En studie i samarbete mellan Huddinge och Link&pings universitet.

Poly-/mono-aminer och Chronic Fatigue Syndrome.

Introduktion.

Chronic Fatigue Syndrome (CFS) ar en sjukdom fér vilken man trots omfattande
forskning annu inte kunnat pavisa nagot etiologiskt agens. Manga patienter drabbas
av CFS efter att ha insjuknat i en influensaliknande infektion. Mycket talar for att CFS
fororsakas av en kvarstaende "lagvirulent” virusinfektion efter ett mer eller mindre
akut eller subakut skede av infektionen. For att ett virus skall kunna "6verleva” hos
sin vard maste det pa nagot satt "lura”

eller hamma immunsystemet.

Det finns indikationer pa att CFS fororsakas av ett virus som stimulerar en
merproduktion av polyaminer (PA) som ett satt att hAmma vardens immunsystem.
Polyaminer (bl a putrescin, spermidin, spermin) &r immunsuppressiva vilket har visats
i ett flertal studier. Vid matabolismen av PA bildas beta-alanin som utséndras i
urinen. | en studie av McGregor et al (1) kunde man visa att CFS-patienter hade en
signifikant 6kad utsondring av beta-alanin och att det ocksa foreldg en stark
korrelation mellan 6kad beta-alanin utséndring och graden av CFS-symtom (27).
Dessa fynd ar helt i 6verensstammelse med hypotesen att CFS orsakas av en
pagaende virusinfektion dar viruset inducerar en tkad produktion av PA.

For att testa denna hypotes har en pilotstudie, poly-/mono-aminer (PMA) analyserats
fran dygnsmangd urin som samlats av CFS-patienter och friska forsokspersoner.
Denna studie har genomforts i ett samarbete mellan Birgitta Evengard,
Infektionskliniken, Huddinge sjukhus och Ulf Hannestad, Instutionen fér Biomedicin
och Kirurgi, Avdelningen for klinisk kemi, Linkdpings Universitet.

Material och metoder.

Under hosten 2002 samlade 6 st CFS-patienter (3 kvinnor + 3 man) och 12 friska (6
kvinnor + 6 man) vardera en dygnsmangd urin. Urinen samlades i 3 | plastdunk med
tillsats av 15 mL saltsyra 6 mol/L.

Efter att urinvolymen bestamts genom vagning halldes c:a 30 mL 6ver i provror och
forvarades vid -20° C. Kreatininkoncentrationen bestamdes pa varje urinprov.

| Tabell 1 redovisas data for friska forsokspersoner vad galler alder, kon, urinvolym
och kreatinin. Motsvarande data for patienter finns i Tabell 2.

Alla urinprover analyserades dels efter sur hydrolys och dels direkt utan hydrolys. Vid
varje analys av urinprover analyserades ocksa standardlosningar i fyra olika
koncentrationer av féljande PMA: putrescin, beta-alanin, GABA, spermidin, spermin.
Standardlésningarna behandlades pa samma sétt som urinproverna.

Analys med hydrolys.

Fran den vid insamlingen surgjorda urinen togs 25uL och blandades med 100 pL
|l6sningen med inre standard (aminokaprylsyra, 0,05 mmol/L i HCI, 0,1 mol/L).
Darefter tillsattes 125 pL HCI, 6,0 mol/L och hydrolysen fick paga i 4 timmar vid 120°
C.



Provet blastes darpa till torrhet med kvavgas pa varmeblock vid 60° C.

Eventuella karboxylsyror derivatiserades genom férestring med 200uL av 1,5 mol/L
acetylklorid i 1-hexanol (15 min vid 120° C). Proverna blastes till torrhet och
aminogrupper derivatiserades med 50 pL heptafluorosmérsyraanhydrid i 200 L
etylacetat (15 minuter vid 90° C). Darefter blastes till torrhet pa nytt och
derivatiserade PMA extraherades med 2X 1,0 mL etylacetat fran 250 uL fosfatbuffert,
0,2 mol/L pH 7,0. De tva etylacetatfaserna slogs samman och blastes till torrhet. Den
torra aterstoden lostes i 400 uL etylacetat och analyserades med gaskromatografi-
masspektrometri (GC-MS).

Analys utan hydrolys.
Denna analys utfordes pa samma satt som med hydrolys fransett att tillsatts av HCI,
6 mol/L och varmning 4 tim vid 120° C uteslots.

Resultat.

For varje amin (putresin, beta-alanin, GABA, spermidin, spermin) erhdlls en
standardkurva med vars hjalp koncentrationen av PMA kunde bestammas i de
enskilda urinerna. Dygnsutsondringen av PMA bestdmdes med hjélp av de uppmatta
urinvolymerna. Mangderna av purescin, spermidin och spermin i urinerna var alltfor
laga for att kunna koncentrationsbestammas med den urinvolym (25 pL) som
anvandes for analys i denna studie. For att bestimma dessa PA bor man anvanda
sig av en storre provvolym och ett anriknings- och reningssteg i analysen. Efter
urinhydrolys hade friska forsokspersoner féljande dygnsutsondringar av beta-alanin:
229,2 umol/L (medelvarde (mv) med range 115,6 - 610,5 pumol/L (Tabell 3) medan
motsvarande varden for patienter var 500,5 pmol/L (mv) och range 68,7 — 2169,3
umol/L (Tabell 4). Dygnsutséndringen av GABA efter hydrolys var for friska 80,6
pmol/L (mv), range 56,4 — 120,6 pumol/L (Tabell 3) och for patienter 77,7 pmol/L (mv),
range 37,6 — 114,2 umol/L (Tabell 4).

Utan urinhydrolys hade friska férsokspersoner féljande dygnsutsdndring ab beta-
alanin : 77,5 pmol/L (mv) med range 6,7 — 150,3 umol/L (Tabell 5) medan
motsvarande varden for patienter var 141,3 umol/L (mv) och range 22,0 — 485,2
pumol/L (Tabell 6). Dygnsutséndringen av GABA utan hydrolys var for friska 24,5
pmol/L (mv), range 8,0 — 52,6 umol/L (Tabell 5) och for patienter 27,2 pmol/L (mv),
range 8,5 — 53,8 umol/L (Tabell 6). For beta-alanin respektive GABA beraknades ett
normalomradet utgaende fran dygnsutsondringen hos de tolv friska
forsokspersonerna. Normalomradet beraknades som mv+2 standardavvikelser.

For analys efter urinhydrolys galler foljande normalomraden: beta-alanin < 498
pumol/dygn och for GABA 42 — 119 umol/dygn.

Utan hydrolys galler dessa normalomraden: beta-alanin < 158 umol/L och for GABA
< 50 umol/L. Dygnutséndringen av respektive beta-alanin och GABA efter hydrolys
visas i Figur 1 och Figur 2 for enskilda friska och patienter med angivande av
normalomrade (streckad linje). Motsvarande varden utan hydrolys visas i Figur 3
respektive Figur 4.

Diskussion.

Polyaminerna putrescin, spermidin och spermin ar polyvalenta, vid fysiologiskt pH
positivt laddade alifatiska aminer som forekommer i alla levande organismer. PA
syntetiseras fran ornithin och arginin via starkt reglerade enzymsystem dar tva
dekarboxylaser ar extremt inducerbara och har synnerligen kort halveringstid (2-5).
Detta galler speciellt ornithindekarboxylas (ODC) som ar det hastighetsbestammande



enzymet i PA-syntesen nar putrescin bildas fran ornithin. ODC har in vivo en mycket
kort halveringstid pa endast 10 — 20 minuter (6).

PA omsatts till ett antal metaboliter vars funktion till stor del ar okanda. Figur 5 (fran
(2)) visar hur putrescin vid nedbrytning bildar GABA och 5-hydroxypyrrolidone.
Putrescin omvandlas ocksa enzymatiskt till spermidin som i sin tur kan bilda spermin.
Vid nedbrytningen av bade spermidin och spermin bildas beta-alanin. PA och ODC
férekommer i all human vavnad och ar vasentlig for flera cellulara och fysiologiska
funktioner. Flera djurstudier har visat att PA kan vara involverade i flera metaboliska
och elektrofysiologiska processer i centrala nervsystemet (CNS). Man har funnit att
PA bl a reglerar jonfloden, paverkar neurala jonkanaler och dven modulerar flera
receptorer for neurotransmittorer (6-7).

Utsondring av beta-alanin och GABA.

| denna studie fann vi att fem av sex CFS-patienter hade normala utséndringar av
bade beta-analin och GABA. Den sjatte patienten, P1, man 48 ar, hade &ven han en
GABA-utséndring inom normalomradet men hade en kraftigt forhéjd koncentration av
beta-alanin i sin urin. Dygnsutsondringen av beta-alanin hos patient P1 var 2 169
umol/dygn vilket &r c:a tio ganger sa stor som medelvardet (229 pmol/dygn) av beta-
alanin-utsondringen hos friska forsokspersoner. Man kan misstanka att den stora
mangden beta-alanin hos denne patient har samband med CFS-sjukdomen och att
den mycket forhdjda utsondringen orsakas av en stord metabolism av PMA. Troligt &r
ocksa att denna storning orsakas av ett virus som inducerar en 6kad produktion av
putrescin och dvriga PMA i CNS. Bade beta-alanin och GABA &r
nedbrytningsprodukter fran PA, Figur 5.

Anledningen till att endast en patient hade férhojd utséndring av beta-alanin ar
formodligen att det endast i mer akuta skeden av CFS eller vid skov som stérningen i
PMA-metabolismen ar tillrackligt stor for att kunna ses som en férhojd utséndring i
urinen. | mer lugna skeden av CFS "drunknar” produkterna fran denna storning i den
normala omsattningen och produktionen av PMA och deras metaboliter. En liten
okad produktion av PMA lokalt i t ex CNS kan dock, utan att vara pavisbar i urinen,
fororsaka storningar av neurotransmittorer och signalsystem i CNS. GABA kan
endast i liten utstrackning passera blod-hjarnbarriaren och en ékad halt i CNS kan
darfor inte forvantas vara pavisbar i urinen. Vad géller beta-alanin &ar det okant om
dess formaga att passera blod-hjarnbarriaren.

| denna pilotstudie ar patientmaterialet litet och ett storre antal CFS-patienter i olika
faser av sjukdomen behdver undersdkas for att faststalla hur ofta en 6kad beta-
alanin-utsondring kan pavisas. McGregor et al (1) har dock klart kunnat pavisa ett
signifikant samband mellan CFS och 6kad beta-alanin-utséndring. Dessutom fann
man ocksa en signifikant korrelation mellan mangden beta-alanin och graden av
symptom hos CFS-patienterna (27).

CFS och paverkan pa centrala nervsystemet.

Om man antar att CFS fororsakas av ett "lagvirulent”/opportunistiskt virus som lokalt
infekterar CNS skulle ett sadant virus mycket val kunna inducera en 6kad produktion
av PMA. Detta skulle vara gynnsamt for virusets "6verlevnad” eftersom PMA &r
immunsuppressiva. En virusinducerad produktion av PMA skulle ocksd medfora en
Okad halt av PMA-metaboliterna GABA och beta-alanin i CNS. GABA &r den
viktigaste inhibitoriska neurotransmittorn i CNS (9). Genom att underlatta fér negativa
kloridjoner att forflyttas in i nervcellerna inhiberar GABA den presynaptiska
frisattningen av neurotransmittorn genom en positiv polariseringspuls. Sadan



inhibition ar extremt vanlig, GABA-receptorer kan pavisas hos 60-80% av
nervcellerna i CNS. GABA hammar transmissionen av flera viktiga signalsubstanser,
bl a noradrenalin, serotonin, dopamin och acetylkolin.

En virusinducerad 6kning av GABA i CNS skulle troligen kunna ligga bakom manga
av de neurologiska symtom som ar karakteristiska for CFS. Flera av de antiepileptika
som finns pa marknaden, t ex bensodiazepinderivat, valproinsyra, vigabatrin, utévar
sin effekt genom att héja koncentrationen av eller underlatta transmissionen av
GABA. De biverkningar som dessa antiepileptika ger pa grund av 6kad GABA-
aktivitet paminner ocksd mycket om de symtom som &r typiska for CFS: somnolens,
trotthet, huvudvark, forvirring, minnesstorningar, stord eller minskad koncentration,
reducerad vakenhet, depression, tankestdrningar.

En studie har gjorts av koncentrationer och distribution av PA i human CNS. Man
anser att PA i CNS bl a reglerar receptorfunktion, kontrollerar synaps- och nervcells-
aktivitet samt potentiellt har betydelse for inlarning och minne (24).

CFS, PMA och hypotalamic pituitary adrenal axeln.

| ett flertal studier har man visat att CFS-patienter har en stérning av hypotalamic
pituitary adrenal (HPA) axeln (10). Stérningen yttrar sig bl a i form av laga halter av
cirkulerande kortisol och anormala svar pa neuroendokrinologiska stimuleringstester.
| ett antal arbeten har man kunnat pavisa ett klart samband mellan GABA-receptorer-
aktivitet och funktionen hos HPA-axeln (11-15). En 6kad GABA-aktivitet genom
stimulering av GABA-receptorer ger en tydlig inhibitorisk effekt p& HPA-axeln och kan
ocksa signifikant reducera ACTH (kortikotropin)-svaret pa metyrapone-inducerad
inhibition av glucocorticoid feedback.

En virusbetingad induktion av PMA och medf6ljande 0kad koncentration av GABA i
CNS skulle mycket val kunna férklara de fynd som gjorts av stord HPA-axel hos
CFS-patienter.

PMA och immunsuppression.

Det ar sedan lange kant att PA har immunsuppressiva effekter. Den mest studerade
PA &ar spermin som bl a inhiberar proliferation av mérdarceller och T-lymfocyter (16-
19). De hogsta Koncentrationerna av spermin i kroppen (5 — 15 mmol/L) finns i
seminalplasma. Flera studier har utforts dar spermins immunsuppressiva effekt
studerats och dess eventuella samband med fertilitetsproblem (20-22). Det ar sakert
ingen slump att de hogsta koncentrationerna av PA/spermin finns i seminalplasma
och att mycket hdga aktiviteter av ODC aterfinns i prostatavavnad. Man kan formoda
att de hoga halterna av spermin och déarmed féljande starka immunsuppressiva effekt
hindrar att spermier skadas av en reaktion fran kvinnans immunforsvar (22).

Om ett virus orsakar CFS och vid en infektion inducerar en 6kad aktivitet av ODC
skulle merproduktionen av PMA genom sin immunsuppressiva effekt skydda viruset
mot vardens immunforsvar.

CFS och virus.

Mycket talar for att CFS fororsakas av en virusinfektion. Hos de flesta patienter som
har CFS har en mer eller mindre en akut influensaliknande sjukdom foregatt
symtomen som &r typiska for CFS. Manga ganger har man ocksa sett andra tecken
pa att CFS orsakas av ett infektiost agens. Det finns flera fall beskrivna dar ett storre
antal personer i en mer eller mindre isolerad krets drabbats av en influensaliknande
infektion och som sedan utvecklat CFS. Detta har intraffat bl a vd
sjukvardsinrattningar och liknande institutioner.



Man kan anvanda humant cytomegalvirus (HCMV) som "modell” for hur ett virus
skulle kunna orsaka CFS. HCMV ar ett herpesvirus som skiljer sig fran t ex herpes
simplex virus genom dess oférmaga att producera virusspecifikt tymidinkinas. HCMV
"drar nytta av” den infekterade cellens egna enzymsystem genom
stimulering/induktion av bl a cellens tymidinkinas, DNA polymeras samt protein-,
RNA-, och DNA-syntetas (8). Det har visats att HCMV ocksa vid infektion inducerar
en markant 6kning av ODC-aktiviteten och att denna virusinducerande
aktivitetsbkningen inte, som normalt, regleras av slutproduktinhibitionen (8).

Den 6kade aktiviteten av ODC medfor en 6kad produktion av PMA som genom sin
immunsuppressiva effekt kan skydda HCMV fran vardens immunférsvar.

Inga 6vertygande samband har kunnat pavisas mellan CFS och HCMV. Av intresse
ar dock att man nyligen har funnit p52 och CM2 HCMV serum antikroppar hos en del
CFS-patienter Tydande pa ofullstandig HCMV-replikation och detta antyder ett
samband mellan HCMV och CFS hos dessa patienter (23).

PMA, ODC och difluormetylornithin.

ODC ar det hastighetsbestammande steget i biosyntesen av PA.
Difluormetylornithine (DMFO) ar en irreversibel hAmmare av ODC so inhiberar PA-
produktionen och sénker koncentrationerna av PA i vavnad (25-26). DMFO
(eflornithine,Ornidyl®) anvands for att behandla Afrikansk sémnsjuka, en sjukdom
som beror pa infektion av protozoer, bl a Trypanosorma brucei gambiense. DMFO
anvands for behandling av somnsjuka och kan dven med framgang anvandas for
behandling av CNS-infektion med T. gambiense. ODC hos T. gambiense omsétts
inte lika snabbt som hos manniska vilket gor parasiten kanslig for inhiberingen av
enzymet. ODC &r nddvandigt for parasitens fortlevnad hos den infekterade. DMFO
har aven anvants i ett stort antal studier for behandling av olika typer av
cancersjukdomar med varierande framgang. DMFO hammar bildningen av PA som
ar nodvandiga for cell-och cancer-tillvaxt. Det finns stor erfarenhet med behandling
med DMFO, dess biverkningar ar val kdnda och kan bedémas som i de flesta fall ej
allvarliga. Om CFS orsakas av ett virus i CNS som inducerar ODC-aktiviteten med
Okad PA-produktion som f6ljd skulle behandlingen med DMFO mdgjligen kunna
"kupera” CFS-symptomen. Eftersom omsattningen av ODC ar mycket snabb borde
man efter ganska kort tids behandling med DMFO kunna se effekter av hdmmad
ODC-aktivitet, normaliserad PMA-produktioin och férsvinnande av de symptom som
en overproduktion av GABA kan ge. | det fall CFS férorsakas av en virusinfektion bor
forutsattningarna for behandling av CFS med DMFO vara goda eftersom
behandlingen av CNS.infektion med trypanosoma visar att DMFO passerar
blodhjarn-barriaren.

Slutsatser.

Denna pilotstudie har visat att hos en del av CFS-patienter kan en betydligt férhojd
utsondring av beta-alanin i urin pavisas. Detta forhallande fann ocksa McGregor et al
(1) som bland 20 CFS-patienter fann en signifikant 6kad utsondring av beta-alanin
jamfort med friska kontroller. En maijlig och trolig orsak till denna 6kade utséndring ar
att CFS orsakas av en pagaende infektion av ett lagvirulent/opportunistisk virus som
inducerar en 6kad aktivitet av ODC, 6kad produktion av PMA och deras metaboliter,
darav foljande 6kad utsdndring av beta-alanin. En 6kad produktion av bl a GABA i
CNS skulle kunna vara forklaringen till de typiska symtomen hos CFS-patienter.
Materialet i denna studie, sex patienter, ar litet, men den avvikelse som pavisats fran
friska forsokspersoner tillsammans med McGregors (1) resultat stoder ovanstaende



hypotes och bor géra det angelaget att undersoka ett storre antal CFS-patienter med
avseende pa PMAutsondring. Av intresse vore ocksa att forsoka indela patienterna i
olika grupper utifran grad av symptom for att se om PMA-utsondringen kan korreleras
till symptombild.

Ett satt att prova ovanstaende hypotes och kanske lindra symptomen hos CFS-
patienter vore att behandla ett antal patienter med DMFO. Under en val kontrllerad
behandling av ett begransat antal CFS-patienter bor riskerna for allvarliga
biverkningar vara nast intill obefintliga.
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Forkortningar.

GABA gamma-aminosmorsyra

PMA poly-/mono-aminer

CFS Chronic Fatigue Syndrome

PA polyaminer

Mv medelvarde

OoDC orithindekarboxylas

HPA hypotalamic pituitary adrenal axeln

HCMV humant cytomegalvirus

Tabell 1

Data friska forsokspersoner

Person- Alder Kon Urinvolym Urinkreatinin
kod ar mL mmol/L
N1 40,3 Kvinna 786 11,3
N2 445 Kvinna, 1353 6,8
N3 40,0 | Man 1147 13,6
N4 41,9 Kvinna, 2390 4,85
N5 40,0  Man 3048 5,0
N6 | 37,8 Kvinna, 1150 8,0
N7 36,9 Kvinna, 1072 8,45
N8 42,7 | Man 786 16,85
N9 40,3 Kvinna, 2931 2,9
N10 41,9 | Man 1490 7,65
N11 | 35,9 | Man 645 18,25

N12 | 40,6 | Man 1 688 10,85



Tabell 2
Data, patienter

Patient- Alger Kon Urinvolym [Urinkreatinin
kod ar mL mmol/L
P1 48 | Man 2070 8,0
P2 26 Kvinna 836 8,65
P3 37 | Man 2418 6,3
P4 33 Man 2727 4,9
P5 44 KvinnaK 2964 3,0
P6 36 Kvinna| 2292 1,8
Tabell 3
Dygnsutsondring efter hydrolys, friska personer
Person- | beta-alanin GABA
kod pmol/d umol/d
N1 121,2 58,6
N2 115,6 56,6
N3 610,5 86,3
N4 158,8 78,2
N5 276,3 96,5
N6 191,5 87,5
N7 147,8 67,6
N8 210,1 80,0
N9 201,9 99,4
N10 192,6 79,8
N11 196,3 56,4

N12 328,1 120,6



Tabell 4

Dygnsutsondring efter hydrolys, patienter

Patient-
kod

P1
P2
P3
P4
P5
P6

beta-alanin
pmol/d

2169,3
68,7
178,1
160,2
357,5
69,4

GABA
umol/d

109,6
41,7
82,3
81,0

114,2
37,6



