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Kronisk traethedssyndrom,
en usynlig sygdom?

"Seahorse XF'-teknologi kan mdle cellers evne til at
producere energi under stress og afslgrer dysfunktionelle
energisystemer i Kronisk troethedssyndrom.

Af Rikke Katrine Jentoft Olsen,
lektor ved Molekyloer Medicinsk
Forskningsenhed, Institut for
Klinisk Medicin, Aarhus Universitet
og Aarhus Universitetshospital,
Lasse Martlev, Nordisk Seahorse
Produktspecialist, Agilent
Technologies, Paula Fernandez
Guerra, Post.doc ved Molekylcer
Medicinsk Forskningsenhed,
Institut for Klinisk Medicin,
Aarhus Universitet og Aarhus
Universitetshospital og Louise
Brinth, lcege ved Kardiologisk
Afdeling/Koordinerende
Forskningsenhed, Bispebjerg
Frederiksberg Hospital

Evolutionen har udrustet vores celler
med sma kraftvaerker - mitokondrierne,
der mobiliserer de ngdvendige energi-
og forsvarssystemer, nar vi udsattes

for stress. Ny forskning tyder pa, at
dysfunktionelle mitokondrier spiller en
central rolle i den ekstreme udmattelse,
som patienter med Kronisk treethedssyn-
drom oplever ved fysisk og mental an-
strengelse. Seahorse XF-teknologi er en
metode, der kan male mitokondriernes
energiomsatning i levende celler under
stress. Forskere fra Molekyler Medi-
cinsk Forskningsenhed, Aarhus Uni-
versitet og Synkopecenteret, Bispebjerg
Frederiksberg Hospital er gaet sammen
med Agilent Technologies, der udbyder

Seahorse XF-teknologi, med henblik pa
at fa en stgrre indsigt i mitokondriernes
rolle i Kronisk traethedssyndrom. Lykkes
det at udvikle mitokondrielle syg-
domsmarkgrer og behandlingsmetoder,
er der tale om en medicinsk revolution
for en sygdom, der i mangel pa malbare
sygdomsmarkgrer, er blevet kaldt “den
usynlige sygdom”.

Kronisk trcethedssyndrom,

en omstridt sygdomstilstand
Kronisk treethedssyndrom er en omstridt
medicinsk tilstand, karakteriseret ved

en kronisk invaliderende trethed, og en
langvarig og ofte forsinket udmattelse ef-
ter fysisk og mental anstrengelse. Arsagen

CELLE

? BLODKAR

Glukose Fedtsyrer <—

MITOKONDRIE
NAD* !
FAD \ ®

r
\ NADH

t ATP

Pyruvat

KERNEN l\;A__cetyl-coA % COZ_.
H o, | \'1'.
: A |
Laktat ATP ADP H,0 O, OCR ! \\:.:
E a ik
v v ;
H* ECAR co, :

)

Figur 1. Mitokondrierne er cellens kraftvcerker.

Skematisk reproesentation af en celle med mitokondriet centralt placeret. Cellen optager ilt og ncering fra blodbanen. | cellen omdan-
nes neceringsstoffer i form af glukose og fedtsyrer til acetyl-CoA, som giver substrat til Citronsyrecyklus (TCA). | TCA forbroendes acetyl-
CoA til CO, og de overskydende H-atomer overfgres til hydrogentransportgrerne NAD og FAD. Herefter overfgres energien fra NADH og
FADH, fil ilt via elektrontransportkceden (OXPHOS) i mitokondrie-membranen. ATP kan ogsé dannes uafhcengigt af elektrontransport-
koeden, i cytosolen ved en proces, der kaldes glykolysen. Ved glykolysen forbroendes glukose til pyruvat. Pyruvat kan forbroendes yder-
ligere via mitokondriel respiration eller kan blive omdannet til laktat. Ved Seahorse XF-teknologi, se figur 4, side 23, mdiles iltforbruget
(OCR = Oxygen Consumption Rate), som et udtryk for aktiviteten af elekirontransportkceden og den ekstracellulcere forsuringsgrad
(ECAR = Extracellular Acidification Rate), som et udtryk for glykolytisk laktat-produktion.
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Figur 2. Mitokondrier og stresssignalering.
Mitokondriernes oprindelse udggr en of
de vigtigste begivenheder i jordens histo-
rie og definerer drgangen til den Eukao-
ryote celle og flercellede organismer med
veevsspecifikke organsystemer. For ca.
2.4 milliarder &r siden - i overgangen fra
en iltfattig il en iltrig atmosfcere - optog
en protoeukaryot celle en respirerende
bakterie, der siden udviklede sig til mi-
tokondriet. | processen overfgrte den re-
spirerende bakterie store dele aof sit eget
genom (DNA) fil veertens kerne-genom,
og der opstod et gensidigt afhcengig-
hedsforhold, hvor mitokondriernes evne il
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til syedommen kendes ikke, og der eksisterer ingen biomarkgrer,
der entydigt kan stille diagnosen. En arelang debat har hersket i
videnskabelige og sundhedsfaglige kredse om, hvorvidt syg-
dommen skal kategoriseres og behandles som en somatisk eller
psykiatrisk lidelse. Den mangelfulde sygdomsforstaelse ggr, at
patienterne ofte gennemgar langstrakte og dyre udredningsforlgb
til stor belastning for sundhedssystemet og patienterne selv.

Internationale forskningsstudier har dokumenteret forandrin-
ger i savel det autonome nervesystem, immunsystemet og i pa-
tienternes metaboliske funktion. Det er blevet foreslaet, at disse
fysiologiske mekanismer, som kroppen mobiliserer i forbin-
delse med fysisk og psykisk stress, direkte eller indirekte kan
bidrage til udviklingen af Kronisk trethedssyndrom. Klinisk
anderkendelse og implementering af forskningsresultaterne har
dog vaeret begranset af uensartede fund, omstridte og skiftende
diagnosekriterier og af manglen pa cellulere mekanismer, der
kan forklare sygdommens multisystemiske og psykosomatiske
karakter. Meget taler for, at cellens sma kraftvarker, mitokon-
drierne, kunne vere den samlende faktor.

Dysfunktionelle mitokondrier
i Kronisk trcethedssyndrom
Mitokondrierne er sma tradlignende organeller, der findes i
stort set alle vores celler. De kaldes cellens kraftvarker, fordi
de forbrander kroppens braendstoffer i form af glukose, fedtsy-
rer og aminosyrer til energimolekylet adenosintrifosfat (ATP).
ATP dannes under forbrug af ilt i mitokondriernes elektron-
transportkaede. Mitokondrierne driver saledes respirationen og
sikrer energi til cellen og kroppens mange funktioner, figur 1.
Hjertelunge-funktionstest og malinger af metabolitter i serum
og plasma indikerer, at patienter med Kronisk treethedssyndrom
har nedsat evne til at producere ATP ved mitokondriel respi-
ration. Patienterne kompenserer ved at omprogrammere deres
energiproduktion til glykolysen, der finder sted i cytosolen,
uden for mitokondrierne. Ved glykolysen kan glukose omsettes P>
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at koble ilt til produktionen af henholdsvis
ATP og reaktive iltradikaler Igbende justeres i forhold til cellens
funktion, livscyklus samt behov for at beskytte sig mod udefro-
kommende stresspdvirkninger. Det indbyrdes afhcengigheds-
forhold sikres via sindrige molekyloere kommunikationssystemer
mellem mitokondrierne og cellekernens genom. Mitokon-
drierne udsender signaler, bl.a. reaktive ilfradikaler, der kan
aktivere transskriptionsfaktorer og sikre aktivering af mélrettede
genprogrammer fil genoprettelse af homeostases. Mitokon-
drierne kan ligeledes sikre en slags metabolisk hukommelse
af stressbegivenheden. Dette sker ved, at mitokondriesignaler
efterlader kemiske cendringer i cellens kernegenom (sékaldte
epigenetiske cendringer), der sikrer et hurtigt og mélrettet
stressrespons ved fremtidige stresspévirkninger. Kortvarige og
h&ndterbare stresspdvirkninger er derfor sundhedsfremmende,
mens kroniske eller ekstreme stresspdvirkninger kan forstyrre
stresssignaleringen og fare til sygdom. Figur 2B er modificeret
fra artiklen Wallace DC. Genetics: Mitochondrial DNA in evolu-
fion and disease. Nature. 2016.
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Figur 3. Kronisk stress, mitokondriedysfunktion og sygdom.

til maelkesyre/laktat med et relativt lille ATP-udbytte. En lig-
nende proces finder ogsa sted hos raske ved ekstremt muskelar-
bejde, hvor musklerne ikke far tilfgrt nok ilt til mitokondrierne.
Tilstedevarelse af malkesyre forsurer musklerne, og er forbun-
det med muskeltraethed, som netop er et af kernesymptomerne
ved Kronisk trethedssyndrom.

Arsagen til denne @ndring i mitokondriernes funktion hos
patienter med Kronisk treethedssyndrom kendes ikke. Fald i
mitokondriernes respirationskapacitet er fundet i en reekke kro-
niske livsstilssygdomme og aldring, og vi har pavist lignende
endringer i patienter med medfgdte fejl i mitokondrierne. En
teori er, at kroniske stresspavirkninger i disse sygdomstilstande
overbelaster og udmatter cellulere og fysiologiske stress-
systemer, som i stor udstraekning er koblet til mitokondriernes
energifunktion.

Mitokondrierne sikrer cellulcer
overlevelse og reparation ved stress
Gennem evolutionen har mitokondrierne veret, og er fortsat,
styrende for cellens og dermed organismens evne til at tilpasse
sig @ndringer i det omkringvarende miljg, figur 2, side 21.
Helt centralt for denne rolle er mitokondriernes evne til ikke
blot at koble ilt til produktionen af ATP, men ogsa til produk-
tionen af reaktive iltradikaler, de sakaldte “reactive oxygen
species” eller ROS. ROS dannes som et naturligt biprodukt i
forbindelse med produktionen af ATP i elektrontransportkae-
den, figur 1, side 20. I forbindelse med en ydre stresspavirkning
(eksempelvis en infektion) gger mitokondrierne produktionen
af ROS, der effektivt kan tilintetggre indtreengende bakterier
eller virus. I cellens reparations- eller vedligeholdelsesfase
kobler mitokondrierne ilten til ATP-produktion med henblik pa
at genoprette forbrugte energireserver. Samtidigt iverksettes
antioxidante og antiinflammatoriske systemer for at modvirke
oxidative skader pa cellens egne komponenter, og cellens
meangde af mitokondrier gges. Disse tilpasninger sker i hgj
grad ved, at mitokondrierne udsender signaler (bl.a. finjuste-
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rede koncentrationer af ROS) til regulatoriske proteiner og til
kernegenomet, hvorved malrettede genprogrammer igangsattes
og celluleer homeostase genoprettes. Hvis de cellulere skader
ikke kan repareres, udsender mitokondrierne systemiske signa-
ler, der aktiverer immun-inflammatoriske og neuroendokrine
signaler samt det autonome nervesystem. Herved alarmeres
hele organismen og der etableres systemiske @ndringer i orga-
nismens metabolisme og adferd, der hjelper til handtering af
stresspavirkningen, figur 3.

Kroniske stresspavirkninger kan forstyrre mitokondriernes
kommunikation med cellekernens genom og skabe en tilstand,
hvor mitokondrierne er i konstant forsvarsposition. Dette er
formentlig en evolution@rt konserveret mekanisme, der tillader
cellen at overleve under vedvarende stresseksponering. Prisen
for denne tilpasning er en nedsat evne til at genoprette energi-
reserver og beke@mpe oxidative skader ved selv almindelige
stresspavirkninger, og en fglgelig nedsat funktionsevne og forrin-
get livskvalitet. Det er endnu uvist, hvad der driver udmattelsen
af de mitokondrielle stresssystemer i Kronisk treethedssyndrom,
og om forskellige patienter har forskellige grader af mitokondrie-
dysfunktion. Det er ogsé uklart, i hvilken grad mitokondriedys-
funktionen hos patienter med Kronisk treethedssyndrom adskiller
sig fra den dysfunktion, der ses ved andre kroniske livsstilssyg-
domme, og om den kan modvirkes eller repareres.

Seahorse XF-teknologi er en metode, der kan male mitokon-
driernes energiomsatning og metabolisk fleksibilitet i levende
celler under stress, figur 4. Amerikanske forskere har for nyligt
vist, at denne teknologi kan pavise mitokondrielle forandringer
i blodceller fra patienter med Kronisk trethedssyndrom. Vi har
opnaet lignende resultater i en mindre gruppe danske patienter
— data, der endnu ikke er publiceret. Vores gnske er at kombi-
nere SeaHorse-teknologi med undersggelser af globale foran-
dringer i patienternes protein- og metabolitmgnstre, og relatere
disse til malbare forandringer i det autonome nervesystem og
immunsystemet med henblik pa at identificere diagnostiske bio-
markgrprofiler og teste behandlingseffekten af medikamenter
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Figur 4. Agilent Seahorse XF Analyzers.

A: Seahorse XF Analyzer. B: Skematisk reproesentation af
Seahorse XF cellebrgnd og sensor probe. 1) Integrerede injekfi-
onsporte, 2) sensor probe, der scenkes og danner mikrokammer,
3) cellebrgnd med cellemedie, 4) sensor til detektion af OCR

og ECAR, 5) mikrokammer med celler i bunden. C: Skematisk
reprcesentation af resultaterne fra en Seahorse XF Cell Mito Stress
Test, der anvendes fil at analysere funkfionen af mitokondriet.

Her males OCR over fid, hvor den basale respiration males forst
(bl&). Ved farste injektion tilscettes oligomycin, der hcemmer ATP-
syntasen i elektrontransportkceden, hvorved der sker et fald i OCR
og man fé&r et indirekte mal for ATP-produktionen (lilla). Anden in-
jektion er FCCP ("uncoupler”), som tillader protonerne at passere
frit gennem mitokondrie-membranen, hvorved OCR gges. Dette
er et mal for den maksimale respiration (gren). Forskellen mellem
den basale og maksimale respiration er et udtryk for cellens ka-
pacitet til at gge den mitokondrielle respiration. Tredje injektion er
rotenone og antimycin A (hcemmer henholdsvist kompleks | og
kompleks lIl i elektrontransportkaeden), hvorved den mitokondiri-
elle respiration stoppes, og der dannes et mal for proton-lcekage
fra membranen (turkis) samt oxygenforbrug, der sker uafhcengigt
af mitokondriet (orange).

og interventioner, der kan genoprette mitokondriernes funktion
og evne til at kommunikere med kernegenomet.

Seahorse XF-teknologi

Agilent Seahorse XF-teknologi er en patenteret teknologi, der i
real-tid maler forskellige metaboliske parametre og funktioner
i levende celler.

Agilent Seahorse XF Analyzers maler cellulere metaboliske
funktioner via de to store energiskabende processorer - mito-
kondriel respiration og glykolyse - pa levende celler vha. label-
frit system med sensor-prober i et mikropladeformat, figur 4A.

Glykolysen genererer ATP uafhangigt af oxygen ved at pro-
ducere malkesyre. Instrumentet maler denne forsuring (pH) af
mediet fra cellen og udtrykker det som “Extracellular Acidifi-
cation Rate” eller ECAR, figur 1, side 20.

Mitokondriet genererer ogsa ATP ved at forbruge oxygen og
oxidere glukose, fedtsyrer og aminosyrer. Den mitokondrielle
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Sygdommen har veret udsat for mange forskellige diag-
nosekriterier og medicinske sygdomsbetegnelser. De mest
anvendte internationale kliniske betegnelser er ”’Chronic
fatigue syndrome (CFS)” og/eller "Myalgic Encephalomy-
elitis (ME)”’.

0,2% og 0,4% af befolkningen skgnnes at lide af CFS/
ME, hvilket i Danmark svarer til mellem 10.000-20.000
personer.

Hos ca. 80% af patienterne opstar sygdommen oftest i for-
bindelse med en infektion. Andre udlgsende faktorer kan
vere kemisk pavirkning eller et stgrre fysisk eller psykisk
traume.

I fremskredne stadier er patienterne ude af stand til at
arbejde og deltage i et normalt socialt liv. Ca. 5% af patien-
terne er bundet til sengen.

Unge kvinder, der rapporterer bivirkninger efter vaccinati-
on med Human Papillomavirus (HPV), udviser et lignende
syndrom.

I Danmark og flere andre lande kategoriseres sygdommen
som en funktionel eller psykosomatisk lidelse, og behand-
lingen er kognitiv adfaerdsterapi og gradueret genoptra-
ning, evt. kombineret med psykofarmaka.

Mitokondrier og evolutioncer tilpasning

“Det er ikke den steerkeste eller mest intelligente art, der
overlever, men derimod den art, der bedst kan tilpasse sig
forandringer”’.

Citatet er oversat fra et af Charles Darwins videnskabelige
verker. I dag ved vi, at det i stor udstrekning er mitokon-
drierne, der er styrende for cellens og dermed organismens
evne til at tilpasse sig @ndringer i det omkringvarende
miljg.

Patienter med Kronisk treethedssyndrom kunne udggre en
lille andel af befolkningen, som er arveligt mere sarbare
med hensyn til at handtere miljgpavirkninger i form af
eksempelvis infektioner, kemikalier og fysisk/mentalt
aktivitet.

respiration males via @ndringen af oxygenforbruget, og kaldes
”Oxygen Consumption Rate” eller OCR, figur 1, side 20.

For at male ECAR og OCR skaber en sensor i hver celle-
brgnd et mikrokammer, figur 4B, som tillader systemet hurtigt
at kunne detektere @ndringer i bade oxygen-koncentration og
pH i mediet. Der kan méles gentagne gange fra minutter til
flere timer og under forskellige temperaturforhold.
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Ved hver sensor er der integrerede injektions-
porte, som giver mulighed for at tilsatte op til fire
reagenser - substrater, inhibitorer, drugs etc., figur
4B, side 23. Injektionen kan programmeres séle-
des, at den automatisk tilsetter sit indhold 1 hver
cellebrgnd i cellepladen pa et gnsket tidspunkt.

Teknologien inkluderer ogsa kits og reagenser,
som muligggr maling af mitokondriel respiration
fra glukose, fedtsyrer og andre substrater, figur
4C, side 23. De kan anvendes til en lang reekke
celletyper, sdsom primere celler, celler i suspen-
sion, adh&rente celler, isolerede mitokondrier,
islets, 3D spheriods, zebrafisk, C. elegans, D. Me-
lanogaster, gerceller og andet biologisk materiale.

Teknologien anvendes inden for en lang rekke
forskningsomrader, hvor mitokondrierne vides at
spille en rolle, sasom kraftsygdomme, diabetes,
immunologi og hjertekarsygdomme.
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Torkil Holm Prisen 2018
til Esben Taarning

Den 37-arige R&D Director ved Haldor Topsge A/S, Esben Taarning, mod-
tog Torkil Holm Prisen 2018. Hvert andet ar uddeles Torkil Holm Prisen til
en yngre kemiforsker, som har opnaet anerkendelse inden for sit felt og som
har potentiale for yderligere forskningsmassig udvikling.

Prisen er pa 50.000 kr. og blev overrakt ved det internationale kemisympo-
sium Torkil Holm Symposiet. I begrundelsen for tildelingen af prisen sagde
formanden for priskomiteen, professor ved DTU Kemi, David Tanner:

- Esben Taarning tildeles prisen for sit enestaende bidrag til udviklingen
af baeredygtige og katalytiske metoder for valorisering af biomasse, dvs. om-
dannelsen af biomasse til vardifulde kemikalier, der kan bruges til kemisk
syntese.

Esben Taarning er 37 ar, cand.scient. i kemi fra Kgbenhavns Universitet
og ph.d. fra DTU Kemi. I 2009 blev han ansat som forsker i Haldor Topsges
Research & Development-afdeling, og i 2016 blev han udnavnt som R&D
Director, Sustainable Chemicals samme sted.

Torkil Holm Symposiet afholdes hvert andet ar i samarbejde mellem Torkil
Holm Fonden og ATV.

Thomas Bjgrnholm forsknings-
direkter i Villum Fonden

Thomas Bjgrnholms opgave som ny forskningsdirektgr i Villum Fonden bli-
ver at give stgtte til teknisk og naturvidenskabelig forskning. Fonden tildeler
arligt godt en milliard kroner, hvoraf halvdelen gar til teknisk og naturviden-
skabelig forskning, som Bjgrnholm bliver ansvarlig for.

Thomas Bjgrnholm blev 1. september 2010 prorektor pd Kgbenhavns
Universitet. Han kom fra en stilling som leder af Nano-Science Center pa Det
Naturvidenskabelige Fakultet pa KU. Som prorektor har Thomas Bjgrnholm
haft ansvaret for forskning og innovation. Han har bl.a. veret igangsatter
og anker pa initiativer som Tenure Track-ordningen, stjerneprogrammer
og 2016-puljer til tvaerdiscipliner forskning samt engageret i f.eks. Greater
Copenhagen
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