HJERNENS BLA PRIK

- centrum for hjernens sundhed?

Et lille omrade af hjernen bestaende af nogle fa tusinde neuroner kaldet
Locus Coeruleus har formentlig stor betydning for hjernens funktion og sundhed.
Derfor er forskerne meget interesserede i at undersgge funktionen
af dette omrade narmere, hvilket dog er en udfordring.

t bergmt billede fra
rumsonden Voyager 1
viser jorden som en lille,
blalig prik i universets
store gde. Det er svimlende at
teenke pa: Fra en afstand af seks
milliarder kilometer er rammen for
hele den menneskelige historie et
isoleret, blaligt fnug. Kigger vi indad
gentager dette svimlende sig: dybt
i hjernen findes en lille blalig kerne
bestadende af blot fa tusinde neuro-
ner (nerveceller), og denne samling
neuroner menes i dag at have
central funktion for hele hjernens
virkning og sundhed.

Kernen hedder Locus Coeruleus
(egentligt fra det latinske Locus
Caeruleus [udtales lokus seeruleus],
som betyder det magrkebla sted,
herfra blot LC) og er det primeere
sted for produktion af signalstof-
fet noradrenalin i centralnervesy-
stemet. Via dette signalstof gver
denne lille klynge af neuroner stor

indflydelse pa hjernens milliarder
af andre neuroner. LC er at finde
pa begge sider af hjernestammen,
som blandt andet ogsa indeholder
vejrtraekningscenteret. | et evolutio-
naert perspektiv er hjernestammen
en af de aeldste dele af hjernen og
danner rammen for fundamenta-
le, livsngdvendige funktioner. Det
forhold, at LC evolutioneert set er
gammel, medfgrer, at hjernens
nyere strukturer alle er udviklet
under indflydelse fra LC. Set i dette
perspektiv er den tilsyneladende
ubalance mellem LC’s stgrrelse og
dens indflydelse ikke sa underlig.

| den nutidige hjerne kommunike-
rer LC ved hjeelp af noradrenalin til
starstedelen af hjernen og pavirker
derfor for eksempel vores sgvn-
mgnster, vores frygt og keemp-el-
lerflygt-respons (via amygdala) og
hukommelsen (via hippocampus).
Pa basalt fysiologisk niveau menes
LC at pavirke de sma blodkar i ster-
stedelen af hjernen. Disse kar er
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centrale for forsyning af neering til
hjerneveevet, og taber de funktion,
tager veevet skade. Derfor mener
man i dag, at beskadigelse af LC pa
langt sigt bidrager til udviklingen af
neurodegenerative sygdomme som
Alzheimers og Parkinsons sygdom.

Det er ogsa interessant, at forsk-
ning tyder pa, at sgvn er hjernens
renggringstid, hvor affaldsstoffer
udvaskes via det sakaldte glymfati-
ske system. Hvis det er korrekt, kan
beskadigelse af LC fare til darligere
sgvn og dermed darligere renggring
af hjernen med ophobning af ska-
delige affaldsstoffer til folge. Dette
sker i sa fald sidelgbende med tabt
funktion af sma blodkar i hjernen,
hvorved veevet altsad bade kommer
til at mangle naering og renggring.

Det er stadig uvist, praecist hvilke
mekanismer der fgrer til udvik-
lingen af neurodegenerative
sygdomme. Interessant er det dog,
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Figur 2: Skematisk oversigt over hjernen,
hvor man ser Locus Coeruleus’ placering i
hjernestammen, og hvilke omrader i hjernen
Locus Coeruleus sender signaler til.
lllustration baseret pa Bari, Chokshi & Schmidt, Neural
Regen Res 2020;15:1006-13/ CC BY-NC-SA 4.0.

at patienter med demens ofte har
udviklet sgvnforstyrrelser 10-15

ar tidligere end demensdiagnosen
stilles, og at LC ofte er den farste
hjernestruktur, der ses beskadiget.

Dette passer godt med de ovenfor
beskrevne mekanismer. Forsk-
ningen sgger i dag at identificere
centrale mekanismer, som effektivt
kan rammes med tidlig, forebyggen-
de behandling. | hdb om at bidrage
hertil har vi i vores projekter fokus
pa at forsta LC'’s rolle for hjernens
funktion og sundhed.

Studier af hjernefunktioner
Historisk har man opnaet indsigt i
hjerneomraders funktion ved at stu-
dere patienter med hjerneskader. Et
bergmt eksempel er jernbanearbej-
deren Phineas Gage, der overleve-
de at fa en jernstang gennem den
forreste del af hjernen, men hans
personlighed var for altid forandret.
Et andet eksempel er epileptikeren

Henry Molaison, som fik fjernet hip-
pocampus i et forsgg pa at helbrede
hans epilepsi og derved mistede
evnen til at danne nye minder.

Ved observation of disse tilfaelde slut-
tede man sig til de fgrste indsigter om
funktionen af frontallapperne (per-
sonlighed og social adfaerd) og hippo-
campus (hukommelse). Samme stra-
tegi kunne i princippet anvendes pa
forsggsdyr som mus, men i praksis er
det umuligt at begraense et kirurgisk
indgreb til kun at beskadige et sa lille
og specifikt hjerneomrade som LC,
der bade er diffus og placeret dybt

i hjernen, uden at gdelaegge andet
hjerneveev. Derved ville en eventuel
observeret effekt ikke isoleret kunne
tilskrives LC. Som lgsning har man
derfor udviklet mere raffinerede
metoder til at pavirke og undersg-
ge funktionen af hjerneomrader i
mus. Vi vil her beskrive to metoder,
som vi benytter i vores forsgg til at
undersgge LC’s funktion i mus.
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@deleeggelse af LC

Det er muligt at gdeleegge LC alene
(en sakaldt ablation) ved at indsprgj-
te en nervegift (et neurotoxin), som
kun rammer LC’s neuroner. | vore
studier bruger vi neurotoxinet DSP-4,
som indsprgjtes i musens bug, hvor-
fra stoffet optages i blodbanen, kryd-
ser blod-hjerne-barrieren og optages
og ophobes i LC’s neuroner, som
derved gdeleegges. | vore studier er
vi interesseret i at studere, hvad der
sker i musehjernen, nar LC er ude af
funktion over lang tid. For at kunne
studere dette med MR-skanning

og optisk mikroskopi skal vi farst
finde den optimale dosis nervegift.
Det gar vi ved at indgive grupper af
mus forskellige doser af giftstoffet
og derpa undersgge storrelsen af

LC samt antallet af neuroner. For at
gore dette aflives musen, og hjernen
udtages og skeeres derefter i tynde
skiver. Dernaest farves hjerneskiver-
ne med det formal at fa LC til at skil-
le sig ud fra resten af hjerneveevet.
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Mus og hjerneforskning

Nar man skal studere en hjernestruktur som Locus
Coeruleus (LC), er det helt afggrende at kunne udfgre
fors@g, hvor LC kan manipuleres alene og kontrolleret.
Sadanne studier kan kun udfgres i forsggsdyr som mus,
da man her kan pavirke LC i en intakt, levende organis-
me og undersgge effekten pa en raekke parametre for
adfeerd og fysiologi. Ulempen ved at bruge forsggsdyr er,
at man ikke kan veaere sikker p3, at resultaterne direkte
kan overfgres pa mennesker. Men der er ogsa mange
fordele. Et menneskes udvikling bestemmes af bade arv
og miljg, som man i undersggelser hverkan kan sendre
eller kontrollere. Derimod er forsggsmus' genetiske bag-
grund kendt i stor detalje, og det er muligt at kontrollere
det miljg, de lever i meget detaljeret - hvad de far at spi-
se og drikke, hvad de har til radighed, og hvordan deres
dggnrytme er. At bade arv og miljg er ens for alle dyrene,
giver et optimalt grundlag for at sammenligne grupper af
dyr, som pavirkes pa forskellige mader i forsgget. Dertil
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kommer, at mus er pattedyr ligesom mennesket, og sa
har de en kort livscyklus, der gar det muligt at observere
gndringer over en kort periode, der i mennesket farst vil
finde sted over flere artier. Dette er specielt vigtigt, nar
man undersgger neurodegenerative sygdomme, der i
mennesket oftest udvikles gradvist over mange ar.

L

| vores tilfaelde opnar vi en selektiv
farvning af LC ved at binde antistof-
fer til enzymet tyrosin hydroxylase,
der er en vigtig del af dannelsen af
det noradrenalin, som specielt er at
finde i LC. Nar hjerneveevet er farvet,
kan vi teelle antallet af celler og male
volumen af LC, der begge forven-
tes at veere formindsket. Graden af
formindskelse giver et direkte udtryk
for, hvor effektivt giften gdelaegger
LC ved den givne dosis. Herved kan
vi finde den optimale dosis nervegift
til vores fremtidige studier.

Studier af adfaerd og fysiologi
Nar den optimale dosis til at gde-
leegge LC er bestemt, indgives den-

ne dosis i nye grupper af dyr, som
derefter studeres indgaende. | vores
studier laver vi ikke-invasive sgvn-
og adfeerdsstudier, MR-skanning og
slutteligt optisk mikroskopi for at
undersgge hjernens blodforsyning.
Et vigtigt aspekt af vores studier er,
at forsggsdyrenes adfeerd folges
gennem forsgget, og at disse data
indsamles pa de samme dyr, som vi
senere laver avancerede fysiologi-
ske malinger pa. Herved indsamles
et dataseet, som giver et meget
komplet indblik i effekten af mang-
lende LC-funktion. Pa grund af LC’s
indflydelse pa stort set hele hjernen
forventer vi at se eendret adfeerd i
de mus, der har faet beskadiget LC.
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Snit af en musehjerne, der viser
hjerneveev indeholdende Locus
Coeruleus (LC), der ses farvet bla
som en diffus klynge pa hver side
af det hvide omrade i midten. |
mus er LC ikke bla som i men-
nesker, sa derfor farves den, sa
cellerne kan teelles. Det indsatte
billede nederst til venstre viser en
forstgrrelse af LC i snittets ven-
stre side. | begge tilfaelde svarer
den sorte bjeelke til 300 pm.

For eksempel ved vi, at LC sender
signaler til hippocampus, sa ved
skade pa LC forventer vi at se ned-
sat indleering og hukommelse (som
hos Henry Molaison naevnt ovenfor),
hvilket kan undersgges ved brug af
adfeerdstests (se faktaboks). Derud-
over aktiverer LC hjernestrukturen
amygdala, som har stor indflydelse
pa frygt og angst, hvilket ogsa kan
undersgges med adfeerdstests. Ved
skade pa LC forventer vi derfor at se
et nedsat angstniveau og en gget
nysgerrighed.

Vores igangveerende studier viser
da ogsa en tendens til, at kontrol-
gruppen med intakt LC har et hgjere

Foto: Colourbox



Adfaerdstest af mus

Nar man vil teste laering og hukommelse hos mus, kan

man benytte adfeerdstesten Barnes maze. Til undersggelse

af angst samt nysgerrighed kan adfeerdstesten light-dark
box benyttes. Begge adfaerdstests bygger pa, at musen

sgger at undga store, lyse og dbne omrader og foretraekker
sma, lukkede og magrke omrader. Barnes maze bestarafen |
laengerevarende traening, hvor musene opleeres i brugen af
visuelle ledetrade til at finde det rigtige hul ud af tyve, hvor
der er en lukket, mgrk boks under. Hvor leenge musen skal
bruge pa at leere, samt hvor god musen er til at huske, hvor

boksen er, giver et indblik i musens indleeringsevner samt
dens kort- og langtidshukommelse.

Adfeerdstesten light-dark box adskiller sig ved, at den kun

udfgres én gang og ikke indebeerer traening. Testen bestar

af en rektanguleer kasse med to omrader - et markt og et

lyst, der er forbundet med en lille dgr. Musen placeres i det
lyse og dbne omrade, hvorefter den far ti minutter til at ud-

forske de to omrader. Musens adfzerd kan da vurderes ud

fra en reekke parametre: Hvor den tilbringer mest tid, hvor

Barnes Maze. Foto: Nanna Bertin

hurtigt og langt den bevaeger sig, og hvor mange gange den

gar fra det ene omrade til det andet. Disse parametre giver

et udtryk for musens niveau af angst og nysgerrighed.

@verst ses den fysiske kasse, man benytter i en light-dark box-test.

Kassens lukkede rum er gennemsigtigt for et infrargdt kamera.
Nederst ses screenshot fra infrargde optagelser af en mus under
en test.
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De to grafer viser resultater fra adfeerdstesten light-dark
box (se ogsa faktaboks om adfaerdstest). Her ses hen-
holdsvis maengden af tid, musene bruger i hvert omrade
(venstre) samt antal overgange fra det ene omrade til det
andet (hgjre). | hver graf vises resultater fra to grupper
mus: gruppe 1, kontrolgruppen, har ikke faet injektioner
med neurotoxin, der gdeleegger Locus Coeruleus, mens
gruppe 2 har faet to injektioner. Der ses en tendens til, at
gruppe 1 har tilbragt mest tid i det mgrke omrade sam-
menlignet med gruppe 2. Det tyder p3, at gruppe 2 har

nedsat aktivering af amygdala. Arsagen til dette kan veere
manglende aktivering af amygdala fra Locus Coeruleus.
Musene i gruppe 2 udviser dermed ikke samme angstni-
veau, der normalt medferer en adfaerd, hvor musen helst
vil opholde sig i det mgrke omrade. Samtidig ses der en
gget nysgerrighed, da gruppe 2 har flere overgange fra
det ene omrade til det andet. | hver gruppe er der fem
mus, og stregerne over sgjlerne viser standardafvigelser. |
vores studie har vi flere grupper end de to viste for ogsa at
kortleegge effekten af dosisstgrrelse.

angst- og frygtniveau samt er mindre
nysgerrige end de tre grupper, der
har modtaget forskellige doser af
nervegiften. Denne observerede
tendens til &endret adfeerd er inte-
ressant, fordi mennesker, der lider

af neurodegenerative sygdomme,
er kendetegnet ved at have sendret
hukommelse, indleering, angst, nys-
gerrighed og sgvn. Dette tyder pa,
at vores dyremodel kan leere os nye
ting om LC’s rolle i disse sygdomme.
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Billeder af hjernens
aktivitetsmgnster

Hvis LC spiller en vigtig rolle i
udviklingen af neurodegenerative
sygdomme, er det dog ogsa vigtigt
at tage hensyn til, at LC i disse pa-
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Sadan fungerer optogenetik

Optogenetik gar grundlaeggende ud pa at indsaette lysfglsomme proteiner (sakaldte rhodopsiner) i celleveeggen af
neuroner, som i dette tilfeelde er neuroner i Locus Coeruleus. Rhodopsinerne belyses og aktiveres herefter med en
indopereret lysleder. | praksis kan indsaettelsen af de lysfalsomme proteiner forega ved hjeelp af virus. Virussens
genetiske materiale er organiseret i en lille, cirkulaer DNA-sekvens kaldet plasmid. Alle de ngdvendige gener for
leveringen af lysfalsomme proteiner til LC indsaettes i virussens plasmid, hvorefter virus injiceres ind i omradet
omkring LC. | neuroforskning bruger man ofte en sakaldt adenoassocieret virus (AAV), fordi disse har steerke prae-
ferencer for neuroner, og fordi denne type virus ikke integrerer deres genetiske materiale i modtagercellens arve-
materiale, hvilket ellers kan pavirke aflaesningen af cellens DNA.

Plasmid

DNA-sckvens

Udover selve genet for rhodopsin indsezetter man ogsa et promoter-gen i plasmidet. Promoteren sikrer, at kun neu-
roner med visse karaktertraek kan afleese genet for rhodopsin. Dette sker ved, at enzymet RNA-polymerase binder
sig til promoteren og afleeser det efterfalgende DNA-stykke.

Efter succesfuld afleesning af virussens DNA inte-
greres det funktionelle protein (opsin) i neuronets

membran. Herefter bindes lysabsorberende retinal
til opsinet og danner det lysfglsomme rhodopsin-
molekyle. | hvile er miljget indeni cellen

mere negativt ladet end udenfor
cellen. Nar neuronet aktiveres, bliver
miljget indeni cellen mere positivt
ladet end udenfor cellen. Rhodopsi-
ner kan modvirke denne celleakti-
vering, da de transporterer negativt
ladede ioner som klorid (Cl) ind i

cellen eller positivt ladede ioner ud af

cellen. Med optogenetik kan vi derfor
undertrykke aktiveringen af LC og
undersgge, hvilken effekt det har pa
hjernens blodkar.

tienter farst sent og gradvist taber
funktion. Den kemiske gdeleeg-
gelse af LC beskrevet ovenfor er
derfor ikke altid den bedst egnede
undersggelsesmetode. De akutte
effekter af en beskadiget LC kan
undersgges via sakaldt optogenetik
(se faktaboks) uden permanent at
gdelaegge hjernestrukturen. Denne
metode bruger genetisk manipu-
lation til at indseette lysfglsomme

Rhodopsin

proteiner pa overfladen af udvalgte
neuroner for eksempel i LC. Ved at
lyse pa proteinerne med en optisk
fiber kan proteinerne abnes, hvor-
ved neuronet enten aktiveres eller
undertrykkes afheengigt af protei-
nets egenskaber. Derved kan man
teende eller slukke et hjerneomrade
som ved brug af en lyskontakt.

Neuronerne i LC indeholder som
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naevnt enzymet tyrosin hydroxylase,
og vi kan bruge dette karaktertraek
til at rette de lysfglsomme protei-
ners egenskaber kun mod netop
disse neuroner. P4 den made vil
kun celler med tyrosin hydroxylase i
LC blive aktiveret af lyset.

Et tidligere studie har benyttet opto-
genetik til at undertrykke specifikke
nervebaner mellem LC og hippo-



campus, hvilket resulterede i forringet
indleering. Studiet kombinerede op-
togenetik med mikroskopi og kunne
vise, at LC reaktiverer specifikke hu-
kommelsesceller i hippocampus. Hvis
ikke det sker, reduceres indleeringsev-
nen. Derfor forventer vi ogsa, at mus
med gdelagt LC i vores nye forsgg

vil klare sig darligere i adfeerdstests,
der tester hukommelse og indleering.
Optogenetikkens evne til at teende og
slukke veldefinerede hjerneomrader
gor os saledes i stand til at se effek-
ten af LC pa andre hjerneomrader, for
eksempel hukommelsescellerne i hip-
pocampus. Med sadanne teknikker
ages vores evne til at afsgge funktio-
nen af hjernens kredslab, lidt ligesom
man gar med et elektronisk kredslab,
man gnsker at forsta eller reparere.

| et af vores nye studier vil vi skanne
mus med magnetisk resonans (MR),
mens vi teender og slukker LC ved
hjeelp af optogenetik. Baggrunden for
dette forsgg er, at kognitiv sveekkelse
ofte er en forudgaende diagnose til
Alzheimers sygdom hos mennesker.
MR-skanninger har vist, at disse pa-
tienter er karakteriseret ved at have
et aendret aktiveringsmgnster i hjer-

nen, nar patienten ikke fokuserer pa
noget specifikt (dette kaldes grundtil-
standsnetveerket). Hjernens grundtil-
standsnetveerk kan visualiseres ved
hjeelp af en MR-skanner, hvor man
maler blodtilfarsel og iltningsgrad i
forskellige omrader af hjernen, mens
hjernen er i hvile. Vi vil undersgge,
om en optogenetisk slukket LC fgrer
til en eendring i musens grundtil-
standsnetveerk, som ligner det, man
ser i mennesker med mild kognitiv
sveekkelse. Det smarte er, at vi pa
skift kan danne billeder af musens
grundtilstandsnetveerk med teendt/
slukket LC i samme mus og under
samme skanningssession.

Kombinationen af optogenetik og
billeddannelse med MR-skanner kan
saledes give os en idé om, hvorfor
grundtilstandsnetveerket er forstyrret
hos mennesker med tidlig Parkinsons
sygdom og samtidig belyse, hvorvidt en
dysfunktionel LC kan veere relateret til
Alzheimers sygdom.

Hab om tidligere diagnose

| Danmark lider cirka 80.000
mennesker af neurodegenerative
sygdomme. Alzheimers sygdom ale-

ne indtager femtepladsen pa listen
over de hyppigste dgdsarsager i den
vestlige verden. Aktuelt findes kun
symptombehandlende medicin. Da
sygdommenes udlgsende faktorer
er mange og opstar i et komplekst
samspil over artier, er det en stor
udfordring at udvikle forebyggen-

de behandlinger. Vi haber, at vores
studier af LC i mus vil give indsigt,
der kan bidrage med vigtig viden om
sygdomsmekanismer og -udvikling
og derved fgre til udviklingen af tid-
ligere og mere preecis diagnostik af
patienter, sa behandling kan startes
tidligere og sikre patienten flere
gode levear.

Forhabentligt kan denne type forsk-
ning ogsa pa sigt hjeelpe til at identifi-
cere personer med risiko for udvikling
af neurodegenerative sygdomme. Et
af de speendende aspekter af vores
forskning er, hvorvidt sgvnobservati-
on og hjerneskanninger kan bruges
til at forudsige eller diagnosticere
neurodegenerative sygdomme, inden
de klassiske symptomer opstar. Hvis
dette er tilfaeldet, giver det ogsa
mulighed for at begynde behandling
tidligere. ]

Lange leve boblen

om bekendt holder en saebe-

boble sjeeldent mere end gan-

ske fa minutter, fgr den sprin-

ger. Det skyldes, at veesken,
der udggr boblens skal, relativt hurtigt
dreenes vaek pa grund af fordampning
og tyngdekraftens pavirkning. Forske-
re har tidligere fremstillet bobler, der
havde en levetid meget leengere end
almindelige seebeboler, men det har
kraevet en meget ngjagtig kontrol af
deres ydre miljg for at opretholde dem
over tid, og samtidig er de mindsket i
stgrrelse med tiden.

Michael Baudoin og kolleger fra uni-
versitetet i Lille, Frankrig, har nu sat
en ny og imponerende rekord: De har
lavet saebebobler, som holdt i 465
dage i en ganske almindelige atmo-
sfeere - mere end 200.000 gange
leengere tid end almindelige saebebob-
ler holder under tilsvarende forhold.

Foto: Colourbox

Boblerne lavede forskerne ud fra

en blanding af vand, glycerol og
mikroskopiske plastikpartikler, og de
monitorerede derefter, hvordan bob-
lernes masse og form eendrede sig
med tiden. Det viste sig, at boblerne
forblev praktisk taget uaendrede i
mere end et ar. Som forklaring pa
boblernes ekstremt lange levetid
forslar forskerne, at plastikpartik-
lerne forhindrer, at tyngdekraften
draener vaeske fra boblen, mens
glycerol modvirker fordampning ved
at absorbere vand fra den omgiven-
de luft.

Forskerne haber, at de i fremtidige
undersggelser vil kunne afggre, hvor-
dan variationer i seebeboblens sam-
mensaetning og det omgivende miljg
pavirker stabiliteten af boblen.

CRK, Kilde: Phys. Rev. Fluids 7, L011601
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