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Indledning

Psykiske lidelser repraesenterer nogle af de mest praevalente og omkostningstunge folkesygdomme i verden
og Danmark: Knap halvdelen af befolkningen vil i Igbet af deres liv fa en psykiatrisk diagnose
(Sundhedsstyrelsen, 2022), 30 % vil blive behandlet i hospitalssektoren og 80 % vil fa psykofarmaka (Orbe &
Benros, 2024).

Med afsaet i personlige erfaringer med psykisk sygdom braender jeg for at forsta koblingen mellem krop,
biologi og psyke, szerligt forholdet mellem psykisk sygdom og immunforsvaret — et spirende

forskningsomrade, der kaldes immunopsykiatril.

Et gget inflammatorisk respons er steerkt associeret med risikoen for at udvikle en psykiatrisk lidelse, hvilket
abner for nye behandlingsmetoder ift. brugen af f.eks. immunmodulerende laegemidler eller naturlige
immunmodulerende agenter (Orbe & Benros, 2024), (Orlovska-Waast & Benros, 2021). Indtil videre har den
primaere antidepressive medicin bestaet af SSRI’er (se anvendte forkortelser i bilag 1), men den
gennemsnitlige, kliniske effekt er i bedste fald beskeden, og SSRI’er har en raekke negative bivirkninger
(Jakobsen et al., 2017). Det kan f.eks. fremhaeves, at et stort studie (n=3.671) af Rush et al. (2006) viste, at
33 % af alle depressionspatienter ikke responderede pa nogle SSRI-praeparater overhovedet. Der er derfor

behov for nye tiltag og behandlinger, der kan forbedre patienternes prognose.

For at forsta samspillet mellem immunsystemet og psyken er der en stigende opmaerksomhed pa
tarmmikrobiomet. Dysbiose i tarmmikrobiomet, dvs. en ubalance i forholdet mellem gavnlige og skadelige
bakterier (Degruttola et al., 2016), menes at kunne forarsage eller bidrage til psykiske lidelser gennem

komplekse interaktioner med tarm-hjerne aksen (Liu et al., 2022).

Formal, hypoteser og afgreensning
Dette projekts hovedformal er at undersgge sammenhangen mellem dysbiose i tarmmikrobiomet og

psykiske lidelser:

e Primaer hypotese: Lavere forekomst af butyratproducerende bakterier er associeret med gget risiko for

psykisk sygdom og psykiatriske symptomer.

1 Min personlige undren og mit engagement i immunopsykiatri har afsaet i egne tidligere erfaringer med psykisk sygdom samt
efterfglgende uforklarlige inflammationstilstande. Min faglige undren ifm. dette projekts fokus pa butyrat blev initieret, da jeg under
et praktikforlgb hos min forskerkontakt lzeste videnskabelig litteratur, hvor jeg bemaerkede, at de eneste konsistente
mikrobiomkendetegn pa tvaers af artikler var en lavere forekomst af butyratproducerende bakterier. Jeg undrede mig derfor over
hvorfor, der ikke var andre, der havde arbejdet videre med idéen om butyrat som potentiel behandlingsmetode.



e Sekundzer hypotese: Butyrat kan fungere som antiinflammatorisk og antidepressiv supplerende

behandling af psykiatriske lidelser.
Felgende studiedesign opsaettes til at undersgge de to hypoteser:

e Tveersnitsstudie: Psykometriske parametre fra DNBC undersgges for korrelationer med metagenomisk
bakterietaxa fra GlutenFyn subkohorten.

e Et systematisk review og metaanalyse: Den nuvaerende viden afdaekkes og syntetiseres for potentielt at
dokumentere behovet for fremtidige kliniske interventionsstudier med butyrat til behandling af psykiske

lidelser.

Den sekundeere hypotese — dvs. det systematiske review og metanalyse — er ikke en del af
Forskerspirerprojektet. Metaanalysen er under udarbejdelse og fungerer som forundersggelse, brobygger

og stotte til Forskerspirerprojektet (figur 1).
Afgraensning:

Jeg fokuserer i tvaersnitsstudiet pa butyratproducerende bakterier. | metaanalysen fokuserer jeg ligeledes pa
butyrat (frem for alle SCFAs? og andre metabolitter) som potentiel behandling. Butyrat er derfor min

primaere afgraensning og det gennemgaende fokus i begge studier.

Forskerspirerprojektet er et tvaersnitsstudie med data fra DNBC og GlutenFyn, hvor der i kontekst af psykisk

lidelse findes data pa spiseforstyrrelser, depression og livskvalitet (se bilag 4, tabel 1).

Metode

Mit overordnede mal er at validere eller falsificere mine hypoteser med udgangspunkt i den hypotetisk
deduktive metode. Empirien i mit Forskerspirerprojekt er data fra tveersnitstudiet indlejret i DNBC og

GlutenFyn.

DNBC er en landsdaekkende fgdselskohorte, der i 1997-2004 indsamlede data om 100.000 gravide og deres
babyer. Herefter har der veeret seks longitudinale opfglgninger. Den sidste var 18-arsopfglgningen, som Igb
fra 2016 til 2022. | denne periode kontaktede DNBC-forskere 89.205 unge DNBC-deltagere for at udfylde et
spergeskema, primeert med fokus pa mental sundhed, men der var ogsa spgrgsmal relateret til
sociogkonomisk status og fysisk sundhed (Statens Serum Institut, 2023). Jeg har via min tilknytning som

gaesteforsker pa Folkesundhedsinstituttet pa KU allerede adgang til DNBC-data.

2 Udover butyrat er de primaere kortkaedede fedtsyrer hhv. acetat og propionat.



GlutenFyn-kohorten, indlejret i DNBC, bestar af 1.266 deltagere, og blev etableret mellem 2017-2020. Dens
primaere formal er at undersgge cgliaki. Deltagerne blev i alderen 15-21 ar inviteret til et klinisk besgg, der
involverede antropometriske malinger og indsamling af en faecesprgve (Crawley et al., 2023).
Feecesprgverne er senere blevet whole-genome sekventeret og radata behandlet til “polyseq”-objekter,

hvilke jeg har adgang til.

Jeg vil undersgge min primaere hypotese i GlutenFyn-kohorten bestaende af 679 individer (ud af 1.266
GlutenFyn-deltagere), som har indleveret faecesprgver og svaret pa relevante spgrgsmal om
spiseforstyrrelser og livskvalitet i 11- og 18-arsopfglgningen. Mit Forskerspirerprojekt er et tvaersnitsstudie
("cross-sectional study”), modsat et longitudinelt studie (Aarhus Universitet, n.d.), idet faecesindsamlingen
forlgb parallelt med 18-arsopfglgningen. | et tveersnitsstudie analyserer man forskelle og ligheder mellem
kategorier af deltagere. Jeg undersgger bl.a. forskellene mellem individer med og uden spiseforstyrrelser

samt mellem dem med moderat til staerkt nedsat livskvalitet og dem med normal til hgj livskvalitet.

Figur 1 opsummerer de forskellige trin og dertilhgrende metoder, der knytter sig til mit samlede projekt.
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Figur 1: Projektets fire overordnede faser pa bade kort og lang sigt: Fase 1 er afsluttet, fase 2 er et igangveerende studie, fase 3

udgar Forskerspirerprojektet og fase 4 er et fremtidigt hypotetisk RCT-studie. Figuren er fremstillet vha. BioRender.



Fase 1 og 2 er litteraturstudier. Fase 1 er fuldfgrt (bilag 2), og er blevet brugt til vurdering af, hvorvidt det var
relevant at udfgre fase 2. Fase 2 er et systematisk review og metaanalyse af kliniske og praekliniske

undersggelser angaende butyrat som behandling af psykiatriske lidelser (bilag 3).

Fase 3 er Forskerspirerprojektet, hvor jeg skal undersgge, om der i DNBC og GlutenFyn kan findes evidens
for hypotesen om, at en lavere forekomst af butyratproducerende bakterier er forbundet med gget

sveerhedsgrad af psykiatriske symptomer.

Fase 4 afhaenger af resultaterne af fase 2 og 3, som potentielt vil kunne bakke op om et fremtidigt klinisk

RCT-studie med butyrat som intervention.
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af de statistiske analyser, som ellers er vanskeligt i mange andre lande.



Baggrundsteori

Dysbiose, lavere forekomst af butyratproducerende bakterier og psykisk lidelse
Tarmmikrobiomet indeholder bdde beskyttende og potentielt skadelige bakterier. Under ideelle forhold er

der en homgostatisk regulering i tarmmikrobiomet. Tarmmikrobiomet og dets homgostatiske balance kan

dog blive svaekket, hvis der opstar dysbiose (Degruttola et al., 2016).

Generelt kan dysbiose kategoriseres som: 1) tab af gavnlige mikrober, 2) vaekst af potentielt skadelige
mikrober og 3) tab af mikrobiel mangfoldighed/diversitet. Disse tre typer dysbiose udelukker ikke hinanden

og forekommer ofte sammen (Degruttola et al., 2016).

Ved at analysere mikrobiotaprofiler hos forskellige populationsgrupper kan man undersgge, om der er nogle

seerlige mikrobielle eller dysbiotiske kendetegn ved den respektive gruppe.

Generelt finder de fleste eksisterende studier ingen homogenitet mht. lavere diversitet® hos individer med

psykiske lidelser sammenlignet med raske (Kunugi, 2021).

Ligeledes er de specifikke taxonomiske mikrobiomanalyser? ret forskellige pa tvaers af studier®, men alligevel
viser der sig én bemaerkelsesvaerdig konsistens: En nedsat forekomst af butyratproducerende bakterier
sammenlignet med raske kontroller. Denne reduktion i butyratproducerende bakterier er desuden
forbundet med gget svaerhedsgrad af symptomer relateret til de respektive psykiske lidelser (Liu et al.,

2022), (Kunugi, 2021), (Kreuzer et al., 2022).

3 Diversitet males typisk vha. hhv. - og B-diversitet. a-diversitet kortlaegger fordelingen af mikrober inden for én prgve eller én
gruppe (ogsa kaldet lokal diversitet). S-diversitet undersgger derimod forskelligheden mellem forskellige mikrobielle samfund eller
mellem forskellige stikprgver (Finotello et al., 2018). S-diversitet er derfor saerligt brugbart, hvis man gnsker at undersgge
forskelligheden mht. diversitet mellem to grupper (case-control).

4 Taxonomiske mikrobiomanalyser er undersggelser af, om der er nogle specifikke grupper af bakterier pa et bestemt taksonomisk
niveau, som der ses enten et karakteristisk tab af eller overdreven vaekst af (jf. de tre typer af dysbiose). De taksonomiske niveauer
inddeles i: Domaene (eukaryoter, arkeeer eller bakterier), rige (under eukaryoter kunne det f.eks. veere svampe), stamme, klasse,
orden, familie, sleegt og art.

5 De mest konsistente resultater pa tveers af studier peger pa en relativ gget forekomst af slaegter sdsom Streptococcus, Lactobacillus
og Eggerthella og en relativ nedsat forekomst af butyratproducerende slaegter sdsom Faecalibacterium og Coprococcus (Grau-Del
Valle et al., 2023), (Borkent et al., 2022), (Nikolova et al., 2021), (Nguyen et al., 2021), (McGuinness et al., 2022), (Chen et al., 2021),
(Knudsen et al., 2021), (Korteniemi et al., 2023), (Gao et al., 2023), (Di Lodovico et al., 2021).



Butyrats antiinflammatoriske, neuromodulerende og antidepressive effekter
Butyrat er en metabolit, produceret af de fgrnaevnte butyratproducerende bakterier. Butyrat og andre

SCFAs absorberes ved passiv diffusion eller aktiv transport fra epitelveevet i tyndtarmen og ud i blodbanen.

Ved aktiv transport sker det gennem
SMCT1 eller MCT1. SCFAs kan passere
blod-hjerne-barrieren pga. hgj
forekomst af MCT1 pa endotelceller i
hjernevaevet hos mennesker (Siddiqui

& Cresci, 2021).

Butyrats antiinflammatoriske
egenskaber skyldes hovedsageligt 1)

HDAC®-hamning, som bl.a. heemmer

proinflammatorisk cytokinproduktion,

2) TV-genmontering, som styrker
tarmbarrieren og mindsker
inflammation, og 3) komplekse
interaktioner med GPCR’er®, der
bidrager til at bekeempe
tarmbetaendelse og bakterielle

infektioner (Siddiqui & Cresci, 2021).

Butyrats antidepressive egenskaber
menes hovedsageligt at skyldes 1)
HDAC i frontal cortex og
hippocampus, hvilket gger BDNF og
neuroplasticitet, 2) styrket
slimhindebarriere, hvilket leder til

mindre systemisk inflammation og
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Figur 3: Butyrats antiinflammatoriske, neuromodulerende og antidepressive effekter.
Figuren er fremstillet vha. BioRender.
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GPCR-SCFA-interaktioner: Butyrat aktiverer diverse antiinflammatoriske signalkaskader ved interaktioner med

GPCR’er. Forekomsten af SCFA og GPCR’er er ngdvendige for at bekeempe tarmbetaendelse og bakteriel infektion, idet
signalkaskaden, induceret af GPCR-SCFA-interaktionen, styrer alt fra kemokin- og cytokinfrigivelse i tarmepitelceller til
aktiveringen af effektor-T-celler. GPCR-SCFA-interaktionen fremmer desuden produktionen af AMP’er. @gede niveauer af
butyrat fremmer IL-22 produktion fra medfadte lymfocytter i lamina propria (tyndt lag bindeveev i tarmens slimhinde-
epitelvaev) gennem en kombination af HDAC-heemning og GPCR-interaktion. IL-22 beskytter tarmen mod
inflammatorisk skade ved at styre AMP'er og understgtte tarmbarrieren (Siddiqui & Cresci, 2021).

HDAC-hamning: Butyrat forarsager HDAC-hamning i forskellige tarmepitel og immunceller. Bl.a. heemmes
aktiveringen af NF-kB, hvilket begraenser proinflammatorisk cytokinproduktion. Butyrat reducerer ogsa udskillelsen af
de proinflammatoriske cytokiner IL-6, IL-12 og nitrogenoxid i makrofager gennem HDAC-haemning (Siddiqui & Cresci,
2021). Efter butyrat er absorberet i tyktarmen anvendes det af colonocytter til energiproduktion. Resterne, der ikke
bliver omsat til energi, gdr i blodcirkulation og kan né hjernen gennem blod-hjerne-barrieren. Butyrat har vist sig at
fremskynde BDNF-ekspression og neurogenese i hippocampus gennem haemning af HDAC (Suda & Matsuda, 2022).

Stressregulering via vagus nerven: Et sundt tarmmiljg har vist sig at stimulere signalerne, der gdr fra tarmen via vagus
nerven til hjernen, hvilket undertrykker den stigning i kortikosteron og aktivering af CRH-positive neuroner i
hypothalamus paraventrikulaere kerne, som der normalt ses ved stresspdvirkning igennem HPA-aksen. Dvs. at
sensoriske signaler om tarmmikromiljget (som potentielt kan forbedres ved en hgjere tilstedeveaerelse af butyrat) viser
sig at blive overfgrt til hjernen via vagale afferenter, hvilket resulterer i modulering af stressresponset (Suda & Matsuda,
2022).

TJ-genmontering: TJ har til funktion at binde tarmepitelcellerne taet sammen og styrke tarmbarrieren. Demonteringer
af TJ ggr det muligt at transportere bakterier og patogener fra tarmens lumen og ud i blodcirkulation. Butyrat gger TJ-
genmontering ved at inducere slgA og mindsker pa den mdde risikoen for at fa transporteret inficerede bakterier fra
tarmen ud i blodet, hvilket minimerer den systemiske inflammation (Siddiqui & Cresci, 2021). En teori bygger pd, at
tarmbarrieredysfunktion resulterer i en tilstramning af intraluminale antigener/toksiner, inflammatoriske cytokiner, T-
celler og makrofager til hjernen, hvilket skaber neuroinflammation via aktivering af mikrogliaceller og astrocytter. Det
understgttes af, at tarmbarrieredysfunktion blev ledsaget af betaendelse hos MDD-patienter, og graden af dysfunktion
korrelerede med svaerhedsgraden af MDD-symptomerne. Butyrat mindsker som sagt tarmpermeabiliteten gennem bl.a.
@get TJ-genmontering, hvilket kan vaere med til at mindske denne neuroinflammation (Suda & Matsuda, 2022).

6 Histon-deacetylaser (HDAC) er en klasse af enzymer, der aendrer DNA-struktur og genekspression ved at fjerne acetylgrupper fra

histoner.

7 Tight Junctions (TJ) er proteinkomplekser mellem celler, som regulerer passagen af molekyler i epitelveev.

8 En receptortype der aktiverer signaler via sakaldte G-proteiner.



reducerer risikoen for neuroinflammation, og 3) reduktion af stressresponset gennem HPA%-aksen (Suda &

Matsuda, 2022).

Butyrats antiinflammatoriske, neuromodulerende og antidepressive effekter er illustreret og uddybet

naermere i figur 3.

Forundersggelser

Prae-review samt protokol til et systematisk review og metaanalyse

Der er fortsat divergens om, hvorvidt butyrattilskud kan vaere gavnlig til behandling af ikke-psykiatriske
sygdomme, f.eks. irritabel tyktarm og diabetes. De fa studier der er foretaget herom, konkluderer dog alle,
med undtagelse af én (Tougaard et al., 2022), at butyrat som minimum kan have potentiale som

supplerende klinisk behandling (Lewandowski et al., 2022), (Coppola et al., 2022).

Der er endnu ikke udfgrt kliniske forsgg med butyrattilskud til patienter med psykiske lidelser. Der er dog
foretaget fa lovende RCT-studier bl.a. med butyratproducerende bakterier som probiotika til patienter med
spiseforstyrrelser og MDD (Navarro-tapia et al., 2021), (Kreuzer et al., 2022). Der er ogsa foretaget talrige
dyreforsgg, der viser lovende antiinflammatoriske og antidepressive resultater med tilskud af butyrat (Tian

et al., 2021).
Ovennaevnte prae-litteraturstudie kan ses i bilag 2 eller her.

Min litteratursyntese bekrzaefter potentialet for fremtidige kliniske forsgg med butyrat-tilskud men
understreger fgrst og fremmest behovet for et reelt systematisk review og metaanalyse. Derfor er jeg i
samarbejde med min forskerkontakt, Troels Boldt Rgmer, i gang med et systematisk review og metaanalyse.
Formalet er at undersgge virkningerne af butyrat pa psykometriske og adfeerdsmaessige malinger i
praekliniske savel som kliniske studier. Protokollen, som er udarbejdet og registreret a priori, kan ses i bilag 3

eller her.

Forelgbige resultater fra tvaersnitsstudie
Efter jeg fik adgang til data fra DNBC og GlutenFyn (se step 1 under “Forskerspirerprojektet og dets
udfgrsel”) har jeg foretaget prae-analyser i R, Se tabel 1 og 2 i bilag 4 for et fa et overblik over variabler og

antallet af individer under de forskellige kategorier i tvaersnitsstudiet.

9 HPA-aksen er et samspil mellem hypotalamus, hypofysekirtlen og binyrerne, der styrer stressrespons og hormonproduktion.

10 Statistikprogram og programmeringssprog anvendt til at lave metagenomiske analyser.


https://acrobat.adobe.com/id/urn:aaid:sc:EU:771d5328-4259-4722-8698-f12ba399e595
https://acrobat.adobe.com/id/urn:aaid:sc:EU:8bc4da6e-c5f1-4389-b354-6da2bf355c69

Jeg har analyseret den relative forekomst af nogle fa specifikke butyratproducerende bakterier vha.
Wilcoxon Rank Sum Test. Det geelder bl.a. arten Faecalibacterium prausnitzii (figur 4), arten Ruminococcus

bromi (figur 8, bilag 4), slaegten Ruminococcus (figur 9, bilag 4) og stammen Firmicutes (figur 5).

Jeg har ogsé analyseret B-diversitet, som er visualiseret vha. PCoA! og kvantificeret vha. PERMANOVA?2. P3
figur 6 er PCoA-analysen kgrt pa individer uden (=0) og med (=1) depression. | bilag 4 fremgar et par

yderligere B-diversitetsanalyser for spiseforstyrrelses- og livskvalitetsvariabler (figur 10, 11, og 12).
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Figur 4: Grupperede boxplots med alle binzere variabler (se tabel 1, bilag 4) lavet pa arten F. prausnitzii. Der ses ingen signifikante
sammenhange, da p>0,05 ved alle variablerne. Figuren er fremstillet vha. R.
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Figur 5: Grupperede boxplots lavet pG Firmicutes-stammen med fokus pa de variabler med mest power (altsG med flest individer),
dvs. ED, subED, any_ED, DEB, DEB_other, MDI og SWEMWABS (se tabel 1, bilag 4). Der ses signifikante forskelle ved alle variablerne
bort set fra variablerne DEB, ED og MDI_bin. Til trods for dette holder jeg mig fra at lave nogle konklusioner, idet der bl.a. skal
justeres for multiple testning. Figuren er fremstillet vha. R.

11 pCoA er en metode til at transformere en afstandsmatrix (f.eks. Bray-Curtis) til et todimensionelt seet koordinater. Ved en Bray-
Curtis PCoA vil hvert punkt repraesentere en prgve/patient og afstanden mellem punkterne deres forskellighed/diversitet.

12 PERMANOVA er en ikke-parametrisk statistisk test, der bruges til kvantitativt at sammenligne grupper baseret pa distanceformler.
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Figur 6: Bray-Cutis PCoA der viser, at der ikke er nogen signifikant forskel i diversitet (p-vaerdi blev vha. PERMANOVA-metoden
bestemt til p=0,50) mellem personer med sveer eller moderat depression (n=46) sammenlignet med kontroller (n=633). Figuren er
fremstillet vha. R.

| en praeanalytisk fase uden overblik over de 836 bakterier, som jeg har data pa, og hvor jeg endnu ikke har
justeret for multiple testing®®, kan jeg ikke konkludere noget pé de bakterielle taxanomiske analyser (figur 4,

5,8 0g9).

Naeste step er at udarbejde et st@grre datasaet med signifikansveerdier for alle bakteriearter og alle variabler,

for derefter at filtrere og sortere i de bakterier, der viser signifikante associationer med variablerne.

Det fremgar dog allerede nu, at jeg ikke finder signifikante forskelle mht. B-diversitet hos individer med
psykisk sygdom eller darlig livskvalitet sammenlignet med kontroller (figur 6, 10, 11 og 12), hvilket heller

ikke var forventet ud fra den eksisterende litteratur.

Forskerspirerprojektet og dets udfgrsel

Forskerspirerprojektet involverer 4 steps, som beskrives nedenfor og illustreres i figur 7.
e Step 1: Forberedelser (februar til maj 2024)

For at opna adgang til personfglsomt data fra DNBC og GlutenFyn er jeg tilknyttet som gaesteforsker pa
Institut for Folkesundhedsvidenskab, Afdeling for Epidemiologi. Jeg har indsendt en data-analyse-plan (se

bilag 4 eller her) og underskrevet databehandleraftale.

13 Nar de statistiske analyser foretages flere gange, f.eks. ved forskellige tidspunkter, for forskellige subgrupper eller med forskellige
justeringer.
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e Step 2: Prae-dataanalyse (juni til august 2024)

Efter jeg opndede adgang til data, har jeg lavet nogle indledende dataanalyser, se “Forelgbige resultater fra

tvaersnitsstudiet”.
e Step 3: Komplet metagenomisk dataanalyse (estimeret tid: 6-8 uger fuldtid under sabbatar i 2025)

Da mine egne biostatistiske kundskaber ikke reekker laengere end step 2, har jeg behov for hjalp fra en
fagperson til en komplet metagenomisk dataanalyse, hvilket involverer hjaelp til: 1) statistiske justeringer for
relevante kovariater, 2) subgruppeanalyser, 3) visualisering i form af f.eks. co-occurence networks og
barplots, 4) optimerede og kompakte visualiseringer og evt. 5) mere avancerede funktionelle og

taksonomiske analyser.
Det er dette, som budgettet (bilag 5) vil blive brugt pa.
e Step 4: Artikelskrivning (estimeret tid: 6-8 uger fuldtid under sabbatar i 2025)

Nar data er genereret og visualiseret, skal resultaterne, med sparring fra min forskerkontakt, Troels Boldt
Rgemer, sammenfattes i en artikel. Malet er, at forskningsresultaterne publiceres i et internationalt, fagfeelle-

bedgmt tidsskrift.

Tidsplan for gennemfgrelsen af Forskerspirerprojektet

FEB'24 MAR'24 APR'24 MAJ'24 JUN'24 JUL 24 AUG 24 3g feerdigggres AUG'25 AUG'25 OKT'25 NOV'25 DEC 25

Step 1

Forberedelser: Projekt- og analyseplan,
kommunikation, koordinering og
databehandleraftale

Step 2

Prae-dataanalyse: Bakterielle
dataanalyser bestdende af
bl.a. grupperede boxplots og
beta-diversitetsanalyser

Step 3

Komplet metagenomisk
dataanalyse: Justeringer
og forbedringer af
statistik og visualiseringer

Step 4

Artikelskrivning

Figur 7: Tidsplan for gennemfgrelsen af Forskerspirerprojektet der viser de fire steps fra februar 2024 til december 2025. Step 1 og 2
er udfart, mens step 3 og 4 endnu ikke er pabegyndt. Step 3 er den mest kraevende fase, hvor budgettet (se bilag 4) forventes
anvendt. Figuren er fremstillet vha. BioRender.
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Konklusion og perspektivering

Min hypotese er, at Forskerspirerprojektet vil finde, at en lavere forekomst af butyratproducerende
bakterier er korreleret med gget risiko for psykisk sygdom og psykiatriske symptomer. Der er metodiske

begraensninger ved tvaersnitsdesignet, der g@r det svaert at fastleegge kausalitetsforhold.

Ved udfgrelsen af den komplette metagenomiske dataanalyse er der mange ukendte faktorer, der skal
overvejes yderligere, bl.a. statistiske justeringer for sociogkonomiske faktorer, confounder- og collider-

justeringer samt konkrete visualiseringsmetoder.

Fremtidige lighende studier kunne potentielt set gge bade dybde og kompleksitet ved at inkludere flere
variabler, sdsom genetik (f.eks. polygene risikoscores) og metabolomics til at undersgge metabolitter i

relation til tarmmikrobiomet.

leg haber, at projektet vil bidrage til en bedre forstaelse af tarmmikrobiomets rolle ifm. psykisk lidelse,

maske bidrage til at mindske stigma samt potentielt fgre til nye behandlingsmetoder.

Taksigelser

En hel szerlig tak skal ga til min forskerkontakt, Troels Boldt Rgmer (laege og ph.d.-studerende pa Psykiatrisk

Center Kgbenhavn) for den uundvaerlige stgtte, engagement og for at tro pa mig og mine projektidéer.

Desuden skal Katrine Strandberg-Larsen (lektor pa Institut for Folkesundhedsvidenskab, KU) have en stor tak

for at give muligheden for adgang til data fra DNBC og GlytenFyn, samt for et rigtigt godt samarbejde.

Angela Pinot de Moira (postdoc og gaesteforsker pa Institut for Folkesundhedsvidenskab, KU) skal ogsa have

en stor tak for sin hjeelp med koordinering, kommunikation pa tvaers af forskningsgrupper og for altid at

veere klar pa at svare pa mine spgrgsmal.

Til sidst vil jeg ogsa gerne takke Katrine Rgnne Rostgaard (koordinator, Slotshaven Gymnasium), mine

medspirer samt min familie. Tusinde tak til alle jer for jeres vedvarende stgtte.
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Bilag 1: Anvendte forkortelser

AMP
BDNF
CRH
DNBC
GPCR
HDAC
HPA
ILs
MCT1
MDD
NF-kB
OSF
PCoA
PERMANOVA
RCT
SCFA
SIgA
SMCT1
SSRI

T

Tregs

Antimikrobielle peptider

Brain-derived neurotrophic factor
Corticotropin-releasing hormone

The Danish National Birth Cohort

G-Protein Coupled Receptor

Histone deacetylases
Hypothalamus-Pituitary-Adrenal axis
Interleukiner

Proton-coupled monocarboxylate transporter 1
Major Depressive Disorder

Nuklear faktor-kB

The Open Science Framework

Principal Coordinate Analysis

Permutational Multivariate Analysis of Variance
Randomised Controlled Trial

Short Chain Fatty Acid

Secretory Immunoglobulin A

Sodium-coupled monocarboxylate transporter 1
Selective Serotonin Reuptake Inhibitor

Tight Junctions

Regulatoriske T-celler
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Bilag 2: Prae-litteraturstudium

Link til forundersggelsen som pdf foreligger her.

Bilag 3: OSF-protokol til metaanalyse

Link til protokollen til metanalysen som pdf foreligger her.

Vil snarest muligt ogsa findes prae-registreret pa OSF-databasen.

Bilag 4: Projektplan til Forskerspirerprojektet og forelgbige resultater

Link til min indledende projektplan til tvaersnitsstudiet som pdf foreligger her.

Tabel 1 og 2 herunder giver et overblik over den data, som mit tvaersnitsstudie baserer sig pa.

Tabel 1: Denne tabel giver definitioner af forskellige variabler, der bliver brugt i undersggelsen, herunder deres kategorier og
specifikke betydninger. Forkortelserne, der bruges i tabellen, er som fglgende: koen = kgn, an = Anorexia Nervosa, bn = Bulimia
Nervosa, bed = Binge Eating Disorder, ed= Eating Disorder, pd = Purging Disorder, deb = Disturbed Eating Behaviour, mus = Muscle
Dysmorphia, swemwbs = Short Warwick-Edinburgh Mental Wellbeing Scale og MDI = Major Depression Inventory. Tabellen er
bibeholdt pa engelsk for ikke at risikere at forvride ordlyden af de specifikke definitioner.

Variable name | Categories Definition
Koen 0: Female Sex of child
1: Male
An 0: No BMI <18.5 AND (high weight/shape
1: Yes concern OR at least monthly fasting OR
engaged in excessive exercise)
Bn 0: No BMI >18.5 AND weekly binge eating AND
1: Yes (weekly purging OR engaged in excessive
exercise)
Bed 0: No Weekly binge eating AND experiencing
1: Yes abdominal pain AND guilt AND absence
of purging AND fasting AND excessive
exercise
ed 0: No Threshold of ED total:
1: Yes AN, BN OR BED
suban 0: No BMI 218.5 to <19.5 AND (high
1: Yes weight/shape concern OR at least
monthly fasting OR engaged in excessive
exercise)
subbn 0: No BMI 218.5 AND at least monthly binge
1: Yes eating AND (at least monthly purging OR
engaged in excessive exercise)
subbed 0: No At least monthly binge eating AND
1: Yes experiencing abdominal pain AND guilt
AND absence of purging AND fasting AND
excessive exercise
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pd 0: No Weekly purging AND binge eating absent
1: Yes less than monthly

subed 0: No Threshold of subED total:
1: Yes SUBAN, SUBBN, SUBBED OR PD

anyed 0: No Threshold of ED and subED total:

1: Yes AN, BN, BED, SUBAN, SUBBN, SUBBED OR
PD

deb 0: No Specified DEBs:

1: Yes At least monthly binge eating, at least
monthly purging, engaged in excessive
exercise OR at least monthly fasting

mus_high 0: No High muscularity concern AND (any use of

1: Yes steriod OR weekly use of supplements)

mus_mod 0: No At least moderate muscularity concern

1: Yes AND (any use of steriod OR at least
monthly use of supplements) where high
muscle dysmorphia cases are excluded

deb_other 0: No Muscle dysmorphia high, muscle

1: Yes dysmorphia at least moderate OR

specified DEBs

swemwbs_m

Score from 7-35 points

A higher score indicates a higher level of
mental well-being

swemwbs_cat

1: Probable depression or anxiety
2: Possible depression or anxiety
3: No signs of depression or anxiety

Shah et al. 2020 have identified three
categories in WEMBWABS, corresponding
to cut-off values on validated scales for
mental illness. 7-17 points indicate
probable depression or anxiety (category
1), 18-20 points indicate possible
depression or anxiety (category 2) and
>21 points indicate no signs of depression
or anxiety (category 3)

swemwbs_bin

0: No signs of depression or anxiety
1: Probable or possible depression or
anxiety

The binary variable of SWEMWBS is
divided into 7-20 points (probable or
possible depression or anxiety) and >21
points (no signs of depression or anxiety)

sum_mdi Score from 0-50 points A higher score indicates more severe
symptoms of depression
MDI_cat 1: No depressive symptoms The categorical variable of MDI is divided
2: Mild depressive symptoms into four groups indicating severe (31 50
3: Moderate depressive symptoms points), moderate (26-30 points), mild
4: Severe depressive symptoms (21-25 points) and no depressive
symptoms (0-20 points)
MDI_bin 0: Mild/no depressive symptoms The binary variable of MDI is divided into

1: Severe/moderate depressive symptoms

26-50 points indicating depressive
symptoms (severe/moderate) and a score
range from 0-25 points indicating no
depressive symptoms (mild/no)
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Tabel 2: Antal personer i studiet fordelt pa de forskellige kategorier, der blev skitseret i tabel 1. Det totale antal individer er 679.

Variable Variable 0 1 2 3 4
name type

koen Binary 458 221

an Binary 672 7

bn Binary 675 4

bed Binary 669 10

ed Binary 658 21

suban Binary 673 6

subbn Binary 671 8

subbed Binary 670 9

pd Binary 672 7

subed Binary 649 30

any_ed Binary 628 51

deb Binary 609 70

mus_high Binary 641 38

mus_mod Binary 663 16

deb_other Binary 555 124

swemwbs_m | Continuous

swemwbs_cat | Categorical 16 59 604
swemwbs_bin | Binary 604 75

sum_mdi Continuous

MDI_cat Categorical 573 52 27 27
MDI_bin Binary 633 46

Jeg vedlaegger pa naeste side et par supplerende grupperede boxplots, som er blevet lavet pa den relative

forekomst af nogle specifikke butyratproducerende bakterier.

Under afsnittet "Forelgbige resultater fra tvaersnitsstudie” praesenterede jeg boxplots for Faecalibacterium

prausnitzii (figur 4) og for stammen Firmicutes (figur 5). Pa naeste side fremgar arten Ruminococcus bromi

(figur 8) og sleegten Ruminococcus (figur 9).
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Ruminococcus bromii
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Figur 8: Grupperet boxplot med alle binzere variabler lavet pd arten R. bromii. Der ses kun én signifikant sammenhaeng, og det er for
deb_other (p=0,026). Figuren er fremstillet vha. R.
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Figur 9: Grupperet boxplot med alle binaere variabler lavet pad slaegten Ruminococcus. Der ses kun én signifikant sammenhaeng, og
det er for swemwbs_bin (p=0,008). Figuren er fremstillet vha. R.

[-diversitet visualiseres vha. PCoA og kvantificeret vha. PERMANOVA. | afsnittet “Forelgbige resultater fra
tvaersnitsstudie” praesenterede jeg PCoA for MDD vs. ikke-MDD (figur 6). P4 nzeste side praesenteres

analyserne ogsa for ED vs. ikke-ED (figur 10), anyED vs. ikke-anyED (figur 11) samt swemwbs_bin (figur 12).
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Bray-Curtis PCoA
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Figur 10: Bray-Cutis PCoA der indikerer, at der ikke er en signifikant forskel i diversitet (p=0,399) mellem individer med ED (n=21)

sammenlignet med kontroller (n=658).
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Figur 11: Bray-Cutis PCoA der indikerer, at der ikke er en signifikant forskel i diversitet (p=0,597) mellem individer med ED eller subED

(n=51) sammenlignet med kontroller (n=628).

Bray-Curtis PCoA

-
%,
-
= »
- - . )
TS . as.factor(swemwbs_bin)
q 'y 3
il "'. a * 1
B kY . "
. e * ., s 2
., '-' P '.-
. WY '" S
'y - .
- (] ’ = ‘b: *
. * 'H o
T * "- :o
» *
-
! ' ' '
0.2 0.4 0.6

-0.2
PC1

Figur 12: Bray-Cutis PCoA der indikerer, at der ikke er en signifikant forskel i diversitet (p=0,357) mellem
personer med sandsynlig eller mulig depression eller angst (n=75) sammenlignet med kontroller (n=604).
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Bilag 5: Budget til Forskerspirerprojektet

Herunder har jeg skitseret, hvordan de 20.000 kr. kan bruges til at fuldfgre step 3 (figur 7):

Tabel 3: Budget

Udgifter Kommentar Samlede udgifter
Honorering/timelgn | 25 timer & 500 kr./time (estimat) for 12.500 kr.
til biostatistiker hjzelp til dataanalyse og statistiske
modeller
Ny computer med 32 | Vil lette processen ifm. handteringen 5.000 kr.
GBRAM og 1 TBSSD | af data og metagenomiske analyser
(har oplevet at min PC brgd sammen
under mine prae-analyser)
Uforudsete udgifter | Til uforudsete udgifter sdsom 2.500 kr.
software, licenser, ekstra analysetimer
eller booking af mgdelokale
I alt 20.000 kr.

Det er vigtigt at pointere, at jeg vil gennemfgre mit studie uafhaengigt af ovenstaende budget, dog ville en

gkonomisk handsraekning lette processen markant.
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