje, Ze je to tak tézké 1écit.
Vérim, Ze budeme muset na to uhodit z riiznych dhli ve stejny okamzik.

Zpét na obsah

TakZe nas nasledujici fe¢nik nepotiebuje piedstavovani, ale i tak se mu jej dostane. Ron Davis
je asi jeden z nejvétSich neotielych mysliteld na poli genetiky a genomiky. Je potéSenim pro
ty z nas, kterym se to postéstilo, pracovat s nim celé ty roky. A jako kdyz hrajeme tu hru Sest
stupniil odlouceni (teorie, ze kazdy ¢lovek je spojeny s kazdym pomoci fetézce Sesti navzajem
znamych lidi, pozndmka piekl.) jindy s n€kolika z mych vzdéalenych kolegli, a myslim, Ze
témeét kdokoli, kdo je dobry v genetice a genomice je piiblizné Sesti stupni oddélen od Rona
Davise. Bud’ tedy prosli jeho laboratofi jako post doktorandi, PhD, nebo s nim spolupracovali.
On doopravdy preménil odvétvi timto zpusobem. Také se mu dostalo vyznamenani byt
jednim z nejvétsich zijicich vynélezcli na seznamu, ktery zahrnoval Elona Muska (zalozil a
sam financoval kosmickou spolecnost SpaceX, poznamka piekl.), ve vhodny okamzik, a Jeffa
Bezose (zakladatel Amazonu, nejbohatsi muz planety, poznamka piekl.), co takhle, ano.
TakZe Ron, chei fict, vlastné jsem ho pfedstavila z osobniho hlediska, prosté¢ jsem chtéla
ohromit vas, kdo jste asi mimo oblast genetiky, prosté, jak moc on vlastné¢ zmeénil toto
odvétvi. Byl také vyznamenan tim, Ze napomohl zah4jit revoluci v rekombinaci DNA, kterd,
tedy, nez tu byl CRISPR a editace DNA, byla tu rekombinace DNA. A bylo v tom pravé tak
mnoho nadSeni tehdy, a mélo to prave tak velky transformacni ucinek na to, co jsme schopni
délat jako vyzkumnici v genetice. Védci, ktefi prosli jeho laboratofi, jsou vazné néktefi
Z nejvetsich na tomto poli. A jak vidite, Roniv pfistup je: pojd'me prosté zkouset nové véci,
pojd’'me bofit véci, inovujme. A inspiruje timto nase generace. Chci fict, ja jsem vlastné o dvé
generace pry¢ od néj. Je mlj PhD dédecek. A to byl hlavni vliv na mou védeckou kariéru.
Myslenka, Ze technologie pohani biologii, pronikd myslim mnoha projevy, které jsme dnes
videli, a urcité v diskuzich, které jsme s védci méli. A to je néco jako Ronovo heslo, zjistit,
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jak dé¢lat technologii a jednoduse zpfistupnite nové moznosti biologie. Takze jeho pfistup
ktomu a spojovani vSech téchto interdisciplinarnich lidi s riznorodym nadanim, jejich
povzbuzovani, aby spolupracovali, jsou legendarni po celé této oblasti. Tim je znamy. A
skute¢nost, ze usmérnuje vsechny ty odbornosti a vize a perspektivy pro toto onemocnéni, je
néco, co podle mé je velké Stésti pro komunitu tohoto onemocnéni, Ze ma nékoho jako on,
kdo za to bojuje. A vite, Ron se typicky vyhyba svétlim ramp, to je jistym zpisobem jeho styl
jako védce, ale ted’ do toho vstupuje s trochou povzbuzeni nebo velkym povzbuzenim od jeho
rodiny. Ale myslim, ze jsme vSichni velmi $t’astni, Ze ho mame, Ze s nim pracujeme, on je ten
diivod, ze vsichni tady dnes v této mistnosti sedime. Takze s tim pfivitim Rona Davise na
podiu.

- profesor biochemie, feditel Stanford Genome Technology Center, Stanford University,
School of Medicine -

Pokud musite pieskocCit projev, nepieskakujte ten nasledujici, protoZe, podle mé on ma
nékolik vskutku velkych napadi. Ja budu mluvit o nééem, co neni az tak vzrusujici, ale je to
néco, co se musi udélat. A to je: nutné potfebujeme biomarker. (Na snimku: Zkouska
biomarkert, velmi silna potieba prokazat, ze tito pacienti nejsou zdravi, a neni to vSechno jen
v hlavé.) A je to neuvéritelné obrovska nutnost kviili skute¢nosti, kdy doktori tvrdi, Ze
neni nic v neporadku. A dokonce nékteri lékari Fikaji: tedy, kdyZ nemate diagnosticky
test, tak to onemocnéni neexistuje. A my nemame opravdu dobry diagnosticky test,
takZe ho musime najit. A co chceme udé¢lat, je snazit se vzit uplné€ ten nejlepsi, co existuje, a
ujistit se, ze funguje. Mame v této oblasti mnoho zkuSenosti. Také abych pripomnél
kazdému, protoze to doktori také obvykle nevédi, Ze mnoho diagnostickych testi ma
velké procento faleSné negativnich a faleSné pozitivnich vysledki. Neni neobvyklé, Ze
diagnosticky test ma 10 % fale$né pozitivnich a 10 % falené negativnich. Cili to je
skuteény problém ve spoleCenstvi, protoZe doktori véri, Ze je to stoprocentné presné, at’
uz to je cokoliv. Pokud je to negativni, tak to nemaite, ackoliv vy vite jisté, Ze mate.
TakZe nejjednodussi forma toho je, a Mureen Hansonova o tom trochu mluvila, je
komer¢ni zarizeni, pristroj s nazvem Morsky konik, a to ma potencial. Neni to v§echno
vynalezeno v nasi laboratofi, je to moZnost. A ziskali jsme s tim docela dobré vysledky, kdyz
pouzivame stimulované T buiiky. A c0 z toho vidite, je, Ze vzorek ME/CFS vykazuje mensi
aktivaci nez zdravé kontrolni osoby. Pristroj je trochu drahy, ackoliv to miZe byt
nékolik vzorku, které se daji dat do klinické diagnostické laboratoie. Ale my bychom
radi zkusili udélat néco, co je snad jednodussi a levnéjsi. Ale toto je mala pilotni studie,
aby ukazala, Ze je mezi nimi jasny rozdil, reprodukovatelny. (Na snimku je uvedeno 8
pacientli, 6 zdravych kontrolnich osob, vlevo je Maximalni dychani, vpravo Kapacita
nahradniho dychani.) Je to dostate¢né rozliSeni, pravdépodobné d¢la diagnostiku. Toto je
pristroj, o kterém jsem uz diive mluvil. Pro ty, kdo jste to nevidéli, je to néco, co bylo
vyrobeno nanotechnikou. (Na snimku: Biosenzory nanojehel pro detekci bunék, molekul,
které jsou predmétem zdjmu, skrze elektrické signaly.) Vpravo nahofe muzete vidét jeho
rozméry. VyuZiva to stejnou technologii, ktera se pouziva pro vyrobu pocitac¢ovych cipu.
Méme dvé zlaté elektrody, které jsou velmi malé, které jsou odd€leny oxidem kiemicitym,
coz je v podstaté pisek. To neni dobry vodi€. Zlato je dobry vodi¢ elektiiny. Takze je to prosté
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jako drat, ktery pouzivate, abyste ho do néceho ptipojili, s tim rozdilem, Ze to nemizete vidét,
protoze je to pfili§ malé. A dalsi véc, kterou délame v ramci snahy délat lepSi méreni, je
konat mnoho méfeni s tim samym piistrojem. Protoze mnoho technologii piebije jednu. A
my sbirame méfeni od 2500 takovych elektronii na centimetr a snimiame je asi
dvéstékrat za sekundu. TakZe dostanete extrémné velkou sadu dat v jednom
experimentu. To nas chrani pred jenom jednim faleSnym méienim. A tedy pouzivame
toto mnozstvi elektrod pro méteni elektrickych vlastnosti. Pro¢ mame radi elektfinu, je, Ze je
to velmi levné. Takze kdyz provedete test s krvi v tomto zafizeni, zdravé kontrolni osoby jsou
jako neovlivnéné. (Na snimku je graf Diagnosticka technologie pro ME/CFS: nanojehlovy
biosenzor, osa y elektrickd impedance, osa x ¢as.) Davame do krve trochu soli. Nevime,
pro¢ to funguje, ale vidime po néjaké dobé, Ze dojde k velkému zvySeni elektrické
impedance. Vzeslo to ze studia n&jakych jinych véci s rakovinnymi bunkami. Ale piekvapivé
bylo, Ze je to vlastné velmi reprodukovatelné a je to také velmi levné. ME/CFS buiiky
néjakym zpiisobem reaguji odliSné na sil. Dosli jsme k tomu, protoZe jsme mysleli, ze
buiiky maji mensi kapacitu vyrabét energii, a pokud pridate dovniti siil, bunky ji musi
pumpovat ven, a to vyZaduje energii. TakZe budou mit méné kapacity to udélat nez
zdravé buiiky. MozZna se to také da pouZit pro testovani lékia. (Na snimku: Levné zatizeni
Vv realném case, vzorec odrazi odliSnou reakci na stres NaCl, d& se pouzit jako diagnostika a
ohlas pro screening 1¢kd.) UZ jsme nyni zacali délat néjaké testy 1éki. Nasli jsme jeden
1€k, ktery se pouZiva pro jiné ucely, jenZz, zda se, ma velky efekt na toto usili. Ud¢lali jsme
dvacet vzorkll riiznych pacientii. (Na snimku je graf Porovnani 20 ME/CFS pfipadi a 20
zdravych kontrolnich osob, osa x je imedance v ohmech normalizovana na zakladni uroven,
osa y &as.) Cervena jsou pacienti a zelena (ve skutetnosti modra, poznamka piekl.) jsou
zdravé kontrolni osoby. Jsou uplné oddéleni. A pravdépodobnost, Ze by se to mohlo objevit
nahodné, je 10°. A lidé Gasto dé€laji procenta pravdépodobnosti, Ze to funguje. Je to 100 %.
Trochu jsme se pokouseli pochopit, z ¢eho signal pochazi. Udélali jsme tento experiment
zaménou plazmy a vétSina signalu se zd4, Ze se da sledovat s plazmou, coZ znamena néco
v plazmé, co vytvaii signal. (Na snimku je Experiment zamény plazmatu. Ovéfeni
nanojehly. vlevo: bunky a plazma ME/CFS, vpravo: zdravé buniky a plazma, nasleduji
prekiizené §ipky a za nimi vlevo: Buitky ME/CFS, zdravé plazma a pod tim Zadny signal,
vpravo: zdravé bunky, ME/CFS plazma a pod tim Signal.) SlySeli jste jiny projev o téchto
malych mikroRNA, to je kandidat. Ze tyto malé RNA zpiisobuji tento signal. Ted’, my
jsme také nikdy neuskute¢nili spolupraci se San José State. Anan je inzenyr a vytvofil
mikrofluidni zatizeni, které umi sledovat krev. (Na snimku: Pouziti mikrofluidnich zafizeni ke
studiu deformability cervenych krvinek, ve spolupraci se SJSU a Anandem
Ramasubramanianem. Mikrofluidni: Z Wikipedie — zabyva se chovanim, pfesnym fizenim a
manipulaci s tekutinami, které jsou geometricky omezené na malé, typicky submilimetrové
velikosti.) A to byla domnénka: Ze pacienti maji néco v neporadku s krvi. A tak jsme
sledovali to, ¢emu se fika deformabilita ¢ervenych krvinek. (Na snimku: Deformabilita
cervenych krvinek: Mechanickd vlastnost Cervenych krvinek. Na obrazcich je Sipkou
naznacen prutok. Na hornim obrazku: vysokéd deformabilita — zdravé Cervené krvinky, na
spodnim: mensi deformabilita — ztuhlejsi ervené krvinky.) A nechate je projit drobnou malou
kapilérou a cervené krvinky se musi deformovat. To je prosté to, co se déje ve vasem téle,
musi Se vam v téle deformovat, aby prosly kapilarami. Ale ¢ervené krvinky od pacienti
ME/CFS se tak dobie nedeformuji a maji potiZe proniknout do této malé kapilary. A to
je docela reprodukovatelné. Takze co jsme ted udélali, je, ze jsme pozorovali mnoho riznych
vlastnosti. (Na snimku: Hlavni métfeni krevniho pratoku, Sp — 10° - kapilara, ¢as prichodu
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pomalejsi, rychlost prichodu pomalejsi a mensi kapacita prodlouZeni pro pacienty s ME/CFS,
Vyrédbime novou kapilaru, ktera by méla poskytnout lepsi rozliSeni. Uzivame mikroskopie
atomarnich sil pro pfimé méfeni deformability, Eric Shaqfeh - chemické inzenyrstvi, Juan
Santiago - mechanické inzenyrstvi, vytvareji pfirucni zafizeni.) Existuje rozdil mezi
pacienty s ME/CFS a zdravymi kontrolnimi osobami. Neni to dost dobré, aby to platilo
jako biomarker, protoZe to neni uplné oddélené, takZe vytvaiime nové zarizeni, které
myslime, Ze poskytne to tiplné oddéleni. To bude zase mikrofabrikované malé zatizeni. A
pak od té doby, co to vSechno zacalo, jsme ziskali dvé dalsi osoby, Juan Santiago tu je a také
Eric z chemického inzenyrstvi. Jsou to inzenyti velmi vysoké trovné. Dé€laji mnoho prace pro
ministerstvo obrany a tak dale. Derek ma ptistup k pocitaclim ministerstva obrany, takze déla
mnoho z modelovani. A plan je vytvorit jiné zafizeni k vyzkouSeni, které bude priru¢nim
zarizenim schopnym mérit tuto rigiditu. Jeden diivod, pro¢ mit takové zafizeni pro méteni
tohoto, je, Ze mizeme zkusit, jestli je to problém pro pacienty. Mame snahu zkusit zmény
stravy, abychom vidéli, jak to mizeme zlepSit. Pravdépodobné hodné z té rigidity vychazi
Z membrany a pravdépodobné to ma néco spolecného s tuky, které lidé konzumuji. TakZze
muizeme zkusit mnoho riznych tukd, abychom vidéli, jestli to mizeme zlepsit. Takze to by
mohlo byt dal$i diagnostické zatizeni. Je také mozné, Ze je miZeme kombinovat, protoZe tyto
méfi Cervené krvinky a dalsi zafizeni méfi bilé krvinky. Mame dal$i zafizeni, na kterém
muzeme prohlizet Cervené nebo bilé krvinky a to méfi magnetickou levitaci. A to je jednoduse
vlozenim bunék, které nejsou magnetické, ale kdyz je date do tekutiny, ktera je magneticka,
pak je prakticky oddélite podle jejich hustoty. A bilé a Cervené krvinky se oddéli. (Na snimku:
Magneticka levitace, MagDense: bunécnéd hustota a tfidi¢, rovnovdzna pozice zavisi na a)
hustoté bunck, b) vlastnim magnetickém podpisu, ,,Magnetic Blueprint“ — magneticky
modrotisk.) Pouzivali jsme to pro oddé¢leni ur¢itych nadorovych bung¢k, které jsou v krevnim
obéhu. A zde jen obrazek, kde mizete vidét, ze v tomto zafizeni mtzete oddélit rizné buiky.
(Na snimku: Tteti rozdil v analyze jednotlivych bungk, odliSeni label-free a tfidéni bunék,
napiiklad krevnich bunék — lymfocytl, polymorfonukleidrnich granulocytli, cervenych
krvinek, label-free znamena pomoci vlastnosti prvku bez oznaceni pomoci jiného prvku,
poznamka piekl., graf vlevo nahofe ma na ose x pocet buné€k, na ose y hustotu (g/ml), dole je
label-free sledovani bunéénych udalosti, na obrazcich a) b) nahofe aktivované, dole
odpocivajici polymorfonuklearni granulocyty, c) zdravé ¢ervené krvinky, d) srpkovité cervené
krvinky.) Je to mala kapilara, jednorazova, stoji pét centi. Ale miize se to udélat jako zafizeni,
protoze vidime, Ze populace bilych krvinek je obecné lehka, a to je oddéluje od zdravych
krvinek. Zdravé krvinky jsou na této referencni ¢are. (Na snimku: VySkové monitorovani
bilych krvinek z krve ME/CFS magnetickou levitaci, na ose y je levitacni vyska bilych
krvinek v mikrometrech, na ose y cas.) TakZe moZna zkombinujeme tyto vSechny do
jednoho pristroje. Tento pristroj by oddélil ¢ervené od bilych a potom zméril jejich
hustotu a potom to prejde do dalSiho zarizeni, které by mérilo ostatni vlastnosti. Tady
jsou n¢jaké zajimavé vysledky v tom smyslu, Ze je tu par vzorkt, které vypadaji zvlastné. A
ukazuje se, ze k tomu dochazi hned po vysoké horecce. A po této vysoké horecce se pacient o
mnoho zlepsi, po kratkou dobu, n€kolik mésictii. A potom jsme také provedli experimenty
vymény plazmy a miZete tu také vidét velky efekt. (Na snimku: ME/CFS plazma vs.
zdrava plazma, na ose y levitacni vyska v mikrometrech, na ose y ¢as, modra ¢ara jsou zdravé
bilé krvinky a plazma ME/CFS, ¢ervena cara jsou bil¢ krvinky ME/CFS a zdravé plazma.) A
to je pohled na pfistroje. (Na snimku: Pfenosné, mobilni zdravotni platformy v Point-of-
living, coz znamena smysl zivota, poznamka piekl, 1. obrazek: rychla ptiprava vzorku, I.
odebirani vzorku, II. vlozeni vzorku, III. uzavteni, IV. vlozeni kapilary, 2. obrazek: oddé€leni a
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pocitani krevnich buné€k, 3. obrazek: i-Lev — integrace magnetické levitace s mobilnimi
platformami.) TakZe pristroj je v podstaté kapilara a vSechny ty informace se sbiraji
smartfonem. To je novy trend uZivani smartfoni pro pripojeni k témto pristrojim,
protoZe je to velmi vykonny pocita¢ a je velmi levny v porovnani s pripojenim
skute¢ného pocitace. TakZe nyni provadime to, co se nazyva bake off (soutéZ, poznamka
prekl.) a to znamend, Ze odebiriame vzorky krve a dame je do vSech pristroji a
sledujeme, abychom vidéli, jak dobfe si vedou. (Na snimku: 1. Sea Horse s pouzitim
aktivovanych T bunék, 2. Nanojehla, 3. Krevni pritok, 4. Magneticka levitace bilych krvinek,
5. Metabolomika — Robert Naviaux, 6. Tryptofan/kyneurenin.) A to je také proto, abychom
videli, jestli dostaneme né&jaké nekonzistence. A to nam pomize v sledovani faleSné
negativniho a faleSné pozitivniho. Také zaclefiujeme Roba Naviauxe (tyka se bodu 5,
poznamka piekl.). On priSel se vzorcem v metabolomice, ktery by mohl byt
diagnostikou. My to dame do toho systému také, abychom vidéli, jak dobfe se ty rizné
metody kombinuji. A Robert Phair priSel s dalS§im, ktery miiZeme vyjadrit jako pomér
tryptofan/kyneurenin nebo aktivita IDO1. A to by také mohla byt diagnostika. A to je
dalsi véc, ktera se da snadno zmérit. TakZe si musite poslechnout jeho projev, abyste
tomu rozuméli. Ale to piijde do porovnani také. Cili nadéje pro to je, Ze najdeme néjaky
diagnosticky nastroj, ktery je velmi blizko stoprocentni piesnosti. Musi byt schopen
nasazeni, musi byt dost jednoduchy, aby ho nekvalifikovani technici mohli spustit bez
nasekani velkych chyb. Ale ja myslim, Ze mame vSechny ty spravné zkuSenosti a
odbornost, abychom to udélali.

Zpét na obsah

Rob k nam prtisSel, myslim, Ze asi pfed ttemi lety, a fekl, Ze cetl néco ve Stanfordském
Casopise, v medicinském casopise, o chronickém unavovém syndromu. A ftekl: Chci se
pokusit pomoci. Takze on rozbéhl svoji malou spolecnost, Integrative Bioinformatics, tady
lokalng a tekl: Daruji jeden den v tydnu svého Casu. Takze zacal dochazet jeden den v tydnu a
zapojovat se, ucit se, jak udélat sekvencovou analyzu a vSechny druhy véci, které predtim
nedélal. Ale mél hodné velky z4jem to vSechno délat. Ted’ je Robert dalsi nerd. To neni
nadavka, to je kompliment. Z MIT. A jako inzenyr pak $el a studoval lidskou fyziologii, takze
zna oboje z toho velmi dobfe. A jeho cilem bylo byt schopen délat predikce a integrovat data
v systémech jaksi inZenyrského druhu. Ted to nebylo moc popularni u NIH a reviznich
komisi, a tak se rozhodl, byl u Johns Hompkins, rozhodl se skoncit a zalozit svoji vlastni
spolec¢nost a délat to jako konzultaci. A to fungovalo docela dobfe. Ale jsem rad, Ze jsi to
udélal. V kazdém ptipadé to byl perfektni problém pro néj. A pfisel, aby fekl, Ze chce
pomadhat. A ja si fekl: ,,O muj boze, to jsem vazné¢ moc potieboval, systémového inZenyra,
ktery zna lidskou fyziologii.“ Protoze myslim, Ze tam je feSeni. Ale neexistuji témét Zadni,
protoze NIH by je nefinancovalo. A tak bylo fantastické, Ze pfiSel sem. A ja si zamiloval ten
napad. Pfipusti, Ze nevime, jestli je to spravné nebo ne, ale testujeme to a on vam ted’ povi o
vysledcich téchto testi. Dékuju Robe.

- hlavni védecky vedouci Integrative Bioinformatics Inc, Mountain View, Kalifornie, USA -
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Chci se zeptat, kolik z vas ¢etlo knihu od Davida Bella? Jmenuje se ,,Pruvodce lékaie
chronickym dnavovym syndromem®. Tak to je sluSné mnoZstvi rukou. To je nejlepsi
kniha k tomuto tématu, byla vydana v roce 1994. Pi‘al bych si, aby tu existoval dodatek
k této knize, ktery by pokryl, co se udalo od té doby. Tento dodatek pisi védci na tomto
setkani. Chronicky unavovy syndrom je slozit¢ onemocnéni. Lidské télo je nelinedrni systém.
David Bell v této knize tika, ze pokud chcete 1é¢it chronicky inavovy syndrom, musite znat
vase priznaky a musite znat vasi fyziologii a vasi farmakologii. Ale kdyZ chcete vylécit
chronicky tunavovy syndrom, musite znat za nim skryté mechanistické zaklady. Tedy
chci dnes mluvit o novém zpisobu, jak pfemyslet o chronickém tnavovém syndromu, ktery
pfinegjmensim mné pomohl slozit hodné¢ kouskd dohromady, abych pochopil, jak rtzné
pfiznaky a rizné méfeni mizeme pouzit k systematickému popisu ptibéhu. Takze abych to
udélal, budu mluvit o téchto tfech tématech: genomika, biochemie, teorie nelinearnich
systému. (Na snimku: ME/CFS je na pruniku, mini se téchto oborti, poznamka piekl.) Ted’ si
asi fikate: Co maji nelinedrni systémy co délat s biologii? A mné& kladli tuto otazku po celou
moji kariéru, jak uz na to Ron narédzel. Je t€zké pfimét biologa pfemyslet o matematice. Je
vlastné také tézké pfimét matematiky, aby ptemysleli o biologii. Takze vas chci presvédcit
nejen, zZe analyza nelinedrnich systému patii do studia biologickych problémi, ale Ze mize
vlastn€ vysvétlit nékteré zalezitosti ohledné ME/CFS, které zlstaly nevysvétlitelné. Zacal
jsem s knihou Davida Bella a s Oslerovym webem, knihou Hillary Jonesové. A v téchto
knihach bylo mnoho pribéhii o epidemiich ME/CFS. Existence téchto epidemii je pro mé
dulezita vlastnost onemocnéni a fakt, Ze miZete mit ukazatele nemocnosti, coZ znamena,
Ze zlomek lidi, ktefi jsou vystaveni, at’ uz se jedna o cokoliv, ktery saha nad 20 nebo
25%, jak se pravi na snimku, mi Fik4, Ze je mozné, Ze libovolna predisponujici mutace je
bézna. (Na snimku: Predisponujici mutace jsou bézné. Existence epidemii ME/CFS
s ukazateli nemocnosti ptes 25% je presvédCivym diikazem, ze n€které predisponujici mutace
jsou bézné. Hleddme v genomice ze Studie velkych dat z OMF/Stanfordu béZzné poskozujici
nesmyslné mutace. Obzvlasté piipady, ve kterych by mutace mohly zptsobit nebo odhalit
bistabilitu.) Takze, kdyz jsem pfijel do Stanford Genome Technology Center, a za¢al mluvit
s Ronem, byla to zrovna doba, kdy Studie velkych dat, ta financovana OMF a probihajici na
Stanfordu, se stavala skutkem. A tak jsem mél najednou pristup ke genomovym
sekvencim 20 vazné nemocnych pacienti s ME/CFS. A proto jsem zacal patrat ne po
vzacnych mutacich, ale béZnych, kviili té vlastnosti tykajici se pritomnosti epidemii jako
ta v Incline Village a ta v Lyndonville v New Yorku. A tak mé obzvlasté zajimaly
pripady mutaci, kde by mutace mohla produkovat nebo odhalit, co se nazyva bistabilita.
TakZe budu dnes mluvit konkrétné o jedné takové mutaci nebo sadé mutaci. Ale napied
musim pro vas definovat nebo ilustrovat, co je bistabilita. Tady je diagram, tento diagram
pochazi z ¢asopisu pro matematiky, z Journal of Physical Chemistry, a popisuje, co je zndmo
jako bistabilita nelinearniho systému. (Na snimku: Bistabilita znamena, ze jsou mozné dva
rovnovazné stavy.) To znamena, Ze tento systém, a miiZe to byt lidské télo, kazdy by mél
veédét, ze lidské télo je neuvetitelné nelinearni systém, miZe dosahnout dvou riiznych
rovnovaznych stavi. Jeden z nich, pouziji jen jako priklad ten nahofe blize pismene A na
diagramu, je plnd Céara, kterd reprezentuje vSechny rovnovazné stavy, které jsou zdraveé
rovnovazné stavy. A plnd céra dole, jako kfivka, reprezentuje celou sadu nezdravych
rovnovaznych stavii. A body, které matematici stroze oznacuji lambda 1 a lambda 2, se
nazyvaji hrani¢ni body. A hypotéza, kterou tady chci testovat, je, ze ME/CFS reprezentuje
kolizi s jednim z téchto hrani¢nich bodd. Pokud jste ve zdravém rovnovazném stavu, tedy
nahoie vlevo, spadnete z kiivky zdravych rovnovaznych stavii a propadnete se do tohoto
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spodniho nezdravého rovnovazného stavu nemoci. Osy tohoto grafu nejsou uplné jasné, jsou
to parametr systému na horizontdle a proménnd systému na vertikale. Reprezentuji vlastnosti
biologického systému, ktery studujeme. A tato pritomnost dvou rovnovaznych stavi je
véc, kterou hledame na téch genomovych sekvencich, protoZe chceme vidét néco, zpravu
pro nas v genomu, ktera nam rekne, Ze bistabilita je moZna. U chronického unavového
syndromu, u téchto 20 vazn¢ nemocnych pacientll jsme nasli nékolik mutaci u jednoho genu
nazvané¢ho IDO2. Za chvili vam feknu, co IDO2 je. Ale mlzete tady vidét, Ze po horizontéale
vV modrém prouzku jsou tady néjaké symboly aminokyselin, nésleduje ¢islo a pokracuje
symbolem jiné aminokyseliny (stavebni bloky bilkovin, pozndmka ptekl.). Tyto reprezentuji
mutace. Je to arginin (pismeno R v nazvu té aminokyseliny, poznamka piekl.) pfeménény na
tryptofan (W), naptiklad v prvnim sloupci, v 248. aminokyseliné tohoto proteinu (na snimku
kéd R248W). A tato mutace pokazi tu bilkovinu. Takze ta bilkovina nefunguje, pokud to mé
tuto mutaci. Nicméné tato mutace je velmi bézna. Kdyz se podivate na fadek, ktery obsahuje
SIPS CFS cetnost alel (AF, allele frequency, poznamka piekl.), ¥ika to, Ze nasich 20 pacientl
to ma 55% casu. A projekt tisice genomt (na snimku 1kG AF, Thousand Genomes Project,
poznamka piekl.), to je jeden ze standardnich referenc¢nich genomi, to ma 40 % casu. TakZe
je to velmi b&zna mutace. 42 % lidi v mistnosti nebo dokonce vice, protoZe studujeme
ME/CFS, ma tuto mutaci. Je prekvapivé, Ze dokonce i pacienti, ktefi nemaji tuto velmi
béZnou mutaci, maji jinou nebo moZna 2 nebo 3 dal§i mutace v té samé bilkoviné IDO2.
A ac nevim, jestli kazd4d z nich je porusena biologicky, vim urcité, Zze vSechny predikéni
softwarové nastroje, jeden z nich jsem zde zapsal, je to SIFT, které se pokousi odhadnout ze
sekvence, jestli je to narusené nebo ne, nebo pravdépodobné narusené, predikuji, Ze vSechny
jsou naruSeny. Dokonce 1 ten tady veprostied je predCasné¢ ukonceny kodon, takze to
nazyvame nesmyslna mutace, to dokonce ani nevytvoii cely protein. Cili tyto mutace
poskytly naznak toho, co se déje u vazné nemocnych pacientii, coZ jsem chtél sledovat.
(Na snimku: IDO2 katalyzuje prvni krok drahy kyneureninu) IDO2 je prvni enzym v draze
znamé jako draha kyneureninu. To je hlavni cesta rozpadu aminokyseliny nazvané
tryptofan. To je nejméné frekventovana aminokyselina ve vasich bilkovinach. Tryptofan
je nezbytna aminokyselina, to znamena, Ze si ji nedokaZete sami vyrobit, je dostupna
pouze v potravé z organismiu, které si ji umi samy vyrobit. A tryprotfan ma dva osudy, o
kterych budeme mluvit. Existuji mensi minoritni osudy, ale ty velké jsou draha kyneureninu,
ktera sméfuje v tomto diagramu z vychodu na zapad. (Zleva doprava, poznamka piekl.) A
jsou tu dva enzymy, které katalyzuji tu prvni reakci. IDO2 enzym, o kterém jsem vam prave
povidal, s jeho mutacemi, a IDO1, ktery déla ptesné totéz. Abychom dokondili ten systém, tu
je draha jdouci ze severu na jih, ktera je také diileZita pro osud tryptofanu, a to je produkce
serotoninu, molekuly, o niz jste asi vSichni slySeli, ktera se stara o regulaci spanku a mnoho
dalsich véci jako fizeni imunitniho systému. Tedy, co by to mohlo byt ohledné toho IDO
systému, co vlastn¢ hraje takovou roli, kdyz IDO1 funguje dobfe a je to jenom IDO2, ktery je
snimki, které mam, ale dozvédél jsem se, ze komunita ME/CFS pacientl Cetla vice ¢lankd o
ME/CFS, nez ja, takze mam obavy, Ze tyto snimKy mate navrchu v hlavé. Bojim se, ze budete
klast otdzky, které neumim zodpovédét. Na levé strané je graf tryptofanu, coz je molekula,
kterd je substritem pro tento enzym, molekula, kterd se méni na dalSi molekuly. A na
vertikalni ose je pritok tohoto enzymu, to znamena, kolik molekul se pfeméni na produkt za
jednotku cCasu, takze mozna tisic molekul za sekundu, néjak tak. A na horizontalni ose je
koncentrace tryptofanu, ktery vchazi do této reakce. A muzete vidét pro IDO2, ten, ktery je
naruseny, ze IDO2 ma klasicky tvar. To je to, co nazyvame kiivka Michaelis Menten,
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pojmenovana po dvou zenach, které objevily tuto vlastnost enzymu v minulosti v obdobi
roku 1800. A ta ma ptimy tvar téméf pro vSechny enzymy. Ale pro IDOL1 ten tvar neni stejny,
nenasyti se tady a nedosahuje maximalni rychlosti, namisto toho ptejde ptes vrchol a jde zase
dolt. Takze pfi velmi vysokych koncentracich tryptofanu je tady mnohem mensi pritok, nez
ho tu bylo pfedtim, mnohem mensi produkce kyneureninu. TakZe misto toho, abychom m¢li
soucet celkového prutoku, ktery bude néco jako Michaelis Menten kiivka, jestlize se zbavite
IDO2, tak to vypada jako to, co mate vpravo. Vpravo to tika, ze IDO2 je v podstaté zalozni
systém. Plsobi pii velmi vysokych koncentracich tryptofanu, aby udrzel pritok skrze drahu
kyneureninu pii vyskytu velmi vysoké koncentrace tryptofanu. Takze ted’ vidite, co by se
mohlo pokazit. IDO2 nefunguje, je poruseny. Tedy ted’ je tu mnohem niZsi priitok, a
jakmile prejdete pies tento vrchol, jakmile néjakym zptisobem, a ja si myslim, Ze to je,
CO nastane pri pocatecnim stresoru, se kterym jste se utkali, ktery Vas dostal do tohoto
onemocnéni ME/CFS, byli jste pfehozeni pres tento vrchol. Jak se jednou dostanete pres
ten vrchol, tak jste v problémech, protoze ted’” pokazdé, kdyZ zvysite koncentraci
tryptofanu, pritok enzymem se snizi, a pokazdé, kdyZ priitok enzymem se sniZi,
koncentrace tryptofanu se zvysi, a pokazdé, kdyZ koncentrace tryptofanu se zvysi,
pritok enzymem se sniZi, a tak dale a tak dale. A jste posunuti celou cestu doli tou
k#ivkou. Uvizli jste na druhé strané tohoto vrcholu. A jako disledek jste lapeni v tom, co
nazyvam metabolicka past IDO. Vazné nemocni pacienti s ME/CFS maji pramérmé 1,7
pokaZenych kopii IDO2. A bez IDO2 jako zalohy pfi vysokych koncentracich tryptofanu
inhibice IDO1 svym vlastnim substratem otevira dvete patologickému rovnovdznému stavu.
To je ptiklad bistability a nelinedrnich systémi, o kterych jsem mluvil od zacatku. Takze
nasledujici véc, kterou jsme udélali, bylo ukazat, Ze to neni jen rozhazovani rukama. Jasné, to
zni docela dobfe, ale my sestavili i matematicky model. Toto je model toho systému, ktery
jsem nacrtl, draha tryptofanu pfes kineurenin a draha tryptofanu k serotoninu. A co ten model
ukazuje, je, ze velmi vysoké zvySeni koncentrace tryptofanu, uméle vyprodukované v modelu,
jenom po 10 dni, zptisobuje zménu v tryptofanu, jak asi uhodnete, uvniti bunky, takovou, Ze
pokud odstranite ten zvySeny tryptofan v mimobunééném prostoru, tak se vlastné vrati
k normalu. Ale to trva 30 tydnt. Pal roku. A kdyz tim pusobite déle, kdyz mate vysoky
tryptofan po, ja myslim, Ze tento je 8 tydnu, ¢ili dva mésice, tak mocny stresor, pak se uz
nikdy nevratite, dokonce 1 kdyZ jste odstranili stresor. TakZe ddm tento tryptofan piimo
zpatky tam, kde byl pod kontrolou, a vS§echno v buice zistane, kde to bylo. Toto je velmi
vysokd hladina tryptofanu, toto je velmi nizk4 hladina kyneureninu, coZ je nésledny produkt,
a toto je prutok skrze tu drahu IDOI, je velmi poklesly. TakZe model je konzistentni
s myslenkou, neni to jenom legrace Si to prohlizet, pfechazeni pfes tento vrchol, to se vskutku
teoreticky odehrava. Tento model déla predikce, které mizeme testovat. (Na snimku: model
pasti IDO2 vytvafi testovatelné predikce. V zasaZenych bunikach ME/CFS pacientl: bunécny
tryptofan bude zvySeny, bunéfny kyneurenin a pomér Kyn/Trp bude sniZeny, pritok
katalyzovany IDO bude snizeny.) Ted’ ja teoretik jsem sam nemohl tyto véci testovat. A tak
nastésti OMF, kdyz to zjistila, zafinancovala ten grant, na kterém pracuji. A také financovala
grant pro Rondv tym. TakZe Julie Wilhelmy, Curt Fischer a Sundari Suresh umoznili udélat ta
méfeni, ktera vam ukazu. Takze tento tym chtél testovat ty predikce. V zasazenych buikach
bunéény tryptofan bude zvyseny. To je hladina tryptofanu uvniti bungk, ¢ili to nebude venku,
je to uvnitf bun€k. Bunéény kyneurenin a pomér kyneurenin tryptofan bude sniZeny, to je
dalsi predikce. A nakonec pritok katalyzovany IDO2 by mél byt snizeny u ME/CFS. Délame
to jen 6 mesicill, takze to je jenom n=6 pacientli. Na téchto dvou obrazcich, co mame, je
koncentrace kyneureninu v molekulach na buniku. V téch Cervenych bodech jsou zdravé
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kontrolni osoby a modré ¢tverecky jsou pacienti s ME/CFS. A muzete vidét, Ze kyneurenin je,
jak predpokladame, vyrazné niZsi, neZ je tomu u zdravych kontrolnich osob. Cas rovny 0 tady
je, kdyz jsme ptidali metabolicky stopovac. Stopovace se tu pouzivaji, abychom sledovali
pratoky. Na horizontalni ose, je ¢as po pfidani stopovace. Nahote na pravém panelu vidite, ze
tryptofan v bunkach je také vysoky u pacientt s ME/CFS, jak se ptedpokladalo. Neni to
statisticky vyznamné. Doufam, ze to bude v tu chvili, kdy se dostaneme k n mnohem vys$simu
nez 6. Takze posledni je, Ze bunéény pomér kyneureninu k tryptofanu je snizeny, jak se
predpokladalo. To je velmi vyznamné u n rovno 6 pacientl. Takze tyto jsou vSechny
konzistentni S teorii. A také jsme méFili ten pritok, o kterém jsem vam fekl, s pouZzitim
tryptofanu oznaceného uhlikem C13. MiiZete vidét, Ze ta modra krivka tady pro
ME/CFS je znova mnohem potlacenéjsi v porovnani s produkci kyneureninu u zdravych
kontrolnich osob. To je dilezité pro ME/CFS, protoZze metabolické pasti vysvétluji
ME/CFS jako skok. Skok z fyziologického rovnovazného stavu do patologického. Tento
skok umoZiuji predisponujici béZné mutace. Je to iniciovino relativné
nepravdépodobnou kombinaci spousStéci. Nejsou to vidy stejné spouStéce, prosté
jakykoliv spoustéc, ktery vaim umoziiuje dostat se do bistabilniho stavu, spodniho stavu
Vasi bistability. A nakonec je to udrZovano ne né¢im akutné pokaZenym, ale
biologickym defektem, ktery zatim evoluce nevyreSila. TakZe mySlenka metabolické
pasti je jeden priklad tohoto druhu bistability. Ma to né&jakou oporu v genomice a
pocitaéové simulaci a to vytvaii predikce, které byly experimentalné potvrzeny. Toto je
diagram mozku v fezu a ve fialové vidite 6 jader, jsou nazvané raphe nuclei, a to jsou neurony
serotonergického nervového systému v mozku. A tyto neurony jsou schopné kontrolovat
velké mnozstvi oblasti mozku, které souvisi s ME/CFS. Takze mn¢ dovolte fict, ze kognitivni
funkce, pohyb, Cich, dysautonomie, dysfunkce motorickych neuronti, dopaminovy systém,
vSechny ty bolesti hlavy, dusnost, POTS, parasympateticka dysfunkce a bolest, kazdy z nich
ma vstupy ze serotonergického nervového systému v mozku. A myslim, Ze to je relevantni
pro toto onemocnéni. Jak budeme pokracovat? Budeme sledovat tu past intenzivné. A
vyvineme a budeme testovat terapie, které jsou zaloZené na pasti, a uvidime, jestli je
miiZzeme primét fungovat. POKUD, a to je velké POKUD, je ME/CFS zpiisobeno
metabolickou pasti, tak potom je nasim tukolem dostat pacienty ze sady nemocnych
rovnovaznych stavi zpatky nahoru pies limitni bod na doménu zdravych rovnovaznych
stavi.

Zpét na obsah

Odkaz na vSechna videa z prezentaci:
https://www.youtube.com/playlist?list=PLI4AfLZNZEQPxjgF40]AO3wdCFMeriNBK
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