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afgangsprojektet på den sundhedsfagli-
ge diplomuddannelse er en opgave, der 
afspejler de forskellige moduler de stu-
derende sammensætter uddannelsen af. 
Det kan således enten være litteratur-
studier eller undersøgelser lavet i labo-
ratoriet. 

Da jeg arbejder på Center for psykia-
trisk Forskning, valgte jeg at optimere 
og validere et enzym-linked immuno-
sorbent assay (elisa) kit til måling af 
proteinet, Brain-Derived neurotrophic 
Factor (BDnF), et protein, der menes at 
være påvirket ved depression. efterføl-
gende blev mængden af dette protein 

bestemt i hjernevæv, serum og cere-
brospinalvæske (CsF) fra en genetisk 
rotte-depressionsmodel.

i denne artikel vil jeg præsentere de 
opnåede resultater fra den genetiske 
rotte-depressionsmodel, med henblik 
på at bruge BDnF som biokemisk mar-
kør ved diagnosticeringen af depression.

En invaliderende sygdom
Depression er en alvorlig, i mange til-
fælde livstruende sygdom, der rammer 
10-20 % af befolkningen, kvinder bliver 
endvidere oftere deprimerede end 
mænd(1). ifølge WHo vil depression  
være verdens 2. mest belastende syg-
dom i år 2020, hvorimod den i dag er 
den 4. mest belastende sygdom(2).

Da depression er en meget invalide-
rende sygdom med et stort medicinfor-
brug, er det en stor udgift for 
samfundet(1). Mange patienter har fy-
siske symptomer, som vanskeliggør 
diagnosen depression(1), og derfor vil 
målingen af en biokemisk markør kunne 
hjælpe med diagnosticeringen af de-

pression på et tidligere tidspunkt. 
en hypotese i forbindelse med de-

pression er neuroplasticitet (hjernens 
evne til at forandre sig). studier af de-
pressive patienter har således vist en 
reduktion af hippocampus, hvilket tyder 
på tab af neuroner og gliaceller.

Forskellige signalveje er involveret i 
neuroplasticitet. Behandling med anti-
depressivt medicin øger serotonin- og 
noradrenalin-koncentrationen i synap-
sespalten, ved at hæmme deres reup-
take i den præsynaptiske neuron. Dette 
fører til regulering af postreceptor, in-
tracellulære signalveje og expression af 
forskellige gener(3). en af disse signal-
veje er CreB-kaskaden, hvor opregule-
ring af caMp fører til en opregulering af 
CreB. Denne aktivering af CreB med-
fører højere expression af nogle gener, 
heriblandt BDnF (figur 1)(3). 

BDnF er et 27 kDa stort noncova-
lent bundet homodimert protein, der 
findes i det centrale nervesystem samt 
i det perifere nervesystem (4, 5), en-
dotheliaceller og trombocytter(6). BD-
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Forsøg afslørede signifikant 
forskel på ”deprimerede” og 
”normale” rotter.  Dette viser, 
at BDNF og dermed neuronal 
plasticitet er involveret i de-
pression, ikke bare på RNA-ni-
veau, men helt ud på protein-
niveau. 

Figur 1
CreB-kaskaden. 
Behandling med 
antidepressiva 
hæmmer reuptaket 
af serotonin og 
noradrenalin. dette 
medfører bl.a., at 
cAmP opreguleres, 
og dermed sker 
der også en opre-
gulering af CreB. 
Aktiveringen af 
CreB fører til øget 
expression af for-
skellige gener, bl.a. 
Bdnf og dennes 
receptor trkB(3).

Figur 2
dyrene testet i forced swim test. fsl-dyrene er gennemsnitlig immobile i 248 sek., 
hvorimod frl-dyrene kun er immobile i 140 sek.
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nF’s funktion er prolifferering, differen-
tiering og overlevelse af neuroner.

 Humane studier med depressive pa-
tienter har vist, at BDnF målt i blodet 
er nedsat under en depression(7-9). li-
geledes har post-mortem analyse af 
hjernen fra behandlede depressive pa-
tienter vist, at mængden af BDnF er 
øget, i forhold til ubehandlede 
patienter(10). Dyreforsøg har ligeledes 
vist, at behandling med antidepressiv 
medicin og elektrochok påvirker hjer-
nens indhold af BDnF(11-13). Der er 
dog også vist forandringer i BDnF-kon-
centrationen i blodet ved andre neuro-
psykiatriske sygdomme, såsom 
skizofreni(14) og alzheimers 
sygdom(15).

Ved hjælp af vores genetiske rotte-de-
pressionsmodel undersøgte vi følgende
a. korrelation af BDnF i væv, serum og  
 CsF
B. er der statistisk forskel på ”normale”  
 og ” deprimerede” rotter

Materialer og metode
Materialer
Analysen
BDnF måles v.h.a. elisa kit fra promega 
(promega, Wallisellen, schweiz). analy-
sen udføres, som protokollen beskriver 
(16), dog laves standardkurven i områ-
det 0-300 pg/ml. standardkurven til 
vævsprøverne laves i lysisbuffer, der 
består af 100 mM tris-HCl (pH 7,2), 
400 mM naCl, 

4 mM eDta, 0,05 % naazid, 0,5 % 
gelatine, 0,2 % triton-X 100, 2 % Bsa 
og 1*volumen complete (indeholder 

forskellige proteasehæmmere). stan-
dardkurven til serum og CsF laves i 1* 
Block & samplebuffer, der følger med 
kittet.

Der laves en standardkurve til serum 
og væv på hver plade. pladen vaskes på 
en pladevasker (elX autostrip washer 
Bio-tek instruments, inC) og aflæses 
på en pladereader (el 800 Universal 
Microplate reader, Bio-tek instruments, 
inC). ifølge producenten har analysen 
en specificitet på > 97 %, og sensitivi-
teten er 15,6 pg/ml(16).

Vævsprøverne kan syrebehandles, 
hvilket medfører, at proBDnF også fri-
gives. Men da vi var interesseret i det 
modne BDnF, undlod vi dette trin.

Forsøgsdyr
Dyrene, der bruges til forsøget, er Flin-
ders sensitive- og Flinders resistant- 
line rotter, Fsl- og Frl-rotter, 8 dyr i 
hver gruppe. Denne genetiske rotte de-
pressionsmodel er lavet vha. forædling. 
Fsl-dyrenes fænotype ligner meget 
depressive patienters fænotype(17). 
Dyrene avles på stedet og holdes to og 
to sammen i et bur med savsmuld, bi-
depind og tunnel. De har fri adgang til 
foder og vand. lyset styres automatisk, 
og er tændt mellem 7.00 og 19.00.
Dyrene testes med Forced swim test 
(Fst) for at verificere, om de er ”depri-
merede” (Fsl) eller ”normale” (Frl). 
Dette måles ud fra dyrenes grad af im-
mobilitet. 

Metode
For at standardisere forsøget mest mu-
ligt valgte vi at
1. Der bruges kun hanner til forsøget. 

2. rotterne var alle 15-16 uger. 
3.  Dyrene blev slået ned mellem 10.30 

og 11.30.
4. Venstre side af vævet analyseres. 
5.  prøverne analyseres inden 6 måne-

der. 
6.  Det samme lot.nr. bruges til alle 

prøverne.
7.  prøverne analyseres i dobbeltbe-

stemmelse.
8.  serum fortyndes 1:20 med block og 

samplebuffer.
9.  Hippocampus fortyndes 1:12 med 

lysisbuffer.
10. CsF analyseres ufortyndet.
på aflivningsdagen indgives 2 ml pento-
barbital 200 mg/ml, lidocainhydroxych-
lorid 20 mg/ml ip. 
Cerebrospinalvæske (CSF)
CsF tages i det suboccipitalehulrum, lo-
kaliseret caudalt for cerebellum under 
duramater. Væsken overføres til 1,5 ml 
eppendorfrør, der placeres på is med 
det samme. Mængden af blod i CsF 
vurderes visuelt. spinalvæsken centri-
fugeres (3000 rpm i 10 min og 4°) in-
den 5 min., supernantanten afpippete-
res og fryses ved -80°.
Blod
Dyret dekapiteres, og blodet opsamles i 
glas uden antikoagulans med gel, og 
stilles ved stuetemp. 
Centrifugeres, 1/2-1½ time efter de er 
taget, (3000 rpm i 10 min. og 4°). su-
pernatanten afpipetteres og fryses ved 
-80°. 
Hjernevæv
Hjernen tages ud og dissekeres på en 
kold flise. efter dissekering fryses vævet 
på tøris og opbevares efterfølgende ved 
-80°. Hippocampus lyseres og homoge-

TabeL 1

normalfordeling
                fsl                      frl
 hippocampus serum hippocampus serum
p-værdi 0,4345 0,4278 0,516 0,5332

Figur 3
dyrene inddelt i ”deprimerede”(fsl) og ”normale”(frl) rotter. mængden af blodtilblandingen i Csf-prøven inddeles i 3 kategorier for at se, om Bdnf-koncentrationen 
påvirkes af blodmængden. n=7 for fsl-dyrene og n=6 for frl-dyrene. der hvor der ingen spredning er på resultaterne, skyldes det, at n=1. 

FSL FrL

normalfordeling. P-værdierne indikerer, om en gruppe 
er normalfordelte eller ej, p-værdier < 0,05 findes ved 
nongaussiske fordelinger, n = 8. Beregnet vha. pro-
grammet graphPad Prism.
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niseres i 10* volumen med iskold lysis-
buffer, se tidligere, vha. en polytron i 30 
sek. prøverne centrifugeres 20 min. ved 
11.000 g og 4°. supernantanten afpi-
petteres og fryses ved -80°.

Analysering
alle prøver analyseres på samme plade, 
samtidig analyseres en vævsprøve som 
baggrund, denne værdi trækkes fra 
vævsprøvernes resultat. Da det ikke er 
muligt at få en kommercielt fremstillet 
kontrol, bestemte vi indholdet af BDnF i 
to tilfældige prøver og brugte dem som 
kontroller.

Statistiske beregninger
til beregning af normalfordelte tal bru-
ges D’agostino-pearson omnibus k2-
test, hvor lave p-værdier, p ≤ 0,05, er 
udtryk for nongaussisk fordeling. små 
testgrupper har dog ikke meget power 
til at finde en sådan nongaussisk 
fordeling(18).  

korrelationskoefficienten, pearsons r, 
angiver graden af samvariationen af 
parrede data. Jo mere samvariation, der 
er mellem tallene, jo tættere på 1 eller 
-1 ligger r(19). Hvis der er korrelation 
mellem to parametre, ligger p-værdien 
under 0,05. r2 fortæller, i hvor mange 
% af tilfældene, en ændring af den ene 
parameter skyldes en ændring af den 
anden parameter, hvis f.eks. r2= 
0,1825, værdien mellem serum og hip-
pocampus i Fsl-gruppen, skyldes 18 % 
af de ændringer, der sker i serum, en 
ændring i hippocampus(18).
  Den statistiske forskel mellem Fsl og 
Frl grupperne findes v.h.a. en tosidet 
parret t-test,      p≤ 0,05.

Resultat
Forsøgsdyr
Den måde, vi bruger Fst på, er som en 
screeningsmodel, hvor vi populært sagt 
”spørger” rotten, hvor deprimeret den 
er. Frl-dyr er ”normale” dyr og vil for-
søge at komme væk, når de bliver lagt 
ned i cylinderen med vand, hvorimod 
Fsl-dyrene de ”syge” dyr, hurtigere op-

giver håbet om at komme væk og der-
med ligger mere stille (se figur 2).

Dette giver os to grupper af dyr, der 
er signifikant forskellige fra hinanden 
(p<0,001) og kan bruges til forsøget.

A: Korrelation af BDNF i væv, blod og 
CSF
indholdet af BDnF i CsF lå lige omkring 
detektionsgrænsen. Der er derfor stor 
variation imellem dyrene. For at under-
søge betydningen af blod i CsF blev 
prøverne inddelt i 3 grupper, klar, lidt 
blodig og meget blodig (figur 3).

Mht. Fsl- dyrene tyder det på, at øget 
mængde af blod medfører øget mæng-
de af BDnF. 

Frl-dyrene følger dog ikke det mønster. 
Da værdierne samtidig er meget lave, 
er det ikke muligt at undersøge korrela-
tionen mellem CsF og hippocampus. 
korrelationsfaktoren beregnes derfor 
mellem grupperne på hippocampus og 
serum. BDnF-koncentrationerne inden 
for grupperne testes for normalforde-
ling (se tabel 1, side 13).
Herefter beregnes korrelationskoeffi-
cienten (se figur 4 og 5).

B: Statistisk forskel på de ”normale” 
og ”depressive” rotter?
Da indholdet af BDnF i CsF var meget 
lavt, beregnes der ikke yderligere på 
disse resultater. Forskellen beregnes på 
hippocampus og serum, v.h.a en parret 
t-test. indholdet af BDnF i Fsl-rotter-
ne beregnes i % i forhold til BDnF-ind-
holdet i Frl-rotterne (figur 6).
 
Diskussion
A: Korrelationen af BDNF i væv, blod 
og CSF
korrelationen af BDnF skal bidrage til 
viden om BDnF som biologisk markør 
for depression. Hvis der er en korrelati-
on, er det muligt at estimere en værdi i 
hjernen, som muligvis kan fortælle no-
get om patienternes psykiske tilstand.

Den mængde af BDnF, vi kunne ana-

lysere i rotte-CsF, lå omkring detekti-
onsgrænsen, der ifølge protokollen er 
15,6 pg/ml(16). lave absorbanser gi-
ver høj spredning på BDnF-koncentra-
tionerne, derfor er det for usikkert at 
bruge disse værdier til noget. BDnF-ni-
veauet i humant serum ligger mellem 
11- 30 ng/ml(7, 9, 14, 20, 21), hvori-
mod niveauet i rotteserum BDnF ligger 
mellem 4-10 ng/ml(22, 23). niveauet 
af BDnF målt på CsF fra raske personer 
ligger på 200 pg/ml(24), på baggrund 
heraf havde vi forventet, at BDnF i rot-
te CsF var lavere, hvis BDnF i CsF kor-
relerer med serum. 

Den blodtilblanding, vi havde i vores 
prøver, så ud til at spille en rolle, når vi 
så på Fsl-rotterne, men Frl-rotterne 
viste ikke den samme tendens. Grunden 
til denne forskel er sikkert for få dyr i 
hver gruppe.

For at kunne udtale sig om brugen af 
CsF som materiale, til målinger af BDnF 
i forbindelse med depression, skal hu-
mant CsF undersøges.

BDnF-koncentrationerne var normalt 
fordelte, men gruppernes størrelse gi-
ver ikke stor power. Vi skal derfor teste 
for normalfordelte tal, når BDnF skal 
måles i større forsøg.

korrelationskoefficienten hos de ”de-
primerede” rotter viste ingen sammen-
hæng mellem serum og hippocampus. 
Derimod var der en lidt større sammen-
hæng mellem værdierne i de ”normale” 
rotter. Det er meget muligt, at korrela-
tionskoefficienten vil blive større, hvis 
vi havde flere dyr i hver gruppe. Ud fra 
resultaterne er det ikke muligt at esti-
mere en BDnF-koncentration i hjernen, 
vha. serum-BDnF-koncentrationen. 

Den mængde af BDnF, vi kan detek-
tere i Flinders-rotten, er højere end de 
værdier, andre har fundet på den sam-
me rottestamme, og vi finder en forskel 
imellem grupperne, hvilket ikke var til-
fældet i tidligere publikationer(12, 25).

B: Statistisk forskel på ”normale” og 
de ”depressive” rotter
Den statistiske forskel på grupperne 

Figur 4
Beregning af korrelationskoefficienten, Pearsons r for fsl-dyrene. 
serum/hippocampus: r = -0,4272, p = 0,2911, r2 = 0,1825
Beregnet vha. programmet graphPad Prism.

Figur 5
Beregning af korrelationskoefficienten, Pearsons r for frl-dyrene.
serum/hippocampus: r = 0,5303, p = 0,1764, r2 = 0,2812
Beregnet vha. programmet graphPad Prism.
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findes vha. en tosidet parret t-test.
Der er statistisk forskel mellem grup-
perne både i serum og i hjernen. 

resultaterne fra hippocampus stem-
mer overens med det, vores laboratori-
um fandt på mrna-niveau, nemlig at 
indholdet af BDnF i hippocampus er 
nedsat i Fsl-dyrene. Dette tyder på, at 
BDnF er nedreguleret i hjernen under 
en depression, både på rna- og prote-
inniveau. i serum finder vi også en sig-
nifikant forskel på grupperne. overra-
skende er BDnF-koncentrationen dog 
forhøjet i de ”deprimerede” rotter. Vores 
fund i hjernevævet er blevet bekræftet 
v.h.a. Western Blot (data ikke vist). 
Derimod var det ikke muligt at detek-
tere BDnF i serum v.h.a. denne teknik.

Ud fra disse beregninger må vi kon-
kludere, at der er stor forskel på de to 
grupper af dyr. Det betyder, at selv om 
vi ikke kan finde en korrelation mellem 
blod og væv, er de ” deprimerede” rot-
ter signifikant anderledes end deres 
kontroller. 

Konklusion
Brugen af BDnF som biologisk markør, 
når patienter skal udredes for en de-
pression, blev ikke afkræftet, selv om 
vi, i vores genetiske rotte-depressions-
model, ikke kunne finde en korrelation 
mellem mængden af BDnF i blodet, CsF 
og hjernen. Derimod fik vi bekræftet, at 
der er signifikant forskel på ”deprimere-
de” og ”normale” rotter.  Dette viser, at 
BDnF og dermed neuronal plasticitet er 
involveret i depression, ikke bare på 
rna niveau, men helt ud på protein-ni-
veau. 

Brugen af BDnF som markør kræver 
yderligere undersøgelser på deprimere-
de patienter og matchende kontroller. 
Dels for at finde ud af, om der er for-
skel på de to grupper, men også for at 
undersøge, om det er muligt, at define-
re et normalområde for BDnF-koncen-
trationen i blod, således at laboratorier-
ne kan afgive resultater, der er nemme 
at tolke for rekvirenten.  

Perspektivering
Denne undersøgelse tyder, som mange 
andre på, at BDnF og neuroplasticitet 
er relateret til depression. Den geneti-
ske rotte-depressionsmodel er stadig af 
stor betydning i relation til yderligere 
information omkring BDnF’s rolle under 
en depression. et forsøg, hvor vi giver 
både ”deprimerede” og ”normale” rotter 
et velkendt antidepressiv middel, for 
derefter at måle niveauet af BDnF både 
i hjernen og i blodet kunne underbygge 
hypotesen om BDnF’s betydning under 
en depression.

endvidere vil flere undersøgelser af 
patienter og matchende kontroller bi-
drage med yderligere viden om målin-
ger af BDnF i blodet og dermed brugen 
af BDnF som depressionsmarkør.  

i nær fremtid skal vi analysere BDnF 
i serumprøver fra ca. 900 personer, der 
deltager i det såkaldte prisMe projekt 
(psykiske risikofaktorer i arbejdsmiljøet 
og biologisk mekanisme for udvikling af 
stress, udbrændthed og depression). 
om 1½ år skal forsøgspersonerne igen 
have taget blodprøver, hvor vi så får 
mulighed for at analysere BDnF en gang 
til, på de samme personer. Dette giver 
en mulighed for at finde en sammen-
hæng mellem BDnF og depression.
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bdnF
Figur 6
forskellen på de to 
grupper udtrykt i % 
af frl-rotterne. der 
er signifikant forskel 
på frl- og fsl-
rotterne både i hip-
pocampus og serum, 
p< 0,001
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