


Proceedings of Clinical Innovation

Bachelor of Science Projects in Biomedical Engineering
Lund University

Volume 2, 2015

Editors:

Hanna Isaksson, Associate Professor, Department of Biomedical Engineering,
Lund University

Tomas Jansson, Associate Professor, Clinical Sciences Lund, Biomedical Engineering,
Lund University, and Medical Services, Skane University Hospital



Department of Biomedical Engineering
Faculty of Engineering, Lund University
Box 118

SE-221 00 Lund, Sweden
www.bme.lth.se

ISSN 2001-9629
Printed by Tryckeriet E-huset, Lund University, Sweden



Contents

Preface
Lund University Innovation System Prize in Clinical Innovation
Contents (in alphabetical order, sorted by title)

Emelie Holmberg and Louise Wrange
A bioinformatic prediction of TFPI genes in mammals

Malin Magnusson and Elisabeth Vajta Engstrom
Automatisk identifiering av rdattors vokalisering i ultraljudsomradet

Mattias Albinsson and John Heerfordt Sjoqvist
Compartment Model Based Estimation of Myocardial Blood Flow using Dynamic N-13 Ammonia
PET

Ebba Knutsson and Elin Magnusson
Dieselpartiklars paverkan pa baroreflexen studerad med sekvensmetoden

Sofia Felding and Emma Lundell
En studie i klinisk anvindning av hjdrnstamsaudiometri i Region Skane

Viktor Lundqvist and Mikael Maga
Kombinerat mfERG och mfVEP for snabbare och sikrare undersékning av oklar synnedsdtining

Erik Gillsbro and Simon Leppénen
Korrelationsanalys for att studera mdjlig synaptisk koppling hos nervcellspar i sensorimotoriska
cortex

Johanna Bergman and Johan Akesson
Microindentation on healing fractures: a comparison between healthy and osteoporotic bone

Sigrid Bjornsdotter and Ebba Palenius
Optogenetik inom epilepsi: Prototyputveckling av tradlés mikro-LED-stimulator

Anders Persson
Screening av maligna melanom med hjilp av infraréd avsékning dver hudomraden

Isabelle Johansson and Nadia Wahlin
SectioPlan - ett elektroniskt bokningsprogram for planerade kejsarsnitt i Region Skane

Innas Forsal and Yann Moreau Brunn
Triggning av aktionspotential i daggmask med hjdlp av ultraljud

Eleni Kamvissis and Lisa Ulfwi
Utveckling av experimentell utrustning for blodtrycksstyrd reglering av ldkemedelstillforsel



i



iii

Preface

The present volume is the second in a series of Bachelor of Science theses authored by students
in the Biomedical Engineering program at Lund University. All theses are based on scientific
problems or clinical needs stemming from activities at Skane University Hospital or the Faculty of
Medicine at Lund University. Thirteen projects are presented which cover a wide range of topics
ranging from LED-implants for epilepsy control to software for surgical planning. All projects
were conducted during the spring 2015 in the format of a course, including also a lecture series
on topics relevant to the project development, e.g., sustainability, technical writing, ethics, and
perspectives from people employed by the healthcare sector and industry.

The examination consisted of a report, included in this volume, and public defense held
at Skane University Hospital on June 4, 2015 when each group gave a presentation of their
work followed by opposition from their peers. The reports are formatted as journal papers with
the goal to train students in scientific communication; the students could choose to author the
reports in Swedish (preferred) or English.

The project course is designed to have a clear focus on innovation and entrepreneurship.
In these respects, the active and supportive participation of Sven Olsson and co-workers at
Lund University Innovation System have been instrumental-—they have prepared the students
to perform a successful pitch of their project as half-time evaluation. As conclusion of the
examination, pitching was taken to a more serious level: three projects were elected to qualify
for the Lund University Innovation System Prize in Clinical Innovation. The best pitch was
awarded with 10 000 SEK, to be spent on further development of the project (see next page).

We would like to express our gratitude to the following persons at Skane University Hos-
pital, the Medical Faculty at Lund University, who have willingly served as initiators and ad-
visors to the projects: Sten Andreasson, Niels Bendsoe, Fredrik Berglind, Jonas Broms, Jonas
Brannstrom, Cecilia Hindorf, Henrik Jorntell, Merab Kokaia, Monica Lilja, Audrius Paskevicius,
Emanuel Smeds, Trygve Sjoberg, Stig Steen, Anders Tingstrom, Magnus Téagil.

We would also like to express our gratitude to the following persons who have willingly served
as supervisors: Stefan Andersson-Engels, Fredrik Berglind, Einar Heiberg, Merab Kokaia, Johan
Lindstrom, Neashan Mathavan, Frida Sandberg, Emanuel Smeds, Martin Stridh, Leif S6rnmo,
Thomas Winzell, Karl Astrom.

Lund, June 2015

Hanna Isaksson Tomas Jansson
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Lund University Innovation System Prize in Clinical Innovation

Lund University Innovation System has again this year generously offered 10 000 SEK as a prize
to the group presenting the best arguments for commercial potential or project urgency. The
sum can be used to develop the project further, for instance acquisition of materials or market
surveys. Three groups were selected as finalists by the course management, based on the reports
handed in at the first deadline. The following criteria were applied when evaluating the finalists:
innovation potential, scientific execution, and quality of the report:

e Mattias Albinsson and John Heerfordt Sjoqvist—Compartment Model Based Estimation
of Myocardial Blood Flow using Dynamic N-13 Ammonia PET

e Sigrid Bjornsdotter and Ebba Palenius—Optogenetik inom epilepsi: Prototyputveckling
av tradlos mikro-LED-stimulator

e Isabelle Johansson and Nadia Wahlin—SectioPlan: ett elektroniskt bokningsprogram for
planerade kejsarsnitt i Region Skane

The jury, consisting of Linus Wiebe, CEO, Lund University Innovation System, and Hanna
Isaksson, course manager, selected Mattias Albinsson and John Heerfordt Sjoqvist as the recipi-
ents of the prize, after having delivered an excellent pitch for their project Compartment Model
Based Estimation of Myocardial Blood Flow using Dynamic N-18 Ammonia PET.

KLINNOVATION

1L\

Mattias Albinsson and John Heerfordt Sjoqvist receiving the Lund University Innovation System Prize
in Clinical Innovation from Linus Wiebe, CEO (far right). Beside Linus is Sven Olsson, also with Lund
University Innovation System, who earlier in the spring did an excellent job in teaching how to deliver a
convincing pitch.
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A bioinformatic prediction of TFPI genes in
mammals

Emelie Holmberg (BME12), Louise Wrange (BME12)

Abstract—TFPI, Tissue Factor Pathway Inhibitor, is a protein
with many interesting and possible future applications. As it has
been shown that TFPI is both anticoagulant and antimicrobial,
the protein could be useful for treatment of both infectious
diseases and coagulation disorders. Today, many organisms have
had their genomes sequenced. However, the interpretation of
genomic data is developing slowly. There are plenty of gene pre-
diction software available online, but they have poor prediction
accuracy. Therefore, this project conducts a study of the two
isoforms of TFPI, TFPI1 and TFPI2. The study investigates the
nucleotide sequence and its exon structure for the genes, TFPI1
and TFPI2 respectively, in different mammals. Similarities in
nucleotide sequence and exon structure in the different mammals
are surveyed.

Based upon the information obtained on TFPI’s nucleotide
sequence, a gene prediction method for both TFPI1 and TFPI2
was created. The method resulted in two flowcharts, one for
TFPI1 and one for TFPI2, that test if an exon structure codes
for TFPL

When developing a gene predicition for TFPI1 and TFPI2,
it is of interest to compare existing gene prediction programs.
Therefore, this study also examines the accuracy of two existing
gene prediction software, Augustus and GENSCAN.

In this project, it is established that the existing gene prediction
software have poor accuracy for both TFPI1 and TFPI2. Since the
gene prediction flowcharts produced in this report are designed
specifically for TFPI1 and TFPI2, they have better prediction
accuracy for these genes than the online software have.

Keywords: TFPI1, TFPI2, gene prediction

I. INTRODUCTION

TFPI, Tissue Factor Pathway Inhibitor is the primary in-
hibitor for initiation of blood coagulation. There are three
isoforms of TFPI called TFPI«, TFPI and TFPIJ. This report
focuses on TFPI« and TFPIS, also called TFPI1 and TFPI2
[1]. These proteins have similar characteristics but are located
on different chromosomes. Thus, TFPI1 and TFPI2 are not
two different splicings of the same gene; they originate from
two completely different genes.

The initiation of the blood coagulation cascade is blocked
by TFPI, due to its high affinity to inhibit two of the co-
agulation proteases. TFPI inhibits factor Xa, prothrombinase,
the enzyme responsible for cleaving prothrombin and creating
the active thrombin. Thrombin turns fibrinogen into fibrin, that
together with platelets form the clot. In addition, TFPI inhibits
Factor VIIa. Factor VIla is responsible for the transformation
of Factor X into Factor Xa [1].

In addition to its anticoagulant activity, TFPI's C-terminal
can be cleaved into antimicrobial peptides. These peptides

Submitted on June 11, 2015
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are designed to eliminate gram-negative and gram-positive
bacteria and cancerous cells [2]]. The peptides’ antimicrobial
activity is believed to be connected to the peptides’ positive
charges [3]. Due to its antimicrobial activity, TFPI could be a
possible replacement to antibiotics, and could be of great use
for future treatment of both infection and coagulation disorders
(4]

Infectious diseases remain a burden to the healthcare sys-
tem, and are caused by infectious agents such as bacte-
ria. Bacterial infections can lead to sepsis, a serious illness
augmenting worldwide. In the US, approximately 700 000
people contract the disease every year, of which nearly 35
% decease [5]. Statistically, the numbers are the same in
Sweden [6]. Sepsis causes an unregulated coagulation and
immune response leading to multiple organ failure. Currently,
sepsis is treated with antibiotics. However, treating sepsis
through antibiotic therapy has many disadvantages. Firstly, the
increasing bacterial resistance against antibiotics is a major
issue. In addition, antibiotics cannot affect the unrestrained
host response caused by sepsis [4]. Furthermore, the treatment
has to be given to the patient in an early state of the disease
to be efficient. Thus, new approaches are necessary in order to
develop and maintain an efficient treatment against infectious
diseases and a sustainable healthcare.

Due to TFPI’s potential fields of application, it would be
interesting to compare different species’ TFPI on a nucleotide
as well as an amino acid level. However, this project only
focuses on finding and comparing similarities and differences
in different mammals’ nucleotide sequences and not in amino
acid sequences. TFPI’s exon and intron structure for different
mammals are obtained and compared. These structures and
the comparisons are used for developing flowcharts for gene
prediction of TFPI1 and TFPI2 in different species.

With the world’s growing computational capacity and tech-
nology, it has become easy and fast to sequence the entire
genomes of organisms. Plenty of organisms already have had
their genomes surveyed. However, the interpretation of this
data is developing slowly [7]. In order to maximise the use
of the collected genomic data, the coding regions and the
function of the genes have to be determined, which is a
complex task. Nevertheless, many gene prediction software
are available today. When inserting a genomic nucleotide
sequence, the program predicts its coding regions. Software
can be developed for different genes and/or animals, as well
as for different nucleotide sequence lengths. Therefore, their
accuracy vary depending on the input. In this project, the
accuracy of two gene prediction software, Augustus and
GENSCAN, are evaluated on their certainty for prediction of



TFPL.

In summary, genomic sequences for TFPI in different mam-
mals are obtained to evalute the accuracy of the online predic-
tion software Augustus and GENSCAN. TFPI’s exon structure
in different mammals are obtained to develop flowcharts for a
more accurate gene predicition of TFPI1 and TFPI2.

II. DATA

In this project nucleotide sequences were obtained from the
databases NCBI [8]] and Ensembl [9]]. The latter was also used
for collecting TFPI1’s and TFPI2’s exon structures.

Table I
DATABASES USED
Database Use
NCBI Nucleotide sequences
Ensemble | Nucleotide sequences and exon structure

The software used in this project and their field of applica-
tion can be viewed in table

Table IT
SOFTWARE USED

Software Use
Augustus Gene prediction
GENSCAN Gene prediction

EMBOSS Needle Alignments and calculating

identity score.

fancyGENE
ExPASy Translate Tool

Alignments

Translating DNA or RNA sequence
to protein sequence.

EMBOSS Backtranseq Translating protein sequence

to RNA sequence.

The accession numbers for the used nucleotide sequences
and transcript sequences in this project are presented in table

and table

Table III
ACCESSION NUMBERS USED FOR TFPI1

Animal Transcript ID (Ensemble) | GeneBank ID (NCBI)
Human ENST00000233156 CM000664.2
Mouse ENSMUST00000028487 CMO000995.2
Ferret ENSMPUT00000012360 GL896993.1
Dog ENSCAFT00000023418 CM000036.3
Macaque ENSMMUTO00000013182 NC_007869.1
Rat ENSRNOT00000006787 CM000074.4
Chimpanzee ENSPTRT00000023585 CM000316.2
Pig ENSSSCT00000017457 CMO000826.4

Table IV
ACCESSION NUMBERS USED FOR TFPI2

Animal Transcript ID (Ensemble) | GeneBank ID (NCBI)
Human ENST00000222543 CMO000669.2
Mouse ENSMUST00000031674 CM000999.2
Chimpanzee ENSPTRT00000035917 CMO000321.3
Cow ENSBTAT00000021062 GK000004.2
III. METHOD

A. Collecting exon structures

TFPI1’s and TFPI2’s exon and intron structure in different
species was obtained through the database Ensembl. This
database displays the length and position of introns, translated
exons and untranslated exons (UTR) in a specific gene. In this
database, a gene’s structure is either verified or predicted by
other databases through software and/or experiments. Ensembl
refers to the database UniProt as a source, where proteins are
classified as predicted or verified. If the proteins are labelled
as predicted, it means that UniProt has predicted them using
different software. If they are classified as verified, UniProt has
experimental evidence for the protein either on a transcript or
a protein level. In this project, a structure was classified as
verified when there was some experimental evidence for the
sequence. Otherwise, it was classified as predicted.

For the mammalian species where structures for TFPI1
and/or TFPI2 were available in Ensembl, information about
the number of exons and their length was gathered. This infor-
mation was collected for verified structures. Tables consisting
of the exon lengths, for TFPI1 and TFP2 respectively, were
built.

Ensembl shows a transcript sequence, consisting of exons
and introns, from the sequence’s 5’-end to its 3’-end. Hence,
the first exon in a transcript is the exon closest to the 5’-end.
This information has been of importance when deciding the
exon order for each structure.

The different mammalian structures for each gene were
compared by using the online program fancyGENE. This
program graphically aligns exon and intron structure for dif-
ferent species. As all animals do not have the same number
of chromosomes, TFPI1 and TFPI2 are not situated in the
same positions in different species’ genomes. Therefore, the
positions for each gene and its internal structure were scaled,
in order to be able to compare the mammals’ different exon
structures. A standard intron length of 100 nucleotides was set
between all exons. The first nucleotide in the exon first in order
was set as the start position. The scaled structure’s positions
were plotted in fancyGENE. See table [V| for the settings used
for the program.



Table V
SETTINGS FOR FANCYGENE
Gene size 30 Px/Pt
Gene padding above 15 Px/Pt
Gene padding below 15 Px/Pt
Legend width 300 Px/Pt
tr exon color 6,145,31
utr color 255,127,127
Intron shape line
Intron stroke 2

B. Comparing online gene prediction software

The accuracy of existing gene prediction software was
examined, in order to analyse their accuracy compared with the
predicition method, the flowcharts, developed in this project.

The prediction software Augustus and GENSCAN were
evaluated. Both their accuracies for predicting RNA and pro-
tein sequences were calculated. The input for these software
is a genomic nucleotide sequence. Therefore, nucleotide se-
quences for TFPI1 and TFPI2 genes respectively were entered
into each program. See table [VI| and for the settings used
for Augustus and GENSCAN.

Table VI
SETTINGS FOR AUGUSTUS

Organism Homo sapiens

Both strands

Report genes on

Alternative splicing Few

Table VII
SETTINGS FOR GENSCAN

Vertebrate
1.00

Organism

Suboptimal exon cutoff

The sequences were obtained from the nucleotide sequences
in NCBI (National Center for Biotechnology Information) that
Ensembl referred to when displaying the exon and intron
structure for a transcript, a gene. To evaluate not only each
software’s capability of predicting a gene’s structure but also
its capability of finding the gene, each nucleotide sequence
was altered in such way that 5000 nucleotides were added 5’
and 3’ to the gene’s start and stop positions respectively.

Augustus predicts both the coding nucleotide sequence
(RNA), the number of exons, the length of the exons and
the protein sequence for the input sequence. GENSCAN only
predicts the number of exons, the length of the exons and the
protein sequence. It does not provide the user with a predicted
coding nucleotide sequence (RNA). Therefore, the protein
sequences predicted by GENSCAN were back-translated into a
nucleotide sequence with the program EMBOSS Backtranseq.

To be able to compare the predictions with the verified
sequences on a protein level, the verified nucleotide sequences
had to be translated into protein sequences. This translation

was made by using ExXPASy Translate Tool. Pairwise compar-
ison of the predicted sequences and the confirmed sequences
was made through the alignment program EMBOSS Needle.
This program provides an identity percentage score for an
alignment. That is, it calculates the similarities in identity
between two sequences. The pairwise comparison was made
for each one of the nucleotide sequences obtained from NCBI.

When comparing the nucleotide sequences, two different
alignments were made. One where the entire verified coding
sequence was used, and one where untranslated exons were
removed from the sequence. The identity scores received when
comparing the sequences, on both protein and RNA level,
were collected. Since identity scores for different species were
obtained, mean values for prediction of protein and nucleotide
sequences for both TFPI1 and TFPI2 were calculated. These
values were put into table

To compare the two programs in more ways than by
only using an alignment tool, a comparison algorithm was
developed. This formula is based on the obtained verified exon
structures for TFPI1 and TFPI2. Two different variations of
the formula were created. Formula [T} is developed for internal
exons while formula [2] is developed for initial and terminal
exons. In formula [I]

z
Score = w x (2000 — Ti— Vi (D)
X (20003 i)

n is the number of internal exons in the verified structure, k
is the number of internal exons in the predicted structure, x is
the internal translated exon length in the verified structure, y
is the internal translated exon length in the predicted structure
and 2000 is the maximum score. z is the number of verified
internal exons if they are a larger amount than the number of
predicted internal exons are. Else z is the number of predicted
internal exons.

Two different formulas were created because of the fact
that a gene always should have only one initial exon and one
terminal exon. That is, a gene should not have more than one
initial/terminal exon nor less than one initial/terminal exon. In
the formula created for inital/terminal exons, formula 2]

Score = (1 —|1 — k|) x (1000 — |z — y|) ()

k is the number of initial/terminal exons in the predicted
structure, x is the initial/terminal translated exon length in
the verified structure, y is the initial/terminal translated exon
length in the predicted structure and 1000 is the maximum
score.

The two algorithms are based on calculating the difference
in total translated exon length between a verified and a
predicted structure. By subtracting this sum from 2000 or 1000
and then multiplying it with a fraction that is related to the
difference in number of exons between the two structures, a
score is calculated. The two formulas were used for calculating
a score for each software’s capability of predicting the accurate
number of exons and their lengths in TFPI2 and TFPIIl
respectively. The verified exon lengths used in this project, are
displayed in tables and Mean scores were calculated
for initial, internal and terminal exons respectively. These



scores were put into the same table as the identity scores from
EMBOSS Needle, table X}

C. Gene prediction flowcharts

In order to create flowcharts that predict if a certain gene
structure is TFPI1 or TFPI2, the tables containing the verified
exon lengths for the proteins’ genes in different mammals were
studied. Through these studies, it was noted how a specific
translated exon differs between mammals.

The flowcharts’ input is a nucleotide sequence. Firstly,
the prediction takes the number of exons in the nucleotide
sequence into consideration. If the sequence does not have
the correct number of exons, the prediction ends with the
result that the sequence probably does not code for the protein.
However, if the sequence has the correct number of exons for
the protein, the prediction moves on to the next step.

In the following step, the length of a specific predicted
exon is examined. The predicted exon is compared to the
corresponding verified exon on three different levels. Firstly,
it is examined whether the predicted exon length lies in an
interval of the verified length +5 nucleotides. If not, the
predicted exon is considered to not be an exon for TFPL
If it however lies in the interval it is examined whether
the predicted exon has the exact same length as any of the
corresponding verified exon lengths.

If the examined exon length was not in the required interval,
the user is provided with the score 0. In case the exon length
is in the interval, and equals one of the occurring verified exon
lengths, the score 1 is obtained. If the exon length is in the
requested interval, but not equals any of the occurring verified
exon lengths, the score 0.5 is received.

After obtaining the score, the flowchart continues with the
next exon, and the procedure above is repeated until all exons
are examined. When the terminal exon has been investigated,
all scores obtained are added into a total score. Due to the
fact that TFPI1 has 7 exons while TFPI2 has 5, the maximum
scores are different. For TFPI1, the maximum score is 7. If the
total score equals 7, the nucleotide sequence is considered to
code for TFPII. If the score is between 3.5 and 7, it might be
TFPI1. If the score is below 3.5, the sequence most probably
is not coding for TFPI1. For TFPI2, the maximum score is 5.
If the score equals 5, the nucleotide sequence is presumably
coding for TFPI2. If the score is between 2.5 and 5, it might
code for TFPI2. If the score is below 2.5, it most probably
does not code for TFPI2.

IV. RESULTS

The verified exon lengths for TFPI2 collected from Ensembl
is presented in table [VIII]

Table VIII
VERIFIED EXON LENGTHS FOR TFPI2

Mammal Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
(Initial) | (Internal) | (Internal) | (Internal) | (Terminal)
Human 88 183 189 171 77
Chimpanzee 88 183 189 171 77
Cow 38 183 180 171 83
Mouse 88 183 183 171 68

Two different exon alignments were made for TFPI2 with
fancyGENE. The alignment consisting of both untranslated
and translated exons is presented in figure[I] Figure 2] presents
the alignment for translated exons only.

Figure 1. Untranslated and translated exon alignment for TFPI2

B (Juupuapun Human
M- Mouse
{9 Chimpanzee
el Cow

Figure 2. Translated exon alignment for TFPI2
(P[P R - Human
[P Mouse
[P {W ™ Chimpanzee
[P {P——_— Cow

The verified exon lengths for TFPI1 collected from Ensembl
is presented in table [[X]

Two exon alignments were also performed for TFPII. In
figure 3] the alignment for untranslated and translated exons is
presented. The alignment for translated exons only is presented
in figure []

Figure 3. Untranslated and translated exon alignment for TFPI1

=
=R Mouse
- Ferret
B9 - Dog
PHHHHH®E Macaque
oA Rat
=
HHEHH R Pig

JHuman

1Chimpanzee




Table IX
VERIFIED EXON LENGTHS FOR TFPI1

Mammal Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7
(Initial) | (Internal) | (Internal) | (Internal) | (Internal) | (Internal) | (Terminal)

Human 121 198 39 177 93 180 107
Chimpanzee 121 198 39 177 93 180 107
Macaque 121 198 39 177 93 180 107
Pig 109 198 45 177 96 180 107
Dog 121 195 36 180 372 180 107
Ferret 106 198 39 177 99 180 107
Rat 118 198 39 177 111 180 26
Mouse 109 198 39 177 129 180 89

Figure 4. Translated exon alignment for TFPI1

P Human
P Mouse
O p— o Ferret
P — e Dog
P Macaque
P R
PO Chimpanzee
. Pig

EMBOSS Identity was used to compare the predicted struc-
tures with the verified structures for TFPI1 and TFPI2. The
mean value of the identity scores, obtained from EMBOSS
Identity, are presented in table [X] The predicted exon struc-
tures were compared with the verified exon structures through
the project’s scoring formula. The mean value scores from the
formula are also presented in table [X]

Table X
EMBOSS IDENTITY VALUE AND SCORING FORMULA VALUE

TFPI1 | TFPI2
[%] [%]
. Augustus 53.1 91.1
Peptide GENSCAN | 440 | 92.1
Mean value of . Augustus 43.2 38.1
EMBOSS identity | < ViU GENSCAN | 355 | 310
. Augustus 56.9 91.6
RNA without utr | GpNSCAN | 431 | 738
Initial exon Augustus 83.6 94.9
GENSCAN 88.2 100
Scoring formula Internal exons Augustus 73 83.2
) GENSCAN 41.1 96.5
Terminal exon Augustus 81.2 91.7
GENSCAN 82.5 99.9

The two gene prediction flowcharts can be found in figure
] and figure [] in Appendix.
V. DISCUSSION
A. Accuracy of gene prediction software

Augustus has a parameter setting for choosing which species
the prediction should be adjusted to. This setting exists in

order to improve the gene prediction. However, there were
few mammals to choose from. Therefore, the human setting
was used for all species, which also was recommended by
the software. Augustus provided both the nucleotide and the
peptide sequence while GENSCAN only provided the pre-
dicted peptide sequence. It was thus translated and compared
to the verified peptide sequence which also was translated
from Ensembl. Because of these two translations, there are two
possible errors. Since only the peptide sequence was obtained
from GENSCAN, the software used for translating had no
possibility to find untranslated regions. As Augustus provides
both the predicted nucleotide sequence and the predicted
peptide sequence, it should also be possible for the software
to predict the untranslated regions of the sequence. However,
this never occurred. Thus, neither GENSCAN nor Augustus
could predict the untranslated regions of a sequence.

As seen in table [X] Augustus generally has higher mean
values for the different identity scores than GENSCAN. When
comparing the scores for TFPI1 with those obtained for
TFPI2, the identity scores for the peptide sequences and the
RNA, without UTR, sequences are visibly higher for TFPI2
than for TFPIl. It is known that prediction software often
makes predictions with higher accuracy for short nucleotide
sequences [[10]. TFPI2 both has shorter nucleotide sequence
and fewer exons than TFPI1, as evident when comparing table
[VIIT] with table [[X] It is therefore likely that also GENSCAN
and Augustus make better predictions for shorter sequences.
When analysing the column for TFPI2 it is evident that both
software have poor accuracy for predicting RNA sequence
with UTR. The difference in identity score is close to 60
percent, with values ranging from 31 to 92 percent. When
analysing the corresponding column for TFPI1, none of the
identity scores reach over 60 percent. However, the values for
the peptide sequence and the two RNA sequences are equally
poor. They range from approximately 35 to 57 percent. In other
words, the software programs are poor in predicting nucleotide
sequence with untranslated exons no matter how long the input
sequence is.

When evaluating the scores, table P_Z[, from the formula
developed in this project, it is once again obvious that the
software have better accuracy for making predictions in shorter
nucleotide sequences. The scores for all three different exon
categories are rather high, especially for the initial and the



terminal exon, for TFPI2. The scores for prediction of initial
and terminal exon are quite high for TFPI1 as well. How-
ever, the score for internal exons is considerably lower. The
explanation to this is once again that the software have lower
accuracy for predictions in longer sequences. Another reason
for poor prediction of RNA with UTR is probably that the
algorithms the software are based on, do not take the UTRs
in account when analysing the sequence.

When it comes to the formulas, they give a clear value of
how accurate the prediction is and this value is easy to use
for comparison. However, a few simplifications were made
in order to obtain two fairly simple formulas and to receive
a score that was easy to compare. The formulas developed in
this project only take the number of exons and the exon length
into consideration. They do not examine the exon order in
the predicted nucleotide sequence. Occasionally, the prediction
software found exons with the correct lengths but in the wrong
order. The formulas developed do not consider this an error,
which might be desirable.

Another aspect to take into consideration is that the formulas
are developed from the obtained exon structures for TFPL
This means that the formulas are optimised for the specific
variations in exon length as well as in number of exons
found in TFPI1 and TFPI2. Because of this, the formulas
only calculate valid scores for gene structures with similiar
exon structures as the genes collected in this project. To make
the formulas more accurate, gene structures for TFPI from
more mammals would be needed. However, all verified gene
structures that are available today are used in this project.

The result also becomes deceptive if the maximum score
has the same value for comparison of initial/terminal exons and
internal exons. When comparing the initial and terminal exons,
there is one verified initial/terminal exon and the number of
predicted initial/terminal exons, variable %, should also equal
one. Thus, a high score, very close to the maximum score,
1000, is obtained even though there often are plenty apparent
errors in the gene prediction. In percentage terms, this error
provides a higher score than it should. The disadvantage of
having different maximum values for different kinds of exons
is that it becomes more difficult to compare the scores from the
initial/terminal with the scores for the internal exons. However,
the scoring becomes more accurate.

B. Comparing exon structures between different species

The result from fancyGENE shows that the exon lengths are
very similar in most species. However, the untranslated regions
varies notably in size. Because of this, the gene prediction
made in this project disregards the untranslated regions, in
order to make a more accurate prediction.

When comparing figure [3] and [4] with figure [I] and [2] it is
obvious that the TFPI1 gene structure is much more varied
than the TFPI2 gene structure. Because of this, it would be
interesting to compare the amino acid sequence for TFPI1
with the corresponding for TFPI2 to see if TFPI1 has more
varitions on amino acid level as well.

C. Gene prediction flowcharts

The prediction flowcharts in this project are based on nu-
cleotide sequences from few species, which is a disadvantage.
The larger the amount of species the flowcharts are based
on, the higher accuracy the charts will have. However, very
few species had experimental evidence on either protein or
nucleotide level which was the requirement for being able to
classify them as verified and thereby use them for prediction.
Because of this, optimising the flowcharts has been difficult.

The scoring procedure in the flowcharts allows exons that
are similar to the true exon length to obtain a score. This
flowchart design was chosen to avoid disregarding exons that
actually belong to TFPI1 or TFPI2, as the prediction is based
on such few species. In order to still distinguish the exons
that are equal in length to the verified exons, they obtain a
higher score than those that only have lengths in the interval.
The allowed interval was chosen to —5 nucleotides from the
shortest exon length and +5 nucleotides from the longest exon
length. This nucleotide difference was chosen after having
studied how much the exons differ in length in tables [VIII|
and [IXI However, since the flowcharts are based on structures
from few mammals the interval may be too narrow. Thus, an
exon structure that belongs to TFPI but that deviates from the
structures used in this project, can falsely be rejected.

Precisely as Augustus and GENSCAN, the flowcharts cre-
ated in this project do not take the untranslated regions of
a nucleotide sequence into consideration. This is important
information to obtain from a gene prediction. However, the
size of the untranslated regions differs much between the
species and a correlation was difficult to detect. It is because of
this that the length of the UTRs are ignored in the flowcharts.

D. The future role of gene prediction in healthcare

Many diseases are caused by variations in the genome.
With the growing capacity of collecting and processing data,
genome databases are expanding. Beause of this, it is now
possible to map certain diseases to specific genomic variations.
Thereby, the knowledge of how a specific disease is connected
to a certain genomic structure is increasing. For example,
nowadays medicines exist for treating breast cancer caused
by specific genomic variations. However, these medicines are
not effective on patients with other genomic variations than
the ones the medicines are adapted for. By analysing genomic
data for these patients, their cancer therapy can be personalised
by selecting the medicine most efficient on their cancer. The
analyses can also lead to detecting new treatments that are
completely individually adapted for the patients [11].

Many coagulation diseases are inherited. By analysing the
genome of patients who have such a disease, it is possible
to find a connection between the disease and a variation in
the genome. This would be beneficial both for the patient and
for the healthcare system. The patient would recieve the most
suitable treatment faster. In addition, this is both cost efficient
and time efficient for the healthcare as less treatments have
to be tested before finding the most optimal one. Making the
healthcare more effective is of importance since the burden
on the healthcare system is augmenting due to the world’s



aging population. Thus, genomic analyses and gene prediction
are of importance to maintain and develop a better, and also
sustainable, healthcare that can handle the challenges of today
and tomorrow.

VI. CONCLUSIONS

The survey showed that the gene prediction software Augus-
tus and GENSCAN were not very good at predicting the exon
structure of the genes coding for TFPI1 and TFPI2. The results
from the predictions of the TFPI2 gene were slightly better
than the corresponding ones for the TFPI1 gene, probably
because TFPI2’s nucleotide sequence is shorter than that of
the TFPI1. Augustus’ predictions were generally slightly more
accurate than GENSCAN’s predictions. However, none of
them were able to predict the untranslated regions of the
nucleotide sequences.

The gene prediction method made in this project is specific
for the TFPI1 and TFPI2 genes, and is therefore considerably
better at predicting whether the nucleotide sequence is coding
for TFPI1 and TFPI2 than Augustus and GENSCAN.
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Automatisk identifiering av rattors vokalisering i
ultraljudsomradet

Elisabeth Vajta Engstrom (BME—-12), Malin Magnusson (BME-12)

Sammanfattning—Rattor vokaliserar i stor utstrickning i ult-
raljudsomradet och dessa lidten kan vara nyckeln till forstaelsen
av deras mentala hilsa. Forskning visar att det finns olika
typer av vokaliseringar. Hur ofta en viss typ forekommer kan
indikera pa ett visst sinnestillstaind. Detta kan utnyttjas inom
psykiatrisk forskning som ofta sker pa rattor. Att kategorisera
vokaliseringarna manuellt ir ett mycket tidskridvande arbete
och dirfor ar det en fordel om det kan ske automatiskt. Det
skulle medfora att kunskapen om rattors liten kan tas till vara
och bland annat anvindas inom utveckling av antidepressiva
likemedel.

I denna rapport undersoks och utvirderas méjligheterna for
automatisk detektion och Klassificering av rattors vokaliseringar.
Genom att litena i en ljudfil detekteras kan bilder av enskilda
vokaliseringar skapas. Med dessa bilder som grund utfors forsok
att med hjilp av maskininlirning kategorisera vokaliseringarna
automatiskt. Klassificeringen utfors dven manuellt och samtliga
metoder utvirderas.

Resultatet visar att rattors vokaliseringar dr mycket komplexa
och det finns ingen sjilvklar gruppering. I den hir studien
utviirderas klassificeringen till att vara ungefir 40 % Kkorrekt.
Med den utveckling som pagar inom digital bildanalys kom-
mer automatisk identifiering av rattors vokalisering med biittre
sikerhet vara mdjlig i framtiden.

I. INTRODUKTION

SYKISK ohilsa &r ett vixande problem i samhillet. I

Sverige hade, ar 2011, sju procent av ménnen, i aldrarna
mellan 18 och 24 &r, kontakt med den psykiatriska varden.
Motsvarande siffra for kvinnor var tio procent [1]]. Dessutom
ligger de totala samhillsekonomiska kostnaderna for enbart
depression pa 6ver 33 miljarder kronor [2]. Antal sjilvmord
i Sverige har linge minskat men sedan borjan pa 2000-talet
tyder statistiken pa att trenden har vint och att antalet istéllet
okar [3].

Det finns olika mojliga behandlingsatgérder for personer
som lider av psykisk ohélsa. De vanligast férekommande &r
psykoterapi och likemedelsbehandling och ofta kombineras
dessa [4f]. Nir antidepressiva ldkemedel testas och utvérderas
anvinds ofta djurforsok pa rattor. For att kunna utvirdera en
rattas psykiska hilsa &dr det viktigt att ha goda kunskaper om
dess beteende vid olika tidpunkter och i olika situationer.

Forutom att kommunicera via sniffningar och kroppssprak
vokaliserar rattor i ultraljudsomradet. Vokaliseringarna brukar
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delas upp i tva kategorier, Aversive samt Appetitive, som kan
liknas vid negativa respektive positiva ldten som kan ses i figur
1.

Vocalization

1

Audible calls Ultrasonic calls
(below 10 kHz) (above 20 kHz)
2\
Aversive Appetitive
22 kHz calls 50 kHz calls
3 4
Long Short Flat Frequency modulated
22 kHz calls 22 kHz calls 50 kHz calls || (FM) 50 kHz calls
(310-3000 ms) || (100-300 ms) (10-100 ms) 5\
FM 50 kHz calls || FM 50 kHz calls
without trills with trills
(20-150 ms) (20-150 ms)

Figur 1. Kategorisering av rattors vokaliseringar enligt Brudzynski et al. [5]].

I denna rapport kommer fokus ligga pa vokalisering i ult-
raljudsomradet som dr positivt betingad, det vill sédga appeta-
tive calls. For dessa lidten brukar grundfrekvensen ligga kring
50 kHz och dirfor kallas ldtena for just 50-kHz-calls eller
alternativt for short calls. Dessa kan delas upp i plana och
frekvensmodulerade ldten, dir de senare har en mer varierande
frekvens. Vokaliseringarna varar normalt mellan 20 ms och
80 ms och enligt Brudzynski et al. [5]] dr de ett uttryck for
positiv emotionell status. Burgdorf et al. [[6] visar att det gar
att se en minskning av short calls da rattorna behandlades
med mediciner som paverkar dem negativt. Det stodjer teorin
att short calls sidnds ut dd rattor mar bra.

Short calls brukar delas upp i tva underkategorier, plana
laten och frekvensmodulerade ldten. En plan vokalisering tros
anvindas for att etablera och bibehélla kontakt pa en mycket
primitiv niva av socialinteraktion [[7]. Yuki och Okanoya [8]]
menar att det finns mycket som tyder pa att ljud som innehéller
manga frekvensmodulerade delar kan vara ett index pa positiva
kénslor .

Wright et al. [9] beskriver olika typer av subkategorier till
short calls. I deras studie delas 20 000 vokaliseringar upp i 14
olika kategorier av short calls enligt figur 2.
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Figur 2. Short calls klassificerade i 14 olika kategorier fran Wright et al. [9]

De vanligaste vokaliseringarna var trill (29 %), flat/trill com-
bination (16 %) samt flat (14 %) vilka tillsammans utgjorde
drygt 50 procent av alla vokaliseringar. Utifran sina resultat
drar de i studien dven slutsatsen att de frekvensmodulera-
de vokaliseringarna dr kopplade till det dopaminberoende
beloningssystemet [9].

Grimsley et al. [10] visar att det gér att automatiskt klassificera
ljud som musungar ger infran sig da de isoleras strax efter
fodseln. Genom att titta pa den dominerande frekvensen i nio
punkter for varje vokalisering lyckades de identifiera fyra olika
klasser automatiskt. De gor dven en manuell klassificering dér
atta olika typer av vokaliseringar identifieras.

Mycket tyder pa att tolkning av rattors liten i ultraljuds-
omradet kan ge en helt ny parameter i utvdrderingen av
behandlingen av psykisk ohilsa, [9] [[10]]. I den hér studien un-
dersoker vi mojligheterna for att automatiskt detektera réttors
olika vokaliseringarna samt att med hjdlp av maskininldrning
forsoka identifiera och klassificera dem. Malet dr att med
hjdlp av datorseende och andra matematiska hjdlpmedel gora
klassificeringen automatiskt.

Arbetet har skett i tva faser. Forsta delen av projektet syftade
till att utarbeta en funktion for att automatiskt detektera
vokaliseringarna i en ljudfil samt att skapa ljudbilder av dem.
Dessa bilder har sedan anvints i den andra fasen, dér innehallet
i dem studerades samt att mojligheterna att utveckla en metod
for automatisk klassificering undersoktes.

I denna rapport avhandlas de bada faserna i den 16pande texten.
Metod och Resultat for bade detektion och klassificering
presenteras och diskuteras. Avslutningsvis diskuteras olika
forbattringsmojligheter och konkreta slutsatser sammanfattas.

II. DATA

I projektet har nio stycken ljudfiler anviénts. Eftersom det in-
tressanta ljudet har en frekvens som ligger i ultraljudsomradet
anvindes en ultraljudsmikrofon vid inspelningen. Mikrofonen
var en fladdermusdetektor D1000X fran Petterson AB. Vid
inspelning var den placerad ca 15 cm ovanfér buren. Tre av
inspelningarna har en sampelfrekvens pa 250 kHz och i de
Ovriga anvindes en sampelfrekvens pa 200 kHz. Inspelningar-
na har skett bade pa obehandlade och medicinskt behandlade
rattor, med eller utan sillskap av en annan ratta i buren.
Léngden pa inspelningarna varierar nagot men samtliga varar
i drygt 5 minuter vardera. Mer detaljerad information om
respektive ljudfil presenteras i tabell I.

Tabell T
INFORMATION OM LJUDFILERNA.

Ljudfil ‘ Sampelfrekvens (Hz) ‘ antal sampel ‘ langd (s) ‘

1 250 000 82 378 608 329.5
2 250 000 82 444 144 329.8
3 250 000 79 298 416 317.2
4 200 000 66 977 648 334.9
5 200 000 68 222 832 341.1
6 200 000 64 946 032 324.7
7 200 000 64 094 064 320.5
8 200 000 64 159 600 320.8
9 200 000 66 518 896 332.6
III. METOD

Avsnittet dr uppdelat i tvad delar. I den matematiska bak-
grunden forklaras nagra av nyckelbegreppen i projektet och
under rubriken systemutveckling beskrivs hur metoderna nytt-
jats. Datorprogrammet och programspraket MatLab anvindes
genomgaende for att analysera ljuddatan och 16sa pro-
blemstillningarna.

A. Matematisk bakgrund

En ljudbild &r uppbyggd av en matris som innehaller intensi-
teten for varje sampel och varje frekvens. Denna information
fas efter att fouriertransform tillimpats.

Singuldrvdrdesuppdelning: Med hjidlp av singuldrvirdes-
uppdelning, en typ av matrisfaktorisering, kan varje reellvird
matris skrivas som en produkt av UXVT. U och V ir ortogo-
nalmatriser och ¥ en diagonalmatris som innehéller matrisens
singuldrvérden [11]] [12]]. Ur U och V kan relevanta sérdrag i
bilden utlisas.

Kroneckerprodukt: Kroneckerprodukt en matematisk opera-
tion pa tva godtyckligt stora matriser som leder till att de
tillsammans bildar en storre blockmatris. Kroneckerprodukten
av en matris A och en matris B bildas genom att multiplicera
varje element i A med hela matrisen B [13].



Subpixelmetoden: Upplosningen i en bild beror pa hur stora
pixlarna dr. Med hjélp av subpixelmetoden, se [14]], kan dven
sirdag inom en pixel, alltsd pa subpixelniva, lokaliseras genom
interpolation. Med hjilp av statistiska samband kan inte bara
en speciell pixel pekas ut utan dven i vilken del av pixeln som
det intressanta aterfinns.

Maskininlédrning: Maskininldrning 4r en subkategori till artifi-
ciell intelligens som innebdr att ett datorsystem pa egen hand
kan dra slutsatser utifrdn en mingd data. De algoritmer som
anvinds dr skapade sa att de ldr sig direkt fran data istéllet
for att att anvdnda sig av redan forutbestimda metoder eller
modeller. Det gor att maskininldrning #r en stor tillgang vid
till exempel behandling av Big Data dir det anvinds for att
klassificera, forutse och klustra data [[15]].

Maskininldrning [16] [17] anvinds mycket i samband med
monsterigenkénning som nyttjas bland annat inom datorseen-
de, det vill sdga tolkningen av digitala bilder. Processen for
monsterigenkidnning gar ut pa att inkommande data klassifi-
ceras enligt vissa sirdrag. Det finns tva metoder for att gora
denna klassificering [18]).

Den enklaste metoden &r att anvidnda supervised learning.
Ett ként dataset, sa kallat trdningsdata som innehaller bade
inkommande data och given respons for denna, anvénds for
att skapa en modell. Denna modell kan sedan appliceras pa
ett nytt dataset som inte innehaller given respons. Det kinda
datasetet kan anvéndas for att jaimfora resultatet och utvirdera
metoden [19]. Det finns en méngd olika typer av klassificerare.
Tva av de vanligaste &r att antingen skapar en sa kallad
skog av beslutstrdad [16] [20] utifran trdningsdatan, eller att
jamfora avstandet hos en vektor med de vektorer som finns
i trdningsdatan i en metod som kallas for Nearest Neighbor
[21] [22].

Den andra metoden é&r att anvinda unsupervised learning. For
denna metod anvinds bara ett dataset utan given respons.
Det ir istillet programmet sjdlvt som ska hitta samband och
inre strukturer i datan. For att sedan klassificera data ir det
vanligaste sittet att anvdnda sig av klusteranalys [[16] [23].

Klusteranalys [24] [25] bildar grupper, sa kallade kluster, dir
datapunkterna inom varje kluster har en hogre grad av likhet
med varandra d4n med de i nagot annat kluster.

Den mest populdra och anvidnda klustringsmetoden &r den
iterativa K-means algoritmen. Principen bakom den idr att i
datan slumpmissigt placera ut ett antal klustercentroider. For
varje punkt i datasetet kommer avstandet till centroiderna
att berdknas. Den centroid som ligger ndrmast kommer bli
grunden for det klustret som en viss punkt tillhor. Direfter
berdknas medelvirdet for alla datapunkter inom ett kluster
och centroiden flyttas dit. Detta kommer upprepas tills dess
att klustercentroiderna inte ldngre flyttar pa sig [25].

B. Systemutveckling

Enligt nyqvistteoremet maste sampelfrekvensen vara minst
dubbla forekommande frekvensen. Eftersom relevant ljud lig-
ger i ultraljudsomradet maste sampelfrekvensen vara mycket

hog. Det medfor att en ljudfil som &r drygt fem minuter lang
innehaller ndrmare attio miljoner sampelvirden. Det &r for
manga virden for att en dator med normalt minne och normal
prestanda ska kunna exekvera dem samtidigt. Flera metoder
for att reducera datamingden anvindes under projektets gang.
Matriser delades upp i kroneckerprodukter och lagrades som
bandmatriser utan nollvdarden for att spara utrymme. Mat-
Labs funktion Buffer nyttjades for att dela upp ljudsignalens
vektor i bitar. Filtrering, transformer och &vriga berdkningar
utfordes pa en bit i taget innan delarna sattes ihop till en
sammanhéngande vektor.

Den detektionsmetod som utvecklades bygger pa att intensite-
ten i ljudet studerades. I den raa signalen finns det mycket ljud
som i det hir projektet kan klassas som brus. Ett bandpassfilter
designades med hjidlp av MatLabs verktyg Filter Design &
Analysis Tool. Grinserna for frekvenserna sattes till 30 kHz
respektive 90 kHz och ett skarpt IIR butterworth filter av hog
ordning designades och implementerades.

For att detektera vokaliseringarna studerades ljudets intensitet.
Relativt hog intensitet vid flera sampel i foljd indikerar pa
att en vokalisering finns hir. Tidssignalen faltades med en
normalfordelningskruva, med standardavvikelse pa 0.0096, for
att varje vokalisering skulle motsvaras av ett enda toppvérde.
Varje vokaliserings lige motsvaras alltsd av sampelpositionen
for var och en av dessa toppar. Relevanta sampel listes in
pa nytt och med hjidlp av MatLabs funktion Spectrogram
skapades en ljudbild, 129x255 pixlar stor, for var och en
av vokaliseringarna. Samtliga bilder fran de nio ljudfilerna
sparades till en databas.

Med databasen som stomme inleddes klassificeringsarbetet.
For samtliga klassificeringar sattes antalet kluster till 14.
Forsta forsoket skedde med hjidlp av algoritmen K-means
och hela bildmatriserna. Da sidrdragen ofta syns i mitten av
bilden reducerades bildernas storlek sd att de tomma kan-
terna togs bort. P4 den mindre bildmatrisen utfordes forst
singuldrvéardesuppdelning och efter att U-matrisen reducerats,
genom sammanslagning av element, till en tio virden lang
vektor anvindes denna for klustringen.

Ytterligare en metod att minska médngden data och plocka ut
relevanta sidrdrag provades. For varje kolonn i bildmatrisen
plockades positionen for den hogsta intensiteten ut. Hela
bilden motsvarades da av en 255 virden lang vektor. Manga av
dessa virden motsvarade dock brus. For att sitta dessa posi-
tionsvérden till noll anvindes foljande metoder. Forst viktades
intensiteten med dess frekvens som é&r ldgre for bruset. Hade
maxintensiteten en hog frekvens forstirktes den mer @n om
den hade en 1ag frekvens. For att sortera bort bruset anvindes
ett grinsvirde, som testades fram, for intensiteten. Nadde en
intensitet inte upp till detta virde sattes den positionen till
noll. Trots detta fanns néagra positioner som representerade
brus kvar. Dessa aterfanns alltid i nedre delen av bilden. For
varje bild beridknades medelvirdet for de positioner som inte
var noll. De virden som var under halva detta medelvérde
sattes till noll.

For att inte vokaliseringens position i sidled skulle ha bety-



delse flyttades samtliga vektorers virden sa att forsta vérdet
motsvarade det forsta virdet som inte var noll. For att vek-
torerna fortfarande skulle ha samma lidngd fylldes de ut med
nollor pé slutet istillet. Aven dessa vektorer, hirefter kallade
maxintensitetsvektorer, anvindes for klustring med K-means.

For att litt fa en 6verblick 6ver vokaliseringarna i respektive
klass skapades en funktion som gjorde det mojligt att fa upp
alla vokliseringar ur en klass i en och samma figur. Denna
funktion anvindes vid samtliga klassificeringsforsok.

Klustring med K-means ér ett exempel pa klassificering med
unsupervised learning. For att utvirdera hur enkelt det ar
att urskilja sdrdrag ur vektorerna utfordes dven supervised
learning med tva olika klassificerare, TreeBagger och Fit k-
nearest neighbor. For att det skulle vara mdjligt behovdes ett
facit. Utifran klasserna i figur 2 tilldelades varje vokalisering
en klass manuellt, vilket bildade det facit som anvindes.

For att utvdrdera vart facit testades ménniskors formaga att
klassificera vokaliseringarna jaimfort med datorns. Tio personer
utan erfarenhet eller kunskap om rattors vokaliseringar fick
klassificera tio bilder var utifran figur 2.

Mojligheterna att studera specifika utseenden som féorekommer
i vokaliseringarna, till exempel inverterade U, steg och lutning
diskuterades. Ett forsok gjordes genom att anvinda handle-
darens fardigskrivna funktioner for ett annat arbete. Bilderna
filtrerades med en normalfordelningskurva i sexton steg, for
varje steg vreds normalfordelningskurvan 11.25 grader, det vill
siga 180 grader totalt. Utifran detta kunde programmet avgora
vilka riktningar som dominerade i bilden och ddrmed detektera
vokaliseringen som markerades med roda punkter. Normalen
till den dominerade riktningen i varje punkt berdknades och
markerades i bilden. Genom att anvinda subpixelmetoden kan
inte bara relevanta pixlar tas ut utan dven var i de enskilda
pixlarna vokaliseringen dominerar. Pa sa sitt fis en mjuk och
sammanhingande kurva. Utifran dessa bilder gjordes dock
ingen klustring utan metoden far istillet ses som borjan pa
ett forsok att skapa detektorer for olika utseenden i bilden.

IV. RESULTAT

Resultatet av filtreringen visas i figur 3.

Figur 3. Filtrerad (r6d) signal och den raa (bld) signalen. Figuren illustrerar
att det finns mycket registrerat ljud utanfor relevant frekvensomrade eftersom
mycket av den bla signalen syns.

Den bl signalen visar amplituden som funktion av sampel-
nummer for radatan. Den roda signalen visar det motsvarande
for den filtrerade signalen. Eftersom mycket av den blaa sig-
nalen syns finns det mycket ljud som ligger utanfor intressant
frekvensomrade.

Figur 4 visar intensiteten for den filtrerade och faltade sig-
nalen for ljudfil nummer 3. De runda ringarna markerar de
detekterade topparna som motsvarar en vokalisering.

Intensitet

1
1 2 3 4 5 6 7 8
sampel 107

Figur 4. Visar intensiteten over tid hos den filtrerade signalen for ljudfil
3. De runda ringarna markerar de toppar som detekteras vilka motsvarar en
vokalisering.

I de tre filerna som ir inspelade med en sampelfrekvens pa 250
kHz har rattldtena ett hogre signal-till-brus-férhallande 4n i de
Ovriga sex filerna. For ljudfil nummer 3 innehaller 148 av 163
detekterade bilder vokaliseringar. Efter att detektionen utforts
pa samtliga ljudfiler och tomma bilder rensats bort sparades
1040 bilder pa vokaliseringar ner.

I figur 5 visas ett spektrogram av en enskild vokalisering,
skapad med snabb fouriertransform och ett hammingfonster.
Bilden é&r en illustration av en matris med intensitet for olika
frekvenser och motsvarande sampel. Signalen som ligger till
grund for bilden &r ej filtrerad, vilket gor att bruset syns i
bildens nederkant.

Frekvens (kHz)

23.38 234

23.42 23.44
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Figur 5. Ett exempel pa en ljudbild av en vokalisering. Bilden skapas med
hjilp av fouriertransform och ett hammingfonster och &r en illustration av en
matris med intensitet for olika frekvenser och motsvarande sampel.



Det &dr dessa 1040 ljudbilder, liknande den i figur 5, som
anvinds vid klassificeringen. I figur 6 visas ndgra vokalise-
ringar som hamnar i samma klass vid klassificering med K-
means pa de reducerade U-matriserna. Vokaliseringarna som
hamnade i samma grupp hade vissa likheter men dven en hel
del olikheter.

Figur 6. Nagra vokaliseringar som hamnar i samma klass vid klassificering
med K-means och de reducerade U-matriserna.

Den andra klassificeringen skedde maxintensitetsvektorerna.
Ett exempel pa en sadan vektor visas i figur 7.
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Figur 7. Plot av vektorn med position for varje kolonns maxintensitet. Har
har beskrivna metoder for att trycka ner brus anvints men vokaliseringen dr
ej flyttad i sidled.

Aven for klassificering med maxintensitetsvektorn erhélls bil-
der som liknade den i figur 6.

For att utvdrdera hur goda de olika sédrdragsvektorerna var
utfordes supervised learning utifrén det facit som skapades. I
Tabell II redovisas resultatet av den manuella klassificeringen,
bade antal och andel vokaliseringar som beddmdes tillhora
vardera kategori.

Tabell 11
ANTAL OCH ANDEL AV VARIJE KLASS I FACIT.

| Antal | Andel (procent) |

1. Complex 284 28.4
2. Upward ramp 121 11.6
3. Downward ramp 0 0.0
4. Flat 140 135
5. Short 23 22
6. Split 42 4.0
7. Step up 48 4.6
8. Step down 11 1.1
9. Multi-step 25 24
10. Trill 55 53
11. Flat-trill combination 144 13.8
12. Trill with jumps 11 1.1
13. Inverted-U 116 11.2
14. Composite 20 1.9

Ur tabell II kan det utlidsas att de tre dominerande klasserna
dr Complex (28.4 %), Flat-trill combination (13.8 %) och Flat
(13.5 %).

I tabell III redovisas andelen bilder i procent vars klassifi-
cering stimmer med vart facit da supervised klassificering
genomfordes. Testet utfordes, som tidigare ndmnt, pa tva
sdardragsvektorer, reducerad U-matris och maxintensitetsvek-
tor, och med tva olika klassificerare, Fit k-nearest neighbor
och TreeBagger.

Tabell IIT
ANDEL RATT KLASSIFICERADE VOKALISERINGAR BEROENDE PA
SARDRAGSVEKTOR OCH KLASSIFICERARE.

Fit k-nearest neighbor | TreeBagger
1. U-Matris 25.38 % 36.44 %
2. Maxintensitetsvektor 30.00 % 42.31 %

Resultatet av de tio personernas klassificering av tio vokali-
seringar redovisas i figur 8. For varje bild visas ett histogram
Over antalet personer som tilldelade vokaliseringen en viss
klass.
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Figur 8. Histogram oOver tio personers klasstilldelning av respektive bild.
Vissa bilder har en relativt entydig klass medan andra bilder var svérare att
klassifiera.

Figur 9 visar resultatet av forsoket att detektera punkter i
ljudbilden.
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Figur 9. Exempel pa att detektera vokaliseringen i bilden. Varje pricks
normalvektor dr dven de markerade i bilden.

De roda prickarna foljer vokaliseringens utseende och till

varje prick visas dess normalvektor, vilken bidrar till att
vokaliseringens lutning i olika delar kan studeras. Med hjilp
av subpixelmetoden far prickarna en jamn foljd istillet for att
hamna mitt i varje pixel.

V. DISKUSSION

Denna studie ir, efter var vetskap, det forsta forsoket att klassi-
ficera rattors vokalisering automatiskt. I resultatet framgar det
att det finns utrymme for forbéttring i metoden. Ett sétt dr att
minska bruset i ljudfilerna bland annat genom att forbittra fil-
treringen av ljudet. Att vissa av bilderna inte innehaller ndgon
vokalisering beror antagligen pa att intensiteten i ljudsignalen
vid det tillfillet kommer fran nagot annat dn rattans lite. Det
visar pa att filtreringen av bruset inte var optimal. Bruset har
fran borjan mycket hogre intensitet &n rattornas vokalisering
vilket innebir att rester finns kvar trots filtrering. Ett annat sitt
att minska méngden brus skulle kunna vara att byta ut spanet i
rattornas bur mot nagot annat material som inte ger upphov till
lika mycket ljud. Det dr dock viktigt att rattorna fortfarande
trivs och kénner sig hemma i miljon for de inte ska vokalisera
annorlunda.

Att programmet ibland detekterar brus behover dock inte
innebira ett problem. En mgjlighet dr att lata brus bli en
egen kategori och klassificeras direfter. Pa sa sitt skulle de
falska detektionerna av vokaliseringar sorteras bort. Daremot
dr det ett problem att programmet har svart att detektera
korta vokaliseringar. Deras laga intensitet Gver tid gér dem
svara att sérskilja fran bruset. Detta skulle kunna forklara
varfor vi fick s fa av dessa da de mojligen sorterades bort
som brus.Ytterligare ett problem som uppstod var att vissa
vokaliseringar var sa langa att de inte fick plats i bilden.
Bildens storlek var fix for att det skulle vara mojligt att jaimfora
bilderna men i detta fall innebar det att vissa vokaliseringar
inte var fullstidndiga.

Vid klustring med algoritmen K-means syntes det en viss skill-
nad pa innehallet mellan de olika klasserna. Didremot férekom
det i stor utstrickning vokaliseringar som tydligt inte passade
in i sin kategori, vilket gillde for bada sirdragsvektorerna.
Jamforelsen underlittades tack vare funktionen som gjorde
det mojligt att fa upp samtliga bilder inom en kategori i ett
fonster. Metoden gér inte att utvirdera pa nagot statistiskt sitt,
bara efter askadarens tycke. Vi tycker oss till exempel se en
tendens att vokaliseringens position i bilden paverkar vilken
kategori den hamnar i. Med hjélp av supervised learning gick
det dock att utvirdera sdrdragsvektorerna. Det finns en uppsjo
av olika klassificerare och de dr lampliga vid olika tillfdllen
och dndamal. Som syns i tabell III i resultatet var TreeBagger
den klassificerare som gav bist resultat av de som testades.

For vektorn med maxintensitetsfrekvenser, som gav bast resul-
tat, stimde 42.32 procent av datorns klassificeringar med vart
manuellt gjorda facit. Skulle slumpen avgora vilken klass en
vokalisering tillhor dr chansen 1/14, det vill sdga 7.14 procent,
att det blir ritt. Det innebdr att resultat i den hér studien &r
avsevirt bittre dn slumpen.



Upplevelsen nir facit skapades var att det vid manga tillfdllen
var mycket svart att veta exakt vilken klass en viss vokalisering
tillhorde. Ofta fanns det tva eller tre grupper som var ungefir
lika passande. Att facit skapades utifran en forskargrupps
indelning dr bade en for- och en nackdel. Deras klassificering
grundas pa manga fler vokaliseringar men samtidigt kan litena
fréan deras rattor skilja sig fran rattorna som anvéndes i den har
studien. Exempelvis fanns det en typ av lite som vi upplevde
som ofta aterkommande och siregen vilken det ingen sjdlvklar
klass for. Vokaliseringen i figur 5 dr ett exempel pa ett sddant
late. Ingen av vokaliseringarna i denna studie kategoriserades
till klassen Downward ramp.

Nir det giller vilka typer av vokaliseringar som &dr vanligast
forekommande stimmer vart resultat relativt bra med det
som Wright et al. [9]] beskriver. Andelen i grupperna flat-trill
combination och flat dr néstan exakt lika stora hédr som i deras
studie. Dock ér trill storsta gruppen enligt Wright et al. medan
storsta gruppen i denna studie dr complex. Dessa kategorier
ar relativt lika och misstolkning mellan dessa grupper kan ha
skett.

Utvirderingen av hur entydig vokaliseringarnas grupp-
tillhorighet 4r, men hjdlp av de tio referenspersonerna, visade
att den inte alls &r speciellt entydig. I histogrammen i figur
8 syna att bild 4, 7 och 10 tilldelades hela fem olika klasser
av olika personer. Bild 5 var ldttast att klassificera, hdr hade
endast en person en avvikande uppfattning. Det visar pa
hur svart det dr att klassificera vokaliseringarna, dven for
ménniskor, och pa hur mangafacetterat rattors sprak faktiskt
ar.

En fraga for fortsatt arbete d&r om vokaliseringarna ska delas
upp i just 14 kategorier. Det finns nagra olikheter i ljudbilderna
som tydligt kan ses, till exempel steg eller helt plana liten,
dessa dr dock férre @n 14 till antalet. Det finns klustringsme-
toder, s som hierarkisk klustring, som inte kridver att antalet
kategorier &r specificerat som kan anvindas. Detta skulle gora
klassificeringen mer forutséttningslos och kanske skulle ett
bittre resultat fas med firre kategorier.

Arbetet med att hitta mer ldmpliga sdrdragsvektorer eller ma-
triser kan fortsitta. Da dataméngden i dessa maste begrinsas r
det viktigt att det 4r de mest relevanta sardragen som plockas
ut. De allra flesta pixlarna i bilden 4r inte alls av betydelse
utan den intressanta informationen &dr samlad i ett litet antal
pixlar. Hér presenteras endast tva sitt att reducera mingden
data och plocka ut sdrdragen i bilden men fler och kanske
bittre metoder dr mojliga att utveckla.

Mingden vokaliseringar som maskininldrningen sker pa i
detta projekt &r relativt liten. Att en del av ljudfilerna kom
fran rattor som behandlats till depression forsvarade arbetet
da de inte vokaliserar lika mycket som en frisk ratta. Det
giller dven for sampelfrekvensen vid inspelningen, det hade
underlittat om denna var densamma for alla ljudfiler. Eftersom
antalet sampel i en ljudbild genomgaende dr densamma i
bilderna blir vokaliseringarna nagot ihoptryckta i sidled da
sampelfrekvensen dr ldagre. Det bidrar till att bilderna blir
svarare att jamfora. Med en storre méngd enhetlig data &r det

en storre chans att klassificeringen lyckas.

En ytterligare niva att ta projektet till &r att skapa funktioner
for detektion av specifika utseenden i vokaliseringarna, till
exempel upp och nervinda U:n, raka linjer eller stegkompo-
nenter. Dessa delar skulle sedan kunna séttas ihop till en helhet
som anvinds vid klassificeringen. En borjan till ett forsok att
analysera bilden pa detta sitt visas i figur 9, men forsoket
slutfordes ej.

Trots att klassificeringen inte fungerar fullt ut anser vi fort-
farande att det finns potential inom omradet. Metoden skulle
kunna vara ett anvindbart verktyg inom forskningen pa antide-
pressiva likemedel och for att forsta hur psykiska sjukdomar
paverkar hjdrnan. Pa lang sikt kan det ocksa hjdlpa till att
minska de samhillsekonomiska kostnaderna for dessa sjukdo-
mar och manga minniskors lidande.

I ménga studier krivs det att det opereras in sensorer i rattornas
hjdrnor eller att deras hjdrnor dissekeras for att fa veta om
en behandling har 6nskad effekt. Enligt svensk djurskyddslag
ska varje djur betraktas som en individ med eget virde utdver
virdet det har for ménniskan och djuret ska inte utsittas for
onddigt lidande. Ur en etiskt synpunkt &dr det déarfor en stor
fordel att var metod &r icke-invasiv. Trots allt sa avlyssnas
rattorna och vi maste di fraga oss om vi kridnker deras
integritet.

Denna studie presenterar ett forslag pa en ny metod for
utvirdering av rattors psykologiska hilsa. Om arbetet fortskri-
der med lyckade resultat kan det leda till en helt ny parameter
for utvirderingen av antidepressiva lidkemedel. Bildanalys, den
metod som anvinds, forekommer i allt fler system och i allt fler
sammanhang. Till exempel lanserade Facebook nyligen en ny
ansiktsigenkdnningsmetod som kan kénna igen ansikten i den
enorma mingd bilder som finns pé siten [26]]. Utvecklingen
medfor att allt fler och bittre algoritmer hela tiden blir
tillgdnliga for anvinding. Bildanalys &r en metod som ligger
rétt 1 tiden helt enkelt.

VI. SLUTSATSER

Resultatet i denna studie dr inte tillrackligt bra for att me-
toderna ska kunna tillimpas kliniskt i dagsldget. Vid god
ljudinspelning fungerar detektionsmetoden bra. Tillsammans
med ett datorseende som klarar att enbart avgoéra om en bild
innehaller en vokalisering eller ej, kan metoden tillimpas for
att avgora antalet vokaliseringar i en ljudfil. Forsoken att
klassificera vokaliseringarna, bade manuellt och automatiskt,
pavisar komplexiteten i ldtena. Det finns inga exakta ritt och
fel eftersom ingen vokalisering 4r en kopia av en annan.
Med hjilp av mer avancerade metoder och algoritmer lever
forhoppningarna om att tyda rattornas sprak vidare.

VII. EFTERORD
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Compartment Model Based Estimation of
Myocardial Blood Flow using Dynamic N-13
Ammonia PET

Mattias Albinsson (BME-12), John Heerfordt Sjoqvist (BME-12)

Abstract—By using positron emission tomography the blood
flow in different regions of the myocardium can be quantified.
Absolute blood flow quantification requires modelling of contrast
kinetics. In this article differences in behaviour between one-
and two-compartment models were investigated. '*N-ammonia
was used as tracer and measurements were done at both rest
and adenosine induced stress. The one-compartment model was
also subject to further investigation through different ways of
solving the modelling equations. The use of interpolation and
different image standard deviation based weighting techniques
in the curve fitting procedure were analyzed. In accordance
with earlier research on the topic, the one-compartment model
performed well and is therefore preferred for simplicity.
Moreover interpolation of the measured time-activity curves
should be done carefully to avoid overfitting.

Keywords: Myocardial blood flow - positron emission tomog-
raphy - compartment modelling - >N-ammonia - nonlinear curve
fitting - time-activity curve - Segment

I. INTRODUCTION

A. Background

YOCARDIAL blood flow (MBF) can be quantified in

different regions of the myocardium using dynamic
positron emission tomography (PET). The MBF is a measure
of how much blood that flows through the coronary vessels in
a region of the heart muscle. The quantity is often given as
ml/(g tissue - minute). Following a bolus injection of a tracer,
its concentration in different regions of the myocardium is
related to the blood flow [1]]. Hence it is useful to know how
the tracer distributes.

Coronary diseases are one of the leading death causes in the
world. The ability to quantify the MBF would make it possible
to detect early stages of atherosclerosis and microvascular
dysfunction. It would also enable identification of subclinical
coronary artery diseases and balanced coronary diseases [2].

B. Purpose

The aim of this project was to implement a plugin to the
image analysis software Segment [3]]. In the plugin the user
should be able to obtain an estimate of the myocardial blood
flow from PET images using compartment modelling.
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Similar implementations did already exist in different
software packages when the project started. Carimas and
COMKAT are two such examples [4] [5]]. The Lund Cardiac
MR Group were in need of an implementation, which was
not a black box. For research purposes a plugin to their
own software (i.e. Segment) would be beneficial. Moreover
the clinicians needed a easy to use and robust program.
Therefore the purpose of this study was to implement one-
and two-compartment models and analyze their behaviour.
It should be possible to obtain the blood flow in particular
regions of interest (ROIs) of the myocardium. The activity
was supposed to be visualized as time-activity curves. Focus
was put on the effects of different numerical techniques for
ordinary differential equation (ODE) solving, curve fitting and
interpolation.

C. Positron Emission Tomography

Positron emission tomography is a medical imaging modal-
ity which provides much insight into cardiac ischemia. The
technique’s foundation is the injection of a positron-emitting
tracer into the patient. The positrons indirectly cause emission
of photons which are detected and used for image formation.
The technique maps the distribution of the tracer, hence
physiological processes are reflected. That since the tracer
distributes with the blood circulation and is extracted to
different organs, where the retention in the myocardium is of
primary interest in perfusion imaging. Ideally the myocardial
retention is proportional to the blood flow [6]. In cardiac
applications PET is used to examine coronary function and
ultimately, as in this paper, quantification of MBF in absolute
terms [7, p. 179].

The spatial resolution of PET is limited due to factors such
as detector size, positron range and photon acollinearity [7,
p. 198]. Detected photons are commonly collected in list-mode
which allows post-processing to form both static and dynamic
images. For kinetic modelling the dynamic images, which are
acquired just after the bolus injection, are of interest. Normally
the clinical protocol consists of imaging both at rest and at
pharmacologically induced stress. The heart can be forced into
a stress state through injection of e.g. adenosine [6].

There are different techniques for reconstruction of PET
images. Two common techniques is filtered back projection
(FBP) and the iterative reconstruction method; ordered-subset
expectation maximization (OSEM). In this article only OSEM
images have been studied since the quality, especially the



signal-to-noise ratio, of those images are better than those
reconstructed with FBP. Also there are no streaky artefacts
with OSEM reconstruction [8]]. For the interested reader com-
prehensive books on PET is given by [9] [10].

D. 3N-ammonia

13N-ammonia is a radiopharmaceutical used for PET imag-
ing of the myocardium. The half life time is 9.97 minutes
and the tracer is therefore only used at hospitals with access
to a cyclotron [6]. It is injected intravenously and the image
acquisition is commonly started at the time of injection.

When '3N-ammonia reacts with glutamate it is converted
to the amino acid '3N-glutamine and remains trapped in the
tissue. The reaction is catalyzed by the enzyme glutamine
synthetase which is present in the myocardium. Regions with
high concentration of 3N, bound to either glutamine or
ammonia, will appear bright on a PET image. The uptake
and extraction of '3N-ammonia in the heart muscle is flow
dependent [1]]. As an example the retention fraction, the tracer
taken up and retained by the tissue in an organ, shifts from
approximately 0.55 to 0.9 in the myocardium if the flow
decreases from 5 to 1 ml/(g-min) [11]]. Hence it is necessary
to model the retention when modelling the relation of blood
flow to tracer activity.

E. Segment

The program Segment, which is developed by Medviso AB,
is a software package for medical image analysis running from
source code in MATLAB or as a standalone program [3]]. It is
mainly developed for cardiovascular MRI-imaging but is also
compatible with other modalities such as CT, SPECT and PET.

II. DATA
A. Patient Data

For development anonymous data from five different pa-
tients, both at rest and stress induced by adenosine, were
provided by Skanes University Hospital in Lund. All patients
had been examined twice, at separate time points, yielding a
total of four image series for each patient. 3N-ammonia had
been used as tracer and all images were in DICOM format
which is the most common medical imaging format [9| p. 443].
The dynamic images each consisted of 47 slices and followed
an acquisition scheme with twelve frames of ten seconds, two
frames of thirty seconds and a final frame of 60 seconds.

For comparison the patients MBF had been evaluated in
Carimas prior to the start of this project, as seen in Table
The values represent the global MBF which is an average over
the whole left ventricular myocardium.

TABLE I

PATIENT MBF EVALUATED IN CARIMAS
Patient Rest MBF Stress MBF
Number | [ml/(g-min)] [ml/(g-min)]

1 1.15 2.37

2 1.01 1.70

3 0.82 1.88

4 1.24 342

5 1.06 1.87

III. METHOD
A. Compartment Modelling

The uptake of '*N-ammonia in the myocardium can be
described using linear differential equations. The compartment
models used in this article, developed by Hutchins et al. [12],
are depicted in Figure [I] The terminology of compartment
models varies in the literature. A one-compartment model in
this text refers to one tissue compartment (representing the
myocardium) and one blood compartment (representing the
blood in the left ventricle). The following set of equations
was used,

dCE(t
jt( )= KiCult) ~ kaC(t) — ksC(t) = XCu(t) (D)
dCq(t
CZ ® _ ksCr(t) — ACq(t) )
where,
C,(t) = '*N-ammonia in arterial blood [Bg/ml]
Cg(t) = "®*N-ammonia in myocardial tissue [Bg/g]
Cq(t) = ®N-glutamine in myocardial tissue [Bq/g]
K1 = Ammonia uptake rate [ml/(g-min)]
ko = Ammonia washout rate [min_l]
ks = 13N-glutamine formation rate [min_l}

A = ®N-decay constant [min "]

MYOCARDIUM  Cr(t)

INTERSTITIAL ks INTRACELLULAR
SPACE SPACE
Ce(t) Calt)

Fig. 1. Myocardial compartment model describing tracer transport

The equations above are based on a number of assumptions:

o !3N-ammonia diffuses freely in the capillaries of the
coronary circulation.

e The '3N-ammonia that is converted to '>N-glutamine
remains in the myocardial tissue until natural decay.

o The ®N-ammonia pools within the myocardium equili-
brates fast.

o The enzyme glutamine synthetase, which is present in
the myocardium, remains at nearly constant levels. Hence
the rate of conversion into !3N-glutamine remains un-
changed.

The decay term is often omitted in the modelling since most
PET software performs automatic correction for the decay of
the radioisotope. The density of myocardial tissue is approxi-
mately 1.04 g/ml [11]]. For simplicity it was approximated as
1 g/ml in this article.



The time-activity curves typically appear as in Figure
The different tracer activity at stress and at rest shows that
the myocardial activity is slightly higher when at stress.
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Fig. 2. Time-activity curve (TAC) from female patient at rest (top) and at

stress (bottom)

The total activity in the myocardium is simply the sum of
the included compartments activity,

Cr=Cg+Cqg 3)

If the effect of metabolically trapped tracer is neglected, i.e.
ks = 0, a one-compartment model is obtained. The effects of
such an approach was investigated by both Hutchins ef al. and
DeGrado et al. [[12] [11]]. The latter were successful using only
images from the first four minutes in the one-compartment
model whilst the first used ten minutes data for both models. In
the two separate studies, the one-compartment model yielded
slightly lower flow estimates. For the one compartment model
a closed form solution for the myocardial activity (since Cp =
C'r) can be obtained using the Laplace transform,

dcft(t) — KOt — kaClt) (4
Ly On(s) - Cpl(0) =~y (s) (5)

78—1—]62 “

It is assumed that C'g(0) = 0, yielding,

£ Cp(t) = Kie ™'« C,(t), t>0 (6)

In Equation (6) * denotes the convolution operator. The
closed form solution for the two compartment model can be
obtained in the same manner.

The activity represented in a modern PET image is not an
instant value, but rather the integral of the activity normalized
with the acquisition time. In addition, the spatial resolution of
PET is limited. Therefore there is spillover, meaning that decay
occurring in the myocardium can be associated with a voxel
in the blood pool and vice versa. Moreover the myocardium
includes blood vessels. [12] To account for these effects
Hutchins et al. used the following expression to describe the
activity measured by a PET scanner,

ty—t1
to 12

(0= TBYV)prsane [ Coltide+TBY [ Cultyi)
t1 t1

C,,, represents the activity that is measured in a ROI placed
in the myocardium. TBV is a constant term which represents
the total fractional blood volume, and takes values on the
interval (0,1). The term reflects the effects of both spillover and
the myocardial blood volume. Even though TBV is assumed
to be constant it is not known a priori during the MBF
quantification. ¢; and to are the start and end times of the
particular image.

To account for flow-dependency in the tracer extraction
the tracer specific extraction function F(MBF) was used
in Equation (). The equation and the parameter values were
obtained from Klein et al. [6].

E(MBF)=1—a-¢ #/MBF ®)

where,

a = 0.096 [dimensionless]
B = 1.083 [ml/(g-min)]

Finally the constant K; can be related to the MBF as,

— Kl
MBF_E(MBF) €))

B. Blood Flow Estimation

To estimate the blood flow a plugin to Segment was
created. The plugin’s function was to estimate the constants
Ky, ko, k3 and TBV from ROIs in the myocardium and the
left ventricular blood pool (cf. Figure [3) and thereafter solve
Equation for the MBF. In order to obtain an estimate of
the MBF curve fitting of the compartment model equations
to the measured data was performed. The different parts of
the plugin is outlined below:



Fig. 3. Placement of one encompassing tissue ROI and one arterial input
ROI in a transaxial image

1) Preprocessing of PET Data: The mean tracer activity
in a voxel in space during the acquisition of a PET
image, is represented as a numerical value [Bg/ml] in
the corresponding pixel in the image. After ROIs were
drawn they were associated with the mean activity in the
pixels in the ROI for each time frame. The average frame
activity in the different ROIs were assumed to have been
measured as an instant value at the middle of the time frame.
When interpolation was used, the measured activities were
interpolated cubically with a one second time step using the
interpl-function in MATLAB with the pchip-option. To
avoid extrapolation no activity before and after half the time
of the first and last images were used in the modelling.

2) Solving ODEs: The differential equations describing
the compartment models (Equations (I) and (@)), were
solved through numerical integration. The ODE solvers in
MATLAB were used for the computations. The primary choice
was the nonstiff ode45 based on an explicit Runge-Kutta
formula. Also the nonstiff ode23, the stiff ode23s and
the moderately stiff ode23t were tested Ch.7, p. 27].
Default settings were used.

3) Curve Fitting Algorithm: The integrated ODEs were
fitted to the measured time-activity curves with the MATLAB
function Isqcurvefit. The following minimization of the mean
square error was performed,

m

min S(0) = Z(Cm, - émi (6))

=1

(10)

where C,,, represents the measured activity in the i:th im-
age, C’mi is simulated from a discrete version of Equation (7)
as seen in equation (TT) and 0 represents the fitted parameters.
Since the tissue density is unity it can be omitted in Equation
(]EI). The parameters K7, ks, k3 were constrained to non-
negative values. TBV was constrained to the interval (0,1) to
only accept physiologically realistic values. When constrained,
Isqcurvefit uses the trust-region-reflective algorithm.

Con(n) = TBV - Cy(n) + (1= TBV)-Cr(n) (1)

After obtaining the estimates, the MBF was calculated
through solving Equation (8) with the MATLAB function fsolve
which solves nonlinear equations. To evaluate the MBF four
different methods, all with interpolated C,, with the following
differences were used:

o Unweighted curve fitting with interpolated C,,.

o Weighted curve fitting with interpolated C,,.

o Weighted curve fitting without interpolated C,,.

o Unweighted curve fitting without interpolated C,,.

The weighting was achieved through multiplication with the
reciprocal of the standard deviation for each image. When C,,
was interpolated and weighting was used, 1sqcurvefit was
replaced with 1sgnonlin and the standard deviations were
interpolated. Since the variance in the images are larger just
after the bolus, the importance of the early images is reduced.
It is also often difficult to locate the myocardium with high
accuracy in those frames.

C. Phantoms

To evaluate the implementation of the blood flow estimation
a digital phantom was created. The phantom represented the
myocardium and the blood pool as annular and circular regions
respectively (cf. Figure ). C),, could be generated both from
the one- and the two-compartment models. Optional addition
of Gaussian noise was included.

Fig. 4. Phantom with one global myocardial ROI (blue) and one ROI in the
blood pool (red)

The phantom used an empirically developed function de-
scription, cf. Eq. (]12[), of the arterial activity from which the
activity in the myocardial tissue was calculated via Equations
(7) and (TT). The following discrete time arterial input function
was used for simulating a myocardium at rest,

n <15

12
n>15 (12)

0,

Caln) = {105 1og(0.1n)e~003(n=15),
where the sampling time is assumed to be one second and the
negative values of C,(n) were set to zero for physiological
meaningfulness. The images in Section [[I-A] indicated an
approximate delay of 15 seconds from injection until tracer
arrival in the myocardium explaining the initial part of the



input function. The peak amplitude was adjusted to the same
order of magnitude as in patients (cf. Figure [2). A plot of the
function is seen in Figure [3]
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Fig. 5. Synthetic arterial input function for phantom generation

The mean activity associated with an image was calculated
as the arithmetic mean of all interpolated samples of C, and
C,, during each frame time. The curve fitting was applied
to pure phantom data as well as phantoms distorted with
Gaussian noise.

D. Phantom Analysis

The phantoms were first analyzed without any addition of
noise (see Table [I] in Section [[V-A). Interpolation was used
for all ROIs but without weighting in the curve fitting. Hence
the parameter values used for generation of the phantoms were
supposed to be returned by the plugin. After the images were
generated different noise levels were applied to investigate
the effects on the estimations (see Table [II). Two different
Gaussian noise distributions with zero-mean and standard
deviations ¢ = 1000 [Bg/ml] and ¢ = 10000 [Bg/ml]
respectively were used and the phantoms were generated and
evaluated in both one- and two-compartment mode.

E. Patient Data Analysis

To examine the differences in the quantification of the
MBEF between the one- and two-compartment models the same
ROIs were evaluated with both models in all patients. Two
different sets of ROIs were evaluated for each patient. Also
here interpolation was used but without weighting in the curve
fitting. Thereafter a paired-sample t-test and the corresponding
confidence intervals for both rest and stress were constructed.
As input one single tissue ROI encompassing the whole
myocardium and one ROI in the blood pool were placed
(see Figure in a central slice. Thereafter the procedure
was replicated for five new ROIs, one in each patient, to
compare differences among the estimated parameters. Finally
all patients were analyzed with the four different approaches
outlined in Section

F. Merging Images for Facilitated ROI Placement

How to place the myocardial ROI is not obvious due to the
limited spatial resolution and occurrence of noise. To reduce
the arbitraryness of the procedure a weighted average of the
late stage images, where the contrast is high between the my-
ocardium and surrounding tissue and blood, was implemented
in an additional plugin. The weights were chosen manually
by the image quality. Highest weight was always given to the
last image. After the averaging the image was sharpened using
unsharp masking and intensity adjusted through the MATLAB
functions imsharpen and imadjust respectively [14].

IV. RESULTS

In this section the estimates of the parameter values obtained
from phantoms and patients are presented. In the tables below
K and the corresponding MBF are given in ml/(g-min) whilst
ko and ks are true rate constants in min—!. The total blood
volume T'BV is simply a fraction and is a dimensionless
number. Using different ODE solvers did not affect the result
of the parameter estimation significantly. Whilst comparing
the MBF in a single ROI for the different solvers, the standard
deviation was 0.003. All results outlined below were computed
with ode45.

A. Results in Phantoms

When the tracer kinetic analysis was performed on pure
phantom data the performance was very good as seen in
Table Addition of Gaussian noise changed the outcome
of the estimation procedure to some extent as depicted in
Table The difference is marginal between the one- and
two-compartment models.

TABLE II
RESULTS FROM PURE PHANTOMS

No. of True Values Estimated Values
Comp. K1 kz k3 TBV Kl kg k3 TBV
1 0.80 | 0.20 - 0.40 0.80 | 0.20 - 0.40
2 0.80 | 0.20 | 0.10 0.40 0.81 | 0.20 | 0.11 0.40
TABLE III
RESULTS FROM NOISY PHANTOMS
No. of Est. Values (o0 = 1000) Est. Values (o0 = 10000)
Comp. K1 kz k3 TBV Kl kg k3 TBV
1 0.81 | 0.20 - 0.41 0.76 | 0.31 - 0.33
2 0.81 | 0.22 | 0.10 0.39 0.71 | 0.18 | 0.44 0.42

B. Results in Patients

The time-activity curves simulated in the curve fitting
process agreed relatively well to the one measured. In Figure [6]
an example of a measured curve and the corresponding curve
fits are depicted. Even though the fits are similar the paired
sample t-test concluded that there are differences in the results
from the one- and two-compartment models. The data used in
the comparison is found in Table The two-compartment
model gave higher values of the parameter K1, and thus higher
MBE, both during rest and stress. The null hypothesis stating
that there were no difference in MBF could be rejected on a



significance level of 99 % for patients at rest and 99.9 % for
patients at stress. The confidence intervals gave the following
results; [-0.067, -0.0046] at rest and [-0.32, -0.092] at stress.
The higher flow estimates using a two-compartment model
agreed with earlier studies, even though they used different
image acquisition schemes [11] [12].
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Fig. 6. Measured and curve fitted activity with both compartment models
from a myocardial ROI (N.B. the scaling of the axes)

TABLE IV

RESULTS USED FOR PAIRED T-TEST

No. of Rest MBF Stress MBF

Comp. | [ml/(g-min)] [ml/(g-min)]
1 0.87 2.04
2 0.90 2.25
1 1.11 2.55
2 1.17 2.74
1 0.88 1.90
2 0.89 2.04
1 0.87 1.95
2 0.96 2.25
1 0.70 1.94
2 0.72 2.18
1 0.51 2.11
2 0.51 2.40
1 0.78 3.37
2 0.80 3.55
1 0.76 2.21
2 0.77 2.25
1 1.13 2.12
2 1.20 2.37
1 1.10 2.19
2 1.15 2.38

The five succeeding estimations of the coefficients K7, ko
and k3 plus the parameter 7BV are shown in Table The
MBF estimates using the four different approaches and the
values from Carimas (cf. Section are seen in Tables
and A comparison shows that the differences are more
prominent at stress than at rest. That is seen in Figure [/| where
the unweighted method with interpolation was compared to
Carimas.
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Fig. 7. Unweighted method with interpolation compared to Carimas

TABLE V
RESULTS FROM COMPARTMENT COMPARISON

Patient | Comp. K1 ko ks TBV
1 1 0.94 | 0.40 - 0.25
2 098 | 048 | 0.08 | 0.24

2 1 0.86 | 0.30 - 0.31
2 0.87 | 0.31 | 0.02 | 0.31

3 1 0.69 | 0.32 - 0.23
2 0.68 | 0.35 | 0.05 | 0.22

4 1 1.09 | 0.50 - 0.28
2 1.15 | 0.63 | 0.09 | 0.26

5 1 0.87 | 0.30 - 0.25
2 0.84 | 0.28 | 0.01 0.25

C. Results of Image Merging

In summary the averaging method behaved well when
several late stage images clearly showed the myocardial left
ventricle wall. In cases where only the last image was of good
quality, which is more often the case in patients at rest, ROI
placement was easier in the original image. The procedure
appeared to increase the noise in the images if the sequence
of late images was of poor quality. An example of the final
image in a sequence at rest and the weighted time-averaged
counterpart is seen in Figure

V. DISCUSSION
A. Plugin implementation

There are different ways to approach compartment mod-
elling in PET perfusion analysis. In this article the choice



TABLE VI

PATIENT MBF AT REST

Unweighted + Weighted + Weighted + Unweighted +
Patient No. | Interpolation | Interpolation | No Interpolation | No Interpolation Carimas
[ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)]
1 1.00 0.98 0.98 1.00 1.15
2 0.91 0.90 0.91 091 1.01
3 0.73 0.76 0.81 0.73 0.82
4 1.22 1.23 1.15 1.24 1.24
5 0.98 1.00 0.98 1.00 1.06
TABLE VII
PATIENT MBF AT STRESS
Unweighted + Weighted + Weighted + Unweighted +
Patient No. | Interpolation | Interpolation | No Interpolation | No Interpolation Carimas
[ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)] [ml/(g-min)]
1 2.40 2.37 2.36 2.43 2.37
2 2.12 2.26 243 2.11 1.70
3 2.26 2.34 2.49 2.25 1.88
4 3.24 3.58 3.68 353 3.42
5 1.89 2.29 222 1.80 1.87

Fig. 8.
(right)

Last image in sequence at rest (left) and processed merged version

to use numerical integration to solve the differential equation
was made. Another approach would have been to solve the
equations in integrated form. The main difficulty with that
approach is nonlinear fitting with the convolution integral in
Equation (6).

In the implemented method the mean value of the activity
at a number of time instants was associated with a particular
frame. The results appeared to agree with the numerical
integration techniques found in literature.

B. Phantoms

As stated in Section [[V-A] the outcome of both compartment
models were good when applied to pure data. That was the
expected result since in a correct implementation the output
values from the phantom analysis should be equal to the input
values used to generate the image. In the noisy phantoms the
estimates were not as good as a consequence of the loss of
information in the images. As could be seen in Table [[TI] a
standard deviation of 1000 Bq/ml had low impact whilst the
standard deviation of 10000 Bg/ml gave estimation errors of
clinical significance.

The arterial input function was not supposed to affect the
parameters estimated from a generated phantom. That since
the function values only appear as scale factors in Equations

(1), (@ and (II). Therefore the amplitude, width and setting
the negative values to zero should not be major concerns.

In this study the phantoms were only distorted with Gaus-
sian noise which did not dramatically change the algorithm’s
performance. That is not surprising since averaging is a main
part of the algorithm, and averaging dramatically reduces the
effect of Gaussian noise.

C. Patients

A major concern was the possibility to verify our results.
The gold standard using injected microspheres could not be
employed within the framework of this project [6]]. The com-
parisons with Carimas gave a possibility to check the accuracy
to some extent. The correlation plot in Figure [7] showed
positive correlation whilst the Bland-Altman plot illustrated
bias in the rest estimates. At stress more variation was shown.
Although the results are highly dependent on the ROIs used
and it is therefore difficult to decide which implementation is
superior.

Of the four different approaches used (see section [[II-B3), it
seems most reasonable to use weighting and no interpolation
of C,,. Weighting with the image standard deviation is used to
suppress the dependence on the highly insecure images in the
beginning of the acquisition and interpolation of the tissue ROI
is abstained to avoid overfitting. However no method could be
determined superior from the few tests done. It can be seen in
Tables [V and [VII|that the weighting seems to affect the results
more than the interpolation. If the estimates are changed to the
better is more difficult to confirm.

The paired sample t-test indicated higher MBF estimates
from the two-compartment model in agreement with earlier
research. Anyhow the five other evaluations seen in Table [V]
do not appear to follow that pattern. Thus, to draw a general
conclusion further investigation is needed. Compared to the
results from Hutchins et al. [[12] the coefficients spanned
across reasonable bounds. What strengthens the reliability
of the implemented plugin in Segment is that values in all
methods are in the same order of magnitude as in Carimas,



even though better accuracy might be needed for clinical
integration.

D. Limitations

This paper contains several limitations whereof the most
significant are listed below:

o When phantoms were generated they were only distorted
with Gaussian zero-mean noise. It would have been
of interest to study the effect of Poisson and Gamma
distributed noise and composite distributions as well.

« When noise was applied to the phantoms only the gener-
ated image sequence was distorted by noise. It would
have been of interest to examine the effect of noise
addition to the measured arterial and myocardial activity,
used for phantom generation, as well.

o In the patient evaluations only data from five different
patients (two acquisitions for all patients at different time
points, each during both rest and stress) were used. In
order to develop a clinically useful implementation more
patient data is needed. In addition verification against a
gold standard method would be of high value.

o The Carimas values are from global ROIs whilst the
results from Segment are from ROIs in a central slice,
possibly giving differences in the MBF. Anyway the
patient-to-patient variation seemed to be linked.

E. Sustainable Development

From a sustainability point of view the proposed implemen-
tation is of good value. Since some kind of PET perfusion
analysis is often performed whilst evaluating coronary artery
disease, the extra resources needed for the method is minimal.
The algorithm runs fast and give flow estimates of high clinical
value where the only real costs are a few minutes of work for
the clinician and a small power consumption by the computer
used for processing. The low radiation dosage that the patient
is exposed to is low in relation to the diagnostic value.

From an economic perspective it is important that the source
code from projects like this is made available for free. In that
way research resources do not have to be spent on developing
already existing implementations, thus making the usage of
research grants more efficient.

F. On the Image Merging

An improved visual impression is no guarantee for higher
information content in the image. There is even a risk of intro-
ducing false information when applying image enhancement
techniques. In noisy image sequences there was no obvious
benefit of averaging several frames. On the contrary additional
noise appeared in the averaged image, which is not surprising
since the signal to noise ratio is best in the last image. It was
found hard to define an averaging pattern that worked well
for both noisy and good images. Therefore, if a method of
this type is to be used, it would be helpful to implement an
interface were the number of images to be averaged and their
respective weights are selected.

VI. CONCLUSION

Using compartment models to evaluate PET images could
be a good way to facilitate the diagnosis of coronary heart
diseases. Our results shows that the method yields physiolog-
ically reasonable values. To bring the implementation to the
clinic requires more statistical analysis and comparisons with a
gold standard method. Through this study no advantage using
a two compartment model could be proven, making the one
compartment model the first choice for the sake of simplicity.
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Dieselpartiklars paverkan pa baroreflexen studerad
med sekvensmetoden

Ebba Knutsson (BME12), Elin Magnusson (BME12)

Sammanfattning—Flertalet studier har gjorts som visar att
det finns ett direkt samband mellan exponering av luftburna
partiklar och forhojd risk for hjirt- och kérlsjukdomar. Dock
ir det inte klarlagt vilken typ av partiklar som é&r farligast
eller genom vilka mekanismer de paverkar oss. I denna studie
undersoks dirfor om det finns ett samband mellan tillfalligt hog
exponering av dieselpartiklar och en forsimring av barosensiti-
viteten. Baroreflexen ér den mekanism som genom nervsystemet
reglerar blodtrycket i kroppen genom att oka eller minska
hjirtfrekvensen. For att uppskatta barosensitiviteten finns ett
flertal metoder. I denna studie anviinds sekvensmetoden med
sa kallad ”Global Approach” som innebir analys av sekven-
ser av korrelerade forindringar av systoliskt blodtryck och
hjirtfrekvens. Utifran sekvenserna skattas en linje med hjilp
av linjir regression vars lutning motsvarar barosensitiviteten.
For att undersoka om dieselpartiklar paverkar baroreflexen
genomfors en jamforelse mellan det uppskattade virdet pa
barosensitiviteten fore exponering och efter tre timmars expone-
ring. En jimforelse genomfors ocksa i oexponerad miljo for att
bekriifta att forsoksuppstillningen inte har nagon paverkan pa
resultatet. Den EKG- och blodtrycksdata som anvints kommer
fran 18 forsokspersoner som under tre timmar vistats i en
kontrollerad tryckkammare under exponering av hoga halter av
dieselpartiklar. Studiens resultat pekar pa att dieselpartiklar inte
har nagon signifikant paverkan pa baroreflexen.

I. INTRODUKTION
A. Bakgrund

AROREFLEXEN ér den mekanism som reglerar aku-

ta fordndringar av blodtrycket genom att reglera
hjértfrekvensen, motstandet i kérlen och kirlkontraktionen.
Detta uppnas genom det autonoma nervsystemet, bestaende
av det sympatiska och det parasympatiska nervsystemet. I aor-
tabagen och i halspulsadern finns tryckkinsliga baroreceptorer.
Dessa reagerar pa snabba fordndringar av blodtryck genom
att uppfatta de skillnader i strickningen av kidrlviggen som
uppstar nir blodtrycket okar eller minskar. For att motverka
den blodtrycksforindring som uppstitt okas eller minskas
hjértfrekvensen, kirlmotstandet och kérlkontraktionen. Om
fordndringen &r bestdende kommer receptorerna att ha anpassat
sig till det nya virdet efter ungefir ett dygn [1]].

For att kunna utvirdera baroreflexen har begreppet barore-
flexsensitivitet (BRS) inforts. BRS &r ett matt pa baroreflexens
formaga att oka eller minska hjirtfrekvensen som ett svar
pa en hastig fordndring av blodtrycket. Ett lagt BRS (< 3
ms/mmHg) har visat sig signifikant ka risken att do i
akuta hjartsjukdomar for patienter som tidigare har drabbats
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av en hjartinfarkt [2]. Forutom kardiovaskuldra sjukdomar har
fysiologiska faktorer sdsom alder och kon en paverkan pa
BRS. Aven fysisk kapacitet har visat sig paverka och det finns
bevis som foreslar ett samband mellan hormonell status och
BRS, exempelvis menstruationscykeln [3].

I viar omgivning finns overallt sma partiklar. Dessa har
alltid funnits naturligt som rester fran vulkaner, sandstormar,
hav och liknande men kan dven skapas av ménniskan som
restprodukter vid exempelvis forbrianning av fossila brénslen.
Luftburna partiklar kallas aerosoler och de partiklar som
genererats av ménsklig aktivitet har oftast en storlek pa under
100 nm. Dagligen andas en ménniska in i genomsnitt 100
miljoner partiklar. Studier har visat att en del av dessa partiklar
kan ta sig in i kéinsliga delar av kroppen och orsaka sjukdomar.
Dock ér det inte klarlagt vilka partiklar som é&r farligast eller
genom vilka mekanismer de paverkar oss [4]. Det mesta
av luftféroreningar i storstiderna kommer fran diesel- och
bensindrivna fordon. En svensk studie har visat att det finns
ett samband mellan yrkesméssig exponering av motoravgaser
fran diesel- och bensindrivna fordon under lang tid och en
okad risk att drabbas av hjartinfarkt [5].

Det finns flera studier [7]] [6] som har visat att det finns
direkta samband mellan exponering av luftburna partiklar
och akuta kardiovaskulédra sjukdomar s som hjértinfarkt och
hjartsvikt. WHO uppskattar att 3 miljoner minniskor dor
varje ar till foljd av exponering av luftféroreningar. Virst
utsatta dr u-ldnder, men dven om luftkvaliteten i vistvirlden
har forbattrats de senaste 50 aren finns fortfarande tydliga
samband mellan féroreningar och dodsfall dven hir. Trots att
bevisen for att sambanden finns dr tydliga saknas forskning
och forklaring pa hur exponering av luftburna partiklar leder
till kardiovaskuldra sjukdomar [6].

Det finns en mingd metoder for att midta BRS. Den forsta
metoden som utvecklades var farmakologisk och gar ut pa att
ett blodtryckshdjande vasoaktivt 1ikemedel utan paverkan pa
hjartfrekvensen injiceras. Dérefter studeras hur denna artifici-
ella blodtryckshojning paverkar hjirtfrekvensen. Denna metod
har begriansade anvindningsomraden da den kréver intravendsa
injektioner av likemedel. Flera andra metoder har utvecklas ut-
ifran denna farmakologiska metod som alla bygger pa samma
metodik. Valsalvamandvern dr en metod dir baroreceptorerna
i aortabagen paverkas naturligt genom att autonoma reflexer
uppstar nédr man blaser ut luft mot ett tryck. En metod liknande
valsalvamandvern dr metoden med nackkammare i vilken ett
yttre tryck appliceras pa baroreceptorerna i halspulsadern som
dé svarar genom att signalera for en sidnkt hjirtfrekvens som
kan mitas [2]].

Alla de tidigare nimnda metoderna bygger pa manipulation



av blodtrycket. For att kunna fa ett matt pd BRS utan att
paverka blodtrycket har flera metoder utvecklats dir sponta-
na och samtidiga variationer av blodtryck och hjirtfrekvens
analyseras. Dessa metoder bygger pa att det finns bevis for
att baroreceptorerna inte bara aktiveras av akuta dndringar
i blodtrycket utan dven av de sma variationer som uppstar
hela tiden. Till skillnad frdn de manipulativa metoderna &r
detta sitt enkelt, billigt och icke-invasivt och kan anvindas for
att utvirdera hur baroreflexen paverkar andra kardiovaskulira
parametrar [2].

Det finns tvad huvudsitt att gora icke-invasiva BRS-
skattningar — i tidsdomén eller i frekvensdomin. I tidsdomin
anviands fraimst den av De Rienzo et al. [§] beskrivna se-
kvensmetoden som gar ut pa att hitta korrelerade sekvenser
av samtidig fordndring av systoliskt blodtryck (SBP) och
hjértfrekvens (som beskrivs av de sa kallade RR-intervallens
lingd). Pa dessa sekvenser utfors sedan linjér regression och
linjens lutning motsvarar ett matt pa BRS. Den linjdra regres-
sionen kan genomforas pa tva olika sitt, antingen kan “Global
Approach” (GA) eller "Local Approach” (LA) anvindas. Om
GA-metoden anvéinds gors regression en gang pa samtliga
ingdende punkter i alla sekvenser samtidigt. LA-metoden
innebdr att regression gors for varje sekvens och resultatet fran
alla regressioner medelvirdesbildas. I frekvensdomén anvénds
spektralmetoden, forst beskriven av Pagani et al. [9]], som
bygger pa att varje spontan oscillation i blodtrycket leder till
en oscillation i samma frekvens i RR-intervall och att detta
samberoende beror pa en aktivering av baroreflexen [2].

B. Tes

Flertalet studier har gjorts dir man tittat pa samband
mellan partikelexponering under lang tid och olika typer av
sjukdomar. Dock finns vildigt lite forskning pa en specifik
typ av partiklar och deras direkta paverkan pa kroppsliga
funktioner. For att 6ka var forstaelse for hur luftféroreningarna
i var omgivning paverkar oss undersoker vi med hjilp av se-
kvensmetoden om det finns ndgot samband mellan en tillfdlligt
hog exponering av dieselpartiklar och en minskning av baro-
reflexens sensitivitet. Vi utgar ifran hypotesen att exponering
av dieselpartiklar forsdmrar baroreflexens formaga att paverka
hjirtfrekvensen och diarmed reglera blodtrycket.

C. Agenda

Denna rapport beskriver analysen av EKG- och blodtrycks-
data fran ett antal forsokspersoner med hjilp av sekvensme-
toden. Rapporten visar hur den data som anvénts har samlats
in och hur den har analyserats for att fa fram ett BRS-vérde.
En statistisk analys har genomforts och resultatet fran denna
presenteras. Vidare diskuteras resultatets rimlighet, datainsam-
lingens paverkan pa resultatet och vilken utvecklingspotential
som finns for studien.

II. DATA

I studien har kontinuerlig EKG- och blodtrycksdata fran
18 st forsokspersoner anvints. Forsokspersonerna bestod av
nio min och nio kvinnor mellan 40 och 66 ar, alla icke-
rokare och slumpmaissigt utvalda. Forsokspersonerna har vid

tva olika tillfillen spenderat 3 timmar i en vilkontrollerad
exponeringskammare. Kammaren #r 21,6 m? och alla ytor
dr gjorda i rostfritt stal forutom ett fonster pa 0,8 m?2. Ingen
luft kan ldmna kammaren forutom genom det vilkontrollerade
ventilationssystemet. Rummet nas via en luftsluss med lufttita
dorrar for att avgransa kammaren fran det omgivande labora-
toriet.

Vid det ena forsokstillfillet exponerades forsokspersonerna
for hoga halter av dieselpartiklar. Dessa genererades genom
att leda in en kontrollerad del avgaser fran en dieseldri-
ven bil som stod utanfoér labbet. Partiklarna spaddes ut till
onskad koncentration, 276 ug/m3, och leverades sedan till
kammaren via inluften. Vid det andra forsokstillféllet tillsattes
inga partiklar till luften i kammaren. EKG- och blodtycksdata
samlades simultant in under fem tiominutersintervall vid bada
tillfdllena. Den forsta métningen gjordes fore exponeringen
och mitningar gjordes sedan efter en timme, tva timmar och
tre timmar inne i kammaren. Den sista métningen gjordes
direkt efter exponering. Forsokspersonerna var inte medvetna
om vid vilket av de tva forsokstillfillena exponering av
dieselpartiklar skedde.

Blodtrycket mittes pa fingret genom att anvinda CNAP-
metoden (continuous non-invasive arterial pressure). Detta &r
en optisk métmetod av kontinuerligt blodtryck som anvinder
sig av en tryckmanschett och beriknar blodtrycket i fingret
genom att optiskt mita blodvolymen.

III. METOD

For att skatta virdet pa forsokspersonernas barosensititvitet
anvindes sekvensmetoden med Global Approach som beskrivs
nedan.

A. Analys av EKG-signal

I utférandet av sekvensmetoden anvénds tiden mellan varje
hjértslag, det sa kallade "RR-intervallet”. Detta intervall ploc-
kades fram ur EKG-signalen genom att identifiera R-topparna
for varje hjirtslag enligt figur [I] Tidsintervallet mellan dessa
toppar mittes. Lingden pa varje RR-intervall samt tidpunkten
for motsvarande hjirtslag sparades for vidare analys.
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Figur 1. RR-intervall



B. Filtrering

Den arteriella blodtryckssignalen filtrerades for att
lattare kunna analyseras. Filtreringen skedde genom en
lagpassdifferentiator i syfte att forstirka snabba fordndringar
kring maxima och minima for att gora dem littare att detektera
i ndsta steg samt for att fA en mer symmetrisk signal. Filtret
som anvéndes dr forst definierat av Laguna et al. [10] och
sedan modifierat av Gouveia [11] for béttre anpassning till
arteriell blodtrycksmétning. Filtret G implementerades som
produkten av tva delfilter, G; och G5 enligt nedanstdende
ekvationer.

Gi=1-—276 (D)
1—278
Gy = Py 2)

Gy dr en differentiator som forstirker signalens toppar
och symmetri och Gy idr ett lagpassfilter som diampar det
hogfrekventa bruset som forstirks av differentiatorn. En
jamforelse mellan det filtrerade och den icke-filtrerade blod-
trycket kan ses i figur 2] nedan.
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Figur 2. Jamforelse mellan filtrerat och icke-filtrerat blodtryck. I den

filtrerade kurvan framtrider distinkta toppar men samtidigt ges ett felaktigt
virde pa blodtrycket.

C. Identifierng av systoliskt blodtryck

Blodtryckssignalen som analyserades kom fran en kontinu-
erlig mitning av det artédriella blodtrycket och inneholl darfor
bade systoliska och diastoliska virden. Sekvensmetoden byg-
ger pa analys av systoliskt blodtryck, det vill sdga det hogsta
trycket i varje hjértcykel, och darfor sorterades det systoliska
blodtrycket ut fran vektorn innehallande blodtrycksvirdena.
Detta gjordes genom att detektera topparna i den filtrerade
kontinuerliga blodtrycksdatan och spara tidpunkterna for des-
sa. Genom att utga fran dessa tidpunkter kunde topparna med
korrekt blodtrycksvirde i den ofiltrerade blodtryckskurvan
markeras, se figur [3]
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Figur 3. Exempel pa identifierade systoliska toppar

En blodtryckskurva innehéller forutom de systoliska top-
parna dven karaktaristiska dikrotiska toppar, d.v.s. ytterligare
ett toppviarde mellan tva systoliska toppar. For att dessa inte
skulle identifieras som systoliska toppar anvindes vid detek-
teringen av topparna ett grinsvirde for tilldten tid mellan tva
identifierade toppar. For varje hjirtslag undersoktes signalen
inom ett tidsspann pa £500 ms. Den hogsta toppen i signalen
inom detta omrade identifierades som den systoliska toppen.

I blodtrycksdatan fanns dven flertalet kalibreringspunkter
med toppvirden langt under de verkliga systoliska topparna,

se figur ]
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Figur 4. Exempel pa en kalibreringspunkt

Dessa kalibreringspunkter innehaller ingen information och
var sdledes tvungna att identifieras och raderas innan fortsatt
analys. Detta gjordes genom att stilla in ett grinsvirde som
topparna i den filtrerade blodtryckssignalen maste Gverstiga.
Grinsvirdet n valdes till:

n= %filtrerad +20 (3)

dér @fﬂtremd ar medelvirdet av den filtrerade blodtrycks-
signalen och o 4r dess standardavvikelse. Om den lokali-



serade toppen i den filtrerade blodtryckssignalen understeg
grinsvirdet ersattes motsvarande element i vektorn med det
systoliska blodtrycket med “Not a Number”.

D. Identifiering av baroreflex-sekvenser

Baroreflexen har en tidsfordrojning pa nagon sekund vil-
ket innebédr att en fordndring i blodtryck inte ger upphov
till en direkt fordndring av hjéartfrekvensen. Fordndringen av
hjartfrekvensen syns dirmed inte forrdn efter nésta hjértslag.
For att ta hidnsyn till detta gjordes en forskjutning av det systo-
liska blodtrycket med ett sampel vilket innebir att SBP(n—1)
jamfordes med RR(n).

For att en punkt ska ingd i en baroreflex-sekvens maste den
enligt sekvensmetoden vara omgiven av minst ett bestdmt antal
pé varandra foljande punkter déir samtliga virden antingen
okar eller minskar. I denna studie bestimdes den minsta
sekvensldngden till tre pa varandra f6ljande slag. Alla giltiga
sekvenser pa minst tre slag identifierades i SBP respektive RR-
vektorn. Direfter matchades dessa mot varandra for att hitta
sekvenser av minst tre hjirtslag av samtidig fordndring.

For att de identifierade sekvenserna ska vara giltiga krévs att
de uppfyller vissa krav. De grinsviarden som anvénds varierar
i olika studier och det finns ingen studie som presenterar ett
fast virde pa dessa. De omraden som det stills krav pa &r
sekvensens ldngd, minsta tryckskillnad i systoliskt blodtryck
och minsta tidsskillnad i RR-intervall. De gridnsvidrden som
anviindes ses i tabell Inedan och ir forst definerade av Gouveia
[L1]].

Tabell I
GRANSVARDEN
Minsta sekvenslingd 3 slag
Minsta skillnad i SBP | 1 mmHg
Minsta skillnad i RR 5 ms

De virden som inte uppfyllde kraven togs bort och dérefter
plockades dven de sekvenser bort som inte liangre bestod av
minst tre pa varandra foljande virden. De slutgiltiga sekven-
serna sparades i en vektor och plottades, se figur [3
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Figur 5. Exempel pa utmarkerade baroreflexsekvenser.

E. Skattning av BRS genom GA-metoden

For att fa en korrekt skattning av BRS med GA-metoden
plockades de lokala medelvirdena for varje sekvens bort. Detta
for att fa bort den lokala driften i datan och istillet bara
undersoka de absoluta skillnaderna. Medelvirdet SBP; och
RRy, for varje sekvens k berdknades enligt

Ny
[ 1
BP, = — BP.(7 4
SBP: = ;S % () @)
Ny,
1 )
RRy = 5 ;RRk(w (5)

dir Nj, motsvarar antalet punkter i sekvensen. Direfter avtren-
dades sekvenserna till 275”7 och zFF genom att for varje
punkt N i sekvensen subtrahera det lokala medelvirdet for
sekvensen enligt nedanstaende ekvationer.

23BP = sBpPYN — SBP, (6)

zif = RRY — RRy (7

For att fa en palitlig skattning av BRS dr si manga
mitpunkter som mojligt att foredra. Darfor infordes kravet
att en matning endast riknades som giltig om den innehdll
minst fem stycken baroreflex-sekvenser. De mitningar som
resulterade i farre @n fem sekvenser plockades bort och dessa
forsokspersoner anvéindes inte i den fortsatta analysen.

Da alla punkter i de giltiga sekvenserna var identifierade
gjordes en linjir regression enligt minsta kvadratmetoden over
dessa punkter. Den anpassade linjens lutning representerar
vardet pa BRS. For att ytterligare oka palitligheten i resultatet
gjordes med hjdlp av MatLab-funktionen Bisquare istillet en
robust linjdr regression for att minska paverkan fran outliers.
Denna metod innebér att de olika punkternas inverkan pa
regressionen viktas beroende pa hur nira den anpassade linjen
de ligger. Detta ger ett stabilare resultat med mindre kinslighet
for “outliers”.

F. Statistisk analys

I syfte att undersoka huruvida forsokspersonernas vistelse i
kammaren hade nagon paverkan pa baroreflexen undersoktes
om det fanns nigon signifikant skillnad mellan barosensitivi-
teten fran métningarna som gjordes innan personerna gick in i
kammaren och efter tre timmar i kammaren i oexponerad luft.
Jamforelsen gjordes genom ett t-test med stickprov i par dir
BRS-virdena jaimfordes person for person. Testet utfordes pa
en signifikansniva pa 95%.

For att fa svar pa fragestillningen om exponering av diesel-
partiklar har nagon paverkan pa barosensitiviteten gjordes ett
likadant test mellan mitningarna som gjordes fore och efter
tre timmar i exponerad luft i kammaren.



IV. RESULTAT

I tabell [[I| presenteras det totala antalet identifierade baro-
reflexsekvenser och deras lingd hos de 18 forsokspersonerna
under de tva kammarforsoken.

Tabell 11
ANTAL BAROREFLEXSEKVENSER OCH DERAS LANGD

Totalt 3 4 5 >5
1702 | 819 | 761 | 104 | 18

Antal sekvenser

Exempel pa resultat fran den linjeanpassning som utifran
baroreflexsekvenserna gjordes med linjér regression efter vik-
tade outliers visas i figur [6]
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Figur 6. Exempel pa linjeanpassningar for tva olika mitningar.

Den berdknade barosensitiviteten miitt i ms/mmHg fran
mitningar vid det oexponerade (dag 1) respektive det expo-
nerade forsoket (dag 2) som uppfyllde giltighetskraven och
anvindes for jimforelser aterfinns i tabell [l och [[V] T dessa
tabeller terfinns dven regressionens forklaringsgrad 72 som ir
ett matt pa hur vil det skattade BRS-virdet stimmer Gverrens
med den data som anvénts. Mitning 1, som utgdr baseline,
gjordes precis innan kammarforsoket paborjades och mitning
2 gjordes efter tre timmar i kammaren.

Tabell TIT
BRS SAMT FORKLARINGSGRAD VID MATNINGAR DAG 1

Mitning 1 r% Mitning 2 r%
Person 4 20.80 0.83 24.30 0.77
Person 5 11.30 0.66 7.20 0.71
Person 7 6.80 0.83 7.41 0.81
Person 8 9.96 0.64 6.13 0.65
Person 9 9.82 0.82 10.79 0.68
Person 13 5.49 0.81 4.33 0.86
Person 14 8.39 0.89 7.08 0.79
Person 15 8.42 0.81 8.96 0.76
Person 16 7.21 0.72 7.73 0.75
Person 17 11.76 0.73 11.65 0.79
Person 20 10.26 0.77 7.07 0.72

Tabell IV
BRS SAMT FORKLARINGSGRAD VID MATNINGAR DAG 2

Mitning 1 r% Mitning 2 r%
Person 4 16.58 0.71 16.05 0.83
Person 8 11.70 0.74 8.36 0.83
Person 9 8.59 0.69 13.96 0.78
Person 10 6.83 0.70 5.84 0.80
Person 11 7.30 0.65 5.52 0.84
Person 14 5.84 0.75 8.73 0.88
Person 15 7.81 0.77 8.62 0.68
Person 16 10.55 0.71 7.08 0.75
Person 20 10.34 0.80 11.42 0.84
Person 21 19.65 0.64 15.06 0.85

Resultatet fran det statistiska t-test som gjordes visade att
ingen signifikant skillnad kunde visas varken mellan baseline
och efter tre timmar i kammaren dag 1 eller mellan baseline
och efter tre timmars exponering dag 2. Tabell [V| visar utfallet
fran testet med hypotesen att mitning 1 och mitning 2 &r
lika. n dr antalet forsdkspersoner som jamforts i testet, H = 0
innebér att ingen skillnad kan visas med 95% signifikans, p
representerar p-virdet och o ér standardavvikelsen for skill-
naden i BRS mellan mitning 1 och métning 2.

Tabell V
T-TEST
Dag 1 | Dag?2
n 11 10
H 0 0
p 0.26 0.69
o 2.16 3.03

V. DISKUSSION

Resultatet fran studien pekar pa att tillfillig hog exponering
av dieselpartiklar inte ger en direkt paverkan pa baroreflexen.
Tidigare studier som visat pa att dieselpartiklar signifikant 6kar
risken for hjértinfarkt och andra sjukdomar bygger pa hog
exponering under lang tid (flera ar) [S] [6]. Da baroreflexen
reagerar pa snabba fordndringar av blodtryck och sedan anpas-
sar sig till nya normalvirden borde inte resultaten fran dessa
studier ha nagot samband med baroreflexens sensitivitet. Inga
tidigare studier har gjorts ddr man har studerat dieselpartiklars
direkta paverkan pa baroreflexen varfor det dr svart att uttala
sig om rimligheten i det resultat vi kommit fram till.

Data som anvidndes i studien &dr inte insamlad i syfte
att utviardera baroreflexen, nidgot som kan vara anledningen
till den daliga datakvaliteten i vissa blodtrycksmitningar, se
exempel i figur [7| Detta innebar bland annat att data fran
flertalet forsokspersoner inte var anvindbar da den pa grund
av manga avvikelser inte gav upphov till tillrickligt manga
giltiga baroreflexsekvenser. En bekriftelse av resultatet kriaver
en storre studie med studiens syfte i atanke vid datainsam-
lingen. Detta skulle forbéttra datakvaliteten och innebira att
farre mitningar behover bortses ifran vilket skulle ge ett mer
palitligt resultat.
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Figur 7. Blodtrycksdata med upprepande kalibreringar inom korta tidsinter-
vall och kraftigt varierande vérden pa trycket diremellan.

Da topparna fran kalibreringsomradena filtrerades bort
anvindes istillet for en fast grins ett dynamiskt griansvérde.
Detta for att ta hinsyn till variationen i blodtrycksdatan
mellan personer. Grinsvirdet valdes déarfér genom att kom-
binera medelvirde och standardavvikelsen pa ett sitt dir de
flesta kalibreringspunkter togs bort. Samtidigt innebar detta
grinsvirde att nagra verkliga toppar dven forsvann. Ett bittre
anpassat grinsvirde, som istillet utgar fran topparnas utseende
i forhéllande till omgivningen, skulle innebéra att farre punkter
felaktigt tas bort vilket bidrar till en noggrannare metod och
en bittre skattning av BRS-vérdet.

Den blodtrycksdata som anvindes i studien méttes konti-
nuerligt pa fingret med hjilp av den optiska CNAP-metoden.
Detta innebdr att studien #r baserad pa blodtrycket i fingret
som ligger nagot ldgre dn normalt artériellt blodtryck som
mits i overarmen. Da sekvensmetoden endast dr baserad pa
hur blodtrycket fordndras och inte nagra absoluta virden spelar
det dock for den fortsatta analysen ingen roll var pa kroppen
blodtrycket dr uppmiitt.

Anledningen till att sekvensmetoden valdes for att un-
dersoka barosensitiviteten var att den dr icke-invasiv och
undersoker baroreflexen utan att paverka den. Analysen ge-
nomférdes i tidsdomdn och inte i frekvensdomin da se-
kvensmetoden #r enklare att implementera samtidigt som
den ger tillrdckligt goda resultat for att kunna utfora
jamforelser vilket var syftet med studien. For att utifran
forsokspersonernas baroreflexsekvenser skatta BRS anvéndes
GA-metoden. Denna valdes framfor LA-metoden da studier
har visat att GA ger ett resultat med mindre felmarginal till
referensviarden samt en mer robust skattning dn LA [[12].

For att oOka palitligheten i resultaten gjordes endast
jimforelser mellan BRS som uppmitts samma dag. Detta
minskar risken for att fa ett felaktigt resultat som kan bero
pa naturlig variation av hjértfrekvens mellan dagarna. BRS-
virdet varierar dven mycket mellan forsokspersonerna och
antar virden mellan 5 och 25 ms/mmHg. Detta visar att
BRS-virdet ér individuellt och kan paverkas av faktorer sa
som alder och kon.

For att motverka effekten fran outliers vid den linjéra regres-

sionen anvidndes en robust metod som viktade datapunkternas
paverkan pa den slutgiltiga linjen. Denna metod fungerade
bra och gav en bittre anpassning for de matningar som hade
nagra fa avvikande vérden. Samtidigt fanns nagra mitningar
dir tydligt avvikande véirden saknades. Att metoden anvindes
dven pa dessa mitningar resulterade i nagot sdmre skattningar
dér forklaringsgraden minskade nagot. Dock var metoden vird
att behalla da skattningarna Gverlag fick en hogre och mer
utjimnad forklaringsgrad. I genomsnitt var forklaringsgraden
mellan 70 och 80% vilket vi anser ir tillrdckligt bra for att
anvinda i analysen.

Metoden med robust linjar regression fungerade bra for
alla métningar utom en dér det fanns outliers med sa pass
avvikande virden att denna metod inte hjilpte, se figur [§]
nedan. Da vi redan ansdg oss ha sa pass fa métningar att utga
ifran i den fortsatta analysen tyckte vi det var viktigt att dnda
kunna anvinda oss av denna métning. For att detta skulle ga
raderades de avvikande datapunkterna manuellt.
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Figur 8. Jamforelse av regressionen med och utan manuellt bortplockade

outliers.

Den statistiska jamforelsen gjordes som ett t-test med
stickprov i par. Antalet forsokspersoner i varje jamforelse var
11 respektive 10 stycken. For att fa en palitligare statistisk
analys skulle ett storre antal forsokspersoner i varje jamforelse
behovts, nagot som en forbittrad datainsamling hade kunnat
fordndra.

En ganska stor variation mellan BRS-métningarna kan ses
hos vissa av forsokspersonerna och virdet bade Okar och
minskar i métning 2. Variationen hos métningarna beskrivs
genom standardavvikelsen, o. Att standardavvikelsen dr sa
pass stor, i samma storleksordning som BRS-vérdena, kan
innebdra att det finns en osédkerhet i datainsamlingen. Det kan
ocksa tyda pa att det finns en spontan variation hos BRS. For
att bekrifta orsaken till den stora standardavvikelsen behdvs
fler studier med fler forsokspersoner.

For den statistiska jamforelsen av BRS som gjordes i
forsoket dr absolutvirdet inte intressant da det endast dr skill-
naderna mellan samma person som analyseras. Dock ligger
de uppskattade BRS-virdena i studien i samma storleksord-
ning som tidigare studier har visat [3]]. Detta ger resultatet



trovirdighet och innebir att metoden med storsta sannolikhet
har implementerats pa ritt sitt.

Ur ett hallbarhetsperspektiv dr det viktigt att vi okar var
forstaelse for hur var paverkan pa var omgivning, genom
stindiga utsldpp i trafik och industri, inte bara paverkar miljon
utan dven var hilsa. 1 dagsliget 4r vi medvetna om att
vart levnadssitt, med forbrinning av fossila brinslen, inte
ar hallbart for var miljo. Trots detta gors inte tillrickligt
stora satsningar pa fornyelsebara brinslen. Om vi Okar var
kunskap om hur luftburna partiklar fran forbranning av fossila
brinslen paverkar var hilsa far vi fler verktyg och incitament
for forandring. Den metod vi har implementerat kan anvéndas
for att undersoka flera andra typer av luftburna partiklars
paverkan pa baroreflexen och kan dirmed fungera som ett
verktyg 1 andra utvecklingsprocesser. Att studier som denna
gors dr dirfor viktigt for att driva den tekniska utvecklingen i
en riktning som &r hallbar bade for miljo och minniskor.

VI. SLUTSATSER

Genom implementering av sekvensmetoden kunde ett matt
pé forsokspersonernas BRS uppskattas. Vid statistisk analys av
jamforelse mellan BRS fore exponering (baseline) och efter
tre timmars exponering kunde det i denna studie inte visas
att dieselpartiklar har en signifikant paverkan pa baroreflexen.
Ingen signifikant skillnad kunde heller visas mellan BRS fore
kammarforsoket och efter tre timmar i oexponerad luft. Detta
innebdr att forsoksuppstillningen inte hade nagon paverkan pa
resultatet.
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En studie 1 klinisk anvindning av
hjarnstamsaudiometri i Region Skane

Sofia Felding (BME-11), Emma Lundell (BME-11)

Sammanfattning—I rapporten utreds hur
hjirnstamsaudiometri bor utforas for att optimera métningens
kvalitet och tillforlitlighet. Hjdrnstamsaudiometri, iven Kkallat
ABR, utfors regelbundet inom Region Skane for att objektivt
testa patienters horsel. Undersokningen utfors genom att
icke-invasiva elektroder fists pa patienten och horselsinnet
stimuleras av en signal med frekvensinnehall valt for att na
hjirnstammen samtidigt. Resultatet fran undersokningen 4r en
vagform med fem toppar, utifran vilka en van audionom eller
likare kan tolka patientens horselformaga.

For att utviardera ABR-miitningars tillforlitlighet utfors i den-
na rapport experiment dir méitningar genomfors samtidigt som
misstiinkta storningskiillor tillits ha inverkan. Den utrustning
som anvinds for insamlandet av data dr Interacoustics Eclipse
EP25. Resultatet analyseras sedan for att avgora om och i sa
fall hur storningar paverkar mitresultatet. Eftersom det inte
bara ér utrustningen utan dven den ménskliga faktorn som kan
paverka mitningens tillforlitlighet genomfors #ven intervjuer
och diskussioner med personalen som utfor ABR pa Skanes
Universitetssjukhus i Lund.

Resultatet fran experiment och intervjuer indikerar att den
viktigaste aspekten for en lyckad miéitning ir att patienten ir av-
slappnad under métningen. Muskelspinningar ér den av de testa-
de storningskéllorna som hojer antalet forkastade métvarden och
sinker kvalitetsmatten ’rejected’, *wave reprocability’, ’residual
noise’ och Fmp mest. De parametrar som personalen bor trinas
i att forsta dr framfor allt det statistiska mattet Fmp samt
medelvirdet av bakgrundsbruset, ’residual noise’. Om dessa
virden granskas kan anvindaren fa virdefull information om
kvaliteten pa mitningen vilket kan ge bade snabbare och mer
tillforlitliga undersokningar. Hur denna information ska na ut
till anviindarna behover ses over i verksamheten.

I. INTRODUKTION

A. Bakgrund

JARNSTAMASUDIOMETRYI, eller Auditory Brainstem
Response (ABR), dr en métning som kan ge information

om innerdrats och hjdrnans forméaga att uppta ljud. Vid en
ABR-mitning stimuleras ett 6ra i taget av ett akustiskt stimu-
lus. Utrustningen samlar sedan in det elektrofysiologiska svar
som avlédses via elektroder fista pa patienten. Patienten deltar
inte aktivt i undersdkningen, vilket gor métningen objektiv. [/1]
Nagot som ddremot ir subjektivt #r tolkningen av resulta-
tet. Vid analys av resultatet betraktas svarens amplitud och
latenstid. Amplituden &r proportionerlig mot antalet neuroner
som aktiveras hos patienten, och latensen beskriver hastigheten
pé signaloverforingen. Topparna i signalen representerar till
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storsta del aktiviteten fran horselsndckan (cochlea) eftersom
storningar paverkar resultaten fran ldngre in i orat. [1]]

Resultatet av inspelningen vid en ABR-undersdkning &r en
serie vagformer benimnda I-V, som normalt registreras under
de 10 forsta millisekunderna efter att stimuli har getts. Vag I-
III ges av kraniala nerven VIII samt den nedre hjdrnstammen.
Vag IV och V ges av den 6ver hjarnstammen. Svar fas normalt
inom 5-6 ms efter stimulering. For stimuli med hogre intensitet
minskar latenstiden samtidigt som svarets amplitud okar. [1[]

Forskning pa signalerna som genereras vid ABR-mitningar
har publicerats sedan mitten av 60-talet. 1967 publicerade
Sohmer och Feinmesser ABR-resultat registrerat med icke-
invasiva elektroder. Jewett och Willistonen beskrev ar 1971
noggrant minniskors ABR och identifierade att de senare
vagorna kom fran hjdrnstammen. 1977 visade Selters och
Brackman korrelation mellan en forldngd inter-peak och
tumorer storre dn 1 centimeter. Metoden anvindes saledes
tidigare for detektion av tumérer men detta har pa senare tid
till stor del ersatts av MRI. 1975 pavisade Starr och Achor
korrelation mellan ABR och sjukdomar i CNS kopplade till
hjarnstammen. [2]

Eftersom mitningen &r objektiv ldmpar den sig for att fa
information om horseln hos patienter som inte sjdlva kan delta
och ge palitliga svar i ett vanligt horseltest. ABR kan dérfor
anvindas for att detektera horselskador hos spéddbarn eller
barn och vuxna med nedsatt funktionsforméga. Ett avvikande
resultat frin ABR-testet kan bekrifta om en horselskada beror
pa skador pa horselnerven eller i hjirnstammen. Det kan
indikera exempelvis tinnitus pa ett ora, latenser mellan hoger
och vinster Ora, nedsatt horsel eller distortion av ljud. [[1]]

ABR ger elektrofysiologiska svar som ér i storleksordningen
mikrovolt. Saledes &r det inte svart att forsta att mitningarna
ar kdnsliga for yttre storningar. Signalen maste forstirkas
minst 100 000 génger innan det #r mojligt att analysera
resultatet. Dessutom maste signalen medelvirdesbehandlas sa
att elektrisk aktivitet som inte hirstammar fran auditiva stimuli
minimeras. [1]]

Elektrisk aktivitet som kan paverka resultat fran elektro-
fysiologiska undersokningar klassificeras som patient- och
utrustningsberoende samt inverkan fran yttre stérningskallor.
Exempel pa storningskillor som dr patientberoende #r dalig
kontakt mellan hud och elektrod, muskelspianningar hos pati-
enten samt kognitiv belastning. Vid kognitiv belastning akti-
veras omraden i kortex vilket detekteras av elektroderna fista
pa patienten. Storningar som kan genereras fran utrustningen
ar exempelvis att forforstirkaren placeras for ndra hardvaran
som samlar in data fran patienten. Yttre storningar kan komma
fran exempelvis mobiltelefoner och datorer som finns i néra



anslutning till utrustningen. De killor som péaverkar mest &r
de som genererar storningar i omradet 20-2500 Hz, vilket &r
det vanligaste méitomradet for ABR. [3]]

Det finns olika metoder for att 6ka signalens styrka sam-
tidigt som brusets inverkan minimeras. ’Bayesian weighting’,
en form av viktad medelvérdesbildning, dr en sddan metod.
Metoden gar ut pa att for varje mitomgang, sa kallade svep,
kvantifieras bakgrundsbruset. Svep med lite brus ges storre be-
tydelse, medan svep med mer brus inte bidrar lika mycket till
slutresultatet. En sa kallad ’rejection level’ appliceras, vilket
utgor en troskel och forkastar alla svep med bakgrundsbrus
over denna niva. Det innebir att resultat fran dessa svep inte
tas med. Fordelen med 'Bayesian weighting’ dr att ’rejection
level’ kan sittas hogre, for att fa med fler svep. Om svepen
innehaller mycket brus ges de mindre betydelse. Denna metod
underléttar métningar i miljder som inte dr optimala nir det
giller yttre storningar. Tiden det tar tills tillrdckligt bra resultat
erhélls under en mitning kan da minskas. [4]

For att fa information om métningens kvalitet under tiden
som undersokningen pagar kan man titta pa de nagon av
parametrarna ’‘rejected’, "wave reproducibility’, ’residual no-
ise’ eller Fmp (Statistical analysis of multipal points) som
presenteras i mjukvaran under mitningens géng. Fmp &r en
matematisk beridkning som baseras pa 21 métpunkter fran den
inspelade vagen och indikerar kvaliteten pa vagen [6]]. "Wave
reproducibility’ dr ett matt mellan 0 och 100 procent som visar
hur stor sannolikheten &r att ett svep fran mitningen stimmer
dverens med den vdgform som presenteras. 'Rejected’ anger
hur stor andel av svepen som blev forkastade under métningen.

"Residual noise’ ér ett medelvirde av bakgrundsbruset. Det
beridknas vanligtvis inom ett tidsfonster pa 10 ms, och det
baseras pa stabiliteten hos vagformen. Nir ’residual noise’ gar
ner under en viss niva, tex. 40 nV for vuxna och 20 nV
for barn, kan métningen avslutas och ge ett palitligt resultat,
oavsett hur manga svep som har gjorts. [7]]

Fmp ir en statistisk analys av ABR-métningen. Det bygger
pé att svarsamplituden jaimfors med bakgrundsbruset, dven hir
i ett tidsfonster pa 10 ms. Lagre brus och hogre svarsamplitud
ger hogre Fmp. Nir nivén stigit 6ver 3,1 erhalls med 99 pro-
cent sannolikhet ett svar som hirstammar fran en #kta signal
och inte fran brus. Fordelen med ovanstaende tva parametrar
ar att de kan anvéindas for att bestimma nédr métningen kan
avslutas, detta for att minska testtiden och oka sannolikheten
for att palitligt mitresultat. Sdledes anvinds statistik istillet
for anvindarens subjektiva beddmning av svaret. 7]

Traditionellt sett har ABR-métningar utforts med stimuli
i form av ett klick, vilket innebidr att ett brett spektrum av
frekvenser stimulerar Orats basilarmembran. Eftersom hoga
frekvenser detekteras och gors om till aktionspotentialer ti-
digare i snidckan #n ldga frekvenser, niar de hoga frekven-
serna hjarnstammen fortare [10]. Resultatet av en ABR-
undersokning gjord med klick-stimuli blir saledes ett resultat
som dr forskjutet i tiden, och ddarmed inte helt synkront. Chirp-
stimuli skiljer sig fran klick-stimuli genom att 6rat stimuleras
av en signal dér 1aga frekvenser skickas in fore hoga frekven-
ser, vilket innebir att alla frekvenser nir basilarmembranet
samtidigt och saledes dven hjarnstammen [9]]. Eftersom svaret
inte langre ar forskjutet i tiden blir svarsamplituden for varje

chirpstimuli dubbelt sd stor som for traditionell klickstimuli,
vilket underlittar for tolkning av métresultatet [8]]. Dessutom
har chirp-stimuli ett smalare frekvensband, vilket innebar
att man far ett mer frekvensspecifikt svar. Chirp-stimuli ger
alltsd tydligare information om patientens horsel inom ett mer
avgransat frekvensomrade. [[10]]

B. Tes och agenda

ABR och andra elektrofysiologiska métningar av horseln
anviands regelbundet pa audiologiska avdelningar i Region
Skane. Fordelen &r att mitningarna ger objektiva svar. Nack-
delen #r att det finns moment i undersokningen som gor att
svaren kan bli otillforlitliga. Tesen i denna rapport dr att yttre
storningar ar en faktor som skulle kunna dventyra métningens
tillforlitlighet. En annan faktor som skulle kunna paverka &r
att de tekniska kunskaperna hos audionomer dr begridnsade,
vilket paverkar valet av metod for att avgora kvaliteten pa
en matning. Forsking kring analys av de elektrofysiologiska
svaren, storningar, medelvérdesbildning, brus, filter och nya
typer av stimuli har forbéttrat forutsiattningarna for att utfora
bra ABR-mitningar, men audionomerna maste ocksa ha en
forstaelse for dessa parametrar for att métningarna ska ge ett
tillforlitligt resultat.

Denna studie ska utreda hur en ABR-mitning ska utforas
for bist resultat. Detta ska uppnas dels genom en kartliggning
av Region Skanes audionomers kunskaper kring utrustning-
ens instdllningar och tillvigagangssittet for métningen. Dess-
utom ska en uppsittning test med olika forutséttningar utreda
mitningens kinslighet for yttre storningar.

II. DATA

For att fa en djupare inblick i de problem som de au-
dionomer som arbetar med ABR-mitningar pd Skanes Uni-
versitetssjukhus (SUS) kommer i kontakt med skickades ett
formuldr med fragor ut. Formuléret besvarades av tre personer.
Den information som samlades in bestod bade av tekniska
specifikationer och subjektiva asikter om hur audionomen
upplever att utfora specialmétningar.

For att testa vilken inverkan vanliga storningskillor har pa
ABR-mitningar gjordes kliniska tester pa en 23-arig kvin-
na med normal horsel. Datan som samlades in jamfordes
och utvirderades. For att generera reproducerbara resul-
tat anvidndes ett och samma testprotokoll under samtliga
mitningar. Datan samlades in med utrustning tillverkad av
Interaucustics med modellnamn Eclipse.

III. METOD
A. Litteraturstudier

For grundldggande information om vad
hjarnstamsaudiometri &r, vad det anvinds till, hur métningar
som utférs och vilken forskning som dr aktuell inom
omradet gjordes en litteraturstudie. Bocker lédnades av
Audiologiska avdelningen i Lund och artiklar soktes via
LUB-Search. Sokorden inneh6ll bland annat ’Auditory
Brainstem Response’, ’Measurement’, ’Noise’ och ’Filter’.
Dessutom soktes artiklar specifikt fran vissa forfattare,



t.ex. Wayne Wilson, som har varit tongivande i mycket av
forskningen kring ABR.

Litteraturstudien innefattade ocksa artiklar, manualer och
undervisningsvideos fran tillverkaren Interacoustics. Under-
laget fran Interacoustics gav information om den hard- och
mjukvara som anvinds pa SUS i dagslidget, samt vilka metoder
som ligger bakom utvecklingen av dessa. Bland annat soktes
information om ’Bayesian weighting’, ’residual noise’, Fmp
och Chirp-stimuli.

B. Intervjuer

Intervjuer gjordes med tre audionomer fran Audiologiska
avdelningen pa SUS i Lund. De tre anstillda pa avdelningen
utfor sa kallade specialmitningar, vilket innefattar bland an-
nat ABR. Syftet med intervjun var dels att fa en Gverblick
av vilken instdllning audionomerna som regelbundet arbetar
med specialmétningar har till metoderna som anvinds, dels
att identifiera eventuella svérigheter och problem relaterat
till métningen. Fragorna berdrde bland annat vilka ABR-
utrustningar som anvinds av audionomen, hur sdker hon
kénner sig pa att anvdnda dessa och hur hon gar till viga for
att fa hjalp med mitningen om problem uppstar. Det stilldes
ocksa mer tekniskt specifika fragor kring vilka testprotokoll
som anvdnds och hur insatt audionomen #r i hur dessa
ar instillda. Slutligen undersoktes hur audionomen allmént
kinner for att arbeta med utrustningen, vad som upplevs som
svart betriffande utforande av ABR-mitningar samt forslag till
forbittring. Tva av intervjuerna foljdes upp med diskussioner
med anledning av att fortydliga de angivna svaren.

C. Experimentell undersokning av storningar

Syftet med experimentet var att undersoka huruvida ytt-
re storningar paverkar utrustningen som anvinds vid ABR,
och om sa dr fallet, hur storningarna kan minimeras. Ut-
rustningen lanades fran Audiologiska avdelningen i Lund,
och dr en av utrustningarna som vanligtvis anvidnds vid en
ABR-undersokning pa patienter. Tillverkare av utrustningen
ar Interacoustics och modellen heter Eclipse. Mjukvaran som
tillhor heter EP25. Till experimentet anvdndes olika typer av
elektronisk utrustning som vanligtvis aterfinns pa sjukhus och
eventuellt kan verka som storningskillor, t.ex. mobiltelefoner.

De kliniska testerna i ABR inleddes med att testpersonens
oversta hudlager tvittades bort med kiselpasta for att ge bittre
kontaktyta dir elektroderna skulle fista. Huden desinficerades
med sprit och tre elektroder féstes enligt klinisk standard
med en pa varje mastoid och en i harfistet pa testpersonen,
se figur En fjiarde jordelektrod fistes pa vinster kind.
Impedansen kontrollerades att vara mindre &n 2 kOhm for
samtliga elektroder, vilket ar tillrdcklig 1dgt for att kontakten
ska anses vara god och kunna resultera i ett tillforlitligt resultat
[Sl. En tongenererande instickshorlur fordes slutligen in 1 varje
Ora pa testpersonen.

Infor métningen ombads testpersonen att slappna av och
sdtta sig bekvdmt i stolen. En ton med angiven frekvens och
dB-niva spelades upp i testpersonens hogra ora, samtidigt
som ett maskeringsbrus spelades upp i det vinstra orat. Un-
dersokningen fortsatte tills maximalt 4000 svep hade utforts.

\,

Figur 1. Klinisk standard for applicering av elektorer infor en ABR-miitning.
En elektrod placeras pa varje mastoid, en i harfistet och en pa vinster kind.

Om parametern 'residual noise’ understigit en niva pa 40 nV
stoppades dock métningen automatiskt enligt instéllningar i
testprotokollet i figur 2} For att generera reproducerbara resul-
tat anvéndes ett och samma testprotokoll, bendmnt CE-Chirp
LS, som grund. Testprotokollet med samtliga instillningar
visas i figur 2}
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Figur 2. Instéllningar for protokollet CE-Chirp LS.

Genom att infora och forflytta olika potentiella
storningskillorna undersoktes eventuell inverkan pa ABR-
utrustningen. For att identifiera paverkan fran de olika
kallorna forsokte varje killa i storsta mojliga man testas
oberoende fran de andra. For att uppna ett sd korrekt som
mojligt forflyttades killor som inte aktivt testades bort fran
ABR-utrustningen.

ABR-undersokningarna utfordes enligt foljande schema:

A Mitningar utfordes under normala forutsittningar pa
60, 50, 40, 35 och 20 dB niva.
B Testpersonen tuggade tuggummi for att simulera

muskelstorningar i ansiktet. Mitningen utférdes pa
nivaerna 50 dB och 35 dB.

C Testpersonen ldste en text for att simulera mental
anstrdngning. Métningen utférdes pa 50 och 35 dB.
D Forforstiarkaren placerades ovanpa hardvara for att

generera storningar. Métningen utférdes pa nivaerna
50 dB och 35 dB.

E Tva mobiltelefoner placerades pa varsin sida utrust-
ningen och ett samtal inleddes. Métningen utfordes
pa nivan 50 dB.



F Fyra mitningar utférdes med #ndringar gjorda i
testprotokollet. Frekvensen &dndrades inledningsvis
till 33,1 Hz. Vid nista undersokning kryssades ru-
tan 'minimize interference’ i. Vid tredje métningen
dndrades lagpassfiltret till 5000 Hz och dérefter
hogpassfiltret till 0,5 Hz 6/oct. Samtliga ovanstaende
mitningarna utférdes pa 50 dB.

Under samtliga mitomgéangar, forutom infor métomgéng
E, stingdes samtliga mobiltelefoner i rummet av. Datorer
och annan elektronisk utrustning placerades minst tva meter
fran utrustningen. For méitomgang C, D och E utfordes re-
ferensmétningar utan storningskilla pa samma decibelnivéer
som mitningarna gjorda med inducerad storningskilla, detta
for att behindigt kunna jamfora resultaten.

Hur undersdkningen paverkades dokumenterades digitalt
i bade text- och bildformat. Parametrarna ’rejected’, wave
reproducability’, ‘residual noise’ och Fmp som alla kan ge in-
formation om mitningens kvalitet antecknades under samtliga
mitningar.

Slutligen, for att uppskatta kvaliteten pa de utforda
mitningarna, analyserades parametrarna statistiskt. Det gjordes
tio referensmétningar pa nivaerna 50 respektive 35 dB. For
dessa mitningar berdknades sedan medelvidrde och standar-
davvikelse i programmet Excel. Detta utfoérdes med anledning
av att bestimma ungefdr hur stora avvikelser som 4r normalt
for de ovan nimnda parametrar rejected’, wave reproducabi-
lity’, ’residual noise’ och Fmp vid métningar under liknande
forutsdttningar.

IV. RESULTAT
A. Information fran intervjuer

1) Audionom A: Audionom A Kkinner sig siker pa att
anvinda samtliga utrustningar som finns tillgéngliga pa Audio-
logen i Lund. Hon upplever tolkning av svar som den svaraste
delen av undersokningen. Hon berittar att sedan inférandet av
testprotokoll har det blivit omstindigt att dndra instdllningar
tillfalligt. Hon upplever att hon kunde gora en bittre mitning
tidigare da hon kunde #ndra filtreringen efter métningen sjilv.

Vid problem med undersékningen kontrollerar hon sladdar,
elektroder och angivna parametrar, startar om utrustningen och
kontrollerar ljudgivaren. Om problem kvarstar provar hon sig
fram, ldser manualen eller fragar en kollega. Hon onskar tid
for regelbunden uppdatering och tid for ut- och fortbildning
for att forbittra och forenkla ABR-mitningar.

2) Audionom B: Audionom B anvinder endast ABR-
utrustning av mirket Audera och har dnnu inte haft tid
att ldra sig Eclipse, som koptes in till avdelningen senare.
Aven hon upplever tolkning av svar/kurvor som den sviraste
delen av undersokningen. Storningar upplevs inte som sérskilt
problematiskt, men skulle métsvaren bli otydliga kontrollerar
hon impedansen samt att patienten ligger bra eller att barnet
inte dr vaket. Patientens egen aktivitet och muskelspidnningar
verkar enligt audionom 2 stéra mer @n mobiltelefoner och
andra yttre storningar.

Om problem uppstir fragar hon Kkollegor eller tittar
i hjalpprogrammet. Hon oOnskar kunna justera protokollen
som anvinds sjilv. I nuldget foredrar hon att anvdnda det

forinstéllda protokoll som gjorts i Malmé framfor det i Lund.
Hon 6nskar att alla testprotokoll ska standardiseras och namn-
ges entydligt for att eliminera risken for misstolkning.

Audionom B upplever att instillningen 33,1 stimuli per
sekund ger bittre resultat 27,1 som idr instdllt i standard-
protokollet. Filter som hon anvinder dr ett hogpassfilter med
brytfrevens vid 5S0Hz och lagpassfilter med brytfrekvens vid
antingen 1,5 kHz eller 1,5 kHz. Tidsfonstret stills till 10 ms
pa vuxna och 15 ms pé barn.

3) Audionom C: Audionom C kinner sig mest bekvim
med att anvinda Eclipse men anvénder regelbundet samtliga
utrustningar, alltsd dven Audera. Hon upplever att det svaraste
med en ABR-undersokning dr nér storningar uppstar trots att
patienten &r lugn och elektroderna sitter bra med god kontakt.
Tolkningen av resultaten dr ocksa tidskrdavande. Ytterligare ett
problem ér att hon inte kédnner sig insatt i hur testprotokollen
ar instdllda. Om problem uppstar under métningen felsoker
hon sjilv genom att kontrollera elektroder och sladdar. Om
fel kvarstar tillkallas en annan audionom pa avdelningen eller
en ingenjor.
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Figur 3. Vagformerna frin mitomgéang A-F. Siffrorna vid y-axeln visar

pa vilken dB-nivd mitningen gjordes. I bild C, D och E é&r kurvorna R
referenskurvor och R1 &r kurvorna fér méitning med storningar. I bild F &r R
= normal, R1 = sampelhastighet 33,1 Hz istillet for 45,1 Hz, R2 = minimize
interference ikryssad, R3 = lagpassfilter dndrat till 5000 Hz, R4 = hogpassfilter
dndrat till 0,5 Hz 6/oct.



B. Mditresultat fran experiment med storningar

Vagformerna som mitningarna i omgang A-F resulterade i
visas i figur 3] (A-F).

Pa kurvorna i figur [3| kan en van audionom eller ldkare
markera ut topparna I-V pa vagformen som genererats. Den
tydligaste toppen, V, hamnar i samtliga mitningar nagonstans
mellan 6 och 8 ms, strax innan kurvan gér skarpt nedat. No-
terbart #r att vag V forskjuts nagot framat i tiden for mitning
pa en lagre dB-niva. I bild 2C-E har kurvor fran métningar vid
normala forutsittningar lagts ovanpa kurvorna fran métningar
gjorda under paverkan av inducerade stérningskéllor, detta for
att direkt kunna jimfora vagformerna.

Under tiden som samtliga métningar i omgang A-F ge-
nomfordes registrerades resultatet av ‘residual noise’ och Fmp
enligt figur [
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Figur 4. Exempel pa en graf fér Fmp (r6d) och ’residual noise’ (svart) under
en ABR-miitning.

De gréna bockarna till vinster respektive hoger i figur @] vi-
sar att Fmp respektive ‘residual noise’ i denna mitning hamnat
pa en enligt instillningarna tillfredstéllande niva. Resultaten
for ‘rejected’, *wave reproducibility’, Fmp och ’residual noise’
for samtliga vagformer i samtliga métningomgangar A-F kan
ses i tabell

I tabell [ kan utlésas att parametern ‘rejected” oftast hamnar
pé noll, med undantag for mdtomgang B. *Wave repro.” hamnar
for samtliga métningar pa over 80 procent, dter igen med
undantag for mitomgang B. 'Residual noise’ varierar mellan
40 och 121 nV, dven hidr noterades det hogsta, alltsd ur
storningssynpunkt sidmsta virdet i midtomgang B. Fmp, som
ska vara minst 3,1 for en pélitlig mitning, varierade mellan
4 och 97. Det storsta virdet aterfanns under de normala
forutsittningarna, medan det ldgsta virdet noterades da test-
personen tuggade tuggummi i mitomgang B.

Slutligen redovisas i figur [5| de 10 kontrollmitningar som
utfordes pa 50 dB respektive 35 dB. Kurvorna har lagts ovanpa
varandra for att variationen mellan kurvorna tydligare ska
kunna urskiljas, se figur [5]
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Figur 5. A. 10 kurvor fran métning pa 50 dB. B. 10 kurvor fran mitning
pa 35 dB.

Tabell T
DATA FRAN MATOMGANG A-F

Rejected | Wave repro. | Residual noise | Fmp
(%) (%) (@V)

A . Normal
60 dB 0 96 45 57,28
50 dB 0 95 40 97,41
40 dB 0 93 40 84,09
35 dB 0 94 51 50,21
20 dB 0 91 40 36,85
B. Muskelanstr.
50 dB 50 57 96 8,12
35 dB 45 52 121 4,16
C. Lisa
normal 50 dB 1 93 55 31,63
ldasa 50 dB 2 96 39 67,73
normal 35 dB 0 94 47 38,11
lasa 35 dB 0 93 41 67,96
D. Forforstarkare
normal 50 dB 0 97 51 65,43
ndra 50 dB 0 96 49 55,79
normal 35 dB 0 91 45 38,53
nira 35 dB 0 83 51 20,51
E. Mobiltelefoner
normal 50 dB 0 88 55 19,07
ringer 50 dB 0 88 58 32,62
F. Instéllningar
normal 50 dB 0 97 42 67,03
33,1 Hz 0 95 43 22,46
min. interf. 0 95 59 39,09
lagpass 5000 0 96 43 61,23
hogpass 0,5 0 97 44 73,71

I tabell [l redovisas medelvirde och standardavvikelser for
kontrollmitningarna med avseende pa samma parametrar som
dterfinns i tabell [l

Tabell 11
MEDELVARDE OCH STANDARDAV VIKELSER
’ ‘ Medelvirde | Standardavvikelse

50 dB

Rejected 0,3 0,64
Wave repro. 91,9 5,58
Residual noise 44,1 7,79
Fmp 52,8 14,81
35 dB

Rejected 0,3 0,9
Wave repro. 93,8 3,46
Residual noise 39,8 0,4
Fmp 57,9 9,80

Precis som for majoriteten av métningarna i omgang A-
F visar referensmitningarna, bade pa 50 dB och 35 dB,
laga virden for ’rejected’ och hoga virden for *wave repro’.



’Residual noise’ gick ner till 40 nV for de flesta av de
tio referensmitningarna, vilket gjorde standardavvikelsen for
denna parameter 1ag. Storst standardavvikelse noterades for
Fmp.

V. DISKUSSION

Gemensamt for audionomerna som arbetar med ABR-
mitningar pa SUS 4r att de kidnner en generell osikerhet
kring utrustningen. Det finns flera olika modeller av utrust-
ningen som anvinds kliniskt pa avdelningen. Endast en av
audionomerna som har besvarat fragan kinner sig bekvim
med att anvinda samtliga modeller. Tva av tre lyfte fram
en onskan om att sjdlva kunna modifiera parametrar under
en undersokning istéllet for att anvinda sig av féirdigifyllda
protokoll, vilket idag dr standard pa SUS. Detta indikerar att
audionomerna sjilva har ett tekniskt intresse och en énskan om
att mer individanpassa undersokningen efter patienten. Sam-
tidigt kan standardiserade protokoll vara att foredra eftersom
samma instillningar for samma typ av métningar underlittar
for tolkning av resultaten. Problemet idag &r att audionomerna
inte litar pa de forinstéllda protokollen och samtidigt besitter
de inte tillrackligt med forkunskaper for att sjdlva modifiera
instédllningarna.

Ett generellt tillvigagangssitt nir nagot inte fungerar 4r att
soka hjilp fran kollegor. Det #r inte ovanligt att métresultaten
misstros eftersom svaren fran tva mitningar gjorda pa en
patient, med identiska forutsittningar, kan se olika ut. Denna
osidkerhet ligger dock i elektrofysiologiska métningars natur
eftersom sadana svar alltid varierar. Detta syns ocksa i bild 4.
De tio kurvorna ir inte identiska, trots att mitningarna gjorts
under exakt samma forutsittningar. Standardavvikelserna i ta-
bell 2 visar ocksa variationen for de olika parametrarna mellan
olika métningar. Avvikelserna &r inte sérskilt stora betridffande
”wave repro.” eller “rejected”. Avvikelsen &r nagot storre for
Fmp, dock dr medelvirdet 6ver 50 for referensmétningarna
pa bade 50 dB och 35 dB. Detta virde dr med god marginal
over 3,1 vilket dr det viarde som enligt testprotokollet, se bild
(se figur |2} rekommenderas som minimum for att métningens
kvalitet ska anses godkédnd. Séledes #r alla métningar gjorda
under forsoket godkdnda med god marginal. For ’residual
noise’ var medelvirdet runt 40 nV, och standardavvikelsen
var mycket liten. Detta beror pa att det i instdllningarna (se
figur [2)) valts att 40 nV ska anvidndas som stopp-kriterium for
mitningen. Detta innebdr att métningen automatiskt stoppas
och inga fler svep gors nir ’residual noise’ natt ner till denna
niva. Eftersom nistan alla referensmétningar lyckades med
detta avlistes detta virde oftast till 39-40 nV, vilket alltsa
medfor en mycket liten standardavvikelse.

Om resultaten i tabell [I| jamfors, dels inbdrdes och dels med
referensmitningarna i tabell syns att vagens reproducer-
barhet samt andelen forkastade svep hamnar pa laga nivéer
for alla métningar med undantag for mitningen paverkad av
muskelanstringning. Hér dr ocksa nivan for ‘residual noise’
avsevirt hogre dn for samtliga 6vriga métningar och resultatet
nar inte upp till en godkind niva. Fmp &r ocksa betydligt simre
hir, dock fortfarande pa en enligt instillningarna godkind niva.
Det som audionomerna upplever som storsta anledning till att

mitningen haller 1ag kvalitet stimmer alltsd Gverens med de
resultat som uppmiittes. Att patienten dr avslappnad ser ut att
kunna paverka mitningen avsevirt. Gemensamt for resultaten i
tabell || 4r att ‘residual noise’ varit nagot hogre dn griansvirdet
40 nV i de flesta métningarna. Detta beror sannolikt pa att
testpersonen inte varit tillrackligt avslappnad. Vid en klinisk
miétning ska atgérder vidtas for att 6ka avkopplingsnivan hos
patienten, t.ex. genom att ha en bekviam stol och slidcka lampan
i rummet. Inga av dessa atgirder vidtogs infor ovanstaende
forsok.

Vid Ovriga mitningar med tillforda storningar i form av
mental aktivitet, fel placering av forforstirkare samt mobil-
telefoner i nédrheten kan inga storre skillnader utldsas. Fmp
varierar mycket, men haller sig alltid 6ver gransvérdet pa 3,1.
Under vissa forsok avldstes Fmp till ett hogre virde, det vill
sdga mitningen anses mer palitlig, dd storningar infordes dn
vid samma maétning i normalldget. Det finns saledes inget i
dessa parametrar som indikerar att de inducerade stérningarna
paverkade mitningen negativt. Det gar inte heller att dra nagra
slutsatser om att olika instéllningar for filter eller stimulerings-
hastighet paverkar mitningen signifikant.

Ingen av audionomerna ndmner att de studerar Fmp eller
’residual noise’ for att avgdra om mitningen #r pélitlig eller ej.
Enligt tillverkaren av Eclipse (Interacoustics) finns en tradition
av att istillet avldsa vagens reproducerbarhet for att avgora
mitningens kvalitet. Detta &r enligt Interacoustics dock ett
forlegat matt, eftersom det inte &r sdrskilt exakt. Dessutom
beror detta matt pd inom vilken tidsram man i protokollet
viljer att berdkna reproducerbarheten. I aktuellt protokoll
(se figur [2) anvinds tidsfonstret 2-18 ms. Samtidigt ligger
vagtoppar av intresse av normalt vid ungefir 0-10 ms. Ett
mer modernt och palitligt sitt dr enligt Interacoustics att avldsa
Fmp och ’residual noise’. Fordelen med att forst betrakta Fmp
ar att ett snabbt svar ges huvudvida mitresultaten &r troligt
att hiarstamma fran ett dkta svar istillet for brus. Om Fmp ir
over nivan 3,1 kan det med 99% sannolikhet bestimmas att
signalen hirstammar fran ett dkta svar. Direfter kan ’residual
noise’ anvindas som ett matt pa ndr patienten dr tillrdckligt
avslappnad, vilket i sin tur innebér ett métresultat haller
hog kvalitet. Da grinsvirdet 40 nV uppnatts kan métningen
stoppas, vilket ger mojlighet att tjdna dyrbar tid, till exempel
innan ett barn som undersoks vaknar. Information om detta
verkar dock inte ha natt ut till anvindarna, som inte har for
vana att titta pa dessa parametrar under métningens gang.

I rapporten har klinisk anvindning av ABR i Region
Skane studerats ur ett tekniskt perspektiv med fokus pa
storningskillor som eventuellt kan péaverka undersokningen.
En faktor som kan ha signifikant inverkan pa resultaten
ir att testpersonen i de experimentella undersokningarna
har normal horsel. ABR utfors vanligtvis pa patienter med
horselnedsittningar. For att validera resultaten ytterligare
behovs en storre serie mitningar utféras pa ett storre antal
testpersoner med ett varierande spann av horselformaga.

For att vidare bedoma och utreda kvaliteten pa den utbild-
ning som personalen inom Region Skane far vid inforandet
av en ny hard- och mjukvara féor ABR skulle en jimférande
studie exempelvis kunna goras i Vixjo didr samma typer av
mitningar med samma typ av utrustning utfors.



VI. HALLBAR UTVECKLING

Hallbar utveckling innebdr att savil ekonomiska som mate-
riella resurser anvéands effektivt. Nir det géller ABR-métningar
i Region Skane finns mer att 6nska nir det géller dessa delar.
Idag finns det utrustning inom Region Skane som kopts in for
tiotusentals kronor som inte anvinds av hela personalstyrkan
eftersom anvindarna inte kénner sig trygga med hur tekniken
fungerar. Dessutom ér all tid inom sjukvarden dyrbar, och
anvidndarnas osdkerhet kring utrustningen gor att den tid som
avsitts for en ABR-undersokning inte anvinds effektivt. For
en mer hallbar utveckling kring ABR-métningar kréivs tydliga
instruktioner om hur man gar till vdga, savil tekniskt som
kliniskt. I denna rapport &r det framfor allt den tekniska delen
som har analyserats, och slutsatserna foljer nedan.

VII. SLUTSATSER

Med ritt instédllda testprotokoll som anvidnds konsekvent
for samma typ av miétningar finns egentligen ingen storre
anledning att misstro resultatet av en ABR-mitning. Yttre
storningar paverkar sillan, fokus ska istillet placeras pa patien-
tens sinnestillstand sé att denne dr sa avslappnad som mdojligt.
En avslappnad patient genererar en mer tillforlitlig métning
som dessutom kan genomforas snabbare.

Finns osédkerhet kring métningens kvalitet ska parametrarna
’residual noise” och Fmp betraktas. Generellt giller det for per-
sonalen som arbetar med ABR att parametrars betydelse samt
tolkning av kurvor dr svart. For att underlitta for de anstillda
behovs vidareutbildning av personalen. Informationen kring
béda problemen finns tillgdnglig i manualer och artiklar, men
hur den bist formedlas till anvédndaren i vardagen bor ses over i
verksamheten. Mer littforstadd information samt regelbunden
fortbildning skulle bidra till snabbare undersokningar med
hogre kvalitet samt att resultaten som producerats anses vara
tillforlitlig enligt audionomer savél som lékare.

Vidare forskning behovs for att validera resultaten fran
denna kliniska studie eftersom underlaget har varit begrinsat
med avseende pa antalet deltagande testpersoner i de experi-
mentella undersokningarna samt antalet deltagande anstillda
inom Region Skane.
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Kombinerat mfERG och mtVEP for snabbare och
sakrare undersokning av oklar synnedsittning

Victor Lundqvist (BME12), Mikael Maga (BME12)

Sammanfattning—Manga personer lider av oklar syn-
nedsiittning dir det Ar svart att avgora var problemet ir
lokaliserat. Tva metoder som anviinds Kliniskt ér multifokalt
elektroretinogram (mfERG) och multifocal visual evoked poten-
tials” (mfVEP) vilka undersoker retinas respektive synbanornas
funktion. Dessa genomfors separat men om de skulle kunna
utforas simultant skulle det leda till bittre mdjligheter att
diagnosticera dessa personer. For att undersoka huruvida detta
ar mojligt genomfordes en studie pa ogonklinken vid Skanes
universitetsjukhus i Lund. I studien deltog 7 individer som alla
fick genomga en mfERG-undersokning samt en simultan un-
dersokning dér ett svar fran savil retina som synbark registrera-
des. Baserat pa resultatet fran mfERG Klassificerades individerna
som normalseende respektive synnedsatta. Forsoksuppstéllningen
for den simultana undersokningen medforde ett normalt svar
fran synbarken, fokus lag diirfor pa att analysera det retinala
svaret. Den initiala analysen indikerade att det erhallna svaret
niarmast liknade ett ”pattern electroretinogram” (PERG), vilket
d4r en annan typ av retinalt svar. For de normalseende syns
en tydlig topp vid 50 ms och en mer diffus topp vid 100 ms.
Dessa toppar aterfanns inte hos de synnedsatta. Tva olika SNR-
viirden beriknades utifran det retinala svaret fran den simultana
undersokningen varav det ena visade en tydlig skillnad mellan
normalseende och synnedsatta. Studien pavisar att det finns goda
mojligheter att kunna utfora en simultan undersokning av retina
och synbanorna med Kkliniskt véirde. Det finns dérfor starka
incitament for fortsatta studier pa omradet.

I. INTRODUKTION

*S, GONSJUKDOMAR av olika slag drabbar savil unga
Osom gamla vilket kan leda till stort lidande fo6r den
drabbade. Att tidigt kunna stilla en korrekt diagnos ir av
stor vikt for den enskilda. Det finns manga patienter som
lider av svardiagnosticerade dgonsjukdomar. Hos manga av
de patienter som lider av oklara synnedséttningar dr det ofta
ett problem att avgora om problemet dr lokaliserat till retina
(néthinna) alternativt synbanorna.

A. Ogat

De yttre delarna av Ogat har till uppgift att samla och
fokusera ljuset pa retina dér energin fran fotoner omvandlas
till elektriska nervsignaler [1]. Uppbyggnaden av retina &r
komplex och utgors av 5 distinkta celltyper. Fotonabsorptionen
dger rum i fotoreceptorerna vilka &r beldagna i det yttersta lagret
av retina, langst bort fran glaskroppen. Detta medfor att ljuset
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maste passera genom de Ovriga retinala neuronerna for att
na fotoreceptorerna. Detta har dock inte sd stor paverkan pa
ljusgenomslédppet pa grund av att cellagren &r tunna och trans-
parenta. Fotoreceptorerna &r uppdelade i tva typer, firgkinsliga
tappar som har hog koncentration i macula lutea (gula flicken)
samt ljuskinsliga stavar som finns utanfér den mest centrala
delen av macula, kallad fovea centralis.

Det innersta cellagret utgdrs av gangliecellerna vars axoner
samlas i nervus opticus (synnerven) och limnar 6gat i papilla
(blinda flacken) [1] [2]. De bipoldra cellerna fungerar som en
brygga mellan fotoreceptorer och ganglieceller. De Gvriga tva
celltyperna dr interneuroner med frimst horisontell utbredning.
Horisontalcellerna bildar synapser med fotoreceptorer och
bipoldra celler och hjélper till att reglera signaldverforingen.
Ett liknande cellager bestidende av de amakrina cellerna finns
mellan de bipolidra cellerna och gangliecellerna.

Nervus opticus fran respektive ga mots i chiasma opticum
[2]] [3]]. Har sker en overkorsning mellan de axoner som bir
pa information fran det temporala synfiltet fran respektive
Oga. Pa sa sitt samlas synintrycket fran hoger respektive
vénster synfilt. Darefter leds signalerna vidare till syncentrum
i hjdrnan vilket dr beldget i bakhuvudet. Skador pa olika delar
av ledningsbanorna ger upphov till olika synbortfall.

B. mfERG

Elektroretinogram (ERG) dr en vilbeprévad klinisk metod
som anvands for att utvirdera retinas funktion [4]. ERG maéter
retinas elektrofysiologiska aktivitet som helhet.

En vidareutveckling av denna teknik dr multifokalt elektro-
retinogram (mfERG) som gor det mojligt att fa ut information
om funktionen i avgridnsade delar av retina [5]. Med denna
metod gér det att uppticka lokala aktivitetsfordndringar i retina
som tidigare var svara att pavisa.

Vid en mfERG-understkning appliceras en lins pa patien-
tens cornea (hornhinna) innehallande komponenter som gor
det mojligt att mita den elektriska aktiviteten fran retina
som uppstar vid stimulering [6]. Vid undersdkningen #r det
viktigt att patienten sitter avslappnat och har stod som minskar
muskelaktivitet. Det dr dven viktigt att patienten klarar av att
fokusera pa samma punkt under hela undersokningen. For att
underlitta detta dr undersokningen uppdelad i flera intervall,
ofta 15-30 sekunder langa, dér patienten ges mojlighet att
blinka i pauserna for att minimera de storningar som detta
medfor. Uppdelningen i intervall gor det dven mojligt att
forkasta en maétserie dér till exempel en blinkning har stort
utan att forlora en stor midngd data.

Retina stimuleras med hjdlp av ett hexagonalt monster
som normalt innehéller 61 eller 103 hexagoner, se figur



Figur 1. Hexagonalt stimuleringsmonster med 103 sektorer som anvinds vid
mfERG [6].

Hexagonernas storlek Okar inifran och ut for att varje hexa-
gon ska stimulera lika manga fotoreceptorer pa retina. Detta
medfor att de elektriska signalernas amplitud dr jimforbara
mellan olika omraden. Vid stimulering skiftar hexagonerna
firg fran svart till vit eller tvéirtom. D4 alla filt inte byter firg
samtidigt upplevs firgskiftningarna slumpmaéssiga men foljer
egentligen en och samma pseudo-randomiserade m-sekvens.
Denna dr forutbestimd men startpunkten i sekvensen for de
olika hexagonerna &r atskilda. I detta fall utgdrs m-sekvensen
av en binir sekvens bestdende av tva olika tillstdnd, 1 och
—1, dédr 1 motsvar vitt och —1 mostvarar svart [[7]. Lingden
pa sekvensen bestims av m-sekvensexponenten n enligt 2" — 1
dér n &r ett heltal.

P1

N2

Figur 2. Exempel pa standardsignal erhéllen vid mfERG med de tre topparna
utmirkta [6]. Den vertikala pilen visar amplitud och den horisontella “implicit
time” for P1.

Med tekniken miits flera lokala ERG-svar, typiskt 61 eller
103 beroende pa valt stimuleringsmonster. Det som miits &r
inte direkt de lokala svaren utan de berdknas med hjilp av
algoritmer; for en utforlig forklaring av matematiken bakom
hianvisas det till referens [8|]. Forstielse for den matema-
tiska teorin dr dock ej nodvindigt for att kunna tillimpa
undersokningsmetoden.

Responset pa stimulus askadliggérs med en vagform
bestaende av tre karakteristiska toppar [6]. En negativ topp in-
ledningsvis efterfoljs av en positiv topp och vanligtvis aterfinns

Figur 3. Stimuleringsmonster med 60 sektorer f6r mfVEP [9].

ytterligare en negativ topp i slutet. Dessa kallas N1, P1 och
N2 med avseende pa deras polaritet och placering i tiden, se
figur 2] Amplituderna miits vanligtvis mellan extrempunkterna
("topp-till-topp amplitud”). Séledes méts amplituden i P1 fran
botten av N1 till toppen av P1. Tiden fran stimulering till
respektive extrempunkt bendmns “implicit time”.

C. mfVEP

”Multifocal visual evoked potential” (mfVEP) dr en teknik
som visar den elektriska aktiviteten i syncentrum i hjdrnan ef-
ter visuell stimulering av 6gat [9]]. Denna undersokningsmetod
anvinds for att studera de retino-kortikala ledningsvigarna.
Precis som fallet var for mfERG 4r mfVEP en vidareutveckling
av en metod, i detta fall visual evoked potential” (VEP), som
ger ett mer allmént svar. Den multifokala tillimpningen gor det
mojligt att fa en spatial upplosning av svaret och genom detta
kunna uppticka fordndringar som ej gick att se forut. Detta
eftersom synsvaret som erhélls vid VEP har svérigheter att
visa defekter i underrepresenterade delar av ledningsbanorna
da dessa drunknar i helhetssvaret [10].

Stimuleringsmonstret som anvédnds kan liknas vid en dart-
tavla indelad i 60 eller 120 sektioner som vardera innehéller
ett rutmonster bestaende av 8 vita och 8 svarta rutor, se figur
Bl Sektionernas storlek okar inifrin och ut for att ha s§ lika
inverkan pa det kortikala svaret som mojligt [[11]]. Stimule-
ringen foljer ett pseudo-randomiserat monster likt det som
beskrevs for mfERG. Den stora skillnaden &r att har inverteras
kontrasten for en hel sektor med 4 x4 rutor samtidigt, det vill
sdga de svarta rutorna i varje sektor blir vita och tvértom.

For registrering av signal anvinds normalt elektroder som
fistes vid inion, en elektrod 4 cm superiort och en direkt pa.
Ytterligare fyra elektroder sitts 4 cm lateralt pa vardera sidan
om elektroderna vid inion. En jordelektrod fists vanligen i
pannan. Signalen som erhalls innehaller en topp vid 75 ms
(N75) samt en vid 100 ms (P100). Ett typiskt resultat for en
60 sektors mfVEP aterfinns i figur
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Figur 4. Typiskt utseende for svaret erhéllet fran ett 60 sektors mfVEP [9].

D. PERG

“Pattern electroretinogram” (PERG) dr en metod for att
framst utvirdera de retinala gangliecellernas funktion [12].
Stimuleringsmonstret som anvinds vid denna undersokning &r
ett svart-vitt schackmonster dir alla falt skiftar farg samtidigt
och dirigenom behéller en konstant medelluminans. Rekom-
menderad “reversal rate” dr 4 £ 0,8 “reversals per second”.

Standardundersdkningen ger ett transient respons, det vill
sdga ett komplett respons samlas in innan nésta pattern
reversal”. Vagformen vid ett normalt respons karakteriseras
initialt av en mindre negativ komponent runt 35 ms (N35)
foljd av en mycket storre positiv komponent efter 45-60 ms
(P50). Den avslutas med en stdrre negativ komponent efter
90-100 ms (N95), se figur 5]

Vad giller undersokningen &r det precis som vid mfERG av
yttersta vikt att patienten dr avslappnad och huvudpositionen
stabil for att minska artefakter. Vidare dr valet av elektrodtyp
och dess placering viktigt eftersom signalerna som samlas in
ar vildigt svaga, i storleksordningen 2-8 pV. Alla typer av
linselektroder anses olampliga.

E. Problemstiillning

Den kliniska utvecklingen gar stidndigt framat. Nya un-
dersokningsmetoder tas fram och redan existerande forfinas yt-
terligare. Att simultant kunna genomfora mfERG och mfVEP
skulle leda till en rad forbattringar. Dels skulle det vara mojligt
att forkorta undersokningstiden vilket dr extra fordelaktigt da
en nedsovd patient ska undersokas. Att sdva patienter under
undersokningen tillimpas frimst pd smd barn som inte kan
instrueras att fokusera. Narkos medfor alltid en viss risk,
diarmed dr forkortad undersokningstid fordelaktigt. Dessutom
skulle en simultan undersokning kunna leda till att det blir
lattare att diagnosticera patienter som maste genomga bada
undersokningarna. En anledning till detta dr att ett mer adekvat
svar erhélls da bada undersdkningarna 4r baserade pa samma
stimulering. Detta gor det mojligt att folja samma stimulus fran
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Figur 5. PERG signal med de tre karakteristiska topparna markerade [[12].

retina till synbark. Sévil trotthet som patologi kan vara bidra-
gande orsaker till att de separata undersdkningarna inte blir
jamforbara. En simultan undersokning skulle alltsd medfora
en styrka i bedomningen.

Denna studie har som syfte att undersoka mgjligheterna
att utfora en simultan undersokning av mfERG och mfVEP,
vilket vi tror dr mojligt. For att forsoka fa svar pa detta gor
vi i studien simultana undersokningar pa 7 stycken individer,
bade normalseende och synnedsatta. Data som erhalls studeras
med hjilp av utrustningen som finns tillgénglig pa sjukhuset
samt med hjilp av andra matematiska program. Resultaten
presenteras med hjilp av grafer och tabeller och vi ger véara
tolkningar av dessa.

II. DATAINSAMLING

Selektering av deltagare skottes av personalen pa
Ogonkliniken, samtliga var besokande patienter pa
avdelningen. Detta innebidr att olika typer och varierande
grad av synnedsittning finns representerad i dataméngden.
Den totala urvalsgruppen bestod av 7 individer i varierande
alder. Savil kvinnor som min #r representerade i data. Av
dessa individer klassificerades 2 stycken som normalseende
pd det aktuella 6gat. Ovriga 5 individer hade en pdvisad
synnedsittning. 1 data fran den simultana undersokningen
finns 5 vinster- och 2 hdgerogon representerade.

I1I. METOD
A. Undersokningar

Eftersom undersokningarna krivde medicinsk utbildning
utfordes de av personal fran 6gonkliniken vid Skanes univer-
sitetssjukhus i Lund.

Vid undersokningarna anvindes VERIS Science 6.4.3 (EDI,
San Mateo, CA, USA) med tillhérande utrustning bestiaende
av silverpliterade elektroder, kamera/skirmenhet (FMS IV TPI
stimulator, EDI), forstdrkare (Grass 15LT, Grass Technologies,
Warwick, RI, USA) samt linselektrod (B-A bipolar lenselectro-
de, Hansen labs, Coralville, IA, USA).

Pa varje individ utfordes tva undersokningar. Vid un-
dersokning 1 genomfordes ett mfERG pa ett av Ogonen



Figur 6. Placering av elektroder pa bakhuvudet for undersokning 2 [9].

vilket kortfattat gick till enligt féljande. Det aktuella Ggat
lokalbeddvades med oxibuprokain 0,4 % (4 mg/ml) varefter
linselektroden applicerades. Individen placerades i en stol med
ett nackstod och ombads justera detta for att sitta sd bekvamt
som mojligt. Skdrmen tillhdrande datorn vindes bort fran
individen for att minska paverkan pa métningen. Individen
ombads sedan att titta in i kameran och fokusera pa en punkt i
mitten av stimuleringsménstret, fokuspunkten. Datainsamling
skedde sedan i 32 sessioner pa vardera 13,65 sekunder.

Nir undersokning 1 var avslutad paborjades undersokning
2 pa det motsatta 6gat, med ett stimuleringsmonster som
anvinds for mfVEP. Hir utfordes samtliga steg som i un-
dersokning 1 gillande applicering av lins och placering av
individ. Utover detta placerades dven 4 elektroder i nacken
enligt standard for mfVEP beskrivit ovan, bortsett fran de tva
elektroderna lateralt frdn inion som ej anvindes, se figur [6]
Mialsittningen for elektrodresistanserna var att ligga under
5 k€ vilket dr rekommenderat [|13]]. Jordelektroden fistes i
pannan. Datainsamlingen skedde sessionsvis pa samma sitt
som i undersokning 1. For specifika parametrar for respektive
undersokning se tabell

Tabell 1
PARAMETRAR FOR UNDERSOKNING 1 & 2

Undersokning 1 | Undersokning 2

Stimuleringsmonster Hexagon 103 Dartboard 120
Luminans vit hexagon/ruta | 201,98 cd/m? 159,73 cd/m?
Skirmfrekvens 75,0 Hz 75,0 Hz
M-sekvensexponent 15 14
Extern forstirkning 50 000 100 000
Externt bandpassfilter 10-300 Hz 3-100 Hz
Avstand skidrm 40 cm 40 cm
Synfilt 20° 20°
Total inspelningstid 7 min 17 sec 7 min 17 sec

B. Filter

For att underlitta datainsamlingen skapades ett nytt test-
protokoll i VERIS (EDI). I undersokning 1 anvindes

ogonklinikens standardfiltrering. For undersokning 2 anvindes
“artifact removal” med 1 iteration med f6ljande 3 filter, “kernel
1” (0-120 ms), “1st slice of kernel 2” (0-120 ms) och "2nd
slice of kernel 2” (0-120 ms) med funktionen ”filter by
segment” vald. Utdver detta anvindes ett “power line filter”
pa 50 Hz. "Retinal view” anvindes i bada undersékningarna.

C. Dataanalys

Data fran testprotokollet exporterades till Matlab R2013b
(MathWorks, Natick, MA, USA) dir samtliga analyser av data
utfordes. Ett flertal olika egenskrivna funktioner skapades for
att gora data verskadlig.

D. Bestdmning av brus och SNR

For att fa en uppskattning av bakgrundsstérningen angreps
problemet pa tva olika vis. Forst gjordes en undersékning
med linselektroden placerad i en koksaltlosning och en signal
uppmittes. Denna signal anvéindes sedan till att géra en grov
uppskattning av SNR enligt formel (I) dér z:(n) dr signalen
och v(n) #r bruset; for vidare information hénvisas till refe-
rens [[14]], [15] och [[16]]. Tidsfonstret 0-120 ms anvindes da
respektive signal, fran undersokning 2, skulle jimféras med
bruset.

M signa
gSNR:R Ssignal _ (1)

RMSbrus 1 N-—1
¥ X )

Utover detta gjordes ett forsok att gora en berdkning av SNR
enbart utifran signalen fran respektive individ. Tidsintervallet
0-120 ms valdes som signal och tidsintervallet 300-420 ms
fick representera bruset. Utifran detta berdknades ett SNR-
virde for varje sektor ¢ pé individ j enligt formel (2).

RMSLJ (0 - 120m5)
N-1
L3 RMS;;(300 — 420ms)
=0

3

SNR;; =

-1 @

For varje individ bestimdes direfter ett medelvirde for hela
retina enligt formel (3).

N-1
1
mSNR; = + > SNR; 3)
=0

IV. RESULTAT

A. Undersokning 1

Denna undersokning anvindes for att avgora vilka individer
som klassificerades som normalseende och vilka som ansags
ha en synnedsittning. De tva normalseende uppvisade fullt
normala mfERG-svar. Hos individerna med synnedsittning
hade de flesta frimst en paverkan pa makula forutom en som
hade dalig funktion Gver hela retina.



B. Undersokning 2

Resultatet fran mfVEP-delen av undersokningen gav ett
normalt svar for de normalseende individerna. Detta har
déarfor inte studerats djupare da det dr svaret fran retina
som &r avgorande for att kunna kartligga om den simultana
undersokningen fungerar eller ej. For att undersoka detta
har frimst det totala svaret som fés av retina analyserats.
Anledningen till detta dr att det har varit littare att analysera
helhetssvaret 4n att titta pa lokala retinala svar.

Da undersokning 1 gav s pass daliga resultat for individer-
na med synnedsittning misstinktes att undersokning 2 skulle
ge svartolkade resultat. Dirfor fokuserades det inledningsvis
pa resultaten fran de tva undersokningarna som gjorts pa
normalseende individer, vilket presenteras i figur /| Hér ses
en tydlig trend for kurvformen, framforallt i intervallet 40-120
ms. Vid 50 ms syns en tydlig negativ topp i bada kurvorna.
Dessutom kan ytterligare en negativ topp vid cirka 100 ms
anas.

Detta kan jimforas med svaret som erhalls fran individerna
med synnedsittning, se figur [§| och [0 Signalerna &r betydligt
svagare och ror sig i ett smalare amplitudintervall. Dessutom
ses ingen tydlig trend i dessa kurvor varken sinsemellan eller
jimfort med de normalseende. Virt att notera &r att det inte
gar att urskilja nagon tydlig topp varken vid 50 eller 100 ms
pa nagon av dessa individer.

Data fran en av individerna med synnedsittning har
uteldmnats i dessa figurer da dess amplitud avvek sa pass
kraftigt att den inte ansags ge ett tillforlitligt resultat.

C. SNR

Vid gSNR-berdkningen med den uppmitta brussignalen
erholls data enligt tabell [IIl De tva normalseende individerna
gav ett gSNR pa runt 10 (medelvirde 10,21). Generellt sett
ligger motsvarande virde hos individerna med nedsatt syn
betydligt ligre (medelvirde 3,35). Aven hir forkastas data frin
samma individ som tidigare (individ 7). Att gSNR hos denna
individ dr hogt skall inte tolkas som att det fas en eftersokt
signal, utan istéllet beror det pa att signalen innehdll orimligt
hoga amplituder.

Berikningen for mSNR, se tabell I} ger virden nagot ver
noll. Det gar inte att se ndgon uppenbar skillnad i resultaten
frén de normalseende jimfort med de synnedsatta.

Tabell II
KLASSIFICERING AV INDIVIDER SAMT RESULTAT FOR SNR

Klassificering ‘ gSNR ‘ mSNR ‘

Individ 1 Nedsatt syn 3,71 0,25
Individ 2 Normal 10,68 0,03
Individ 3 Nedsatt syn 3,16 0,20
Individ 4 Nedsatt syn 5,22 0,14
Individ 5 Nedsatt syn 1,31 0,11
Individ 6 Normal 9,74 0,21
Individ 7 Nedsatt syn 27,17 0,04
Medelvirden normal - 10,21 0,12
Medelvirden nedsatt - 8,11 0,15
Medel nedsatt utan individ 7 - 3,35 0,17
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Figur 7. Det samlade retinala svaret for de normalseende individerna, individ
2 (rod) samt individ 6 (bla).
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Figur 8. Det samlade retinala svaret for tva av de synnedsatta individerna,
individ 1 (svart) samt individ 3 (magenta).
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Figur 9. Det samlade retinala svaret for tva av de synnedsatta individerna,
individ 4 (orange) samt individ 5 (gron).



V. DISKUSSION

Da stimuleringsmonstret som anvindes for den simultana
undersokningen dr exakt samma som normalt anvands vid
mfVEP fanns det ingen storre osidkerhet i att denna del av
undersdkningen skulle fungera. Det dr mojligt att det finns en
viss paverkan pa signalen for mfVEP fran linselektroden som
anvindes vid undersokningen. Detta har dock inte undersokts
specifikt eftersom svaret som erholls ansdgs fullgott. Darmed
har fokus mest legat pa att analysera det retinala svaret.

Studien hade som mal att undersoka om det gick att kom-
binera mfERG med mfVEP. Relativt snabbt da data borjade
analyseras konstaterades det att det snarare skulle vara ett
PERG svar som erholls. Detta stimde mer &verrens med
savil kurvformen for signalen som den teoretiska bakgrunden
rorande hur stimuleringsmonster anvdnds vid dessa olika un-
dersokningar. Nagot som noterades vid denna tidpunkt var att
linselektroder ej 4r rekommenderade vid PERG. D4 insamling
av data var paborjad gjordes ett aktivt val att fortsétta utfora
den simultana undersokningen med linselektroden. Vidare
undersokningar rorande stimuleringsmonstret, dess frekvens
samt hur olika elektrodtyper paverkar resultatet hade varit
intressanta att utfora men ryms ej inom tidsramen for detta
projekt.

Den punkt i signalen som det har fokuserats mycket pa &r
toppen vid 50 ms som tydligt framtridde hos de bada nor-
malseende individerna. Utdver detta liknar signalerna varandra
dven gillande Ovrig kurvform i tidsfonstret 40—-120 ms samt
gSNR. Ett flertal filterinstédllningar utdver de som ndmnts
specifikt i artikeln har testats och gemensamt for dessa &r att
denna topp alltid syns tydligt.

Vilka celler i retina det dr som ger upphov till dessa signaler
har diskuterats men nagot definitivt svar kan inte ges. Mycket
pekar dock pa att det skulle vara gangliecellerna. En av an-
ledningarna till detta dr signalens tidsmissiga utbredning. Den
tydligaste toppen ligger vid 50 ms, vilket ir en tidpunkt da det
dven syns en topp i PERG. Dessutom é&r stimuleringsmonstret
som anvinds mycket likt det som anvinds for PERG, vilket gor
det troligt att svaret skulle komma fran samma celltyp. Detta ér
en stark indikation for att det skulle vara gangliecellerna som
iar den starkast bidragande enheten till den uppmiitta signalen.

De tva olika SNR-miétningarna tar hinsyn till tva olika
sorters brus. Med gSNR-metoden jamfors det inte med bruset
som aterfinns i respektive signal utan den ger endast en grov
uppskattning pa hur signalen forhaller sig till bakgrundsbruset
fran métutrustningen. Det hoga gSNR-virdet péavisar att detta
brus har liten paverkan pa det erhallna resultatet vilket #r
centralt om metoden ska kunna tillimpas kliniskt.

Berdkningen ger oss ett snitt pa hur mycket medelampli-
tuden avviker fran brusnivan. Som tidigare ndmnts indikerar
resultatet att normalseende har ett hogre gSNR &n de med
nedsatt syn. De olika grader av synnedsittning som finns bland
dessa individer kan ses som en forklaring till variationen i
2SNR i denna grupp. For individ 7 kan dock inte de véldigt
hoga gSNR-vérdet forklaras av en vil fungerande retina.
Istdllet beror det pa en helt annan typ av brus som mSNR-
metoden syftar att ta i beaktande.

De mSNR-vidrden som beridknades var ett forsok att ta
hinsyn till det brus som olika fysiologiska parametrar bidrar

med, exempelvis muskelaktivitet. Resultatet verkar dock inte
ge nagon tillforlitlig information. Tittar man pa de uppmiitta
signalerna i ett storre tidsspann ses att signalerna inte planar
ut, utan fortsitter oscillera. En mojlig forklaring till detta &r
att det inte dr storningar i sig utan istéllet visar att retina blir
fortsatt stimulerad. Vid ett normalt mfERG é&r algoritmerna
utformade sa att den del av signalen som inte #r intressant
slacks ut. En teori ar att algoritmerna som anvinds i detta
fall dr utformade for mfVEP och pa grund av detta bidrar
till mindre utslickning. Da algoritmerna inte dr tillgingliga
ar detta inget som har kunnat undersokas. Allt detta skulle
kunna innebéra att mSNR-vérdet i vart fall &r irrelevant som
matt pa signalstyrkan relativt brusnivan. Det vill sdga att i sa
fall jimfors signalen inte enbart med brus utan dven med en
eftersldpande signal med retinalt ursprung.

Nagot som har varit ett problem under projektets géing
ir antalet individer som undersokts. Forhoppningen var att
framst studera ett flertal normalseende individer men det blev
endast tva. I gengild har det istillet erhallits mycket data fran
individer med nedsatt syn. D& data analyserades visade sig
detta dock ge ett mervirde. Det framgar tydligt av resultatet att
en defekt i makula har stor paverkan pa den retinala signalen
som registreras. Ett utfall av detta slag &r av storsta vikt for det
kliniska virdet for undersokningen. Dock hade det behovts fler
individer i respektive grupp for att kunna dra mer tillforlitliga
slutsatser. Trots detta pekar resultaten mot att det finns en stor
potential for att kunna utfora en simultan undersokning pa
detta vis och ddrmed finns det starka incitament for fortsatta
studier.

Det finns ett flertal fordelar med den foreslagna simultana
undersokningen bade for patienten, sjukvarden samt ur ett
héllbarhetsperspektiv. Bland annat skulle det underlétta mycket
for de patienter som pa grund av sjukdom eller trotthet endast
klarar av att gora en undersokning. Dessa patienter skulle
ddrmed inte behova gora tva sjukhusbesok. For sjukvarden
finns det manga vinster dér den kanske storsta #r tidsbesparing.
Det ér inte enbart sa att tva undersokningar istillet blir en
utan ofta maste en eller bada undersokningarna goras om da
svaren inte dr jimforbara. Dessutom medfoér metoden en stor
diagnostisk fordel da det dr samma stimulus som f6ljs fran
retina till synbark vilket kan vara av sirskild vikt da patienter
med oklar synnedsittning undersoks.

VI. SLUTSATSER

Ett stort genomgéaende problem for samtliga resultat, och
resonemang som baseras pa dessa, &r att det finns for lite data
for att dra nagra tillforlitliga slutsatser. Tendenserna som finns
kan dnda pavisa att det finns en mycket god sannolikhet for
att kunna utfora en simultan undersokning av kliniskt vérde.
Innan detta dr mojligt krivs dock fler studier pa omradet.
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Korrelationsanalys fOr att studera mojlig synaptisk
koppling hos nervcellspar 1 sensorimotoriska cortex

Erik Gillsbro (BME—-12), Simon Leppédnen (BME-12)

Sammanfattning—For att undersoka kopplingen mellan tva
nirliggande nervceller i sensorimotoriska cortex hos ratta, samlas
data in over nervcellernas aktivitet. Efter detta utfors statistisk
analys pa denna data med tva olika metoder for att undersoka
korrelationen mellan nervcellerna. Intervall i cell 1 grupperas
utgaende fran om cell 2 ir aktiv under intervallet eller inte. Den
forsta metoden gar ut pa att histogram for dessa tva grupper ritas
upp och jaimfors. Eftersom faktumet att langa intervall har storre
sannolikhet att innehalla spikar forvringer resultaten, skapas en
simulerad lognormalférdelning av aktiviteten hos spikarna i cell
2 utgiende fran deras vintevirde och varians. Istillet for att
utga fran spikar i cell 2, anvinds denna simulerade fordelning
som grund for grupperingen. I den andra metoden analyseras
skillnaden i medelviirde for de tva grupperna och jimfors med
medelviirdesskillnaden for simulerade intervall som antas vara
helt oberoende. Resultatet idr att man med dessa metoder kan
pavisa korrelerade effekter hos aktiviteten for tva nervceller.

I. INTRODUKTION
A. Nervcellens funktion

N nervcell sdander information till nirliggande nervceller

med hjdlp av elektriska impulser, sa kallade aktionspo-
tentialer eller spikar. De propagerar via spdnningsstyrda jon-
kanaler lings nervcellen och astadkommer en potentialdndring
over nervcellens membran. En aktionspotential initieras genom
att cellen av nirliggande cellers aktivitet depolariseras tills
den uppnar en specifik potentialskillnad, sa kallat troskelvérde.
Troskelvirdet ligger vanligtvis mellan —40 mV och —55 mV.
Nir troskelvirdet nas depolariseras hela cellen genom att
cellens natriumjonkanaler Sppnas och natrium strommar ut
ur cellen. Direfter stings natriumjonkanalerna och kaliumjon-
kanalerna Oppnas. Kalium strommar da in i nervcellen och
membranpotentialen sjunker. Till sist aterstédlls membranpo-
tentialen och de ursprungliga jonkoncentrationerna av Na-K-
pumparna (se figur[I). Aktionspotentialen ir ett allt-eller-inget-
fenomen vilket innebdr att om troskelvirdet uppnas, oavsett
storlek pa de sammanlagda inkommande signalerna, skickas
en ny aktionspotential fran den postsynaptiska nervcellen.
En aktionspotential kan endast réra sig i en rikting langs
nervcellen och varar i varje punkt pa nervcellen normalt i ett
fatal millisekunder [1]].

Den presynaptiska cellens axon dr ihopkopplad med den
postsynaptiska cellens dendriter genom synapser och sig-
naloverforingen mellan cellerna sker over synapsklyftan med
kemiska signalsubstanser, sa kallade neurotransmittorer (se
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figur J). Neurotransmittorerna frisitts via exocytos till sy-
napsklyftan nir aktionspotentialen nar den terminala delen
av axonet. De binder in till receptorspecifika jonkanaler pa
den postsynaptiska sidan vilket gor att jonkanalerna Oppnas
och signalen kan fortsitta lings den postsynaptiska cellens
dendriter genom att en ny aktionspotential initieras. Signalsub-
stansen kan, beroende pa typ, ge upphov till en excitatorisk
postsynaptisk potential (EPSP) eller inhibitorisk postsynaptisk
potential (IPSP) hos den postsynaptiska cellen. EPSP och
IPSP idr graderade potentialer och ska inte forvixlas med
aktionspotentialen, dven om deras funktion &r att initiera eller



inhibera dessa. Postsynaptiska potentialer (PSP) dr additiva
och kan summeras bade temporalt och spatialt (se figur [3).
En nervcell kan ha tusentals synaptiska kopplingar och genom
paverkan fran manga synaptiska kopplingar samtidigt kan san-
nolikheten for att den postsynaptiska cellen ska depolariseras
till troskelvirdet och starta en ny aktionspotential variera [3].
Hur stor paverkan varje enskild presynaptisk nervcell har pa
den postsynaptiska nervcellen beror pa ett antal faktorer. En
huvudfaktor dr frekvensen som den presynaptiska nervcellen
fyrar med. En hog frekvens ger kraftigare signal eftersom sum-
mation av aktionspotentialerna kan ske temporalt. En annan
faktor #r storleken pa den postsynaptiska cellkroppen, dér en
storre cellkropp betyder att kraftigare signal krdvs for att ge
samma effekt som en lidgre signal ger pa en mindre cellkropp.
Aven jonkanalernas fordelning 6ver den postsynaptiska cellen
i forhallande till synapsens position spelar roll; med ménga
jonkanaler nira synapsen ger signalerna fran den presynaptiska
cellen en storre paverkan pa den postsynaptiska nervcellens
membranpotential [1]]. Ytterligare en parameter dr den stokasti-
citet som &r inbyggd i den presynaptiska terminalens exocytos
av neurotransmittorer. Det finns en sannolikhet, om #n liten,
att frisittning av neurotransmittorer sker utan att nagon signal
natt den presynaptiska terminalen. Denna friséttningen ger,
beroende pa signalsubstans, upphov till mEPSP (mikroEPSP)
eller mIPSP (mikroIPSP) [4] vilket &r ett bra exempel pa den
slumpmissighet som hela tiden &r nérvarande i nervsystemet.

a. Ingen summation b. Temporal summation

—Aktionspotential
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Figur 3. a. Ingen summation av EPSPs eftersom deras niva ligger under

troskelvirdet. b. Temporal summation innebér att samma EPSP avfyras inom
ett tidsintervall som tillater att de summeras. ¢. Spatiell summation innebdr att
flera EPSPs fran olika omraden summeras. d. EPSPs och IPSPs kan interagera
och summeras. Hir kan man se ett exempel pa hur PSPs kan delvis eller helt
sldcka ut varandra.

En nervcell kan ha synaptiska inputs fran tusentals andra
nervceller. Detta gor det omgjligt att isolera tva nervcellers
koppling in vivo. Flera nervceller i samma omrade kan dess-
utom vara kopplade till en och samma nervcell som ligger
langre bort i systemet sd att tva intilliggande nervceller tar
emot signal fran samma nervcell oberoende av varandra (se
figur [@). I detta fall kan det se ut som om nervcellerna

ar korrelerade. Det hir gor det svart att siga om det finns
en direkt koppling mellan nervcellerna endast genom att
undersoka om de spikar samtidigt. Detta innebér att man méste
ta till statistiska metoder och verktyg for att analysera om ett
nervcellspar har en koppling.

Figur 4. Exempel pa varfor signalerna fran tva celler kan se falskt korrelerade
ut. Signalen borjar i nerveell I i figuren. Signalerna mits sedan i nervcellerna
II och III. Signalen fran nervcell II 4r nagot f6rdrojd mot signalen fran nerveell
III och dessa kan dé se ut att vara synaptiskt kopplade.

B. Demenssjukdomar

Antalet personer som lider av demenssjukdomar i Sverige
framgick ar 2012 till ungefar 158 000. Denna siffra var
ar 2005 och ar 2000 142 200 respektive 133 000. I dessa
siffror kan vi tydligt se en 6kande trend. Olika undersokningar
[S] pekar dock pa att antalet insjuknade per ar egentligen
minskar, och att den 6kning som man kan se i statistiken
huvudsakligen beror pa att insjuknade lever allt ldingre med
sin sjukdom vilket leder till att det totala antalet personer
som lever med demenssjukdomar okar. Demenssjukdomar &r
de sjukdomar som &r mest kostsamma for samhéllet idag.
Den arliga kostnaden for varje person drabbad av demens-
sjukdomar estimeraﬂ till 398 000 kr. Det hir ger en total
arlig kostnad pa cirka 62,9 miljarder kronor. I dessa kostnader
inkluderas direkta kostnader for bland annat sjukvard, boende
och uppskattade indirekta kostnader for patientens anhoriga
[S]. Denna kostnad kan jamforas med de uppskattade arliga
sambhilleliga kostnaderna for hjirt- och kérlsjukdomar som
uppgar till ungefir 61,5 miljarder kronor [6].

Alzheimers sjukdom utgér ungefdr 60 procent av alla fall
av demenssjukdomar. Orsakerna bakom Alzheimers sjukdom
dr fortfarande inte vil forstadda. Det som hénder i hjdrnan dr
att amyloid beta (AfS)-plack ackumuleras mellan nervceller.
Om detta dr en delorsak till sjukdomen eller en effekt av
sjukdomen #r nagot som forskare dnnu inte har kommit fram
till. Inuti cellerna finns det ett protein, 7-protein som hjilper
till med transport av olika @mnen ldngs mikrotubulinétverken
i nervcellerna. Vid alzheimers sjukdom genomgar 7-protein
vissa kemiska fordndringar som leder till att det borjar klumpa
ihop sig vilket forsvérar transport av dmnen i celler. Dessa tva

! Antaget att antalet drabbade ir 158 000 stycken



abnormaliteter antas leda till att synapser mellan nervceller
slutar fungera och degenereras. Detta leder till slut till att hela
nervceller borjar do [[7]. Med mera information om hur kom-
munikationen mellan nervceller fungerar pa ett detaljerat plan
och hur olika typer av nitverk av nervceller kommunicerar
med varandra, skulle man kunna bygga upp béttre modeller for
hur sjukdomar som Alzheimers fungerar och paverkar hjarnan.

Det detta arbete forsoker uppna dr att genom att analysera
spiktider som #r insamlade i sensorimotoriska cortex pa rattor
komma fram till hur kommunikationen mellan tva nervceller
ser ut. Genom att med olika statistiska verktyg analysera
forskjutningar mellan spiktider for nervcellerna forsoker vi
hitta statistisk korrelation mellan dem och pa sd sitt visa
om de &r synaptiskt kopplade samt, om sa #r fallet, forsoka
ge ett kvantitativt matt pa hur stark kopplingen &r for olika
nervcellspar.

II. DATA

Den data som anvints som underlag for denna undersékning
samlas in genom att en tunn glaselektrod i sensorimotoriska
cortex registrerar aktiviteten i hjirnan med hjilp av metoden
voltage clamp. Elektroden maste befinna sig tillrickligt néra
tva separata nervceller som reagerar kraftigt nog pa stimuli
for att deras aktivitet inte ska kunna misstas for brus. Att hitta
signaler fran tva nervceller samtidigt dr essentiellt eftersom
det &r kopplingen mellan dessa nervceller som ska studeras.

Efter datainsamlingen analyseras all data automatiskt genom
att en mall definieras 6ver spikens utseende och alla spikar
med samma utseende grupperas. Hittas tva distinkta spikfor-
mer kategoriseras dessa eftersom de da kan antas komma fran
olika nervceller. Tiderna for nir respektive nervcell spikar
sparas i tva listor. Det #r dessa tider som anvéinds for att
genomfora den statistiska analysen.

Under insamling av data finns det pagaende stimuleringar
i bakgrunden som ger upphov till aktivitet i nervcellerna. De
spikar som dr av intresse for denna undersokning dr de som
uppstar spontant, alltsa inte de som forcerats av stimuli. Om
spikar som uppstar pa grund av stimuli hade tagits i beaktande
blir n'eitverkseffekterni hjdrnan mera framtridande eftersom
stimuleringarna paverkar hela omraden i hj4rnan. Eftersom det
ar kopplingen mellan tva specifika nervceller som é&r intressant
i denna undersokning bortses alltsd fran forcerad aktivitet.
Ligger det till exempel en nervcell lingre bort i nédtverket som
reagerar pa stimuli, kan det fa foljden att man i datan ser tva
spikar som kan verka korrelerade, men som i sjilva verket
triggas av en gemensam killa ldngre bort i nervcellskedjan
(se figur [).

III. METOD

For att pa ett smidigt sédtt kunna behandla de stora
datamingder som produceras vid forsoken utvecklades ett
Graphics User Interface (GUI) i MatLab. Programmet ger
anvandaren mdjlighet att radera all data som é&r direkt beroende
av stimuleringarna. Efter att all irrelevant data sallats bort,
beridknas intervallen mellan alla spikar for den ena nervcellen

’Nitverkseffekter ir effekter som simultant paverkar en storre del av
hjérnan

(V1) samt for den andra nervcellen (V2). Eftersom sanno-
likheten for forekomst av spikar blir storre med okande in-
tervalldngd, simuleras en randomiserad intervalltidsfordelning
V2,im utgdende fran véntevirde och varians som beriknas
fran V2. For varje intervall i V1 dras ett randomiserat inter-
vallviarde ur V24, och deras storlek jamfors. Intervallen i
V1 grupperas sedan i tva grupper beroende pa om intervallet i
V2 ar storre (grupp A) eller mindre (grupp B) én intervallet
i VI (se figur [5). Detta simulerar avsaknad respektive nirvaro
av spik i V2, for varje intervall i V1. For att kunna avgora
om nervcell 1 paverkar nervcell 2 eller vice versa, anvinds
metoden dven at andra hallet s intervall i V2 jamfors med
intervall i V1g,,,.

®
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Figur 5. I. Nervcellernas spiktider. II: Lognormalfoérdelad spikinter-

vallférdelning V2;,,, simuleras med véntevirde och varians erhallet fran V2.
III: Intervall i V1 kategoriseras i grupp A och B utgdende fran jimforelse
mot randomiserade intervalltider frdn V2g;y,.

Fran denna metod forvintas, vid en eventuell synaptisk
koppling, erhallas tva i forhéllande till varandra nagot i x-
led forskjutna histogram. Om cell 2 exempelvis har en in-
hiberande effekt pa cell 1, kan histogrammet fér grupp B
forvantas vara forskjutet positivt i x-led. Om en situation som
denna framkommer i dessa undersokningar kan man anta att
man genom att behandla och analysera spiktidsdata pa det
sdtt som beskrivs i denna rapport potentiellt kan identifiera
synaptiska kopplingar mellan nervceller. Om koppling finns



bor man i histogrammen kunna se skillnad i medelvirde for
intervallingderna i A och B, vilket ger anledning att analysera
datan med statistiska verktyg. Under projektet analyserades
sju nervcellspar. For att skilja dessa a namngavs de enligt
grekiska alfabetet.

I modellen som anvints for datan antogs intervallen i
A och B vara lognormalfordelade (se figur [6) [8] vilket
gjorde att vi valde tva stycken olika test for att avgora om
grupp A och B tillhér samma fordelning. Nollhypotesen var
sdledes att A och B tillhér samma fordelning. De test som
anvindes var ett tvasamples Kolmogorov-Smirnovtest (KS-
test) samt tvasampels t-test. KS-testet jamfor de kumulativa
sannolikhetstithetsfunktionerna for de bada férdelningarna och
analyserar skillnaden mellan dessa. Begreppet “KS-stat” &r ett
matt pd hur mycket dessa fordelningar maximalt skiljer sig
at fran varandra i y-led. For t-test logaritmerades intervallerna
forst da t-test endast fungerar pa normalfordelade populationer.
Fordelen med KS-test dr att vi inte behover ta nagon hinsyn
till fordelningen av intervallen samt att den har svarare for att
forkasta nollhypotesen dn vad andra test har.

Grupp A, intervall i cell 1 mot spikar i cell 2 Grupp A, intervall i cell 2 mot spikar i cell 1
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Figur 6. Data fran cellpar Alfa utritat i forhdllande till sannolikheten att data
dr lognormalfordelat. I a och b dr grupp A utritat och i ¢ och d &r grupp B
utritat.

For att vidare undersoka om de tva cellerna dr oberoende
tillimpades dven en andra metod didr medelvérdena for inter-
vallen i grupp A och B studeras. I denna metod skapas forst
simulerade spiktidsfordelningar, Vl1g;,, och V2, genom
att med aterliggning dra vérden fran listorna med verkliga
spiktidsintervall, V1 och V2. Dessa sorteras sedan i grupp
Agim och grupp By, enligt figur 5] Denna simulering gors
for att fa fordelningar som kan antas vara helt oberoende och
randomiserade. Detta gors for bada cellernas intervall varefter
skillnaden i medelvérde for intervallen berdknas:

Asim = Bsim - Asim (1)

For att fa tillforlitliga fordelningar repeteras processen 1 000-
10 000 ganger. Alla dessa medelvirden ritas i ett histogram.
Medelvirdesskillnaden for de verkliga spiktidsintervallen:

A=B-A )

samt 2,5 %- och 97,5 %-kvantilerna fér de simulerade
fordelningarna mirks ut. I detta skede jamfors alltsi A mot
fordelningen av alla Ag;,,-virden. Nollhypotesen var saledes

att A tillhor fordelningen Ag;,,,. Om nervcellerna dr oberoende
borde man inte statistiskt kunna skilja A fran Ag;,.

IV. RESULTAT

I figur [/|har grupp A och grupp B for cellpar Alfa plottats i
samma histogram. Datan dr simulerad fran cellpar Alfa dir det
fran cell 1 har registrerats 8 593 stimulioberoende spikar och
fran cell 2 registrerats 25 843 stimulioberoende spikar. Vad vi
kan se dr en tydlig forskjutning av B i forhallande till A, dér
A ir utan spik i intervallet.
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Figur 7. a. Intervallen i grupp B ér mer jamt fordelade dver hela tidsskalan.
Intervallen i grupp A ér tydligt kortare vilket ses av den tydliga bla toppen.
Grupp A innehaller 2 689 intervall, grupp B innehaller 5 903 intervall b. Det
ar tva tydliga toppar didr grupp B dr ndgot mera forskjuten framat i tidsled
jamfort med grupp A. Det betyder att en spik i cell 1 forldnger intervallet
mellan spikar i cell 2. Lag sannolikhet for ldngre intervall. Grupp A innehaller
19 006 intervall, grupp B innehaller 6 836 intervall.

I figur [8] dr resultaten fran de simulerade spiktidsinterval-
lens medelvirden for cellpar Alfa uppritade. De simulerade
spiktiderna #r skapade sd att de kommer fran oberoende
fordelningar. Detta innebir att vid ett scenario dir A ligger
inom kvantilerna for Ag;,,-fordelningen, kan siledes A och
B antas vara oberoende. I figur [§] dr det tydligt att A ligger
langt utanfor kvantilerna vilket tyder pa att A och B inte
ar oberoende. I de fall diar A ligger inom kvantilerna kan
nollhypotesen inte forkastas och sédledes dr A och B obe-
roende (se figur [9). For cellpar Beta &r en storre andel av
intervallingderna betydligt lingre (se figur [I0) én vad de ir
for cellpar Alfa (se figur[7). Dessa lingre intervall ger upphov
till en storre variation av Ag;,, for cellpar Beta (se figur E[)
dn for cellpar Alfa (se figur [8) vilket syns tydligt i avstandet
mellan kvantilerna i respektive figur.

I figur [T1] syns en forhojd sannolikhet att ett visst intervall
aterkommer da en spik har intrdffat. Samma fenomen ir inte
lika patagligt om en spik inte intréffat. De intervallen dr ca
200 - 400 ms langa och varierar for olika nervcellspar. Den
forhojda sannolikheten for dessa intervall gor att “svansarna”
inte foljer de teoretiska virdena for en lognormalférdelning

(se figur [6).
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Figur 8. Fordelningen for Ag;y, ér plottade i histogrammet med 2, 5%-
kvantilerna utritade samt A. A ligger tydligt utanfor kvantilerna och nollhy-
potesen kan forkastas. Avstandet mellan kvantilerna &r ca 0,015 sekunder.
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Figur 9. A ligger inom kvantilerna; nollhypotesen kan ej forkastas och
nervcellerna kan anses vara oberoende. Avstadent mellan kvantilerna 4r néstan
1 sekund.
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Figur 10. Stor sannolikhet for langa intervall och ldngsam avklingning av de
langa intervallen.

V. DISKUSSION

Att data antas vara lognormalfordelad stimmer inte 6verens
med den fordelning som data verkligen har. En stor anledning
till det dr att langa intervall forekommer i storre utstrickning
hos vissa cellpar d4n vad som skulle ingd i en forvintad
lognormalférdelning av datan. Mer troligt dr att antagandet
om lognormalférdelning verkar stimma for spiktidsintervall
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Figur 11. Fordelningen av intervall for cellpar Gamma har en forhojd
sannolikhet for intervall med ldangd i nédrheten av 330 ms. Detta ger upphov
till skevhet i antagandet om lognormalfordelad data.

som dr mindre 4n 50 ms men det varierar kraftigt for olika
nerveellspar och viss data kan anses lognormalfordelat dnda
upp till ca 100 ms (se bilaga for sammanstéllning av data
i tidsfonstret 100 ms). Eftersom det dr kopplingen mellan
nervcellsparet som studeras har en stor méngd data pa tusentals
spiktider i varje dataset varit viktigt for att fa tillrickligt
noggrann information om hur korrelerade de tva nervcellerna
ar. Dataméngden har varierat kraftigt mellan de olika forsoken.
Vid for fa spikar i ett dataset har ingen signifikant bedémning
av korrelationen mellan cellerna kunnat géras da de intressanta
spikarna har varit for fa. Ett datasets spikintervall inom det
omrade som anses relevant vid undersdkning av korrelation
ar ungefir mellan 0 och 50 ms. Slumpmissigt fordelade
intervalltider i grupp B inom denna tidsperiod kan tolkas som
att nervcellerna inte har nagon korrelerad koppling. Detta pa
grund av att man i detta fall inte kan se nagon tydlig effekt
av spikar i den ena cellen pa intervalltider i den andra cellen.
Situationen kan vara sa att cellerna i detta fall till exempel
ligger pa olika sidor om elektroden och séledes inte har nagon
direkt korrelerad koppling till varandra. I detta fall skulle
cellernas individuella spiktidsférdelning (V1 och V2) se ut
som de vore kopplade men inte visa sig vara sinsemellan
korrelerade (jamfor figur ). Detta kan anses rimligt med tanke
pa att varje enskild nervcell tar emot synaptiska impulser fran
tusentals andra nervceller vars gemensamma input avgdr om
en spik ska avfyras eller inte.

Resultatet fran det dataset som varit mest intressant visar en
tydlig forskjutning framat i tidsled for de intervall i cell 2 som
péverkas av att cell 1 spikar (se figur[7p). Detta kan tolkas som
att cell 1 har en inhibitorisk effekt pa cell 2. Om man istillet
ser pa hur intervalldngderna i cell 1 paverkas av spikar i cell 2
blir resultatet markant annorlunda. Som man kan se i figur [/
ir de virdena i grupp B relativt jimnt fordelade 6ver en lidngre
tidsperiod. Vi kan dock med hjilp av de metoder som anvints
inte konstatera ett oberoende forhallande mellan cellerna. Av
detta kan saledes tolkas att det i detta fall forefaller vara cell
1 som ir presynaptisk till cell 2.

Att A i figur [§] ligger till vinster om Ag;,, innebir att
den verkliga datan har mindre skillnad i medelvéirde for
intervalltiderna 4n vad den simulerade datan har. Aven om



A dr mindre dn Ag;,, kan man inte utgdende fran detta dra
nagra slutsatser om styrkan hos kopplingen. Eftersom A > 0
indikerar detta fortfarande att nervcell 1 inhiberar nervcell
2 eftersom B ir storre dn A. Metoden som anvinds for att
skapa figur (8| kan saledes endast anvindas for att avgéra om
nervcellsparet dr oberoende eller ej, och kan alltsa inte ge
nagot matt pa styrkan i kopplingen. Anledningen till att den
hér metoden anvinds &r for att det kan vara svart att med blotta
Ogat avgora fran histogram som i figur [10] om nervcellerna &r
oberoende.

De stora skillnaderna i datamingd och fordelning av inter-
valltider kan bero pa hur mycket den ena nervcellen paverkar
den andra. Som beskrivet i avsnittet bakgrund dr det manga
parametrar som spelar in. En tolkning kan vara att om grupp A
respektive B dr lognormalfordelade med en viss forskjutning
sa ger storleken pa forskjutningen ett matt pa hur stark korre-
lationen dr. En stor paverkan ger forstés en starkare korrelation
eftersom signalen da med storre sannolikhet 6verfors till den
postsynaptiska cellen. En liten paverkan fran den forsta cellen
kan ocksé vara anledningen till att lite data erhalls da en spik
i den ena cellen inte ger sarskilt stor effekt i den andra och att
det dr andra nérliggande celler som paverkar mer om en spik
ska initieras eller inte.

Slutligen sa har vi inte kunnat pavisa ndgon exciterande ef-
fekt hos ett nervcellspar i nagot dataset. Det skulle kunna vara
sa att de sju nervcellspar vi har analyserat varit inhiberande
alternativt inte kopplade. For att hitta excitatoriska kopplingar
hade vi séledes behovt data fran fler nervcellspar samt fler och
dnnu mer utforliga metoder for undersokning av dessa.

VI. SLUTSATSER

Genom att simulera oberoende spiktidsintervall tusentals
ganger och jimféra dessa mot intervall fran verklig data har
en signifikant skillnad mellan nervcellernas intervallférdelning
kunnat pavisas. Detta indikerar att det kan finnas en synaptisk
koppling mellan nervcellerna i de nervcellspar som vi kan
forkasta nollhypotesen for. Hur stark denna koppling &r for
varje nervcellspar har inte kunnat pavisas i nagon storre
utstrickning da forskjutningen mellan intervallen inte dr ett
tillrickligt exakt matt.
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BiLAGA

Hir dr samtlig data samlad fran de nervcellspar som har
registrerats. Alla intervall langre dn 100 millisekunder i figur

a. och figur c. for samtliga cellpar &r borttagna. Detta for att
lattare kunna askadliggora hur intervallférdelningen for varje
cellpar ser ut i forhallande till de andra cellparen. For figur b.
respektive figur d. har 1 000 simuleringar av Ag;,, utforts. A
samt 2,5 %- och 97,5 %-kvantilerna har markts ut i figurerna.
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Figur 12. a. Grupp A innehaller 2 689 intervall, grupp B innehaller 5 903
intervall. ¢. Grupp A innehéller 19 006 intervall, grupp B innehaller 6 836
intervall.
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Figur 13. a. Grupp A innehaller 44 intervall, grupp B innehaller 5 intervall.
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Figur 14. a. Grupp A innehéller 870 intervall, grupp B innehaller 111
intervall. ¢. Grupp A innehaller 246 intervall, grupp B innehaller 39 intervall.
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Figur 17. a. Grupp A innehdller 5 716 intervall, grupp B innehaller 778
intervall. c¢. Grupp A innehéller 326 intervall, grupp B innehaller 268 intervall.
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Figur 18. a. Grupp A innehéller 255 intervall, grupp B innehéller 42 intervall.
c. Grupp A innehaller 476 intervall, grupp B innehaller 44 intervall.
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Microindentation on healing fractures: A
comparison between healthy and osteoporotic bone

Johanna Bergman (BME12), Johan Akesson (BME12)

Abstract—Osteoporotic fracture healing is a relatively unex-
plored field, but nevertheless fractures caused by osteoporosis is
a growing problem with an aging population. When investigating
the quality of newly formed bone during healing, bone geometry
and density measurements together with three point bending
is typically featured. Hardness of the newly formed bone is
suggested as an additional perspective to evaluate the quality
of the healing fractures and can be measured on a structural
level using microindentation. There is however no standard for
measuring hardness on bone using microindentation. The aim of
this study was to establish a local protocol for microindentation
on bone using the Knoop indenter. A possible difference in
hardness between healthy and osteoporotic bone was investigated
as well as if there is a difference in hardness between the newly
formed callus bone and cortical bone. An open fracture model
on rat femur was used on healthy and osteoporotic rats. The
model of osteoporosis was an ovariectomized (OVX) rat model.
The samples was embedded in plastic and cut in half by a
diamond blade saw. Methods for improving the bone surface
was investigated. The optimal load for the microindentation
was examined and chosen as 25g. Hardness measurements was
performed on the cortical bone and the callus on both the
healthy and osteoporotic bone. Within the project, a protocol
for successful measurements was established. The results indicate
that the callus is softer than the cortical bone but no significant
difference in hardness between the healthy and osteoporotic bone
could be seen.

I. INTRODUCTION

STEOPOROSIS is a systemic skeletal disorder where

decreased bone density and deteriorating microstructure
of the bone increases the risk for fractures. However, low bone
density alone does not correspond to high fracture risk. Bone
quality factors such as mineralization of bone matrix, mineral
content and crystallinity are some additional important factors
when it comes to the fragility of bone. An aging population
will also increase the prevalence of osteoporosis and thus lead
to more fractures [1].

Fracture healing can be simplified into four general steps
or stages (even if some overlap between these exists). Stage
one is the inflammation phase which is caused by the soft
tissue breaking, leading to activation of non-specific healing
pathways and an immune response. Growth factors stimulates
the migration of stem cells from the bone marrow into the
fracture hematoma. Next step is the soft callus formation.
This stabilizes the fracture site before the formation of hard
callus, which is the third step. The stem cells differentiate, in
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several steps, into osteoblasts. These replace the soft callus
with the hard one. Finally, the last step is the remodeling
phase. The callus volume shrinks and the bone fibers are
optimally oriented. Other than being a little thicker, there will
be no evidence that the bone sustained a fracture [2] [3]]. Even
if most fractures heal as described above, there are exceptions
which do not heal without treatment, so-called nonunions. The
gold standard is to treat these nonunion fractures with autograft
bone from the iliac crest [4)]. This implies two surgeries and
therefore more suffering for the patient. Other treatments are
under development [2]. To evaluate different treatments and
determine their clinical feasibility, assessment of the bone
quality and mechanical properties of the healed fractures are
required.

Studies have shown that osteoporosis may also affect the
fracture healing, but this field is still not sufficiently explored.
A problem with studies that examine fracture healing in
osteoporotic patients is that there can be no control group.
Animal models for osteoporosis is therefore needed to further
investigate osteoporotic fracture healing. If there is an altered
healing process in osteoporotic bone, treatments may as well
have different effect in healthy and osteoporotic patients. There
is a need for further studies examining possible differences
between healthy and osteoporotic fracture healing [5].

Fracture healing studies typically feature microCT and
three point bending as standard techniques in determining the
bone properties of healing fractures [6]. MicroCT provides
information of the amount, density and microarchitecture and
three point bending describes mechanical properties dependent
on both geometry and structure of the bone. However, the
quality of the newly formed bone in terms of its molecular
composition and structure is also important for the total
strength of the bone. Bone has a hierarchical structure in
both micro and nano scale. The basic functional unit of
compact bone is the osteon. Osteons consists of cylindrical
lamellae and osteocytes oriented around the Haversian canal
[3]l. The lamellae is a calcified bone matrix mainly consisting
of collagen fibrils and calcium phosphate hydroxyapatite [7].
Therefore, a method for measuring mechanical properties on a
structural level locally on the bone is desirable as it contributes
to an additional perspective on bone quality.

Hardness is a mechanical property that describes the materi-
als resistance to plastic deformation. It is possible to measure
hardness locally, the methods are easy and relatively inexpen-
sive to implement. The bone can be kept intact and the only
deformation will be small indents or scratches on the surface.
One method for measuring hardness is microindentation. A
small indenter is forced, by a given load during a specific time,



into the surface of the material. There are primarily two types
of indenters, the Vickers and Knoop [8]. The Vickers gives a
symetrical, diamond shaped, indentation while the indentation
from the Knoop has one diagonal longer than the other. By
measuring the longer diameter of the Knoop indentation or
the mean diameter of the Vicker’s, a hardness value can be
calculated [8]]. Microindentation has been performed on bone
in some previous studies [9] (11].

With microindentation, the micro hardness of the bone will
be measured. There is a strong relationship between micro
hardness and the mineralization of the bone. There is also a
correlation between the organic matrix and the micro hardness
).

There is no standard for measuring hardness on bone using
microindentation. However, attempts have been made to assess
the variations in hardness due to different parameters such
as tissue condition, load and dwell time [11]). Since
there is no standard for those measurements it is difficult to
compare hardness values from different studies. In addition
the samples are prepared in different ways. Both Knoop and
Vickers indenter has been used on bone in previous studies
] [13]]. There is some indications that the Vickers
indenter would be more suitable since bone is an anisotropic
material [12].

In this study microindentation will be used to compare the
hardness of newly formed bone with that of mature bone
in healthy and osteoporotic rats. This will contribute to the
relatively unexplored field of osteoporotic fracture healing.
The aim is to develop a local protocol for sample preparation
and micro hardness measurements on bone. Furthermore the
aim is to investigate if there is a difference in hardness between
healthy and osteoporotic bone and if there is a difference
between the callus and the cortical bone.

II. SAMPLES

Two groups of samples were used in this study (Table [I).
The control group consisted of femurs from 7 healthy rats and
the OVX group consisted of 6 femurs from rats with induced
0Steoporosis.

TABLE I
NUMBER OF SAMPLES USED.

Group
Control | 7
OovX 6

III. METHOD
Experimental model

The model of osteoporosis in this study is an overiectomized
(OVX) rat model. Sprague-Dawley rats were overiectomized
at 12 weeks of age or kept as controls. After additional 12
weeks an open fracture model, previously described by Tigil
et al., was performed on the right femur of each rat [15]]. With
this model 50 % of untreated fractures in healthy rats heal after
6 weeks. The rats were sacrificed at the age of 30 weeks.
The samples were a part of a larger study and previously

embedded in plastic and cut in half by a diamond blade saw
(300, EXAKT) (Fig. [I).

Fig. 1. Rat femur embedded in plastic

Preparation of samples

A milling machine was used, on the plastic side, to make
the samples parallel. The bone surface was polished with
a lubricant (DP-Lubricant Red, Struers) using a polishing
machine (LaboPol-5, Struers) and then placed in an ultra sound
bath (1200, Branson) for 7 minutes.

Microindentation

A microscope (DMRME, Leica) with an attached camera
(DFC320, Leica) and microindenter (Leitz) (Fig. [2] and [3).
Foremost due to practical reasons the Knoop indenter was
used.

The diagonal of the indentions was measured manually
using an image analyzing software (Leica QWin Standard v
3.1.0). The Knoop hardness number (HK) was calculated by
the formula HK= 14.229P/I?, where P is the applied load
(kg) and [ is the length of the longer diameter (mm).
The minimal distance between indentations was set to 3 times
the diagonal of the indention and the minimal distance to the
border 2.5 diameters to avoid overlapping deformations and
boundary effects [10].

Fig. 2. The experimental setup. Microscope with attached camera and
microindentation equipment.



Fig. 3. Microindenter with sample

Initial measurments

Sandpapers of varying grit size (800, 1200 and 4000) were
used in an attempt to improve the surface of the samples
before the polishing. A visual check was then performed with
a microscope (DMRME, Leica). Different methods, milling,
sawing and grinding, for making the samples parallel were
evaluated.

The initial measurements were performed on cortex far from
the fracture site on one of the samples from the control group.
The preparation on this sample was just polishing. A Knoop
indenter was used with 15s dwell time. Different loads (10g,
25g, 50g) were tested to determine the most suitable load
for further measurements. 10 indentations with each load was
performed with a minimal distance between indentations of
3 times the longer diagonal. The longer diagonal was here
parallel to the bone fibers. Different loads (10g, 25g) were
then tested with the longer diagonal perpendicular to the bone
fibers, the minimal distance was then 3 times the shorter
diagonal. All 10 indentations was performed before measuring
the diagonals.

Assessment of hardness

A Knoop indenter was used with 25g load and 15s dwell
time. The total amount of measurements was 20 on each
sample. Ten indentations was performed on the cortical bone
and ten on the callus, five along the fiber direction and five
perpendicular. The directions of the indentations was the same
on both regions even though the fibers are disoriented in the
callus. All measurements was performed directly after each
indentation. A representative indentation can be seen in Fig. ]
and an example of indentation placement on callus is shown

in Fig.

Fig. 4. Representative indentation on cortical bone.

Fig. 5. Overview of callus with 3 indentations marked with arrows.

Statistical analysis

Since the number of samples in each group was low the non
parametric Mann-Whitney U-test was used to compare the two
groups (Control and OVX) and the Wilcoxon signed rank test
was used to compare the hardness within the same group.

IV. RESULTS

Initial measurements

TABLE 11
HARDNESS VALUES (kg/me) FROM THE INITIAL MEASUREMENTS
PRESENTED AS MEAN + SD.

Load and direction Number of Hardness CV(%)
indentations  (kg/mm?)

50g parallel 6 71.2+8.3 12.5

25g parallel 10 76.8£6.5 8.5

25g perpendicular 7 97.8+12.9 13.2

10g parallel 10 70.0 £ 12.7 18.1

10g perpendicular 9 81.5+10.2 12.5

Although attempts were made to improve the surface rough-
ness there was no improvement regardless of grit size. The
most suitable method for making the samples parallel was
using a milling machine.

Since all indentations with the same load (in the same
direction) were performed before the measuring, there was
no possibility to redo indentations that for some reason were
difficult to measure. This explains why there is not always 10
measurements with each load in table [l

For the 50g load only 6 indentations were made since they
became so big that the distance between the indentations were
too long. There were, for the same reason, no indentations
made in the perpendicular direction with this load. In addition,
the bone looked crushed. Therefore, the 50g load was not used
for further measurements.

The indentations from the 10g load was considered too
small to perform accurate measurements.

Since the indentations from the 25g load were big enough
to measure reliably but still could be fitted within a relatively
small area, this load was chosen for further measurements.



TABLE III
HARDNESS VALUES (kg/mm?) FROM THE CONTROL GROUP PRESENTED AS MEAN + SD

Sample  Callus (parallel)  Cortical (parallel)  Callus (perpendicular)  Cortical (perpendicular)
1 68.1 +£17.1 88.1+7.5 - 122.3 £ 33.7
2 46.3 £9.2 74.2+15.9 44.1 £5.0 108.9 + 18.6
3 81.4+4.4 85.1 = 14.6 - 111.6 £13.3
4 59.4 + 18.3 529+ 7.6 - 83.6 £17.5
5 68.8 + 23.3 90.1 £13.8 56.6 + 16.6 94.6 £+ 14.1
6 63.3 £ 8.2 63.3+11.1 65.6 + 26.3 76.7 £ 9.3
TABLE IV

HARDNESS VALUES (kg/mm?) FROM THE OVX GROUP PRESENTED AS MEAN =+ SD

Sample  Callus (parallel)  Cortical (parallel)  Callus (perpendicular)  Cortical (perpendicular)
7 58.9 +12.5 102.0 £9.0 39.8+7.8 479+5.6
8 76.9 £ 10.7 64.0 £ 16.5 37.4+8.8 71.0 £ 22.6
9 46.4 +12.3 72.6 +15.7 60.8 £ 8.7 78.8+14.4
10 61.7 £26.4 73.0 £ 8.7 54.9 +14.0 98.5 £ 16.5
11 57.1+29.2 89.1 £ 14.0 - 87.0+5.3
12 68.8 + 28.6 80.3 +4.3 64.9 £+ 40.5 75.3 +19.6
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Fig. 6. Plot of mean hardness (&= SD) in control (left) and OVX group (right). Significant difference in hardness (P<0.05) is marked with x. Note that callus

perpendicular has fewer measurements in both control and OVX.

Assessment of hardness

In table and the mean hardness for each sample is
presented. On three samples in the control group and one in
the OVX group it was impossible to fit five indentations in the
perpendicular direction on the callus.

No statistical significant (p<0.05) difference in hardness can
be seen between the osteoporotic and healthy rats when com-
paring the callus hardness or the hardness of the cortical bone.
The calluses in perpendicular direction were not compared
since there were not enough values.

A significant difference in the hardness of the cortical bone
in perpendicular and parallel direction can be seen in the
control group but not in the OVX.

No significant difference can be shown when comparing
the hardness of the callus and the cortical bone in the parallel
direction in either of the groups.

A significant difference can be seen between the callus and
cortex in perpendicular direction in the OVX group. Note that
there was only 5 values from the callus (compared to 6) from
the cortical bone.

In the control group there was not enough values to compare

the callus and cortex in perpendicular direction.
The results from the Wilcoxon signed rank test is sum-
marised in Fig. [6]

V. DISCUSSION

When measuring hardness with microindentation the sample
preparation is critical. The surface needs to be smooth and the
samples needs to be completely parallel (there can be no slope
in any direction). If the samples are not parallel, there will be
asymmetrical indentations. There was no improvement on the
surface by using sandpaper of the chosen sizes. Instead, the
already smooth diamond sawed surface got scratched. Maybe
an even finer sandpaper or diamond paste would make the
surface smoother, however the surface was considered smooth
enough. A disadvantage by grinding the surface is that it was
much harder to identify the different bone regions and even
distinguish the bone from plastic. Bone is an inhomogeneous
material and finding focus was sometimes difficult, especially
on the callus. Since the measuring is performed manually
in the software, finding focus is essential. It is possible
that a smoother surface would simplify the focusing, but as



mentioned above there was some disadvantages, at least with
the grinding method used in this study.

The biggest issue was to make the samples completely
parallel. The samples were previously used in a larger study
and therefore embedded in plastic, cut in half and of varying
size. Since the bone surface was exposed on one side, there
was just the plastic side to work with to make the samples
parallel. Due to the different sizes of the samples it would be
difficult to make a stance and grind them, the samples were
also too small to fit properly in the saw that was available.
The best option was then to use a milling machine. However,
when using this method in future studies this issue could be
partly avoided by sawing the samples two times. First to cut
the bone in half and then, with the same settings without
moving the sample, cut the plastic underneath the bone. This
will automatically make half of the samples parallel.

When all indentations were performed before the measur-
ing their size it was sometimes impossible to measure all
indentations, for example due to imperfections on the surface.
Therefore measuring should be performed directly after each
indentation and thereby making it possible to redo indentations
and ensure the required number of measurements.

A general rule for microindentation is that the larger inden-
tation, the greater accuracy [7[]. Therefore the 25g load was
considered more suitable than the 10g load and the 50g load
was rejected since the distance recommended (3 diagonals)
between indentations became too long to keep all indentations
within the same area. After all, the rat bone is small. The
choice of 25g is also in line with the literature [9] [10].

There is a large standard deviation within each region. One
explanation can be the inhomogeneous nature of the bone.
Since the bone has a hierarchical structure with structures in
both nano and micro scale it is possible that the hardness
varies depending on which structure is indented [7]]. Another
contribution to the large standard deviation can be limitations
in the method, in some measurements difficulties of finding
focus may have influenced the result.

No significant difference can be seen between the hardness
of the osteoporotic and healthy bones. Conversely, Boivin et.
al did show a significant difference in hardness of human
iliac bone from healthy and osteoporotic patients [9]. Since
Boivin et. al used iliac bone from humans the contradictory
results may indicate that the findings from the rat model can
not be applied on humans. On the other hand, just as in
human postmenopausal osteoporosis, the trabecular bone is
more affected in comparison to the cortical in the rat model
[16]. This can explain that there was no significant difference
in hardness between the healthy and OVX group.

A significant difference in hardness can be seen between the
cortical bone and the callus in perpendicular direction in the
OVX group. It seems that the callus in this direction is softer
than the cortical bone. Even though no significant difference
can be seen in the other comparisons, the callus seems to be
softer than the cortical bone.

This study is, as mentioned, a part of a larger study
where different mechanical and structural analyses have been
performed on the samples. Those results, that are soon to be
published, shows no difference in composition between the

OVX and healthy bone. A significant difference has however
been seen in composition between the callus and the cortex in
both groups. Higher mineral plate density and greater hetero-
geneity has also been seen in the cortex compared to the callus.
This is in line with the results from the microindentation

In addition the results indicate that there is a possible dif-
ference in hardness depending on the direction of the indenter.
The bone seems to be harder in the perpendicular direction.
Similar results can be found in a study by P. E Riches et.
al. [17]. One explanation can be that the bone cracks in the
fiber direction and thus leading to longer indentations. This is
a finding that can not be detected with the Vickers indenter
[17]. The possible direction dependence can be eliminated by
cutting the bone in the transversal plane instead of longitudinal
[13].

It is difficult to compare hardness values from different
studies. Foremost dependent on the condition of the sample
and the sample preparation. In addition there are only a few
studies, to our knowledge, using the Knoop indenter. The
results seems reasonable when comparing the hardness values
in this study with the ones from P. E. Riches et. al. [17].

It was hard to fit in enough indentations on the callus, partly
due to the size of the callus but also depending on the rougher
surface. The Vickers indenter allows shorter distance between
indentations and would thereby enable more measurements.
Since it is not verified whether the Knoop or Vickers indenter
is the most suitable for bone this is suggested for further
investigations.

There are some other methods that can be used to measure
hardness on bone. Nanoindentation is one method that has
been used [[18]. The method is similar to microindentation but
in nanoscale. This method have some advantages since it is
more accurate and it is possible to measure more mechanical
properties than hardness, for example elastic and plastic prop-
erties [[19]]. However it is more expensive and time consuming
than the microindentation. Another method that recently have
begun to be used on bone is reference point indentation, this
can be done without sample preparation and even in vivo.
Since this method is relatively new the correlation to common
mechanical properties are not fully evaluated [20]].

Ethical aspects

In this study using humans was no option, partly because
of difficulties to get a homogeneous group and partly because
no control group can be used. This implies a need for using
animals.

The number of animals used in a study should always be
as few as possible. Microindentation can be performed on
samples that already are subjected to other tests. From an
ethical point of view it is good to reuse samples since this
does not require sacrifice of additional animals.

One option to avoid animal testing is to make computer
simulations. However, to make simulations data is needed.
Measuring of different parameters, such as hardness, can
contribute to possible future simulations.



VI. CONCLUSION

The aim of this study was to establish a local protocol
for microindentation on bone and investigate if there is a
difference in hardness between healthy and osteoporotic bone
as well as if there is a difference in hardness between the
callus and cortical bone.

It was found that sample preparation is critical when mea-
suring hardness with microindentation. The surface needs to
be smooth and the samples needs to be completely parallel.
In terms of load, 25g was found to be the most suitable for
the current samples.

No significant difference in hardness could be seen between
the healthy and osteoporotic bone, but the results indicates that
the callus is softer than the cortical bone. This is in line with
other findings in literature.
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Optogenetik inom epilepsi: Prototyputveckling av
tradlos mikro-LED-stimulator

Sigrid Bjornsdotter (BME12), Ebba Palenius (BMEI11)

Sammanfattning—Dagens behandlingsmetoder for epilepsi ir
ofullstéindiga och i behov av ett komplement. En metod som skulle
kunna hjilpa manga epilepsipatienter i framtiden ir behandling
med optogenetik. Optogenetik innebér stimulering av celler med
hjilp av ljus och det ir ett omrade dir forskningen idag gar
snabbt framat. I ett samarbete mellan Avdelningen for neurologi
vid Biomedicinskt centrum i Lund och Politecnico di Milano
tillverkades en tradlos mikro-LED-stimulator att anvindas i
optogenetikforsok pa moss. Tidigare har manga framgangsri-
ka forsok gjorts pa moss inom optogenetik pa avdelningen i
Lund men endast med fast utrustning. Visionen #r att kunna
anviinda en tradlos teknik som fungerar minst lika bra som fast
utrustning. En tradlos teknik kan gora forsok majliga pa vakna,
fritt rorliga moss och ta forskningen nirmare en metod som i
framtiden kan anvindas pa minniskor.

Syftet med arbetet var att testa mikro-LED-stimulatorn in vivo
och att hitta forbittringsmaojligheter hos stimulatorn. Kéint sedan
tidigare forsok var att ljusoverforingen in till neuronen i hjarnan
inte var tillrickligt bra, detta framkom #ven i forsok i detta
arbete. Olika metoder testades for att forbittra ljusoverforingen
och slutligen uppnaddes en forbittring pa 250 % fran de forsta
forsoken i detta arbete vilket ir en avseviard forbiattring. Det
finns dock fortfarande forbittringar att gora inom omradet.

I. INTRODUKTION

LER 4n 70 miljoner ménniskor vérlden 6ver lider idag av
F epilepsi. Epilepsi dr en neurologisk sjukdom som innebir
Overaktivitet hos nervbanor i hjdrnan. Nervcellerna reagerar
mer #n normalt pa stimuli och cellernas excitabilitet 6kar efter
upprepade epileptiska anfall. Detta gor att epilepsipatienter
ofta upplever en forsimring Over tid och att anfallen pa
sikt kan leda till svara hjirnskador. Personer med epilepsi
ir en heterogen grupp med patienter med olika symptom
och som kriver olika behandlingsmetoder [1]]. Det finns idag
tva vanliga tillvigagangssitt for behandlingsmetoder inom
epilepsi. Antingen 4ndras excitabiliteten pa nervcellerna for att
forhindra att de epileptiska anfallen bryter ut eller sa anvinds
ett slutet system (closed-loop) som avbryter epileptiska anfall
millisekunder efter att de brutit ut.

Manga behandlas idag med antiepileptiska likemedel men
svara bieffekter och likemedelsresistens &r vanligt forekom-
mande. En annan vanlig behandlingsmetod idag &r kirurgi,
vilket upp till 90 % av de behandlade patienterna blir hjilpta
av. Alla former av epilepsi kan dock inte opereras bort vilket
kan bero pa att det epileptiska fokuset sitter svaratkomligt,
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att det dr utspritt i flera olika omraden i hjdrnan eller att
operationen skulle riskera att skada kognitiva formagor [2].

Deep Brain Stimulation (DBS) och Vagus Nerve Stimu-
lation (VNS) ir idag alternativa behandlingsmetoder. DBS
innebir att elektroder skickar ut elektriska impulser till epi-
leptiskt paverkade delar av hjdrnan. Elektroder opereras in i
specifika omraden av hjdrnan och en implanterad pulsgenerator
genererar kontinuerliga hogfrekventa elektriska signaler [3].
VNS ér en behandling som forhindrar epileptiska anfall genom
elektrisk stimulering av vagusnerven i halsen. Nackdelen med
DBS och VNS ir att de inte dr celltypsspecifika [4].

En metod som skulle kunna hjélpa patienter som idag saknar
behandling dr optogenetik. Optogenetik innebdr anviandning
av optiska system for stimulering av celler som genetiskt har
modifierats for att uttrycka ljuskénsliga jonkanaler, sa kallade
opsiner. Opsin kan foras in i neuronen, med hjilp av till
exempel virala vektorer, som sedan permanent uttrycker genen
for jonkanalen. Cellerna blir kédnsliga for ljus med en specifik
vaglingd, men dr annars opaverkade och fungerar normalt.
Framgangsrik optogenetikforskning bedrivs om flera sjukdo-
mar, till exempel Parkinsons sjukdom [2] och stimulering av
hjartmuskeln vid hjirtrytmsrubbningar [5]). Intresset for opto-
genetik inom epilepsi har darfor vickts. Forskningen &r i ett
tidigt skede men goda resultat fran inledande djurstudier visar
att det finns stora mojligheter inom omradet. En stor fordel
med optogenetik som epilepsibehandling jaimf6ért med méanga
andra metoder &r att den &r celltypsspecifik och ddarmed endast
paverkar celler som har stor betydelse vid epileptiska anfall.
Den kognitiva formagan riskeras inte att permanent paverkas
da ingen vivnad tas bort eller skadas under behandlingen, den
enda risken dr att hjarnvivnad kan skadas vid den inledande
operationen.

Temporallobsepilepsi dr den vanligaste formen av sjukdo-
men och mycket optogenetikforskning bedrivs inom omradet
[1]]. Forskningen har gatt ut pa att tysta hyperaktiva neuron
och resulterat i att epileptiska anfall har kunnat avbrytas med
hjdlp av ljus. Till exempel har forsok gjorts pa moss som
uttryckt opsinet Channelrhodopsin-2 (ChR2) i interneuron, en
nerveellstyp som minskar andra neuroners aktivitet. ChR2 &r
en katjonkanal som Oppnas av blatt ljus inom millisekunder
vilket ger upphov till att neuronet depolariseras och dirmed
kan avge aktionspotentialer. Nér interneuron saledes aktiveras
optogenetiskt kan de avbryta pagaende anfall genom att him-
ma nirliggande hyperaktiva neuron i det epileptiska fokuset
[2]). Pa detta sitt har framgangsrika slutna system tagits fram
for anvindning pa moss. Systemen har detekterat epileptiska
anfall i realtid med elektroencefalografi (EEG) och da skickat
ut ljus som aktiverat opsinet i neuronen [06].



Malet inom omradet idag #r att ta fram en fungerande
tradlos teknik som avbryter epileptiska anfall med minst
lika goda resultat som i tidigare forsok med fast utrustning.
Fordelar med en tradlos stimulator dr djurens rorelsefrihet och
att de inte behover paverkas precis innan forsoken, vilket ger
mer tillforlitliga resultat [7]. For detta dandamal har forskare
vid Politecnico di Milano i ett examensarbete tagit fram en
tradlos mikro-LED-stimulator [8]], se Figur Stimulatorn
gjordes 1 samarbete med Lunds Universitet och skickades
till Avdelningen for neurologi i Lund efter examensarbetets
avslutande.

Figur 1. Tradlés mikro-LED-stimulator (till hoger i bild) med adapter (i
mitten) och optisk fiber med tillhérande metallhylsa (till vénster).

Den tradlosa mikro-LED-stimulatorn &r en liten enhet tinkt
att fdstas pa en musskalle. Syftet med enheten ir att skicka ut
pulser av blatt ljus for att paverka opsinet i nervcellerna.

Mikro-LED-stimulatorn bestar av en lysdiod som drivs av
tva seriekopplade silveroxidknappceller. Lysdiodens specifi-
kationer finns i Tabell [I Stimulatorn har en mottagare for
infrarod stralning. Mottagaren gor att enheten kan triggas med
en extern fjarrkontroll att sinda ut ljuspulser. Fjirrkontrollen
kan anvindas manuellt med en knapp eller via ett specialan-
passat datorprogram (Optogenetic_LLED). I programmet kan
tre parametrar for ljuspulserna regleras. Parametrarna dr tid da
ljuset dr paslaget (T,,), tid da ljuset dr avstdngt (T,f7) och
antal cykler (Cycles), se Figur [2| Ljuset leds fran lysdioden
till malcellerna via en optisk fiber. Den optiska fibern har en
metallhylsa som ér fist i lysdioden pa mikro-LED-stimulatorn
med hjilp av en avtagbar adapter i plast som syns i Figur [T}

Optogenetic_LED.vi SN X
File Edit Operate Tools Window Help
% H

Optogenetic LED Control

Command Sent

Ton [ms] Toff [ms]  Cycles
—
1 1 1

Figur 2. Grinssnitt for datorprogrammet Optogenetic_LED.

Tidigare forsok med mikro-LED-stimulatorn har resulterat
i en ljusoverforing fran lysdiod till optisk fiber pa endast 1,97
%. Den optiska fibern var i dessa forsok 100 um i diameter

[8]]. Det visar pa stora forluster i kontakten mellan lysdioden
och fibern.

Detta arbete har tva syften. Det ena syftet &r att for forsta
gangen testa den tradlosa mikro-LED-stimulatorn in vivo och
jamfora resultaten mellan den och fast utrustning. Malet med
in vivo-testet dr att se om ett epileptiskt anfall kan simuleras
hos en sévd mus vid anvindning av den tradldsa stimulatorn
for okade kunskaper om hjdrnans reaktion. Det andra syftet
ir prototyputveckling av mikro-LED-stimulatorn genom att
forbattra ljusoverforingen mellan LED och optisk fiber.

I denna rapport redovisas forsok som syftar till att ta
reda pa forbittringsmdojligheter av den tradlosa mikro-LED-
stimulatorn och utifran resultaten vidareutveckla den. Sist i
rapporten diskuteras resultaten fran in vivo-testet och vilka
forbattringar som gjorts med ljuséverforingen.

Optogenetik kan vara losningen for de epilepsipatienter som
idag saknar behandling. Det som diskuteras i denna rapport
ir ett steg i den teknikutveckling som behovs for att leda
epilepsiforskningen inom optogenetik framat.

Tabell 1
SPECIFIKATION FOR LED

Tillverkare OSRAM Opto Semiconductors
Modell LB-N91E
Typ SMD
Dimensioner 3,2 mm x 1,6 mm x 1,85 mm
Vaglangd 470 nm
LED-firg Bla
Strom 20 mA
Framspinning 34V
Utséndningsvinkel 20°
II. METOD
Forstudie

For att paborja arbetet med forbittring av den tradlo-
sa mikro-LED-stimulatorn kriavdes litteraturstudier. Artiklarna
som ldstes behandlade epilepsi samt optogenetik. En del av
artiklarna hittades via sokmotorn LUB Search medan andra
erholls fran handledare Fredrik Berglind.

En intervju med Stefan Andersson-Engels (Professor, In-
stitutionen for fysik, Lunds tekniska hogskola) gjordes for
att fa mer kunskap om brister hos den tradlésa mikro-LED-
stimulatorn samt genomforbara forbittringar.

In vivo-test

Tva delforsok gjordes, ett med den fasta utrustningen och
ett med den tradlosa mikro-LED-stimulatorn. Forsoket med
den fasta utrustningen gjordes for att uppmita referenser infor
forsoket med mikro-LED-stimulatorn.

Infor in vivo-testet krdvdes en del forberedelser da det
inte tidigare gjorts nagra forsok pa djur med den tradlosa
mikro-LED-stimulatorn. Optroder, var och en bestiende av
en optisk fiber med metallhylsa (200 pm, Doric Lenses)
och en metallelektrod i volfram (TM21A10, World Precision
Instruments), tillverkades och klistrades pa ett plastkort. Kort



och metallhylsa sattes ihop med plastmassan Coolmorph (BI-
rtronics) for stabilitet, se Figur [3] Tva stycken tillverkades
utifall fel skulle uppsta, dessa kallades optrod A och optrod B.
Elektroden fistes vid den optiska fibern, sa att dess spets nadde
0,7 mm léngre ner 4n fiberns, for att vid forsoken registrera
signaler fran neuronen.

Figur 3. En av optroderna hopsatt med adaptern och den trddlosa mikro-
LED-stimulatorn.

Optroderna fistes pa en plexiglashallare for att passa for-
sOksuppstillningen. En skara i plexiglashallaren fréstes ut for
att halla fibern och elektroden pa plats. Forutom fibern med
metallhylsa anvénds i delforsoket med den fasta utrustningen
en optisk fiber (200 pm, FT200EMT, Thorlabs) med FC/PC
kontakter for koppling fran trddad LED. Detta in vivo-test
gjordes pa sovd mus och dirfor anvindes plastkort och plex-
iglashallare i forsoksuppstillningen. I senare férsok pa vakna
moss kommer uppstillningen att se annorlunda ut da forsok
endast gjordes pa sévd mus i detta arbete.

En transgen mus som uttrycker ChR2 fridmst i priméra
neuron sovdes. Skallen fixerades med justerbara skruvar. En
tryckmitare placerades under musen for att kontinuerligt méta
andningsfrekvensen och didrmed hur djupt sévd musen var.
Musens reflexer testades och nir ingen reaktion skedde ansags
dosen somnmedel vara pa en bra niva. Lokalbeddvning injice-
rades under huden ovanfor skallen. Huden skars upp lings
skallen med en skalpell och drogs ét sidorna. Viteperoxid
anvéndes for att 16sa upp de hinnor som ligger ovanfor skall-
benet. Referenspunkter togs pa skallbenet for att sikerstilla
att huvudet var fixerat rakt och platt infor férsdken. Ett hal
borrades i skallbenet rakt ovanfor den del av hjdrnan dir
mitningarna skulle genomforas.

Forsok gjordes med den fasta LED-utrustningen (463 nm,
maxeffekt 25 mW, Prizmatix). Ljuseffekten vid forsoket var
2,3 mW. En av optroderna sattes ihop med lysdioden fran den
fasta utrustningen och fordes systematiskt ner i hjdrnan till
ett djup pa 2,2 mm dir tydlig hjdrnaktivitet syntes. Ljuspulser
(250 ms pulsldngd) och pulstag (10 Hz, 5 ms pulsldngd, 15
s) sdndes genom den optiska fibern och elektroden uppmaitte
neuronens svar. Svaret skickades som en signal genom en
forstarkare (DP-311, Harvard Apparatus) diar den forstirktes
10 ganger och bandpassfiltrerades 0,1 Hz — 3 kHz. Signalen

digitaliserades av en PowerLab 4/35 (ADInstruments) vid
10 000 samplingar/sekund och visades pa en datorskdrm i
programmet LabChart (ADInstruments). En Faraday bur stod
runt uppstillningen under forsoket for att blockera elektromag-
netisk stralning fran omgivningen.

Den fasta utrustningen byttes mot den tradlosa mikro-
LED-stimulatorn, se uppstillning i Figur 8] Samma optrod
anvindes, endast ljuskillan byttes ut. Bytet ledde till sma
forflyttningar av optroden och vid studie av neuronens aktivitet
konstaterades att skador uppkommit. Optroden flyttades déarfor
till en oskadad punkt i hjdrnan. Forsok genomfordes i den nya
punkten pa samma sitt som med den fasta utrustningen.

Pa datorskidrmen visades, vid de bada delférsoken, tre kur-
vor. En visade musens andningsfrekvens och de tva resterande
visade signalen fran elektroden. Den ena signalen hélls ofiltre-
rad och den andra hogpassfiltrerades vid 250 Hz. Framforallt
studerades den ofiltrerade signalen som avspeglade den lokala
faltpotentialen, det vill sdga sammanlagd aktivitet hos storre
populationer av neuron. Den filtrerade signalen representerar
multi-unit aktivitet (MUA) vilket innebér aktionspotentialer
fran mindre grupper av neuron.

Forbdttring av ljusoverforing

1) Effektmditning nummer ett: Effektmétningar gjordes med
en handhallen effektmitare (Newport Corporation, 1916-C,
Irvine, CA, USA). Lysdiodens uteffekt uppmittes som ett
referensvirde och for att jaimféra med tidigare resultat [8].
Dioden kopplades med adapter till optisk fiber pa optrod A och
optrod B och mitningar gjordes. Aven en obearbetad optisk
fiber testades for att avgora om skador uppkommit pa optro-
derna. Liknande mitningar gjordes sedan utan adaptern for att
studera dess paverkan pa ljusoverforingen mellan lysdioden
och den optiska fibern. Vid dessa métningar holls lysdioden i
direktkontakt med de optiska fibrerna och ljuspulser séndes
ut. Lysdioden flyttades systematiskt for att kontrollera den
maximala effekten som kunde uppmiitas.

2) Forbdttringsarbete: Ett antal lysdioder, likadana som
den pa den tradlosa mikro-LED-stimulatorn, koptes in for
att genomfora forsok pa. Den tradlosa mikro-LED-stimulatorn
finns endast i ett exemplar och dérfor gjordes inte fordndringar
pa den. Utifran intervjun med Stefan Andersson-Engels och
vetskapen om mycket dalig ljusdverforing paborjades arbetet
med en anordning for nidrmre kontakt mellan lysdiod och
optisk fiber. Detta gjordes genom att borra ett hal for fibern i
lysdiodens kapa.

Elektrotekniska foreningen vid Lunds tekniska hogskola
(ETF) kontaktades for hjdlp med stromforsorjning till de
nyinkopta lysdioderna. ETF bidrog med kunskaper om elekt-
ronik samt tillhandahéllande av elektriska komponenter. En
referenskrets bestdende av en lysdiod, en resistor och en batte-
rihdllare for tre AA-batterier byggdes, se Figur[d] Kretsschema
dterfinns i Figur [j]

En effektmitning av referenskretsen gjordes for att jimforas
med effekten hos mikro-LED-stimulatorn. Effektmitningen
gjordes for att ha en referens till métningarna da den optiska
fibern var narmare ljuskillan.

Tva lysdioder borrades med ett djup av 0,5 mm respektive
1,1 mm. Tva ytterligare dioder borrades med 1,2 mm men des-



Figur 4.
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Figur 5. Kretsschema over referenskretsen.

sa fanns sedan defekta. Hélen gjordes med en borr (Performan-
ce Micro Tool, TR-2-0120-BN) i en tredimensionell Computer
Numerical Control-maskin (CNC-maskin) (Solectro, ICP4030,
Eichenzell, Germany). Alla hal hade en diameter pa 200 pm.
Borrningen gjordes av Axel Tojo (forskningsingenjor, Institu-
tionen for Biomedicinsk teknik, Lunds tekniska hogskola).
3) Effektmditning nummer tva: Effektmitningar gjordes pa
lysdioderna med borrade hal. En lang optisk fiber (200 pm,
Thorlabs) kapades till flera stycken med passande lingd. For
att fa fina snittytor anvidndes en diamantpenna (Thorlabs). 1
de borrade halen fordes optisk fiber in och flertalet métningar
gjordes. Vid mitning med 1,1 mm djupt hal klistrades den
optiska fibern fast i halet pa grund av svarigheter att halla
fibern pa plats (Precision Super Glue, Loctite). Mitningar
gjordes med olika fibrer for att uppmiita s tillforlitliga resultat
som mojligt. Forsoksuppstéllningen var inte optimal men
tillrdackligt bra for att uppmata skillnader och se forbittringar.

III. RESULTAT

Forstudie

Intervjun med Stefan Andersson-Engels resulterade i forslag
angdende forbittring av ljusoverforing mellan den tradldsa
mikro-LED-stimulatorn och den optiska fibern. Forsta forsla-
get var att anvdnda en konvex lins eller gradientlins for att
samla ljuset. Det andra forslaget, som gick ut pa att klistra fast
den optiska fibern i ett borrat hal, var det som genomfordes.

In vivo-test

Se kurvor fran in vivo-testet i Figur@ Nér neuronen stimule-
rades med en lang puls exciterades alla celler vilket genererade
spiken med hog amplitud (Figur ). Steady state uppnaddes
pa grund av aktivitetsberoende deaktivering av ChR2-kanalen.
Dessutom syns att nervcellerna synkroniserades i ett cykliskt
monster. Detta skedde bade vid anvindning av den fasta
utrustningen och vid anvindning av den tradlosa, fast med
betydligt ligre spikamplitud och steady state-niva i det senare
fallet.

Vid stimulering av cellerna med ett pulstag med den fasta
utrustningen kan den forsta spiken ses ha hogre amplitud
in de efterfoljande (Figur |§|A) vilket beror pa samma me-
kanism som ger steady state-depolarisering vid ldng puls.
Spikarna minskade i amplitud och en béage uppstod sedan
da inhiberingen i vdvnaden inte klarade av att kompensera
for den patvingade aktiveringen och fler primira neuron re-
kryterades till aktiviteten. Efter pulstaget syns ytterligare en
spontan urladdning (afterdischarge) da ménga celler genom
den igangsatta nitverksaktiviteten aterigen exciterades utan
att nagon ljuspuls séndes in. Darefter gick vdvnaden in i en
refraktirperiod och ingen aktivitet kunde studeras. Aven vid
pulstagsstimulering med den tradlosa mikro-LED-stimulatorn
hade den forsta pulsen hogre amplitud @n de efterfoljande.
Direfter minskade amplituden efterhand och visade inte det
bagformade monster som vid férsoket med den fasta utrust-
ningen. Efter detta pulstdg uppstod en refraktirperiod men
ddremot ingen ytterligare excitering av celler utan de atergick
direkt tillbaka till spontan aktivitet. For vérden fran in vivo-
testet, se Tabell [T}
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B tinetep Wireless LED
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Figur 6. Resultat fran forsok pa mus. A visar resultat fran forsok med pulstag
och B visar resultat fran forsok med en puls. Kurvor markerade med Line
LED visar resultat med den fasta utrustningen och kurvor markerade med
Wireless LED visar resultat med mikro-LED-stimulatorn. Kurvor markerade
med LFP ir den ofiltrerade signalen och kurvor markerade med AP &r den
hogpassfiltrerade. Bla kurvor visar det stimuli som gavs genom fibern.



Tabell 11
RESULTAT FRAN FORSOK PA MUS

Amplitud for fast ut- | Amplitud for tradlos
rustning [mV] mikro-LED-stimulator
[mV]

Forsok med en puls

Maxvirde 14,8 2,9

Medelviirde plata ef- | 3 1,3

ter puls

Forsok med pulstag

Puls 1 18

Medelvirde puls 2- | 11 2.5

50

Medelvirde puls 51- | 16 2,3

100

Medelvirde puls 19 2,3

101-150

Forbdttring av ljusoverforing

1) Effektmditning nummer ett: Uteffekten fran mikro-LED-
stimulatorns lysdiod uppmiittes till 5,3 mW. Ovriga resultat
fran effektmitningen visas i Tabell Vid anvindning av
adaptern uppkom ljusdverforingen endast till 1 %. I tabellen
kan det utldsas att ljuséverforingen blev hogst med den obe-
arbetade optiska fibern. I forsoken dér adaptern anvindes blev
resultaten betydligt sdmre dn de forsok dir lysdioden holls
direkt mot fiberns metallhylsa. Under métningen framkom att
positionen for lysdioden i forhéllande till den optiska fibern
har en stor betydelse. En liten forflyttning i sidled ledde till
stor minskning av effekten som overfordes till optiska fibern.

Tabell IIT
RESULTAT FRAN EFFEKTMATNING NUMMER ETT

Uppmitt effekt med
adapter [ W] (Procen-
tuell transmission)

Uppmiitt effekt utan
adapter [uW] (Pro-
centuell transmission)

Ny optisk fiber 55 (1.0) 80 (1.5)
Optrod A 51 (1.0) 69 (1.3)
Optrod B 39 (0.7) 50 (0.9)

2) Forbdttringsarbete: Effektmitningen av referenskretsen
som byggdes i samarbete med ETF uppgick till 9,0 mW vilket
ar en betydligt hogre effekt dn vad som uppnaddes med den
tradlosa mikro-LED-stimulatorn. Resultaten efter inborrning
kunde dérfor endast anvidndas for att studera den procentuella
forbittringen av ljusoverforingen.

3) Effektmditning nummer tvd: Virden fran métningen med
optisk fiber i borrade lysdioder kan ses i Tabell Resultaten
visar att ljusoverforingen fran LED till optisk fiber maximalt
uppnar 316 W vilket ir cirka 3,5 % av referenskretsens totala
effekt.

IV. DISKUSSION
In vivo-test

In vivo-testet gjordes innan forbittring av ljusdverforingen
mellan lysdiod och optisk fiber hade genomforts och effekten

Tabell IV
RESULTAT FRAN EFFEKTMATNING NUMMER TVA
Uppmiitt effekt [W] (Procentuell
transmission)
Endast LED 9000
Optisk fiber i 0,5 mm djupt hal 213 (24)
Optisk fiber i 1,1 mm djupt hal 316 (3.5)

ut fran den optiska fibern var endast cirka 55 uW (1 %
av uteffekten fran lysdioden). Genom att studera signalerna
i Figur [6] kan det konstateras att svaret fran cellerna da de
stimulerades med den tradlosa mikro-LED-stimulatorn var
betydligt ldgre &n nédr de stimulerades med den fasta ut-
rustningen, men hogre dn forvintat med tanke pa skillnaden
i effekt. En anledning kan vara att maxintensiteten for att
inte skada levande vidvnad anvindes i delférsoket med den
fasta utrustningen. Det var troligen ett dverflod av ljus och
aktiverad vivnad i férhallande till rickvidden pa den inspelade
filtpotentialen. Utanfor elektrodens detektionsomrade skedde
ingen mitning och eventuell reaktion pa stimulering i detta
omrade uppmittes dirmed ej.

Att mikro-LED-stimulatorn gav vérden over forvéntan visar
pa att den har stor potential men eftersom stimuleringen
av cellerna inte gav tillrdckligt hog amplitud for att kunna
efterlikna den fasta utrustningen eller uppvisa en bagformad
struktur under pulstaget finns det fortfarande ett behov av
bittre ljusdverforing. Anledningen till utebliven bagform i
Figur [6]A dr att inhiberingen i vdvnaden klarade av att kom-
pensera for den 6kade aktiveringen.

Vid anvindning av den fasta utrustningen syntes en period
av excitationer (afterdischarges) en tid efter att ljuspulserna
hade upphort, vilket inte syntes vid anvidndningen av mikro-
LED-stimulatorn. Excitationerna skedde troligen eftersom cel-
lerna “programmerats” att rytmiskt avfyra aktionspotentialer
och deras excitabilitet hade okat. Dessa excitationer visar en
modell av ett epileptiskt anfall och dr didrfor onskvirda i
forsoken. De ger en storre kunskap om hur cellerna reagerar
vid anfall vilket kan vara till hjdlp vid framtagandet av
nya behandlingsmetoder. Den tradlgsa mikro-LED-stimulatorn
triggar inte cellerna tillriackligt for att skapa afterdischarges vid
dessa fa pulstdg men upprepade stimuleringar hade eventuellt
lett till detta. Det bor papekas att in vivo-testet utfordes pa
nedsovt djur, och anestesi har negativ inverkan pa nervcellers
excitabilitet. T vakna djur 4r det mgjligt att man inte maste
Oka ljusstyrkan sa mycket mer for att dnda uppna tillricklig
respons.

Musen i in vivo-testet hade ChR2 uttryckt i stor andel av
neuronen och didrmed dven i interneuronen. Detta gor att dven
motreaktionen till neuronens excitation okar vid stimulering
med ljus. Hade inte detta varit fallet hade troligen en storre
reaktion kunnat uppnas.

Felkdllor: Innan in vivo-testet skadades elektroden i optro-
den genom att spetsen bojdes. Elektroden var vildigt kinslig
och skadan gav sannolikt simre resultat i métningarna. Goda
inspelningar samlades in men det gér inte att utesluta att béttre
resultat hade kunnat uppnas med en oskadad elektrod.



Vid anvindning av den tradlosa mikro-LED-stimulatorn var
avstandet mellan den optiska fiberns och elektrodens spets (0,7
mm) berdknat utifran forsok med den fasta utrustningen. Nir
den tradlosa mikro-LED-stimulatorn anvéndes var effekten
ligre och ddrmed blev avstandet ljuset firdades i vidvnaden
kortare. Detta kan ha gjort att alla signaler fran de paverkade
neuronen inte nadde fram till elektroden och att svaren som
detekterades blev lagre.

Pa grund av att vissa neuron skadades vid bytet mellan den
fasta och den tradlosa utrustningen gjordes de tva delforsoken i
in vivo-testet i olika punkter i hjdrnan. Inga exakta jimférelser
kan goras utifran resultaten med de olika utrustningarna men
skillnader kan diskuteras.

Med storsta sannolikhet hade ljusdverforingen varit for dalig
dven om felkéllorna undvikits. For att erhélla bittre resultat
kravs att ljusdverforingen mellan lysdiod och optisk fiber
forbattras.

Forbattring av ljusoverforing

I tidigare forsok i Milano uppmittes ljusoverforingen till
1,97 % fran mikro-LED-stimulatorn till en optisk fiber. Fibern
var da 100 pm i diameter [8]]. T detta arbete gjordes mitningar
med en fiber med diametern 200 pum vilket borde genererat
resultat med hogre ljusoverforing. Detta var inte fallet utan
mitningar med liknande uppstéllning, i detta arbete, gav
snarare ligre overforing, cirka 1 %, vilket var en motivation
till att utfora prototyputveckling i form av forbittring av
ljusoverforingen. De mest framgangsrika resultaten uppmittes
vid inborrning av den optiska fibern i lysdiodens képa péa den
referenskrets som togs fram. Ljuséverféringen uppgick déa i 3,5
% av diodens emitterade effekt. De forbittringar som gjorts
visar att ljusoverforingen kan bli ungefir 250 % bittre om
denna metod anvinds pa den tradlosa mikro-LED-stimulatorn.
Detta visar att den tradlosa mikro-LED-stimulatorn potentiellt
skulle kunna ge en effekt pa knappt 190 uW om en optisk
fiber fors in genom kapan och klistras fast. En stor fordel
med att fora in den optiska fibern i képan &r att den optiska
fibern vid varje forsok hamnar rakt framfor ljuskéllan. Vid
Effektmditning nummer tva konstaterades det att djupare hal
gav bittre ljusoverforing vilket dr rimligt eftersom fibern kom
nidrmare ljuskdllan och mindre ljus hann spridas.

Det hade varit intressant att se resultatet av in vivo-testet om
det gjorts efter prototyputvecklingen eftersom det antagligen
genererat bittre resultat. Ljusdverforingen hade antagligen
fortfarande inte varit tillricklig for att fa goda resultat. Enligt
handledare Fredrik Berglind hade det varit 6nskvirt att fa en
ljusoverforing pa minst 20 % vilket visar att vidare arbete
behover goras och att utformningen av mikro-LED-stimulatorn
behover dndras. Det finns flera tillvigagangssitt och ett forslag
dr att anvinda en annan typ av lysdiod 4n den som anvéndes i
dessa forsok da det dr svart att optimera ljuséverforingen med
den befintliga. Ett annat forslag dr att skidrma av ljuset bittre
for att pa sa sitt rikta mer ljus in i fibern.

Nir borrningen i lysdiodernas kéapor gjordes visade det sig
att de som hade borrhal med ett djup pa 1,2 mm inte lingre
fungerade. Eftersom tva stycken gjordes med det djupet med
samma resultat drogs slutsatsen att borrhalet kom for nira

elektroniken och ddrmed forstorde den. Lysdioden med ett
héldjup pa 1,1 mm fungerade och anvindes dérfor i férsoken.

Vid intervjun med Stefan Andersson-Engels gavs forslag pa
att anvinda konvex lins och att anvédnda gradientlins. Forslaget
med konvex lins har ett problem da avstanden i musens hjdrna
ar vildigt sma och lins med tillrdckligt kort brannvidd finns
inte. Om mer tid funnits hade det varit mycket intressant att
forsoka forbittra ljusdverforingen med hjdlp av en gradientlins
och sedan jamfora dessa resultat med de resultat som erholls
i Effektmditning nummer tvd, se Tabell

Felkdllor: En anledning till att ljusoverforingen i Effekt-
mdéitning nummer eft blev ligre dn vid liknande forsék pa
Politecnico di Milano kan bero pa att adaptern blev storre
och 16sare ju mer den anvindes pa grund av att plasten var
for mjuk. Det var svart att veta om ljuset riktades rakt igenom
adaptern mot fibern. Utifran effektmitningarna har det fram-
kommit att positionen av LED i forhallande till optisk fiber
dar vildigt viktig. Pa grund av detta dr den l6sa adaptern som
anvinds pa den tradlosa mikro-LED-stimulatorn inte optimal.
Vid mitningarna hamnade adaptern ofta ur position vilket
paverkade ljusoverféringen. Dessutom forsdmrade adaptern
direktkontakten mellan lysdiod och fiber vilket ledde till sémre
resultat. Mitningen utan adapter i Effektmdtning nummer ett,
dir lysdioden holls direkt mot fibermynningen, visade att
bittre ljusoverforing och ddarmed hogre effekt ur optiska fibern
hade varit mojlig med en béttre adapter.

Effektmitningarna hade behovt goras mer systematiskt da
positionen av LED och optisk fiber spelade stor roll. I mit-
ningarna flyttades fiber i férhdllande till lysdiod f6r hand och
ddrmed var det svart att fa exakta métningar av maximal
ljusoverforing. Resultaten i rapporten ger dock en antydan om
vilka resultat som kan uppnas med denna metod.

Hallbar Utveckling

Optogenetik dr en metod som #r vérd att satsa pa och som
kommer att vixa i framtiden. En anledning till det 4r att det dr
bra ur ett hallbart perspektiv. Patienter kan potentiellt 6verga
fran likemedelsbehandling till en behandling med optogene-
tik vilket bidrar till en minskad konsumtion av ldkemedel
som i sin tur leder till att mindre méingd miljofarligt avfall
kommer ut i naturen. Batterierna som anvénds i den tradlosa
mikro-LED-stimulatorn innehéller 0 % kvicksilver. Mikro-
LED-stimulatorn kommer vara en del i ett slutet system som
endast reagerar pa epileptiska anfall nér de bryter ut. Dioden
kommer alltsa endast vara igang en kort tid vid ett anfall vilket
leder till en mycket effektiv anvindning av batterierna.

Etik

Syftet med in vivo-testet i denna rapport var att se vil-
ken reaktion som kunde fas med den tradlosa mikro-LED-
stimulatorn och jamfora den med de resultat som kunde uppnas
med den fasta utrustningen. Testet dr inte etiskt forsvarbart
ur alla perspektiv da det innan testet fanns vetskap om att
ljusoverforingen var délig och en misstanke om att tillrdckligt
bra resultat inte skulle uppnas. Ur ett etiskt perspektiv hade
det varit bra att vinta med in vivo-testet till dess att ljusdver-
foringen hade forbittrats.



V. SLUTSATSER

In vivo-testet gjordes pa en mus och resultaten var lovande.
Signalerna fran delférsoket med den tradlosa mikro-LED-
stimulatorn blev som véntat ldgre 4n med den fasta utrustning-
en men forsoket visade att stimulatorn har stor potential. I detta
arbete har tester gjorts som visar pa vad som behover forbittras
med den tradlosa mikro-LED-stimulatorn. Ljusdverforingen
mellan LED och optisk fiber var fran borjan inte optimal och
for att forbittra detta integrerades optisk fiber och lysdiod till
en enhet. Detta gjordes for att sdkerstélla att de vid framtida
forsok sitter i linje med varandra och att sd& mycket som
mojligt av ljuset leds in i fibern. Ljusoverforingen kunde
forbittras avsevirt med denna metod. Onskvirt #r dock att
ljusdverforingen in i den optiska fibern uppgér till 20 % av vad
som emitteras fran lysdioden vilket innebér att det fortfarande
finns ett behov av forbittringar.

Det aterstar en hel del arbete innan metoden kan anvindas
kliniskt men sett till resultaten och de forbittringar som redan
gjorts finns det stora mojligheter inom omradet i framtiden.
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Screening av maligna melanom med hjalp av
infrarod avsokning over hudomraden

Anders Persson (BME-11)

Sammanfattning—Syftet med det hiar projektet var
att undersoka mdéjligheterna for att utveckla nya
screening-metoder pa hudkliniker. Cancer &ar en sjuk-
dom som drabbar en stor del av befolkningen, och av
all cancer har hudcancer hégst prevalens.

Genom att utveckla nya screening-metoder for dessa
kan forhoppningsvis sjukhusen spara in pengar, samti-
digt som patienter slipper ga och oroa sig for biopsi-svar
som kan ta flera veckor.

Alla typer av hudcancer inkluderades i studien.

Forsta malet med studien var att titta pa maligna
melanom i forsta hand, eftersom det dr den hudcancer-
typ som ldttast metastaserar och sprider sig i kroppen.
Slutligen inkorporerades alla typer av hudcancer. Aven
om maligna melanom adr den typ som enklast metasta-
serar sa ar det bra att uppticka alla potentiellt maligna
hudforidndringar och ta bort dessa via operation eller
skrapning.

Resultaten pekar pa att det kan finnas ett mons-
ter hos maligna hudférandringar, men problem under
méiatning och analys gor det svart att dra konkreta
slutsatser. Darfor bor ytterligare studier genomf6ras pa
en storre population, for att underscka signifikansen i
monstret.

I. INTRODUKTION

ANCER drabbar en stor del av virldens befolkning.

Ar 2012 rapporterades 14 miljoner nya fall samt 8.2
miljoner avlidna i nagon form av cancer i virlden. Det &r
dock en typ av sjukdom som inte kan placeras under den
enkla kategorin ”cancer” da det finns ett flertal olika typer.
Hade cancer réknats som en sjukdom sa hade det varit
den storsta orsaken till dodsfall i varlden. Den vanligaste
cancertypen med flest nya fall per ar &r hudcancer, i.e.
maligna melanom, basalcellscancer, skivepitelcancer. [I]

2-3 miljoner icke-melanoma hudcancerfall upptécks glo-
balt varje ar, varav majoriteten ar basalcellscancer, basali-
om. Fordelen med basaliom &r att den séllan sprider sig till
andra delar av kroppen. Darfor fors ingen statistik pa den
i Sverige och vissa andra lander. Den uppkommer vanligen
som en hudfargad knuta, flickrodnad eller ett sar som inte
laker. Se Figur [

Skivepitelcancer ingéar i de 2-3 miljoner icke-melanoma
hudcancerfallen nimnda ovan men star fér en markant
lagre andel. Cancertypen uppstar i princip endast pa
exponerade hudytor, exempelvis kal hjdssa, handrygg eller
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Figur 1. Fran vénster ses tva basaliom och en skivepitelcancer.

nacke. Skivepitelcancer har tva stadier med olika utseende,
det forsta drabbar endast det 6versta hudlagret, skivepite-
len, och liknar dér en rodnad eller ett sar. Steg tva uppstar
nér cancern har tagit sig ned ytterligare ett lager i huden,
till dermis, och kallas da for invasiv skivepitelcancer.

Maligna melanom &r mer ovanliga. Det &r ocksa den
farligaste typen av hudcancer, detta da det &r den mest
troliga att metastasera sig i kroppen, alltsa sprida can-
cerceller till andra delar av kroppen dér de fédster och
bildar dottertumérer. Malignt melanom uppstar genom
att huden utsitts for UV-stralning, detta leder till DNA-
skador som i vissa fall inte repareras inom celler, nér
detta far ske kan en okontrollerad cell-delning uppsta — en
cancer. Maligna melanom ses oftast som en oregelbunden
leverflick med varierande andra definierande drag, exem-
pelvis utstickande, kliande, fargskiftande eller nést intill
svart. For samtliga hudcancertyper rekommenderas ett
ldkarbesok om en patient har upptéackt nya hudférandring-
ar, sar som inte ldker samt nya oregelbundna leverflickar.

Nér en patient har ett misstdnkt malignt melanom sa
blir de undersokta av en ldkare med ett dermatoskop,
det vill sdga en handhallen enhet med forstoringsglas och
lampa inbyggt. Tycker likaren att det ser malignt ut
s& opereras bade hudférdndringen och en del omkringlig-
gande vdvnad bort. Vid misstanke for malignt melanom
gbrs dven ofta en lymfnodsundersokning for att se om
cancern har metastaserat, skulle denna undersékning visa
pa metastaser i lymfkortlarna undersoks andra delar av
kroppen. [2]

I dagslaget finns det ingen konkret forskning som stodjer
anviandandet av termografiska metoder for att detektera
cancer i1 nagot stadie. Dock finns det foretag och hemsidor
som pastar sig kunna gora detta utan vetenskaplig grund,
frémst inom brostcancerundersékningar, nagot som FDA
har varnat for i USA. [3] Daremot anvands near-infrared,
det vill sdga ljus precis utanfor det infrardda omradet,
inom ett flertal medicinska omraden sasom pulsoxymetri,
hjarntumorsvisualisering samt som behandlingsmetod mot
olika former av cancer i samband med fotokénsliga nano-



partiklar eller antikroppar. [4] [5] [6]

Det finns idag ingen termografisk screeningmetod for
cancer. Vad som finns ar studier och forskning baserade
pa cancercellers metabolism. Cancerceller vixer nést intill
okontrollerat och har déarfér en hogre metabolism, nagot
som dr vél kdnt inom cancerforskningen och redan anvénds
terapeutiskt i behandlingar genom att utnyttja cancercel-
lens 7vilja” att absorbera niringsdmnen for att vixa ytter-
ligare. [7] Vad som orsakar den 6kade metabolismen och
hur man bor behandla patienter undersoks fortfarande. [§]

I denna studien underséks om man kan anvinda denna
metaboliska skillnad i cellerna for att detektera hudcancer
i ett tidigare stadie. Teorin som undersoks &r om man
kan upptécka en svag termisk energiskillnad mellan friska
celler, alltsd naevus eller leverflick som det oftare kal-
las, och de cancerogena celler som uppstar i exempelvis
ett malignt melanom. Metoden &r non-invasiv och tar
under 30 sekunder for att genomféra pa en misstédnkt
flack. I slutindan skulle denna foérstudie kunna leda till
en sjalvscreeningsmekanik déar alla har mojligheten att
undersoka en flick de dr oroliga 6ver.

For varje patient som kan diagnoseras med denna metod
sparar sjukhusen in pengar. Néar sedan proverna skickas
ivig kan svar ta upp till sju veckor, ndgot som &r valdigt
provande for patienterna, saledes ar en snabb och effektiv
- och framforallt sédker, metod 6nskvérd.

I den hér rapporten presenteras data som samlats in
under tva dagars kliniska undersékningar pa patienter som
besokt hudkliniken for konsultation eller operation. Dessa
patienter har haft olika typer av carcinom och en del av
dessa har varit bekraftade eller obekraftade.

II. DATA

Alla bilder, analyser och slutsatser ar baserade pa de
patienter som anges i Tabell [l Frigor som ofta stills
till cancerpatienter, gillande saker sasom rokning och hur
mycket tid de spenderar i solen har inte anvints under
undersokningen da det relevanta for studien var redan ex-
isterande hudféréandringar och inte férebyggande metoder.

Tabell T
INSAMLAD STATISTIK
‘ Antal ‘
MM 1
BCC 8
SEC 1
Bekraftade 6

Tabell I. MM &r maligna melanom, BCC ar basalcellscancer, SEC
ar skivepitelscancer och bekraftade dr antalet av dessa ovanstiaende
som blivit bekréiftade som maligna.

III. METOD

A. Intervjuer, samtal & litteratur

I det inledande stadiet av studien intervjuades saval
slutanvindare som teknikutvecklare fér att bygga en mark-
nadsbild. Vidare utférdes dven en litteraturstudie beréran-
de den nuvarande anvindningen av termografiska metoder
inom medicin.

B. FEtisk provning

Eftersom studien involverade kénslig patientdata behév-
des en etisk provning. En tidigare godkind studie med
liknande forutséattningar fanns, och kunde anvéndas inom
detta projekt.

C. Forberedelser

Syftet med undersokningen var att ta reda pa huruvida
maligna melanom kunde detekteras via non-invasiv foto-
grafering med termografisk utrustning. For att genomfora
detta lanades utrustning av Axis Communications AB och
patienter med misstdnka hudférandringar tillhandaholls
av hudspecialistavdelningen pa Lunds Universitetssjukhus.

Infér paborjade undersokningar behévdes en mall for
hur det hela skulle ga till finnas for att enkelt protokollfora
alla handelser och l4tt kunna referera bilder till patienter,
samtidigt som det inte skulle vara enkelt att héirleda
undersokningarna eller bilderna till en viss patient. Detta
forbereddes i tva steg; i det forsta steget skrevs en helt
anonym prokoll-mall dér endast ”"patientnummer”, kon for
statistikforande, klockslag fotografierna togs samt antalet
bilder som togs under undersékningen antecknades, se
Figur Nésta steg var att halla tva olika journaler
for varje patientundersdkning. Déar ena journalen endast
inneholl lokalisering av den misstankta hudférandringen,
patientnummer och koén. Den andra journalen, ansedd
att anvdndas av den kliniske handledaren innehdll all
information som behovdes for att hiarleda informationen i
protokollmallen till en eventuell diagnos genom flera steg.
Detta for att skydda samtliga patienters integritet.

Patient: [nr]
Typ:| [BCC/SEC/MM]
Multiples: [J/N]
Sex: [M/FM]
Confirmed: [Y/N]
Time: [dd/hh/mm]

]

Nr. Of pictures:

Figur 2. Protokollmallen vid experimentellt utférande vars syfte var
att hjalpa till med statistikférande av patienter samt lagga ytterligare
ett steg mellan fotografi och patient-igenkdnnande.



D. Ezperimentellt utférande

Den experimentella uppstéllningen bestod av en lap-
top, en stromenhet och omkopplare for kameran, samt
en viarmekamera. Fotografierna togs pa samma avstand
fran patienten under alla férsok, se Figur Bl Utover detta
fanns dven en live-feed fran kameran uppvisad pa lapto-
pen, till viss del for att visa patienterna vad som hénde
under understkningen, men &ven i fokuseringssyfte nér en
hudférédndring skulle lokaliseras. Kameran anvéinde sig av
en sensor av bolometertyp, denna typ av sensor rdknar
inte fotoner som vanliga ljus-sensorer gor. Istéllet bestar
varje pixel pa sensorn av en termisk, till stor del iso-
lerad, MEMS-brygga. Nar inkommande stralning traffar
sensorn dndras pixelstrukturen och resulterande resistans-
fordndring detekteras. Kameran var absolutkalibrerad for
anvandning inom medicinskt bruk med en felmarginal pa
ungefir 0.2 grader Celsius inom fokuserat omrade och en
kénslighet pa cirka 100mC.

Nér undersokningarna utférdes pa hudkliniken, SUS, sa
fanns all utrustning i ett mottagningsrum som patienterna
fick komma in i innan de gick vidare till operation, eller
precis efter att de genomgatt konsultation. Néar hudfor-
dndringen pa patienten lokaliserats sa togs ett referensfoto
med vanlig kamera, och sedan fokuserades viarmekameran
mot hudférandringen alltmedan patienten satt bekvimt
och sa stilla som mojligt. Den efterféljande bildtagningen
bestod i en 6gonblicksbild fran kamerans live-feed samt 50
st radata-filer. For att fa ut temperatur-kartornas radata
sd anvandes ett, av teknisk handledare, skrivet c+--
skript som automatiskt tog 50 rawformat-bilder for att
kunna gora en medelvirdesbildning och ddrmed undvika
brustoppar. Nér radatan var insamlad gjordes processen
om pa en frisk hudsektion pa patientens kropp i narheten
av den misstdnkta hudférdndringen, detta for att minska
temperatur-skillnader baserade pa annorlunda vaskuldr
struktur under huden. Saledes samlades minst 100 radata-
filer in fran varje patient, dér hélften var pa en frisk del
och hilften pa en misstiankt malign hudférandring.

Nér insamling av data var genomférd pa en patient
medelvirdesbildades datan och kategoriserades for senare
analys.

E. Analys

Analys av undersokningen gjordes i tre delar. Tillsam-
mans gav dessa tre metoder en rimlig uppskattning av
skillnader inom det givna undersékningsmaterialet.

1) Jamforelse av radata

For att kunna jamfoéra temperaturkartorna, fran den
friska leverflicken, hos en patient, med den misstinkta
hudférédndringen, sa behdvde forst en medelvardesbildning
av samtliga 50 kartor tas. Dessa genererades med ett skript
anpassat for just den hér typen av filer med den exakta
namnfoljden "Temp_ Map_ raw0000xx.pgm” déir xx gick
fran 00-49 och .pgm &r rawformatet.

Nér sedan medelviardes-kartorna skapats 1 tva
resultatfiler sa kordes dessa genom ett matlab-skript

Figur 3. Fotografiuppstéallning. Ovan i bild syns mitomradet, nedan
visas avstandet mellan kameran och patienten.

som jamforde de hogsta temperaturerna nérvarande i
bada bilderna mot varandra samt tog ut deras index sa
att punkterna med de registrerade hogsta temperaturerna
kunde finnas i referensmaterialet.

2) Jamforelse av referensmaterial

De 06gonblicksbilder som togs som referensmaterial
gav gra-skale bilder, varje pixel i dessa har ett vérde
mellan 0-255, och d& kamerans métnings-intervall &r
givet kan man referera varje sadant virde till ett visst
varde i Celsius, dven detta gjordes med hjalp av matlab
genom att ladda in bilderna, bryta ned dessa pixel for
pixel och jamféra mot hogst- respektive lagst genererade
temperaturer. For att ytterligare forséka undvika toppar
och dalar som uppstatt endast som artefakter eller brus
sa medelviardesbildades ett omrade kring max- respektive
min-virdena i bilderna.

3) Optisk analys

Den sista delen var en enkel optisk jamforelse mellan
de olika bilderna. Genom att behandla referensmateria-
let i ett bildbehandlingsprogram kunde utstickande delar
identifieras.

IV. RESuULTAT

Maétningar genomfordes pa totalt 10 patienter, samtliga
over 50 ar gamla, 6 av dessa kvinnor. Av de 10 undersckna
patienterna hade 10 nagon form av missténkt malign hud-
forandring, specifikt 8 med basalcellscarcinom, 1 malignt
melanom samt 1 patient med misstankt skivepitelcancer,
6 av dessa patienter hade en bekriftad diagnos vid mét-
ningstillfillet enligt Tabell [

Resultaten indikerar att hudférdndringar kan detekteras
med hjélp av termografiska medel genom att observera det
monster som uppstar kring maligna hudféréindringar, men



fordndringarnas stadie dr inte uppenbart enbart genom
enkel observation eller analys av behandlade bilder.

Figur 4. Basalcellscarcinom, temperaturmétningen indikerar en hog-
re temperatur under och i ytterkanten av fordndringen.

A. Optisk- & bildbehandlingsanalys av referensmaterial

I Figur @ ser vi ett basalcellscarcinom, den del av vav-
naden som sticker ut fran huden utmérks av ett morkare
parti, alltsa ldgre temperatur, omgivet av ett ljusare parti.
Vid jamforelse med en helt frisk sektion av hud i néarlig-
gande omrade sa uppvisade carcinomet med omgivning en
4.76°C skillnad mot ett helt friskt omrade.

Figur 5. Ett flertal hudféorandringar hos en patient. Den roda
cirkeln &r ett tidigare basalcellscarcinom som skurits bort. Groén
cirkel innehéller ett hudhorn Cornu Cutaneum) vilka kan indikera
tidig SEC. [9] Bl4 cirkel indikerar ett tidigare hudhorn som nu blivit
borttaget.

Figur Bl uppvisar ett flertal hudférandringar hos en
enskild patient. Den roda cirkeln visar arret efter ett basal-
cellscarcinom som blivit borttaget, patologen rekommen-
derade biopsi da de misstdnkte att samtliga cancerogena
celler inte var borta. Har skulle man kunna notera en svag

temperaturskillnad, noterad i bild som ett morkare omréa-
de. Det gar ddremot inte att sédga nagonting om huruvuda
det skulle vara pa grund av cancerogena celler eller enbart
en lokal artefakt i patientens hud som uppkommit vid
drrbildning.

Gron cirkel uppvisar ett sdkallat “hudhorn”; dessa bil-
das framst genom kraftig fjillning efter langvarig UV-
exponering och kan indikera tidiga stadier av SEC. I
Figur [l kan vi notera liknande temperatur-monster som
uppstod i Figur @ vid carcinomet. Det vill sidga ett morkt
utstickande parti omgivet av en cirkel av hogre tempera-
tur. Denna hudfériandring uppvisade en total temperatur-
skillnad pa 0.24°C.

Bla cirkel visar lokaliseringen av ett tidigare hudhorn
som frusits och skrapats bort. Den lokala effekten av
drrbildningen efter detta visar pa en lagre temperatur pa
-1.04°C jamfort med omgivande hud.

Figur 6. En patient med multipla benigna naevus, de som sticker
ut mycket fran huden har en markant lagre temperatur 4n de som
ligger narmre intill.

I Figur [0 syns ett flertal benigna fodelsemérken, dessa
har samma morka farg mot resterande hud, men saknar
den omringande ljusa ringen som de maligna hudféréand-
ringarna har uppvisat. Ett fédelsemérke som sticker ut pa
detta vis uppvisar en genomsnittlig temperaturskillnad pa
-0.46°C i jamforelse mot hudpartier utan fédelsemérken.

B. Analys av radata

Jamforelse av temperaturkartor inga resultat da det
skript vars syfte det var att sammanstalla radatan till
resultatfilen gav ett felmeddelande under kérning som inte
uppkommit under testkorningar. Kéllkoden var otillgdng-
lig och séledes var problemet inte 16sligt under analystiden.

V. DISKUSSION

Resultatet pekar pa att maligna hudférdndringar foljer
ett visst monster vad géller deras temperatur-mappning.
Da friska naevus, om de &r utstickande, verkar uppvisa
en ldgre temperatur dn omgivande hud sa ar de en-
dast en morkare flick pa temperatur-kartan, se Figur
De misstdnkt maligna hudférdndringarna foljer i stort
monstret diar de har en mork mitt-sektion med ljusare
omgivning precis intill jamfért med omkringliggande hud.
Detta skulle kunna tyda pa ett monster som uppkommer
for alla maligna hudférandringar. En patient som darmed
uppvisar detta monster pa en hudféréndring som anses
benign eller ofarlig kan déarfér vara véirt att understka
ytterligare, resultaten &r dock baserade pa en for lag



population for att dra konkreta slutsatser huruvida detta
ar befogat eller ej.

Nagot som kan ha paverkat resultatet ar vind i rummet
som péaverkar hudtemperaturen hos patienten mellan bil-
derna. Rummet holls stingt da en patient var inne, men
konvektion spelar alltid roll vid termiska métningar och
da luftkonditioneringen i rummet inte var kontrollerbar
kan detta ha paverkat temperaturer vid de métningar da
patientens olika méatningar 1a4g 1-2 minuter isir.

Vid optisk analys av referensmaterialet for patientbil-
derna upptéacktes en artefakt i virmekamerans bildtagning
kring de sista tre patienterna, se Figur [[l Detta morkare
falt uppkom tydligt pa tre bilder, och om det foreligger
sig att det funnits dven i tidigare bilder, utan att ha varit
lika tydliga, kan detta ha paverkat resultatet, framst vad
géller omgivande hudpartier som paverkar resultatet mer
om de ar morkare, alltsa kallare, &n vad de bor vara.

Figur 7. Artefakt fran virmekamerans bildtagning

Problem som kunde uppstéa vid bildtagning var ”6verex-
ponering”, dir en yta som inte var vildigt mycket varmare
an resterande hud runt omkring visades som detta i bild-
tagningen. Problemet dr visualiserat i Figur[Bl Pa ett fatal
patienter uppkom detta fenomen, troligen beroende pa
vinkel pa huden och hur kameran uppfattar den stralning
som kommer fran patienten. Oftast kunde detta problem
overkommas med vinkling av apparaturen, men da hudfor-
adndringen var lokaliserad precis dir en krokning existerar
kunde fenomenet inte 6verkommas. For att kringga detta
skulle ett annat objektiv beh6vts som méjliggjort ndrmare
fotografering sa att apparaturen inte mottar en stor yta
pa samma gang. Med en stadig uppstéallning skulle en
svepande apparatur kunna involveras dar en méngd bilder
tas Over tid pa samma omrade, vilka sedan sédtts ihop med
hjalp av ndgon bildbehandlingsmjukvara. Totalt fick tva
patienter rdknas bort fran resultaten pa grund av detta
fenomen.

Vad géller samtliga framtagna resultat dr dessa base-
rade pa bildbehandlings-analys och inte pa de faktiska

Figur 8. ”Overexponerad” hud vid fotografering gér att man inte
kan detektera nagra skillnader i det drabbade omradet.

temperatur-kartorna som genererades utav virmekame-
ran. Kamerans kénslighet for bildtagning ar sapass hog
att den kan detektera skillnader pa 100m°C. Da stan-
dardavvikelsen inom fokusomradet ar £+ 0.2°C kan alla
resultat i omradet >0.2 samt <-0.2°C klassas som rele-
vanta inom nagon man. Kameran har dock inte ett fokus-
fonster utan ar specifikt fokuserat 8 cm fran linsen. Om
en hudféréandring ar tillrdckligt utstickande for att hamna
utanfor fokusomraden kan temperatur-bilden bli paverkad
av detta.

Syftet med tre individuella analysmetoder var att fa
en bredare bild av varje patients hudforéndring, upptécka
eventuella monster och se om dessa var strikt visuella eller
ej. Vad det skulle innebédra att upptécka ett analytiskt
monster, som ej syns visuellt, eller tvartom &r svart att
sidga. Det monster som uppkommit kring de maligna hud-
fordndringarna som tidigare diskuterats kan alltid vara en
tillfallighet.

Det finns en del patienter dér endast radata samlats
in, det saknas alltsi en del strikt visuella medel, i.e.
ogonblicksbilder fran kameran, att jamfora med for en del
av patienterna, nagot som sjalvklart paverkar en optisk
analys om det finns ett lagt antal bilder att visuellt
analysera och bildbehandla. I Figur [ kan man se att det
ar svart att jamfora tva olika individuella bitar radata.
En viss skillnad kan synas, frdmst i de morkare partierna
langst ned i bild, dven pa en helhets-ljusstyrka som ar lite
hogre till vinster i bild. Detta kan dock bero pa skillnader
i kamerans temperatur vid bildtagningen, temperaturen i
rummet, patientens konvektion vid huden eller ett dussin
andra parametrar som inte kan paverkas. Genom att
analysera materialet pa ratt siatt hade det gatt att jamfora
de absoluta temperaturerna hos patienterna, och darmed
upptécka skillnader pa sa vis.

Figur 9. Grafisk representation av de radata-filer som virmekameran
genererar fran tva patienter

Att inte kunna analysera temperatur-kartorna via me-
delvérdesbildning &r ytterst oférdelaktigt, detta da en
radata bild potentiellt kan innehalla en stor del brus, och
dérmed inte ge en sanningsenlig bild av vad som faktiskt
finns avbildat. De radata filer som tagits av kameran &ar
flerdimensionella matriser, och innehaller véldigt mycket
information som skulle ha bidragit en stor del till projek-
tet.

Tid &r ytterligare en aspekt som spelat in. Da det
tog lang tid for forfattaren att kommunicera med alla
inblandade i projektet tog det léngre tid &n berdknat att
starta upp méatningarna, och ddrmed minskade populatio-
nen namnvart.



VI. HALLBAR UTVECKLING & ETIK

Malet med projektet dr en screenings-metodik som helt
kan ersdtta biopsi-tagningar fran patienter sa ar det en
klar forbattring av dagens metodik som anvénder otaliga
méngder engangs-artiklar producerade av medicintekniska
foretag. Skulle en specialistmottagning képa in en san
hér apparatur for 100 000kr sa har den aterbetalts inom
5 veckor, nagot som en stor andel av sjukhusledningar
troligen skulle vara positivt instdllda till. Den kamera
som anvénts i detta projekt var i prisklassen 20 000 — 30
000kr, sammanlénkat med en dator som kan utfora analys
i realtid, eller pa kort tid, gor att 100 000kr per enhet inte
skulle vara ett otdnkbart pris.

I dagsldget kan det ta upp till sju veckor att fa till-
baka resultatet av en biopsi, nagot som &r en kraftig
pafrestning pa en patient som skall fa reda pa huruvida en
hudférdandring &r malign. Metoder for att sdnka denna tid
beprovas kontinuerligt inom sjukvarden, men det ar svart
att sdnka vintetider hos en labbenhet om man inte har rad
att utoka lokaler och anstélla mer personal. Har man da,
som SUS hade under undersékningstiden, ett nytt system
under utveckling pa en av de inblandade enheterna sa kan
viantetiderna bli &n ldngre. Nagot som &r, i min mening,
oacceptabelt. En undersékning av sadan vikt att det kan
leda till totala livskvalitets- och livsstilsforandringar bor
ge resultat inom maz en vecka. Helst en timme.

Far man en sadan hédr screening-metod att fungera
sdkert, kvalitativt och snabbt s& besparar man en stor
del patienter bordan av "tdnk om” I Sverige far cirka
30 000 patienter diagnosen basaliom, och cirka 2 800 far
diagnosen malignt melanom. Utover dessa finns ett hogt
antal patienter som understks men aldrig far diagnosen
hudcancer. Bara av den anledningen bor tid och resurser
laggas pa att utveckla nya och fungerande screening-
metoder som involverar sa lite tid och smérta, fysisk som
psykisk, hos patienterna som mojligt.

Som screening-metod boér man dven vara medveten om
att den ar unik i sitt slag, da ingen annan screening-metod
féor hudcancer existerar i dagslidget, som ger ett sdkert
resultat, och som inte ar invasiv.

VII. SLUTSATSER

Den hér studien ger en viss indikation pa att man skulle
kunna detektera hudféréndringar av malign typ genom att
soka 6ver hudomraden med termografiska medel. Genom
att fotografera omraden med kédnda hudférdandringar kan
ett visst monster detekteras hos givna patienter, men om
det stdmmer hos den generella befolkningen aterstar att
se.

Slutsatsen som dras fran projektet &r att det inte
gar att faststélla bevis for metodens effektivitet, men
att fler studier bor genomféras med utékad population,
mer vélplanerad experimentell uppstéllning samt valpro-
vad analysmetod. Vidare dr det en vérd investering for
sjukvarden att investera i utveckling av screening-metoder
for hudcancer da de langsiktiga vinsterna kommer utviga
kostnaden for projektet.
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SectioPlan - ett elektroniskt bokningprogram for
planerade kejsarsnitt i Region Skane

Isabelle Johansson (BME12), Nadia Wahlin (BME12)

Sammanfatining—Brister i IT-systemen inom Region Skane
orsakar att planeringsprocessen for planerade kejsarsnitt huvud-
sakligen sker via telefon samt pappersanteckningar. Likaren som
vill boka en tid for ett planerat kejsarsnitt maste, i de fall da det
saknas operationstider pa den egna kliniken, ringa runt till de
olika kvinnoklinikerna i Skane for att hitta en ledig tid. En bokad
tid antecknas direfter i en pirm pa den aktuella operationsavdel-
ningen. Det problematiska arbetsflodet leder till 6kade kostnader
och risk for informationsforluster pa klinikerna. Detta projekt,
som huvudsakligen har genomforts pa Lunds Tekniska Hogskola
och Skanes Universitetssjukhus, har undersokt problemen som
uppstar kring bokning av planerade Kkejsarsnitt och processens
forbéttringspotential. Det gjordes frimst genom intervjuer med
personal pa kvinnoklinikerna i Lund och Malmé. Utifran slut-
satserna fran undersokningen utvecklades ett anviindargrinssnitt
for ett elektroniskt bokningsprogram som gor det majligt for
ldkarna att se och boka operationstider till sina patienter. Pro-
grammet har bemétts med positiva reaktioner fran personalen
och skulle kunna bidra till ett forbittrat arbetsflode for planerade
kejsarsnitt pa kvinnoklinikerna i Malmé och Lund.

I. INTRODUKTION

DAG ligger likare i manga fall en tredjedel av sin arbetstid

pa administrativt arbete. Detta dr en av anledningarna till
att patienter och ldkare ofta upplever tidsbrist vid patientbesok.
Mycket av administrationen dr dock nodvindigt patientarbete
som inte kan uteldmnas eller utforas av ndgon annan #n ldkaren
sjilv. Trots att inférandet av IT-system i sjukvarden har inne-
burit nya mojligheter for det administrativa arbetet, har det inte
haft den effektiviserande effekt som forvintats. Dels upplevs
inte IT-systemen som anvindarvinliga och dels saknas kompa-
tibilitet mellan dem. Orsaker till detta &r brister i bade utveck-
lingen och implementeringen av nya och befintliga IT-system.
Vid utveckling involveras inte vardpersonal i tillréickligt stor
utstrickning, vilket kan bero pa det kunskapsglapp som finns
mellan systemutvecklare och anvindare. Anviandarna har svart
att formulera krav och behov till utvecklarna eftersom de har
liten insikt i de tekniska l6sningar och forbittringar som &r
mojliga att genomfora. Det uppstar ocksa en konflikt mellan
asikten om att IT-systemen maste anpassas efter anvéindarnas
behov respektive att det dr anvindarnas rutiner och arbetssitt
som ska anpassas efter IT-systemet. I inférandefasen saknas
ofta systematiska arbetssétt och det avsitts inte tillrdckligt med
resurser for vardpersonalens utbildning i nya funktioner och
IT-system [/1]].

En ytterligare bidragande orsak till svarigheterna vid
inférandet av IT-system dr den komplicerade organisationen
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kring sjukvarden. Sjukhusets verksamhet och dess komplexitet
beskrivs i ”"Det komplexa sjukhuset - att leda djupgaende
fordndringar i en multiprofessionell verksamhet”, genom fyra
véarldar som var och en styrs av sin egen logik. De fyra
véirldarna dr Cure, ldkarkaren som arbetar pa sjukhuset -
men inte alltid for det, Care, sjukskoterskorna som samordnar
komplexa arbetsfloden runt patienter och anhoriga dven om de
inte alltid har det formella ansvaret, Control, cheferna som har
svart att paverka ldkare och sjukskoterskor, och Community,
representanter for samhillet, influerade av politiken. P& grund
av virldarnas olika perspektiv kan malen, och sittet att uppna
dessa, skilja sig at. Professionella grupper som lidkare har en
stark yrkesidentitet och deras intresse fokuseras ofta pa den
egna professionen, vilket kan bidra till att arbetsinsatser fran
andra yrkesgrupper inom sjukvarden som ldkaren &dr beroende
av undervirderas. [2].

Sjukvardens verksamhet 6kar i komplexitet d& sjukhus slas
ihop, som skett i Malmoé och Lund, di méanga aktorer &r
inblandade i de olika processerna pa sjukhusen. Pa storre
sjukhus finns en hog komplexitet och det kan vara svart for
personalen pa olika avdelningar att kdnna samhorighet och
samarbeta med varandra.

Da sjukvardssystemets organisation blir mer komplicerad,
stills allt hogre krav pa att kommunikation och information
sker pa ett fungerande och effektivt sétt. Fungerar inte detta
kan det uppstd informationsforluster, som i sin tur kan leda
till okad arbetsbelastning, forseningar, okad risk for pati-
entsikerheten och instéllda besok eller operationer. Risken for
sadana forluster &r stor da informationséverforing sker genom
fysisk anvédndning av eller 6verlimning av dokument eller
verbal kommunikation [3|]. Denna typ av manuell hantering
anvinds nir digitaliseringen &r forhindrad pa grund av att det
saknas funktioner i IT-systemen [1]]. For att minska risken for
detta anvinds, utover elektroniska journalsystem, ocksa andra
elektroniska dokumentationssystem. I Region Skéane bestar
dessa exempelvis av graviditets- och forlossningsjournalen Ob-
stetrix och operationsplaneringssystemet Orbit [4]], [5]. T Orbit
sker planering och uppf6ljning i operationsprocessen. Flodet
ar uppdelat i sju faser, dér forsta fasen dr operationsanmdlan
och sista postoperation [5].

Manga olika typer av operationer registreras i Orbit,
dédribland planerade kejsarsnitt. Kejsarsnitt goérs nidr kvinnan
av nagon anledning inte kan foda barn vaginalt och kan delas
upp i akuta och planerade kejsarsnitt. Ett akut kejsarsnitt
gors om nagot ovintat hidnder under en vanlig forlossning
som gor att den inte framskrider pa oOnskat sitt. Planerade
kejsarsnitt sker pd medicinsk indikation som kan vara att
barnet ligger i sétesldge, svar sjukdom hos modern eller barnet,
forlossningsridsla eller att modern varit med om minst tva



tidigare kejsarsnitt [6].

Nir den medicinska indikationen vil 4r identifierad behover
operation planeras. Inplaneringen sker tidigast i vecka 32 i
graviditeten men rutinerna varierar mellan olika sjukhus [7].
Faststillning av operationsdag krivs eftersom graviditeten har
en naturligt bestimd tidslingd och dirfor maste operationen
planeras in inom en viss tidsram sa att forlossningen inte
hinner sitta igang pa naturlig vég. Det planerade kejsarsnittet
planeras dérfor in att utforas sju till nio dagar innan berdknat
forlossningsdatum [6].

Likaren behover, vid planeringen, veta vilka tider som finns
tillgingliga for bokning av operation, men i Orbit inkluderar
fasen Operationsanmdlan ingen funktion dir lediga tider kan
bokas. Det innebir att Orbit i realiteten endast fungerar som ett
registreringsverktyg vid planeringen av planerade kejsarsnitt.

Istéllet hanteras denna planeringsprocess helt manuellt. Per-
sonal vid kvinnokliniken i Lund beskriver hur de maste ringa
runt mellan de olika klinikerna i Region Skane for att hitta
lediga tider at sina patienter, nir tider saknas pa den egna
kliniken. Vid bokning fyller personal, vid kliniken dér tiden
bokats in, i patientinformationen i en parm. Direfter registreras
operationen i Orbit.

Eftersom ett planerat kejsarsnitt inte 4r en akut operation
utan elektivﬂ finns en risk att den ombokas. Den storsta delen
instdllda operationer i Region Skéane sker av organisatoriska
skil, sadsom tidsbrist, felplanering och brist pa personal [8].
Eftersom ombokning av kejsarsnitten gors manuellt i bok-
ningspdrmen finns det en klar risk att personalen missar nir
en ledig tid blir tillgénglig och att denna tid aldrig bokas om.
Detta kan resultera i att operationssalar star tomma istéllet for
att utnyttjas.

Det faktum att denna manuella hantering medfor en stor risk
for informationsforluster och kostar pengar for Region Skéne,
visar pa att processen skulle kunna effektiviseras genom att
den digitaliseras. Operationsplaneringsverktyg fyller en viktig
funktion genom att delge alla inblandade i operationsprocessen
information [9], men samtidigt saknas funktioner i befintliga
IT-system for att detta ska kunna ske fullt ut och de anses
inte heller vara anvéndarvinliga. Det har visats att planerings-
verktyg som anpassas med hédnsyn till operationens art kan
ge ytterligare forbéttringar i planeringen och genomftrandet
av operationerna [[10]. Detta tyder pa att behovet ligger i ett
enkelt elektroniskt program dér anvindarna involveras redan i
utvecklingsfasen.

Produktidé

Detta kandidatarbete innefattar dérfér en produktidé i form
av ett elektroniskt bokningsprogram for planerade kejsarsnitt.
Programmet kommer pa ett Gverskadligt sitt att ge en tydlig
och aktuell bild av lediga och bokade operationstider pa alla
anslutna forlossningskliniker. Behorig personal kan se infor-
mation om de inbokade operationerna och boka en tid direkt
i programmet. De lediga tiderna registreras i programmet av
den personal som tilldelas administrationsbehdrighet.

Bokningsprogrammet har utvecklats med hénsyn till
sjukvardens komplexa struktur och de tidigare beskrivna

!Planerad operation. [|14]

svarigheter som inforandet av ett nytt IT-system kan innebéra.
Programmet syftar till att forenkla arbetsflodet och pa sa sitt
minimera den manuella hanteringen. Genom anvéndning av ett
elektroniskt bokningsprogram skulle kostnaderna i varden kun-
na reduceras eftersom risken for instillda operationer minskar.

Denna rapport inleds med att beskriva hur information om
operationsplaneringsprocessen och IT-system inhdmtats och
hur detta anvints for att utveckla programmet. Direfter pre-
senteras resultat i form av de viktigaste slutsatser som kunnat
dras utifran informationen och en beskrivning av programmets
funktioner ges. Bade projektidén och dess anvindning disku-
teras sedan ur ett storre perspektiv och slutligen beskrivs de
slutsatser som projektet lett fram till.

II. METOD

Arbetsprocessen i detta projekt kan beskrivas som en
flodesprocess. Nedan redogors metod och tillvigagangssitt for
de olika delmomenten i processen.

Idé

Via personal pa kvinnokliniken i Lund erhélls indikationer
pa att det fanns ett behov av ett forbittrat arbetsflode vid
planering av kejsarsnitt. En idé om hur behovet skulle kunna
tillgodoses uppkom och ett méte holls med en omradeschef pa
Skanes Universitetssjukhus. Detta gjordes for att fa bekriftelse
pa att ritt uppfattning om situationen hade erhallits samt for
att fa godkinnande for genomforande av projektet.

Informationssokning

En litteraturstudie genomfordes for att soka information
kring sjukvardens administrativa uppbyggnad samt for att fa en
overblick over vad som har gjorts inom omradet operationspla-
nering. Befintliga bokningsprogram och tidigare arbeten kring
att utveckla sddana undersoktes ocksa for att fa en bild av hur
dessa typer av verktyg kan byggas upp.

Sokningar pa databaserna Google Scholar och PubMed
gjordes dir olika sokord, sdsom operationsplanering, opera-
tionsresurs, Region Skdne, kejsarsnitt, bokningsprogram, IT-
system, sjukvard och administration, kombinerades. En lika-
dan sokning gjordes dven med sokorden pa engelska for att
undersoka om liknande fragestéllningar funnits utomlands.

Det material som ansags vara mest relevant for arbetet
valdes ut och sammanfattades genom att intressanta stycken i
litteraturen antecknades.

Utover materialet fran litteratursokningen anvéndes dven tva
killor som rekommenderades vid intervjuer. Dels publikatio-
nen “Ur led dr tiden - fyra utvecklingsomraden for en mer
effektiv anvindning av ldkares tid och kompetens”, som gjorts
av Vardanalys [1]], och dels boken “Det komplexa sjukhuset
- att leda djupgéende fordndringar i en multiprofessionell
verksamhet” skriven av Lars Erik Norbick och Axel Targama
[2]]. Detta material analyserades for att fa en tydligare bild
av sjukvardens miljé och olika arbetssitt och gav en bredare
kunskap i hur sjukvarden fungerar, vilka problem som kan
uppsta och hur dessa kan 16sas.

En intern funktionsbeskrivning av Orbit 5, vilket dr den
senaste generationen av Orbit, delgavs av utvecklaren EVRY



for att mojliggéra ndrmare studie av dess utformning och
funktioner [5].

Malgrupp och intervjuer

For att fa en bild av hur arbetsflodet kring planerade kejsar-
snitt ser ut pa Skanes Universitetssjukhus, utfordes nio inter-
vjuer. Malgruppen for intervjuerna, som faststilldes efter infor-
mationssokningen, var personal och chefer pa kvinnokliniker-
na i Lund och Malmé. Bland dessa ingick sjukskoterskor, barn-
morskor, specialistlikare, operationsplanerare, omradeschefer
och enhetschefer. En doktor i optimeringsldra, som arbetar
inom Region Skdne med schemaliggning och logistik, in-
tervjuades dven tack vare hennes kunskaper och erfarenheter
inom planerings- och bemanningsfragor.

Intervjuerna genomfdrdes med en semistrukturerad inter-
vjumall och inleddes med att syfte och produktidé presen-
terades. Intervjufragorna behandlade direfter personens roll
i processen, vilka problem som kan uppsta och vad som
skulle kunna forbittras i arbetet kring planerade kejsarsnitt.
Respondenten fick dven mojlighet att komma med synpunkter
och idéer om sjilva bokningsprogrammets utformning och
funktioner. Fragorna bestdmdes i forvig men justerades ibland
beroende pa vem som intervjuades, da exempelvis chefer och
sjukskaterskor utfor olika arbetsuppgifter och har olika roller
1 bokningsprocessen. Under intervjuerna fordes anteckningar
som sammanstilldes efter varje intervju.

I denna fas kontaktades dven kvinnoklinikerna i Region
Ostergotland och Akademiska Sjukhuset i Uppsala via mejl.
Detta for att fa en uppfattning om hur organisationen kring
planerade kejsarsnitt ser ut pa andra sjukhus jaimfort med inom
Region Skane.

Analys och konceptframstdllning

Fran informationssokningen och intervjuerna kunde arbets-
processen vid bokning av planerade kejsarsnitt i Lund och
Malmo identifieras. Viktiga slutsatser om denna drogs och
utifran dessa utvecklades ett anvindargrinsnitt for ett bok-
ningsprogram.

Utifran litteraturstudien och intervjuerna gjordes en analys
for att fa en forstaelse for problemet och kunskap inom det
omrade som identifierats som centralt i arbetet. Resultaten fran
datan vidgdes samman genom en kvalitativ analys for att svara
mot arbetets Overgripande syfte. De viktigaste slutsatserna
identifierades och utifran dem utformades ett koncept for ett
bokningsprogram. For att fritt kunna ténka kring hur program-
met skulle kunna se ut och vad som skulle ingd, utférdes till en
borjan ett antal brainstorming-sessioner. Bland annat anvéndes
det formuldr som i dagslédget fylls i vid bokning av de planera-
de kejsarsnitten och som utgor innehallet i pirmen pa kliniken
i Lund. Detta for att veta vilken information bokningspro-
grammet maste innehalla. Olika scenarion skapades, gillade
problem som skulle kunna uppsta under planeringsprocessen.
Detta for att fa ytterligare forstaelse for vilka funktioner som
skulle inkluderas i programmet. Funktionerna sammanstélldes
i en kravspecifikation.

Prototyputveckling

For att designa en prototyp, bestdende av ett
anvindargrédnssnitt, gjordes forst en handritad skiss som
sedan anvindes som hjdlpmedel vid utvecklandet. Med
undantag for schemafiltet, som togs fram i Microsoft Office
Excel, anvindes direfter prototypverktyget ForeUI [11] for att
designa den grafiska utformningen pa bokningsprogrammet
och implementera funktionerna fran kravspecifikationen.
For varje funktion utvecklades ett steg-for-steg-flode som
anviandaren tas igenom. Pa sa sitt kunde en simulering av
programmet goras genom ett vanligt bildspel.

Ett namn, som skulle vara tydligt och forklarande for
bokningsprogrammets funktion, valdes. Ett antal forslag med
olika kombinationer av ord som dr kopplade till program-
mets anvindningsomrade listades. Namnet behovde vara kort
och inte besta av for manga stavelser, da sjukvardspersonal
anvinder programnamn i vardagligt tal pa arbetsplatsen.

Uppfoljning och utvirdering

Nir prototypen ansags firdig gjordes uppf6ljningsbesok pa
kvinnokliniken i Lund for att fa aterkoppling fran tva opera-
tionsplanerare och en lidkare som intervjuats i det tidigare ske-
det. Prototypen demonstrerades och personerna fick dela med
sig av sina asikter och ge forslag pa forbittringsmojligheter.
Efter vidare reflektion 6ver forslagen utfordes de justeringar
som ansags limpliga. Till sist sammanstilldes en utvirdering
av den slutgiltiga prototypen tillsammans med forslag pa
framtida forbattringar.

III. RESULTAT

Fran informationssdkningen och intervjuerna erholls en
mingd data i form av identifiering av arbetsprocessen vid
bokning av planerade kejsarsnitt i Lund och Malmé och
viktiga slutsatser om denna. Utifran dessa utvecklades ett
anvindargrinssnitt for ett bokningsprogram.

Arbetsprocessen och slutsatser fran intervjuer

Arbetsprocessen inleds med att en obstetrikef] beslutar att
patientens forlossning ska ske med planerat kejsarsnitt. Det
varierar fran patient till patient hur lang tid innan beréiknat
forlossningsdatum detta bestims, men beslutet tas tidigast atta
veckor innan dess. For nagra ar sedan planerades kejsarsnitt
in att utféras i graviditetsvecka 37-38, men pa grund av
resursbrist gors de nu i vecka 39.

Pa kvinnoklinikerna i Lund och Malmé finns en parm dér
bokningar for kejsarsnitt fylls i. I Lund tar ldkaren vid bokning
kontakt med operationsavdelningen via telefon och soker en le-
dig tid. I Malmé gar lidkaren ner till operationsavdelningen och
tittar sjdlv i parmen efter en tid for det planerade kejsarsnittet.
Om det inte finns en passande tid pa den egna avdelningen
maste ldkaren ringa till de andra klinikerna i Region Skéne
for att hitta en ledig tid. Detta resulterar i att patienten tvingas
pendla till en annan klinik inom Skéne nir kejsarsnittet ska
ske. Dessutom far patienten sillan reda pa sin operationstid
vid besoket utan hon kontaktas nir en tid dr inbokad.

2Specialistlikare inom férlossningsvard



Efter att operationen bokats in, skrivs den in i pirmen och
registreras i Orbit.

Processen ser liknande ut i Region Ostergétland. Obstetri-
kern gor en operationsanmilan pa papper som liamnas till en
operationsplanerare. Ett datum féreslas men den definitiva pla-
neringen gors fyra veckor innan berdknat forlossningsdatum.
Direfter bokas patienten i tidbocker i Obstetrix och journalsy-
stemet Cosmic.

Pa Akademiska sjukhuset i Uppsala sker bokning ocksa
manuellt via en koordinator. Obstetrikern ringer till koordi-
natorn eller fyller i ett papper med information om patienten
och koordinatorn bokar direfter en tid for kejsarsnitt i ett
operationsplaneringsprogram dér det direkt gar att se vilka
datum som ir tillgéingliga for bokning.

De viktigaste slutsatserna  om
arbetsprocessen vid bokning
redovisas nedan.

problematiken i
av  planerade kejsarsnitt

o Det dr blandade kénslor for IT-system som hjdlpmedel
inom sjukvarden. Méanga upplever att programmen som
anvénds arbetar emot personalen istillet for med. De olika
programmen kommunicerar inte med varandra och sam-
ma information maste ofta skrivas in manuellt i flera IT-
system. Det tar dven lang tid att starta upp programmen.

e Programmen som anvinds &dr onddigt avancerade och
personalen far ingen ordentlig utbildning i hur de ska
anvindas.

o Operationsplaneringsverktyget  Orbit upplevs som
krangligt med mycket klickande, i form av
bekriftelserutor och flikar, och en svarighet att hitta
ratt funktioner. Det finns mycket mojligheter med
programmet och det gér att utformas efter individuella
preferenser men detta har inte sjukvardspersonalen tid
med. De vill ha ett program som bara ska ga att starta
och anvinda direkt.

o “Forst till kvarn” giller for tiderna som finns for plane-
rade kejsarsnitt. Likare med bra kontakter kan ga runt
kosystem och fa tider fore andra. Detta resulterar i ett
forsamrat arbetsflode som skapar missndje pé klinikerna.

« Inplanerade patienter som opereras akut innan sin bokade
tid, stryks over i parmen och nya bokningar skrivs till i
kanten. Det blir snabbt plottrigt och svardverskadligt i
piarmarna, vilket okar risken for att det blir fel nidr nya
bokningar skrivs in.

o Nir ett akut kejsarsnitt maste genomforas, blir de kejsar-
snitt som var planerade vid den aktuella tiden uppskjutna.
De gors da istillet senare under samma dag eller, i de
fall da det inte finns tid, ombokas. Ombokningen gors
antingen genom att boka en befintlig ledig tid eller genom
att flytta en annan inplanerad patients operation. Detta
kan dock resultera i att de kejsarsnitt som skjutits upp
blir akuta istllet.

« Om en operation blir instélld hittas en ersittande patient.
For att det ska kunna ske maste operationen dels avbokas
i Orbit och dels strykas i den berdrda klinikens parm.
Gors inte avbokningen i Orbit blir operationstiden inte
utnyttjad. Samma sak hidnder om kejsarsnittet gors akut

natten innan den planerade operationsdagen och det inte
uppfattas att operationen redan #r utford.

o Patienter tycker att det kinns otryggt nir de gatt till
samma ldkare pa en klinik men blir opererade pa en annan
klinik pa grund av att det inte finns lediga tider pa den
ursprungliga kliniken.

o Vilken obstetriker som utfor snittet och vilken narko-
sldkare som deltar beror pd vem som &r i tjdnst vid
tillféllet. Ibland vill ldkaren dock operera sin egen patient,
speciellt vid mer komplicerade fall.

o Patienten kommer pé inskrivningsbesok tva eller tre dagar
innan inbokad operationstid. En sjuksk&terska gar igenom
en checklista med patienten, som direfter har ett kort
samtal med en obstetriker och slutligen samtal med en
narkoslikare for att besluta vilken bedovning som skall
ges i samband med operationen.

e Pa grund av resursbrist gors dven andra operationer,
utover kejsarsnitt, i kvinnoklinikens operationssalar. Pla-
nerade kejsarsnitt har ldgre prioritet 4n manga andra
operationer, vilket leder till att de kan flyttas for andra
operationers skull.

Hirefter foljer de slutsatser som erh6lls fran undersokningen
angdende den tekniska 16sningen.

o Personalen soker en modern 16sning som kan férenkla
arbetet for dem vid planering av planerade kejsarsnitt.
Nagon typ av bokningsprogram efterfragas, men perso-
nalen vill inte ha dnnu ett krangligt program som ger dem
mer arbete istéllet for att forenkla.

o All personal ska inte kunna boka tider i ett program, men
alla ska ha mojligheten att f& en Overblick Gver vilka
lediga och bokade tider som finns. Olika &sikter fanns i
Lund och i Malmé om vem som ska kunna boka tider i ett
bokningsprogram. Likarna vill sjdlva kunna boka direkt
medan operationssplanerarna i Lund vill att de ska vara
de enda som kan gora bokningar. Lakarna ska fortfarande
ringa till dem men de har mojlighet att se vilket sjukhus
som har bokningsbara tider. Idén om att endast vissa
koordinatorer skulle ha mojlighet att utfora bokningar
delas dven av nagra i chefsposition. Dock tycker de flesta
av de som intervjuats att den mest effektiva 16sningen &r
ett bokningsprogram dér likarna kan boka sjédlva eftersom
det gar snabbt att anvinda och mdgjliggor att tiden kan
bokas in direkt under patientbesoket.

o Det dr en fordel om programmet inkluderar alla de sjuk-
hus som det dr mojligt att boka tid pa, men det ska inte
ga att boka en tid pa en annan klinik 4n den egna genom
programmet, utan att avtala genom ett telefonsamtal.

o Bokningsprogrammet ska kunna uppdateras kontinuerligt
for att littare kunna upptéicka operationstider som avbo-
kats. Detta eftersom det dr viktigt att snabbt kunna fa
tillgang till information om att en operationstid har blivit
ledig for att undvika tomma luckor i schemat nir lediga
tider inte utnyttjas.

e Om en operation utfors tidigare #n planerat sa ska det
dnda ga att se att en operation varit inplanerad pa den
ursprungliga tiden.

Den information om patienten och operationstillfillet som



maste ingd i programmet inkluderar:
« Patientens personuppgifter
« Indikation pa varfor kejsarsnitt planeras in
o Information om patienten har blodsmitta eller diabetes
o Anmailande ldkare
« Mottagande personal av bokning
o Datum for inskrivningsbesok

Bokningsprogrammet

Som ett forslag pa 16sning av problematiken i arbetsflodet
pa Kvinnoklinikerna pa Skanes Universitetssjukhus har en
prototyp av ett elektroniskt bokningsprogram utvecklats. Pro-
grammet ska pa ett ldttoverskadligt sitt ge en tydlig och aktuell
bild av vilka lediga och bokade operationstider som finns pa
alla forlossningskliniker inom Region Skane. Bokningspro-
grammet har fatt namnet SectioPlan, som i talsammanhang
kan forkortas till S-Plan, och kommer i utvecklingsfasen att
vara fristdende fran alla andra program pa sjukhusen. Det ska
dock ligga inom sjukhusets interna nitverk Sjunet [[12].

SectioPlan ska utgé ifran ett veckoschema dir lediga tider
finns markerade i gront, bokade i rott och anvidndarens egna
bokningar dr markerade i lila (se figur 1). Det ska vara mojligt
att bldddra mellan olika veckor for att kunna titta pa tider
flera veckor framat samt att zooma ut till manads- eller arsvy.
Genom att klicka pa olika tider i schemat kan anvindaren
interagera med programmet.

SectioPlan vinder sig till tre olika typer av anvéndare:
personal pa kliniken som bara vill fa en Oversikt av lediga
och bokande tider, likare som vill boka tider samt admi-
nistratorer som kan ldgga till, dndra och ta bort tider. I
programmet finns dédrfor en behorighet for bokning och en
administrativ behorighet. Personal med bokningsbehdorighet,
som framst kommer att vara likarna, ges alltsa mojligheten att
boka tider utan nadgon mellanhand eftersom det bara kommer
att finnas forbestimda bokningstider som inte gar att dndra.
Registrering av nya tider eller dndring av tider kan endast
utforas av koordinatorer med administratorsbehorighet. Ovrig
personal som endast har lisbehorighet kan logga in via en egen
inloggning for att fa en Oversikt av lediga och bokade tider.

Upplédgget i programmet bygger pa att anvidndaren pa ett
intuitivt sdtt leds genom den process som varje funktion
ar kopplad till. En flodesprocess med de funktioner som
inkluderas i bokningsprogrammet har skapats sa att det pa
ett tydligt sdtt dr mojligt att se hur de olika funktionerna &r
relaterade till varandra. Grundtanken &r att programmet pa sa
sitt ska vara sa pass enkelt att anvdindarna inte behdver mer
djupgéende utbildning 4n en kort introduktion.

Efter utveckling av den forsta prototypen, genomfordes
tva uppfoljningstillfillen med personal som intervjuats i ett
tidigare skede i undersokningen. Ett antal viktiga slutsatser,
som presenteras nedan, gjordes gillande funktionerna i pro-
grammet:

o Det ir viktigt att kunna upprepa tillagda tider sa att vissa
tider aterkommer kontinuerligt varje vecka. Da behover
inte administratoren ldgga till en tid i taget.

o Vid exempelvis felberdkning av forlossningsdatum ska
det vara mgjligt att flytta en inbokad patient utan att
behova ta bort och fylla i alla uppgifter pa nytt.

o Om en inbokad patient opereras akut innan den planerade
operationstiden, ska tiden bli ledig men informationen om
att den ursprungliga patienten haft en annan planerad tid
ska kunna sparas.

« Patientens graviditetsvecka ska framga nir hon bokas in
for kejsarsnitt.

o Rutinen kring inskrivningsbesoket @ndrades under pro-
jektets gang. Nu gors det istillet under samma dag som
sjdlva operationen, vilket innebdr att information om detta
datum inte lingre behovs.

o Det idr viktigt att programmet &r sa enkelt som mojligt.
Om for mycket information behdver skrivas in, kan detta,
pa grund av oaktsamhet, medfora risker.

Med hjdlp av dessa slutsatser gjordes nagra slutgiltiga
dndringar hos funktionerna i prototypen, som direfter ansags
vara firdig. Nedan redovisas de olika funktionerna i program-
met.

Personal - Klinik- IDnamn

Lund K (s [v]

Vecka 23
2015

Mina bakningar

Fredag 5/6

Méndag 1/6 Tisdag 2/6 Onsdag 3/6 Torsdag 4/6

8

8.

9.0¢

Ledig Bokad
.20

2.00- 10:30

10.00 Operationssal 2

900 103
ot SN
o

Ledig Bokad Ledig Ledig
1.30)

1100- 1230
o

11.00- 12:30 1100- 1230
perationssal 3 Operafionssal |

12.00| 110 1220
2.00| Operafionssal 3 Operafionssal 1

12,

&Y

Bokad
13.30)

1300 - 1430
1400 Operationssal 2

Bokad Bokad
14.30

14,00 - 1530

1
12:9%| operatiorssal2

15,

16.00)

1630

17.00

Figur 1. Schema-overblick av programmet.

Boka ledig tid: For att boka en tid klickar anvindaren
pa en ledig tid, varefter en informationsruta, som visar den
mest viasentliga informationen om den lediga tiden, dyker
upp. Genom att trycka pa Boka tas anvindaren vidare till
bokningsformulédret (se figur 2). Formulédret inkluderar all
information som ldkaren och operationsplanerare maste ha
om patienten och dess operation. Den information som
administratoren lade in vid registreringen och ID-namnet pa
den ldkare som gor bokningen gar inte att dndra pa och de
rutorna dr darfor gramarkerade. Efter visentlig information
om patienten och operationstillfillet fyllts i och bokningen
gjorts far anvindaren en bekriiftelse och den gréna rutan
dndrar farg till lila.

Mina bokningar: Under knappen Mina bokningar finns en
lista pa den inloggade ldkarens bokningar, vilket inkluderar
patienternas namn och operationsdatum. Nér ett namn klickas
pa, visas en ruta med information motsvarande den som
fylldes i vid inbokningen. Samma sak hinder om anvindaren
trycker pa Mer info i rutan som dyker upp nir en lila, bokad
ruta i schemadversikten viljs. Det gar ocksa att vilja att
trycka pd Andra i informationsrutan och da fir anvindaren
upp bokningsformuléret igen.
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Figur 2. Boka tid - bokningsformuliret.

Léigga till och ta bort tid: 1 administratérens overblick finns
en knapp med texten Ldgg till tid. Nar anvindaren trycker
pa den kan en ny tid ldggas till genom att vilja datum i en
kalender, fylla i start - och sluttid och operationssal (se figur 3).
Det finns ocksa en valfri funktion, Upprepa, som kan kryssas i
om samma tid kommer att vara aterkommande. Upprepningen
kan viljas att vara varje dag, varje vecka eller varje méanad
till och med ett valt datum. Klinik kan inte &ndras eftersom
en anviandare endast ska kunna ldgga in nya tider pa sin egen
klinik. Nir tiden 14ggs till hamnar den i en lista i hornet for att
ge en Overblick over vilka tider som lagts till under sessionen.
Det géar ocksa att markera tider i listan for att ta bort eller
dndra dem.
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Figur 3. Tillaggning av tid i admin-inloggningen.

Andra tid: Om likaren av nagon anledning vill boka om en
patients tid, maste en forfrdgan skickas till administratoren,
som da kan boka om patienten till en ledig tid pa ett annat
datum. Niar detta gjorts kommer en markering synas i den
bokade rutan. Denna finns for att tydliggéra att denna
operation bokats om en gang och pa sa sitt kunna undvika
att samma patient ombokas flera ganger.

Filtrera efter klinik och/eller tid: Eftersom flera kliniker
kan vara anslutna till systemet sa kan filtrering goras utefter
om tider fran Alla kliniker eller en specifik ska visas. Det gar

ocksa att vilja om Alla tider, Lediga tider eller Bokade tider
ska visas. De olika filtreringarna gar ocksa att géra oberoende
av varandra.

Bokning kan dock inte goras pa andra kliniker inom Region
Skane dn pa Skanes Universitetssjukhus, utan detta maste
avtalas via telefon.

Bevakning av vecka: Om en likare inte far tag pa en
passande ledig operationstid till sin patient kan det hinda
att patienten maste opereras i en annan stad i Skane. Det
innebidr att patienten maste pendla och kan skapa en stor
otrygghet hos denna. Med hjilp av en bevakningsfunktion i
bokningsprogrammet kan likaren bevaka den bestimda veckan
dé patientens operation ska ske och fé ett meddelande om en
tid pa det egna sjukhuset blir ledig.

IV. DISKUSSION

Detta projekt har gatt ut pa att undersdka mdjligheterna
till ett enklare och mer organiserat arbetsflode for plane-
rade kejsarsnitt pa kvinnoklinikerna i Lund och Malmo.
Undersokningen har lett fram till att ett bokningsprogram
utvecklats. Idéen om bokningsprogrammet har fran forsta
intervjun till sista uppfoljningsmétet uteslutande motts av
positiva reaktioner. Det bekriftar att det finns ett verkligt behov
att fylla dir befintliga verktyg inte ricker till. I operationspla-
neringsverktyget Orbit saknas den, for planerade kejsarsnitt,
visentliga funktionen att pa ett enkelt sitt kunna se och boka
lediga tider. Da det administrativa arbetet utgor en betydande
del av lidkarens arbetstid, &r det en fordel om de atgirder
som kan vidtas for att minimera detta ocksd genomfors.
Runtringningen som lékarna pa kvinnoklinikerna i Malmé och
Lund gor dr arbete som skulle kunna Overlatas till ndgon
annan. Genom att skapa ett forbéttrat arbetsflode skulle arbetet
dven kunna minskas. Da sparar det bade in pa onddigt arbete
for personalen och kostnader for Region Skane.

Utmaningar med dagens organisation

Sjukskoterskor och annan personal uppger under intervju-
erna att de skulle kunna Gverta ménga arbetsuppgifter fran
ldkare samtidigt som arbete som utfors av sjukskoterskor
skulle kunna utféras av medicinska sekreterare. Det finns alltsa
en forskjuten fordelning bland arbetsuppgifterna i varden, dér
olika professioner utfor arbetsuppgifter som egentligen skulle
kunna Overlatas till personal med annat eller mindre ansvar.
Eftersom ldkares lonekostnader generellt sett dr betydligt
hogre dn for annan sjukvardspersonal skulle en fordndring i
arbetsfordelningen innebdra att en dyr resurs da kan anvindas
mer kostnadseffektivt.

Under intervjuerna bekriftades dven modellen med de olika
“vérldarna”, Cure, Care, Control och Community, av vilka
slutsatsen drogs angéende vikten av att, vid analys av arbets-
fléden, just ta hdnsyn till de olika perspektiven i sjukvarden.
Det kan alltsa redan existera risk for uppkomst av konflikter
mellan de olika virldarna i sjukvarden eftersom de ofta
arbetar mot olika mal. Ett tydligt exempel &r konflikten mellan
operationsavdelningen och operatoren, i detta fall obstetrikern.
Operatorens uppdrag &r att under vissa dagar operera inbokade



patienter. Personal pa operationsavdelningen arbetar kontorsti-
der. Om schemat for operationer blir férskjutet och risken finns
att den sista operationen inte kan slutféras inom ramen for de
ordinarie arbetstiderna sa skjuts den upp. Detta sker eftersom
det inte dr rimligt att personal pa en operationsavdelning ska
jobba overtid den utstrickning som behovet finns. Konflikt
kan uppsta mellan den opererande ldkaren, vars mal &r att
operera sina egna patienter, och operationspersonalen nir dessa
operationer skjuts upp. SectioPlan kan vara ett bra hjdlpmedel
pa vigen med att 16sa denna konflikt eftersom Gverblicken dver
schemat och dess eventuella forskjutningar och dndringar blir
bittre. Pa sa sitt kan dialogen mellan involverade avdelningar
forbattras eftersom ovissheten som uppkommer i dagens ar-
betsflode bevisligen skapar konflikter och otydlighet mellan
personalgrupper.

Det problematiska arbetsflodet kring planerade kejsarsnitt
kan resultera i instillda operationer, vilket innebir stora och
onddiga kostnader for Region Skéne. Det dr svart att, i litte-
raturen, hitta prislappar pa kostnader for instillda operationer,
men i en revisionsrapport for instillda operationer i Region
Skane fran 2012, uppges det att kostnaden for att driva en
operationssal, exklusive personalkostnader, dr cirka 10 200
kronor per timme. I rapporten finns ett rikneexempel, baserat
pa statistik for instillda operationer ar 2011, dir kostnaden
for outnyttjade operationssalar var cirka 15,7 miljoner kronor
pé ett ar. I exemplet inkluderades alla planerade operationer i
Skéne och inte bara planerade kejsarsnitt. Aven om kejsarsnitt
inte dr den storsta andelen operationer som utfors, paverkar
det inda den totala statistiken och kostnaderna. Darfor #r
det viktigt att arbeta for att forbittra arbetsflodet och darmed
minska riskerna for alla typer av instillda operationer, dven
planerade kejsarsnitt [§]].

SectioPlans roll i planeringsprocessen

I nuldget kommuniceras fordndringar i kejsarsnittsplane-
ringen pa kvinnoklinikerna muntligt eller via pdrmen och
ibland inte alls. Bristen pa tydlig kommunikation leder till en
osidkerhet vilket kan gora att personal vid upprepande tillfallen
maste forsdkra sig om att information natt fram genom att
exempelvis ringa [9]]. SectioPlan gor att parmen inte behover
anvindas i planeringen av planerade kejsarsnitt. Programmet
skulle dérfor med fordel kunna implementeras i Region Skéne,
vilket ocksa har efterfragats av flertalet av de intervjuade ur
personalen. Att det gér att se tider pa alla anslutna kliniker
atgédrdar ursprungsproblemet med ldkarnas rundringning mel-
lan kliniker samtidigt som det lokala arbetsflodet struktureras
upp.

Utover att programmet ger en &verblick over lediga och
bokade tider och pa sa sitt ger anvindaren bokningsmajlighet,
har funktionen Mina bokningar inkluderats. Det finns ingen
motsvarighet till detta i dagens arbetsflode, men det dr nagot
som kan bidra till att uppritthalla strukturen i arbetsfiodet och
till att ge lakaren bittre kontroll, speciellt i de ldgen da likaren
onskar operera sin egen patient.

En viktig aspekt som var nddvindig att ta hdnsyn till vid
utvecklingen, var vem som skulle ha behorighet att gora vad.
Bland de intervjuade var asikterna delade mellan att det endast

skulle vara koordinatorer som skulle kunna boka respektive att
lakare skulle kunna gora det sjélvstindigt. Orosmomentet 1ag
1 att ldkare sjdlva skulle kunna ldgga till operationstider utdver
de tillgingliga, vilket ibland sker i dagens planeringsprocess,
och det skulle skapa problem i planeringen. Losningen med att
endast anvidndare med en administratorsbehorighet ska kunna
lagga in vilka tider som &r bokningsbara, blev darfor vil
mottagen vid uppfoljningen. Dessutom ger detta mojlighet till
en overflyttning i rétt riktning av det administrativa arbetet,
da en koordinator, som kan vara bade sjukskoterska eller
medicinsk sekreterare, tar 6ver ldkarnas tidigare arbete med att
hitta de lediga tiderna. Dessa meddelas istillet direkt till koor-
dinatorn som registrerar tiderna i programmet. Eftersom det &r
sjukskdoterskorna som i nuliget arbetar med administrationen
kring planerade kejsarsnitt skulle ansvaret som koordinator bli
en naturlig roll for dem att ta, vilket ocksa framkom under
intervjuerna.

En annan aspekt som var viktig att tinka pa vid utveckling
av bokningsprogrammet var att det skulle innehélla sa lite
information om patienterna som mojligt. Detta podngterades
av personal under flera intervjuer da en onddig risk for bortfall
av information kan uppstd om programmet innehéller for
manga funktioner.

En positiv sidoeffekt av bokningsprogrammet &r att statistik
om bokningarna kan insamlas. Mojligheten att & en bild av hur
vil kvinnoklinikens operationsresurser utnyttjas kan anvidndas
till att effektivisera arbetet med planerade kejsarsnitt.

Hallbar utveckling

Ur ett ekonomiskt perspektiv kan ett bokningsprogram bidra
till att minska antalet tomma operationssalar och dirmed
kostnaderna for dessa. Genom att dessutom minska det ad-
ministrativa arbetet kan stora utgifter i form av lonekostnader
anvindas for mer vinstgivande dndamal.

Ett bokningsprogram kan dven hjilpa till att skapa en bittre
arbetsmiljo pa sjukhuset, bade for personal och patienter.
Personalen kan fa bittre uppsikt 6ver inbokade operationer och
patienten kan, som tidigare nimnt, fa reda pa sin operationstid
direkt vilket innebir storre patient empowerment’ﬂ Boknings-
programmet virnar om den personliga integriteten i och med
att atkomligheten till patienternas personliga information &r
begrinsad da det krdvs en inloggning och atkomsten dven
skyddas av sjukhusets intrant.

Miljomassigt kommer ett bokningsprogram leda till mindre
pappersanvindning da pdrmarna och dess utskrivna scheman
blir overflodiga. Om programmet dessutom bidrar till att
forbittra sjukvardens syn pa IT-system kan detta leda till
mindre pappersanviandning i allménhet pa sjukhusen i Skéne.

Framtidsutsikter

Inforandet av ytterligare ett IT-system i sjukvarden kan, som
tidigare ndmnts, komma att méta ett visst motstand. Att pro-
grammet i nuldget endast bestar av ett anvindargrinssnitt gor
darfor att mojligheten finns for att integrera programmet med

3En term som beskriver frimjandet av aktivt patientdeltagande i
vardprocessen [[13]].



redan befintliga. Det skulle kunna fungera som en applikation
till Orbit och didrigenom mojliggora informationsutbyte mellan
dessa. Det finns dessutom mycket utrymme for utveckling av
befintliga och nya funktioner. Funktionen Bevakning av vecka
skulle kunna bli en véntelista, sd istéllet for att bokningen
sker med forst-till-kvarn-principen kan bevakningen innebéra
att den ldkare som forst registrerar en bevakning pa en viss
vecka ocksa far mojlighet forst att boka en tid som blivit ledig.

I nuldget gar det, genom funktionen Filtrera efter klinik,
att se lediga operationstider for alla kliniker i Region Skane,
men for att boka pa andra kliniker 4n i Lund och Malmo,
maste personalen dir kontaktas. Detta skulle i framtiden
kunna utvecklas till att samtliga tider pa anslutna kliniker &dr
bokningsbara.

Bokningsprogrammet har frimst baserats pa den infor-
mation som erhdllits fran de nio utforda intervjuerna.
I en fortsittande del av projektet skulle en storre un-
dersokningsgrupp behdva intervjuas och ges mojlighet att
kommentera pa det nuvarande anvéndargrianssnittet. Utveck-
lingen av SectioPlan har hittills dessutom skett med inriktning
mot Region Skéne och speciellt Skanes Universitetssjukhus
da det har funnits ndrmast till hands for intervjuer och studie-
besok. Dock finns utrymme for att utveckla idéen och anvinda
programmet pa andra sjukhus i Sverige. Vid kontaktande av
sjukhus utanfor Region Skane framkom det att dessa ocksa
skulle gynnas av ett bokningsprogram, da operationsanmélan
dven hér utfordes manuellt pa papper. Darfor dr det ocksa en
fordel att programmet utvecklats fristdende fran andra system,
eftersom detta, kombinerat med programmets okomplicerade
utformning, gor att det dr enkelt att anpassa efter andra regio-
ners och sjukhus behov. Programmet &r innovativt pa det sitt
att det dr skapat utifran ett behov i sjukvarden. Det uppmuntrar
i sin funktion till ett rakt och simpelt arbetsflode som oavsett
var det anvidnds kan se liknande ut. Da regionernas rutiner
kring planerade kejsarsnitt skiljer sig ur manga avseenden, kan
ett gemensamt bokningsprogram vara en bit pa vigen mot en
mer sammanhallen sjukvard.

V. SLUTSATSER

En slutsats &r att IT-system kan effektivisera det administra-
tiva arbetet i sjukvarden om de &r anvindarvinliga, anpassade
till sitt anvidndningsomrade och utvecklade i samrad med
personal. D kan den manuella hantering, som innebér 6kande
risk for informationsforluster, minskas. En annan viktig slut-
sats 4r att personalen pa kvinnoklinikerna pa Skanes Uni-
versitetssjukhus utfor mycket administrativt arbete som skulle
kunna reduceras. Flera IT-system, som inte kommunicerar med
varandra, anvinds parallellt, vilket snarare innebir en borda dn
en underlittande faktor for personalen. I nuldget har bristen
pa fungerande IT-system gjort att personalen anvinder papper
och telefonsamtal for att boka planerade kejsarsnitt. Utifran
detta kan slutsatsen dras att med hjdlp av ett elektroniskt
bokningsprogram skulle planeringsarbetet och kommunikatio-
nen kunna forbittras - bade lokalt men dven mellan de olika
kvinnoklinikerna.

VI. EFTERORD

Vi vill tacka vér kliniska handledare Monica Lilja, som
introducerat oss till problemstéllningen samt kopplat ihop oss
med personal pa klinikerna och hjilpt oss pa vigen. Vi vill
dven tacka var tekniska handledare Martin Stridh, som stottat
oss genom projektets gang och kommit med bra feedback
pa rapportens innehéll, och Andreas Herbst, som givit oss
forslag pa personer att intervjua. Till sist vill vi tacka alla som
deltagit i undersokningen genom att stdlla upp pa intervjuer
och pa sa sitt givit oss virdefull kunskap och idéer till
bokningsprogrammet.

Arbetet har gjorts gemensamt och en tydlig dialog har alltid
funnits mellan Isabelle och Nadia under projektets gang. In-
tervjuerna leddes av Nadia medan Isabelle forde anteckningar.
Utvecklingen och designen av bokningsprogrammet gjordes
gemensamt och hela arbetsprocessen strukturerades upp med
en planering och olika delmal. Det mojliggjorde ocksa arbete
med skrivandet av rapporten pa egen hand vid behov, men
majoriteten av den har skrivits tillsammans.
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Triggning av aktionspotential 1 daggmask med hjélp
av ultraljud

Innas Forsal (BME-12), Yann Moreau Brunn (BME-12)

Sammanfattning—Ultraljud som behandlingsmetod mot
Parkinsons sjukdom, epilepsi, depressioner och hjirnskakningar
var idén som lag till grund for rapporten. Idén bygger pa att
ultraljudsvagor med lag frekvens och lag effekt ska kunna
ta sig in i hjirnan och dir trigga neuronal aktivitet for att
pa sa siitt forhindra nedbrytning av nervceller. Rapportens
huvudsyfte var att utreda mojligheterna med att fa ultraljud
att trigga nervsignaler. For att na dit utfordes forst métningar
pa daggmask dir malet var att miita upp en aktionspotential.
I de forsta forsoken skedde stimuleringen av daggmaskens
nerv elektriskt via tva nalelektroder dir registreringen ocksa
nyttjade tva nalelektroder. Miituppstiillningen bestod bl.a. av
en funktionsgenerator for stimulering, en forstirkare dit de
registrerande elektroderna anslots och ett datainsamlingskort
som kopplades till en laptop for insamling av data. Ingen
aktionspotential hittades vilket ledde till kommande forsok
dir istillet mekanisk stimulering anvindes genom att det
petades pa en av daggmaskens iindar. Mitningarna skedde
hir bade noninvasivt, genom att daggmasken lades pa en
staltradsbidd, samt invasivt med nalelektroder. Resultaten
var #dven hir fruktlosa. Det sista forsoket anvinde sig av
en reglerbar forstirkare med likadan mituppstillning som i
de forsta forsoken. Ingen aktionspotential kunde uppmiitas.
Gemensamt for forsoken var nédrvaron av for mycket brus och
en stindigt bottnande miétkurva vilket forsvarade mitningarna
av aktionspotentialen avseviirt. Projektet nadde p.g.a. bristen av
tillfredsstéillande resultat aldrig fram till forsok med ultraljud.
For vidare studier rekommenderas ett bandpassfilter runt
300-3000 Hz, forstirkare med forstirkning kring 1000 ganger
lite beroende pa elektrodplacering och miitningar pa hummer
istillet for daggmask.

I. INTRODUKTION

LTRALJUD associeras ofta med diagnostik, ofta som ett
U verktyg for att undersoka gravida kvinnor. Idag anser
dock forskare att ultraljud kan fa nya anvidndningsomraden
sasom kontroll av hjdrnaktivitet fran utsidan utav skallen. Pa-
tienter med Parkinsons behandlas idag med hjilp av elektroder
som sitts in i hjdrnan och sedan stimulerar nerverna. Behand-
lingen &r invasiv och sjdlva operationen dr komplicerad med
ménga mdjliga komplikationer som foljd. Aven personer med
epilepsi eller svara depressioner kan behandlas med implantat
i hjdrnan i form av elektroder. Om det hade varit mojligt
att ha en icke-invasiv behandling som gav samma effekt som
implantaten skulle riskerna med ingreppen elimineras och leda
till att stimulering av nerver nu var tillgdnglig for en storre del
av befolkningen. Forutom de kliniska fordelarna med ultraljud
som ett behandlingsverktyg sa kan denna teknik dven anvindas
mer kommersiellt for att till exempel forhindra sekundira
skador som uppstér efter harda slag mot huvudet hos idrottare.
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Det finns ingen bra behandlingsmetod mot hjarnskakningar
idag och de langvariga effekter dessa kan ge upphov till
sasom Alzheimers. Genom att skicka ultraljudsvagor med lag
frekvens och lag effekt kan hjdrnan luras att tro att skadade
nerver fortfarande fungerar som de ska [1]. Tanken &r att detta
ska himma de forlopp som bryter ner skadade nervceller.
Ultraljud som behandlingsmetod for ovan ndmnda problem
har stor potential for bade allmidnheten och sjukvéarden pa
grund av dess tillgdnglighet och skonsamhet. Syftet med denna
rapport dr att undersoka huruvida ultraljud kan trigga en
nervimpuls. Till att borja med ligger fokus pa att méta upp en
aktionspotential i en daggmask for att sedan kunna ga vidare
med ultraljudstester.

For att tillhandahalla en forstaelig Gversikt over potenti-
ella mekanismer som ultraljud kan tinkas ha pa neuronal
stimulering foreslar Tyler en hypotes. Denna bygger pa att
ultraljud skapar effekter pa viskoelastiska neuron och deras
omgivande vitskemiljo vilket i sin tur leder till fordndringar
i membranets permeabilitet for olika joner. Detta leder till att
aktionspotentialer kan starta [2]]. Experimentell data tyder pa
att ultraljud &r en spidnnande plattform for att utveckla framtida
terapeutiska neuromodulationsmetoder. I Tyler et al [3]] triggar
man neuronal aktivitet i en mushjidrna med transkranialt pulsat
ultraljud.

I forskningsrapporten av Stauning [4] och i bachelorpro-
jektet av Kold [5] understks det huruvida The Hodgkin-
Huxley Model eller The Soliton Model &r bist ldmpad for att
beskriva en nervsignals egenskaper. Genom att i en daggmask
trigga en aktionspotential i vardera dnde och direfter se om
dessa signaler slidcker ut varandra eller passerar varandra kan
lamplig modell utses. Detta i sig dr inte av intresse for denna
rapport men métuppstillningarna som hér anvinds &r av stort
intresse for detta projekt da det #r just pa daggmaskar det
ska forsokas trigga en aktionspotential, forst med elektrisk
stimulering. Artikeln av Shannon et al [6] som visar en annan
mituppstillning av intresse déir stimuleringen istillet sker
mekaniskt genom att peta pa daggmasken. Hir beskrivs dven
olika problem som kan tidnkas dyka upp under métningarna.

II. BAKGRUND
A. Nervcellen och dess signaloverforing

Ett klassiskt neuron bestar utav en cellkropp, flera férgrena-
de dendriter vars uppgift &r att ta emot den inkommande signa-
len, samt ett axon som for signalen vidare till axonterminaler
vilka tillhdr synapsen, se figur [T} Hir sker kommunikation
med andra celler. Neuron dterfinns som sensor, motor- samt
interneuron i olika former och storlekar men gemensamt for
alla dr att de bestar av tidigare nimnda delar. Dendriternas och



cellkroppens plasmamembran 4r kinsliga for kemisk, elektrisk
eller mekanisk stimulering. Dessa typer av stimuleringar kan
ge upphov till en aktionspotential, en elektrisk impuls, som
sedan forflyttar sig langs med axonet.

En cell helt utan paverkan fran olika typer av stimule-
ringar har ett polariserat plasmamembran, detta da utsidan av
membranet innehaller ett Gverskott av positiva laddningar och
insidan ett overskott av negativa laddningar. Potentialskillna-
den som uppstar 6ver plasmamembranet benimns membran-
potential. Ar cellen i ett ostort tillstind kallas potentialen for
vilopotential som for neuronet ligger pa -70 mV'.

Utover den laddningsskillnad som finns 6ver membranet
skiljer sig dven jonsammansittningen i den intra- och ex-
tracelluldra vitskan at. Den intracelluldra vitskan innehaller
hoga koncentrationer av positivt laddade kaliumjoner. Den
extracelluldra vitskan har hoga koncentrationer av positivt
laddade natriumjoner samt negativt laddade kloridjoner. For
att uppritthalla dessa skillnader mellan neuronets ut- och insi-
da dr plasmamembranet selektivt permeabelt. Permeabiliteten
kommer av att det i plasmamembranet sitter olika typer av
membrankanaler. Lickkanalerna &r alltid 6ppna och hir gar
natrium och kaliumjoner passivt fran hog till lag koncentration
for att utjimna koncentrationsskillnader. Gated channels é&r
jonkanaler med portar som Oppnar och stinger sig passivt
under speciella forhallanden, exempelvis vid en fordndring i
spanning.

For att en potentialskillnad ska uppritthallas 6ver plasma-
membranet maste en aktiv transport ske for att motverka den
passiva transporten av kalium- och natriumjoner. Detta sker
med hjdlp av bérarprotein som fungerar som jonpumpar. Natri-
umkaliumpumpen byter ut tre intracelluldra natriumjoner mot
tva extracelluldra kaliumjoner. Detta leder till en nettoférlust
av positiva laddningar hos cellen vilket resulterar i dverskottet
av negativa laddningar intracellulart.

Stimuleringar som foridndrar plasmamembranets permeabi-
litet for natrium och kalium alternativt fordndrar aktiviteten
hos pumpar paverkar cellens membranpotential. Exempel pa
stimuli som paverkar detta dr mekaniskt tryck och tempe-
raturforandringar. Ofta gér jonkanaler fran att vara stingda
till 6ppna efter stimulering vilket leder till att fler joner for-
flyttar sig 6ver membranet och membranpotentialen paverkas
ddrmed. Oppnas natriumjonkanaler kommer fler natriumjoner
trainga in i cellen och membranpotentialen kommer stiga
(ndrma sig 0 mV’). Da membranpotentialen nar troskelvirdet
-55 mV triggas en aktionspotential, i neuron #dven kallad
nervimpuls, vilket innebér en fordndring av membranpotential
over hela plasmamembranet. Voltage gated (spanningsportade)
natriumjonkanaler, jonkanaler som dppnar och stinger sig med
dndringar i spanning, oppnas och natriumjoner strommar in i
cellen vilket leder till en depolarisering.

Aktionspotentialen startar av att en graderad depolarisering,
som dr stor nog, Oppnar spianningsportade natriumkanaler.
Kanalerna oppnas vid en membranpotential pa -55 mV  dven
kallad troskelvirdet. Nar dessa kanaler 6ppnas flodar natri-
umjoner in i cytoplasman och en snabb depolarisering &dger
rum. Nu innehéller den inre membranytan mer positiva dn
negativa joner och membranpotentialen har okat fran -55mV
till ett positivt virde. D& membranpotentialen nidrmar sig +30

Inkommande signaler

Myelin
w1V
= \:f\: 5 |

Cellkarna

Figur 1. Oversikt 6ver nervcellen [7].

mV stinger sig de spdnningsportade natriumkanalerna. Detta
steg sammanfaller med att spianningsportade kaliumkanaler
Oppnar sig. Positivt laddade kaliumjoner forflyttar sig ut fran
cytosolen vilket leder till att membranpotentialen giar mot
vilopotential. Repolariseringen tar vid. De spinningsportade
kaliumkanalerna borjar stingas dd membranpotentialen nirmar
sig en normal vilopotential pa ca -70 mV. Fram till att alla
kanaler har sténgts fortsitter kalium att limna neuronet vilket
leder till en liten hyperpolarisering, d.v.s. membranpotentialen
ndrmar sig -90 mV. Slutligen da alla spianningsportade kanaler
stingts har membranpotentialen ater natt vilopotential vilket
innebdr att en ny aktionspotential kan ta vid [8].

B. Daggmasken

Daggmasken #r ett ryggradslost djur vilket innebir att
den har en ventral nerv lings med magen till skillnad fran
ryggradsdjur som har en dorsal nerv i form av ryggmérgen
som gar ldngs hela baksidan. Daggmaskar kan delas in i tre
delar, en anterior dnde, en posterior dnde samt clitellum som
dr det reproduktiva segmentet, se figur 2]
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Figur 2. Daggmansken anatomi, den Oversta delen, och inzoomning av ett
snitt med fokus pa nerverna, undre delen [|6].

Daggmaskar har tre stora myeliniserade nervfibrer, en stor
medial nervfiber och tva stora laterala nervfibrer. Dessa fibrer



gar lings med daggmaskens hela lingd och hittas i dagg-
maskens ventrala nervstrang. De laterala nervfibrerna skickar
sensorisk information fran den posteriora delen medan den
mediala nervfibern skickar sensorisk information fran den
anteriora dnden av masken. Diametern pa den mediala nerv-
fibern dr 0,07 mm och for den laterala 0,05 mm, dock kan
variationer pa diametern pa nervfibrerna finnas mellan de olika
daggmasksarterna [9]]. De tva laterala nervfibrerna gar ihop via
olika sammanbindningar och anses dirfor vara ett funktionellt
axon istdllet for tva. Storleken pa de olika nervfibrernas
diameter dr olika vilket resulterar i olika nervhastigheter. Ju
storre diameter nerven har desto snabbare skickas signalerna
[10].

III. MATERIAL

o Mitkammare

o Hewlett Packard 3314A Functiongenerator

¢ Oscilloskop

« Instrumentforstiarkare

o 100x—forstirkare

o 2150x-forstiarkare med inbyggt filter

o Reglerbar forstirkare

o Strom-/spanningskélla

o National Instruments Multifunctional I/O (NI-DAQ)
e 3D-printer Ultimaker?

e 99.8 % etanol

o Daggmask, Dendrobaena

Mjukvara:

o Autodesk Fusion 360

o DAQMX SOFTWARE (+DAQ device drivers)
o National Instruments Labview

o National Instruments Device Monitor
e Cura 14.12.1

IV. METOD

Mitkammaren designades i Autodesk Fusion 360 och
printades ut i Ultimaker?. For métt och bild pA kammaren se
Appendix 1. Fyra elektroder tillverkades genom att 16da ihop
en vanlig syndl i rostfritt stal med en elkabel.

Funktionsgeneratorns SYNC-utgang kopplades in till
NI-DAQ-kortet for att synkronisera stimuleringspulsen
med insamlingen av data. Stimuleringssignalen skickades
via funktionsgeneratorns OUT-utgang. Signalen var en
fyrkantsvag med en frekvens pa 20 000 Hz déir amplituden
successivt okades fran 0 V-5 V peak-to-peak. En period
skickades var 1,5 sekund genom att dels stdlla in N till 1
samt anvdnda funktionen Burst.

Kontroll av stimuleringssignal samt SYNC fran funktions-
generatorn, signal ut fran forstirkaren samt signaler fran de
olika instrument som anvindes gjordes kontinuerligt med hjilp
av ett oscilloskop.

Labview anvindes for att kunna analysera den data som
hade samlats in. Programmet anvénder sig av ett blocksystem
och de block som anvéndes var DAQ Assistant samt Waveform
Graph. Dessa block mojliggoér bl.a. att kunna folja datain-
samlingen fran de registrerande elektroderna i grafer samt att

stilla in triggning [11]. Beroende pa hur man kopplar in i
de registrerande ingangarna i NI-DAQ kommer instéillningarna
skilja sig. I detta fall anvindes ingangarna AI0, GND samt
Al4. Beroende pa vilka tva som anvindes stilldes RFS eller
Differential in vid terminalkonfigurationen. For att kunna
trigga kopplades SYNC utgangen till NI-DAQ’s PF10 utgang
samt GND [12]. Instéllningarna for triggningen gjordes sedan
i LabView. Triggern gor det mojligt att kunna folja vad som
hinder precis efter att en stimuleringspuls skickats vilket
presenteras i Waveform Graph [11].

En intrumentforstirkare med <100x forstirkning anvindes,
den fungerade optimalt for relativt laga frekvenser. Utover det
nyttjades tva specialbyggda forstirkare med 2150x respektive
100x forstdrkning. Forstirkaren pa 2150x hade ett inbyggt
lagpassfilter med bibehallen forstirkning upp till ett par kH z,
se figur 3| 100—forstirkaren forstirkte signalen maximalt upp
till 2 kH z. Senare byttes resistorn ut i 2150x—forstirkaren sa
att forstarkningsgraden istillet kunde regleras.
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Figur 3. Forstiarkningens frekvensberoende hos 2150x—forstirkaren.

Daggmaskarna som anvindes i de olika forsoken sovdes
ner olika mycket med en 16sning bestaende av 10-25% etanol
och resterande del vatten. Daggmasken placerades darefter
i méitkammaren som i sin tur stilldes i en platburk for att
minimera storningar utifran. Elektroderna placerades sa att de
stimulerande elektroderna lag cirka 0,5 ¢m ifran varandra. 2
cm fran dessa fanns tva registrerande elektroder med ca 1 cm
mellan sig. Elektroderna bestod dels av synalar for invasiv
métning samt av staltradar for noninvasiv métning. Samtliga
forsok upprepades med flera olika daggmaskar. Aven forsok
pa osovda daggmaskar genomférdes.

I forsok 1 till 3 bestod métuppstéllningen av spinningskilla,
forstirkare, National Instruments Multifunctional I/O (NI-
DAQ) och en funktionsgenerator, se figur @ I forsok 4 skedde
stimuleringen mekaniskt d.v.s. ingen funktionsgenerator nytt-
jades, se Appendix II. Métuppstillningen till férsok 5 paminde
om forsok 1-3 men med endast en registrerande elektrod, se
Appendix IIL.



A. Forsok 1-3
=Y
Stromgenerator
+157 =]
=15V — | GH
GHD
Outl AN
ATa
ouez |
IN=- — 1A
IR+ pu—
Forstarkare =
Reg.
Jtim. —
Nervkammare —

— esv
Nl-myDAQ
Funktionsgenerator

Figur 4. Kopplingsschema for forsok 1-3.

V. RESULTAT

A. Forsok 1

For att testa om miétuppstillningen fungerade utfordes ett
pilotforsok. Detta med 100x forstirkning dér standarduppstill-
ningen for stimulering och registrering nyttjades enligt figur
3 dér datainsamlingen skedde invasivt via synalselektroder.
Till en borjan anvindes 24k sampelrate och 24k sampel vilket
gav ett midtomrade pa 1 s som uppdaterades kontinuerligt. En
intressant signal fingades upp 5 1077 s efter stimulering, se
ﬁgur Denna dterkom vid upprepade tillfdllen med varierande
amplitud. Dock var inte signalen en aktionspotential eftersom
den hade sapass varierande amplitud att den uppstod for snabbt
efter stimulering. Signalen tros istillet ha varit en artefakt
uppkommen som en f6ljd av stimuleringsimpulsen. Eftersom
avstandet mellan stimulerande och registrerande elektrod var
runt 2 ¢cm och nervsignalens hastighet var over 1m/s sénks
antalet sampel till 480 vilket motsvarade ett mitfonster pa
0,02 s. Trigfunktionen aktiverades. Det kénsligare méatfonstret
resulterade i att hoga brusnivéer uppticktes, artefakten fran
tidigare forsok kvarstod, se figur (8} Forstiarkningen pa 100x
tycks inte ha rickt for att signalen av intresse skulle hamna
ovanfor brusnivaerna.

32

Figur 5. Daggmaskuppkoppling for forsok 1 och 2. Bla och gra nalelektrod
for stimulering, ovriga for registrering.

Figur 6. Daggmaskuppkoppling for forsok 3. Grd och bla for stimulering,
svarta for registrering.
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Figur 7. TInzoomad mitkurva fran forssk 1. Overst stimulussignalen dir
stimulusartefakten ses framtrdda kort dérefter.

Al e

Figur 8. Triggningsfunktionen aktiverad, métningarna startar da stimulerings-
signalen skickas. Stimulusartefakten syns nederst ldngst till vinster.




B. Forsok 2

For att undersoka om en starkare forstirkning skulle ge
bittre resultat anvindes en 2150x-forstirkare med inbyggt
filter. En signal dok ibland upp i miétfonstret dir den snabbt
bottnade pa drygt -10 V, som i figur [9] . Saledes atergavs
inte en kontinuerlig mitning av den elektriska aktiviteten i
daggmasken. For att testa huruvida det hade att gora med
nedsdvningen av masken utfordes istillet ett test pa en osovd
mask. Endast registrerande elektroder fordes in i masken.
Problemet kvarstod, ingen kontinuerlig signal gick att méta
vilket upplevdes som ytterst mirkligt da en mask i rorelse
definitivt bor generera mycket elektrisk aktivitet, se figur [0
Forstiarkningen misstidnks ha varit for kraftig for att signalen
skulle hamna i métomradet.
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Figur 9. Resultat fran forsok 2.

C. Forsok 3

For att undersoka om noninvasiv stimulering fungerade
bittre anvindes en modifierad forsoksuppstillning diar dagg-
maskens ventrala sida, for bittre kontakt, placerades mot en
staltradsbddd. Tva av staltradarna fungerade som stimulerande
elektroder samt tva andra hade till uppgift att registrera.Tester
béade pa levande och sovda maskar utfordes bade med 2150x-
forstarkaren samt med instrumentforstarkaren med <100x for-
stikning. Resultaten for de tva olika forstirkarna var fruktlosa
da mitresultaten likt tidigare férsok bottnade kring -10V samt
var for brusiga (se figur[TI0) for att en eventuell aktionspotential
skulle kunna urskiljas. For att forbéttra kontakten mellan
daggmasken och elektroderna ytterligare kldmdes den in under
staltradsbadden med den ventrala sidan uppat men resultaten
forblev ofordandrade.
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Figur 10. Resultat fran forsok 3.

D. Forsok 4

For att testa om mekanisk stimulering fungerade bittre
anvindes en forsoksuppstillning med tva registrerande elek-
troder dir daggmasken stimulerades genom att den petades
paien av dess dndar. Tester utférdes bade med invasiv samt
noninvasiv registrering d.v.s. med synalselektroder respekti-
ve med staltradsbdadd. For kopplingsschema se Appendix II.
Kontinuerlig datainsamling med forstarkaren pa 2150x gav
samma resultat som for ovriga forsok, en bottnande mitkurva.
Med <100x-forstirkaren upptidcktes nagot som skulle kunna
ha varit aktionspotentialer nir métningar pa en levande mask
utfordes utan stimulering. Se figur [IT]} Troligtvis dr det inte
aktionspotentialer da pulstiden dr betydligt lingre &n det
forvéintade pa 2-5 ms.
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Figur 11. Resultat fran forsok 4.

E. Forsok 5

For att testa en ny métuppstillning nyttjades tva stimuleran-
de nalelektroder samt en registrerande dir den andra ingangen
till forstiarkaren jordades. For kopplingsschema se Appendix
III. Varken for 2150x- eller instrumentforstarkaren uppticktes
nagon aktionspotential, se figur
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Figur 12. Resultat fran forsok 5.

F. Forsok 6

For att testa om en mindre forstirkning kunde leda till
en uppmiitt aktionspotential byttes resistorn som satt i 2150x
forstdrkaren ut mot en vars resistans kunde varieras. Resistorn
skruvades pa sa att 1000x-forstirkning uppnaddes, detta med
hjdlp av oscilloskop. Mitningar pa en levande mask utfordes,
se figur och figur Resistansen varierades sedan med
liknande resultat som foljd.
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Figur 13. Resultat fran forsok 6.
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Figur 14. Resultat fran forsok 6.

VI. DISKUSSION
A. Daggmasken

Daggmasken som anvindes i experimentet ingér i sliaktet
Dendrobaena och har en medelldngd pa 7 ¢m. Daggmaskarna
som vanligtvis anvinds vid liknande experiment tillhor sliaktet
Lumbricus terrestris och dessa dr 10-20 c¢m. Valet av dagg-
mask kan ha paverkat resultaten da storleken pa en aktions-
potential beror pa ifall axonet dr myeliniserat eller inte och
pa vilken diameter axonet har. Ett myeliniserat axon med en
stor diameter kommer ha hégre amplitud pa aktionspotentialen
samt ha en snabbare fortledning av signalen.

I forsoken antas det att mitningen av aktionspotentialen
sker extracelluldrt, d.v.s. aktionspotentialen miits utanfor ner-
ven och inte i den. Signaler fran extracelluldra aktionspo-
tentialer 4r ca 100 ganger mindre &n de intracelluldra. For
att méta aktionspotentialen intracelluldrt krdvs dissekering av
daggmasken. Det dr svart att dissekera en daggmask sa att
nerven blottas vilket uppticktes efter nagra forsok. Metoden
lamnades darfor diarhdn trots att signalen &dr starkare och
diarmed borde vara enklare att uppticka. Stauning [4]] utfor
miétningar pa dissekerade daggmaskar men han miter dven pa
hummer. Hummer hade kunnat vara ett fordelaktigt alternativ
till daggmasken da det r léttare att komma at hummerns nerv
och amplituden pa aktionspotentialen hos denne dr hogre in i
daggmasken.

Att ldgga daggmasken i 10 % etanollosning i 5 min brukar
ridcka for att den ska vara nedsovd i 30 minuter. Denna kon-
centration upplevdes inte fungera med maskarna i dessa forsok
vilket ledde till en dkning upp till 25 %. Problemet med att
sova maskarna for mycket dr att de till slut kan sluta excitera
nervimpulser. Ar de inte tillrickligt sévda kan signalen som
mits visa muskelkontraktioner istillet for aktionspotentialer.
Detta kan vara fallet i forsok 4, se figur Nir det kommer
till forberedelse av daggmaskar dr det svart att garantera att
excitation kommer kunna dga rum. Det finns ett fenomen som
kallas nonspiking worm preparation som leder till att ingen
aktionspotential kan mitas. Det beror pa att masken antingen
dr i en for brusig miljo eller att den blivit for djupt nedsovd [6].
Ett annat problem med att daggmaskarna inte var ordentligt
nersovda var att de efter en tid borjade dela pa sig i tva
bitar. Detta ledde till att en ny daggmask fick prepareras vilket
gjorde mitproceduren nagot utdragen.

B. Mditutrustning/uppstillning

Det vanligaste problemet vid experiment med daggmaskar
ar att forsoken utfors i miljoer som &r for brusiga vilket
resulterar i att aktionspotentialen, som har en lag amplitud, inte
kan urskiljas fran det omgivande bruset. Genom att anvinda ett
bandpassfilter reduceras brusnivaerna. Utdver det kan elkab-
larna tvinnas parvis. Kontakten mellan mask och elektroder &r
ocksa nagot att tinka pa. Forstdrkare som anvénds i de flesta
experiment brukar ligga pa 880-1000 gangers forstirkning.
Dirtill anvinds ett bandpassfilter pa 300-1300 H z eller 300-
3000 Hz [6]. Innan anvdndning av 2150x-forstirkaren/filter
undersoktes det hur mycket den forstiarkte for olika frekvenser,
se figur[3] Fran figur [3| upptécktes det att filtret faktiskt borjade
didmpa efter 3000 Hz men med en fortsatt ganska kraftig
forstarkning. Dessutom ddmpar filtret inte for de allra ligsta
frekvenserna vilket i detta fall hade varit att foredra.

I de forsta forsoken uppticktes en artefakt som borjade en
kort tid efter att stimulus skickats. Denna artefakt dr normal
och omnidmns som stimulusartefakt av Kladt [9], se figur
Dock kan den hoga amplituden pa artefakten valla problem.
Det kan leda till att signalen av intresse inte uppticks da
amplituden pa denna kan vara forhallandevis liten i jamforelse
med stimulusartefakten. For att undvika detta problem kan ett
bittre filter nyttjas.

Under experimentets gang upplevdes olika problem med
respektive forstarkare. Med 100x- och <100x-forstérkaren var
de storsta problemet elektromagnetiskt brus som gjorde signal-
till-brusférhéllandet for litet for att en aktionspotential skulle
kunna urskiljas. Med 2150x-forstirkaren uppticktes ett annat
problem. Signalen bottnade vid -10,4 V vilket innebar att
signalen forstirkts sapass mycket att den hamnat utanfor -10
V- 10 V. Detta ledde till tester med en dynamisk forstirkare
med en reglerbar resistor dir forstirkningen kunde varieras
fran 100 och uppat. Aven hir bottnade signalen. Detta kan
forklaras av att forstdrkaren blev for instabil och att dir fanns
for mycket brus i utgdngen pa forstirkaren vilket gjorde att
DAQ-kortet endast visade -10,4V . Ett bandpassfilter instéllt for
att skéra bort det mesta bruset skulle kunna vara en potentiell
16sning. En annan bakomliggande anledning till den bottnande



signalen kan vara att filtret inte verkar ha fungerat som det
skulle. Detta kan ha lett till att brus forstirktes sd mycket att
det hamnade 6ver de grianser som DAQ-kortet klarar av vilket
resulterar i en signal vid -10,4V. Dock &r det mirkligt att
detta inte gick att atgirda med en reglerbar forstirkare. Nér det
kommer till DAQ-kortet som anvindes finns det begriansningar
beroende pa vilka uttag som anvinds. Beroende pa ifall man
kopplar in RSE, anvédnder jord och AIO, eller Differential,
AIO och Al4, sa kan kortet visa amplituder mellan +10V
respektive £20V. Ligger signaler over dessa grianser klipps
de av sa att hamnar innanfor fonstret.
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Figur 15. Samma artefakt som vi kan se i forsok 1 [6].

VII. SLUTSATSER

Tanken med projektet var att forsoka trigga en nervimpuls
i en daggmask med hjdlp av ultraljud. Trots en rad olika
forsoksuppstillningar och modifierade mitningar har det inte
gatt att mita upp en aktionspotential vilket gjort att expe-
rimenterande med ultraljud inte genomforts. Projektet har
dnda lagt en grund for vidare méitningar pa omradet. Olika
problem som ér viktiga att tinka pa vid vidare undersokningar
presenteras. Kanske #r det bittre att midta pa hummer istillet
for daggmask da hummern har en mer littatkomlig nerv som
ger en storre amplitud pa aktionspotentialen vilket underlittar
mitningarna. Det &dr viktigt att ha ett bra bandpassfilter som
reducerar brusnivan da det annars dr mycket svart att hitta en
aktionspotential. Forstirkningen bor anpassas efter hur nira
nerven elektroderna sitter. Kablar bor vara skirmade hela
vigen till forstarkaren for att stinga ute elektriska signaler
utifran.

VIII. EFTERORD

Ett stort tack riktas till projektets handledare Tomas Jans-
son, avdelningschef for Medicinsk teknik/Kliniska vetenska-
per, Lunds Universitet, som har varit en stor stottepelare
langs vdgen. Han har fungerat som ett bollplank sa att idéer,
funderingar och fragor som dykt upp under projektets gang
har kunnat redas ut. Han har dven hjilpt till med diverse
utrustningsrelaterade problem sasom att 16da nalelektroder
och bygga filter/forstirkare. Axel Tojo, Forskningsingenjor
LTH, 4r en annan person som varit till stor hjilp. Inte minst
i designandet av mitkammaren ddr programmet Autodesk
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ut fragetecken och lana ut utrustning.

IX. APPENDIX
A. Appendix 1

Matt kammare:

o Innerdel : 114 % 50 x 19mm

o Ytterdel:130 * 50 * 40mm

o Avstand till hal: 19mm

o Avstind mellan olika hal:10mm

e Lock : 130 % 50 x 15mm

o Diameter hal pa lock: 26,4mm och har en kant som #r
pa 1,2mm

Figur 16. Firdig mitkammare i programmet Autodesk Fusion 360 [13].

B. Appendix Il

Forsok 4
GHD
=15%
Stromgenerator

__ sy
+15V — =15V
=15V — GHD

GHD
Outl ATO
AT4

ouez | [
IN- —] AGHD
IH+ — | ATO+
— | ATO-
Forstarkare = AL
Reg.
Stdim. — | DI
— | PPID
Nervkammare o
—1 DI04
— | DIDG
— | OIGE
— OIOT
— DEHD
+57
o ~
NI-myDAQ

Figur 17. Kopplingsschema for forsok 4.



C. Appendix II1
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Figur 18. Kopplingsschema for forsok 5.
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Utveckling av experimentell utrustning for
blodtrycksstyrd reglering av lakemedelstillforsel

Eleni Kamvissis (BME-13), Lisa Ulfwi (BME-12)

Sammanfattning—DBristen pa organ ir idag ett stort problem
inom sjukvarden. Pa grund av instabilitet i cirkulationssyste-
met hos donatorn blir organen snabbt oanvindbara. Genom
att tillfora en kombination av likemedel kan blodtrycket hos
donatorn stabiliseras i upp till 24 timmar. Syftet med projektet
var att utveckla ett automatiserat system for likemedelstillforsel
dir blodtrycket kan hallas stabilt i upp till 24 timmar efter att
donatorn har avlidit. Pa sa vis kan organen hallas i ett bra skick
i vintan pa donation. Projektet gjordes i samarbete med Igelosa
Life Science AB, ett medicintekniskt forskningsforetag i Lund,
och ir en fortsittning pa ett tidigare projekt. Arbetet innebar
utveckling av mjukvara for insamling av en blodtryckssignal
och styrning av en infusionspump, hardvara for forstirkning av
blodtryckssignalen samt konstruktion av en isolerande box for
att bygga in hardvaran for anvindning vid tester i labbmiljo.
Arbetet resulterade i en prototyp for ett fungerande automati-
serat system. En blodtryckssignal registreras av en tryckgiva-
re vars utsignal dr spénningsskillnaden mellan uppmiitt tryck
och atmosfirstrycket. Utsignalen forstirks och skickas in till
ett datainsamlingskort. I datainsamlingskortet analog-till-digital-
omvandlas signalen och skickas in till ett reglerprogram i datorn.
Programmet analyserar signalen och skickar kommandon till en
infusionspump. Systemet idr fnnu inte testat in vivo, men har
potential till att bli ett vilfungerande system som kan anvindas
pa intensivvardsavdelningar i framtiden. Prototypsystemet kan
bidra till resultat som kan forbéttra donations- och transplanta-
tionsvarden.

I. INTRODUKTION

EN 1 januari 2015 véntade 756 personer i Sverige

pa att fa ta emot ett eller flera organ [1]]. Bristen pa
organ ir idag ett stort problem inom sjukvédrden. Antalet
organdonationer ricker inte till for att hjdlpa alla som é&r i
behov av ett eller flera nya organ och i Sverige dor cirka 50
patienter arligen i vintan pa ett nytt organ [2]. Organbristen
beror pa flera olika faktorer. En anledning 4r att manga av
de avlidna patienterna inte har tagit stdllning till om de vill
donera sina organ eller inte nédr de dor [3].

En annan anledning 4r att organen snabbt blir oanvindbara.
Det beror pa den instabilitet som uppstar i cirkulationssystemet
hos hjirndoda patienter, det vill sdga de potentiella orgando-
natorerna. Instabiliteten beror pa att flera viktiga fysiologiska
funktioner slutar fungera da patienten blir hjarndod. Gors
inget at denna instabilitet, eller om den behandlas felaktigt,
tar organen skada och gir da inte att anvinda for dona-
tion. For att kunna bibehalla en stabil cirkulation har Stig
Steen och hans forskarteam pa Igelosa Life Science AB
utvecklat en kombination av likemedel som ska stabilisera
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blodtrycket i upp till 24 timmar efter intrdffad hjarndéd och
pa sa vis bibehdlla organens kvalitet. De blodtryckshéjande
lakemedel som anvinds dr adrenalin och noradrenalin. Dessa
ar mycket potenta vilket krdver att de ges under kontrollerade
forhéllanden med kontinuerlig och noggrann tillf6rsel [4].

A. Bakgrund

Projektet dr en fortsittning pa det projekt som paborjades
under 2014 ars kandidatarbete av Karin Wingren och Stina
Andersson Eriksson. Ett grundldggande bakgrundsarbete och
samarbete med bade ingenjorer och likare fran Igelosa Life
Science AB och experter inom elektronik fran LTH resulte-
rade i en demonstrator pa ett komplett reglersystem. Forra
aret lades sjdlva grunden till projektet med research, inkop
av komponenter, ett kretsschema till en forstarkarkrets samt
enklare 16sningar for bade krets och program [5].

B. Syfte

Syftet med projektet var att utveckla ett automatiserat sy-
stem for ldkemedelstillforsel dir blodtrycket kan hallas pa en
stabil niva i upp till 24 timmar efter att donatorn har avlidit. Pa
sa vis kan organen héllas i ett bra skick i véntan pa donation.
Genom att anvidnda vart system ska flera olika organ kunna
tas tillvara pa och en donator kan ridda livet, inte bara pa en,
utan pa upp till atta andra personer.

II. METOD

Forst av allt gjordes en dterblick pa forra arets arbete.
Ett mote holls pa Igelosa Life Science AB dir alla inblan-
dade kontaktpersoner och forra arets kandidatarbetare var
ndrvarande: Stig Steen, Audrius Paskevicius, Trygve Sjoberg,
Tomas Jansson, Bjorn Wohlfart, Stina Andersson Eriksson och
Karin Wingren. Stina och Karin holl ett kort foredrag om deras
arbete; hur de gatt till viga, vilka slutsatser de kommit fram
till och hur arbetet ska byggas vidare. De gick dven igenom
allt material sasom krets och LabVIEW-program &versiktligt.

For att fa inspiration till designaspekterna i utformningen av
systemet gjordes ett besok pa Thorax Intensivvardsavdelning
pa Skénes Universitetssjukhus i Lund. Ett krav for att en
patient ska vara en potentiell donator dr att denne vardas pa
en intensivvardsavdelning [6]]. Det var dérfor bra att fa en
bild 6ver den miljo dér det framtida systemet kan komma att
anvindas.

A. Hardvara

Systemet fran forra aret bestdr av en infusionspump for
utveckling i labbmiljo (Microprocessor-Controlled Syringe



Pump SP210IWZ, World Precision Instruments, Sarasota FL,
USA) , ett DAQ-chassi (cDAQ-9172, National Instruments,
Austin TX, USA) och en DAQ-modul (NI9205, National
Instruments, Austin TX, USA) IEI] for inldsning och om-
vandling av analog-till-digital signal, en demonstrator av en
forstarkarkrets och en tryckgivare [3].

Forstirkarkretsen uppfyllde inte véara krav och byggdes
dérfor upp pa nytt pa en projektplatta. En anledning till detta
var att kretsen var for skor for att pa ett sidkert sitt kunna
anvindas for testning i labbmiljo. Med rad fran den kliniska
handledaren, Audrius Paskevicius, gjordes en del justeringar
pé kretsen. Bland annat byttes tryckgivarkontakten ut. Tryck-
givaren ir en engangsprodukt som ska litt ska kunna bytas ut
mellan patienterna. Pa demonstratorn var denna fastlddd och
gick dirfor inte att byta ut. Nagra overflodiga kapacitanser
togs bort och en indikatorlampa for drift lades till.

Ett beslut togs att inte ta isér kretsen fran projektbridan utan
i stillet bygga upp den pa nytt med nya komponenter direkt
pa kretskortet. Den frimsta anledningen var att vi inte ville ta
isér kretsen var att vi behovde en fungerande forstirkarkrets
for att kunna utveckla mjukvaran. Den nya kretsen byggdes
sedan in i en lada med korrekta in- och utgéngar.

B. Mjukvara

Det reglerprogram som utvecklades forra aret var endast
en demonstrator av ett firdigt program, och anvindes som
utgangspunkt da ett nytt reglerprogram anpassat till labb-
miljoer utvecklades. Reglerprogrammet byggdes upp i Lab-
VIEW, en plattform som med hjélp av ett grafiskt program-
meringssprak anvinds for att utveckla och designa system.
Det dr en passande plattform att utveckla ett reglerings-
program i, och &r @ven den plattform som anvindes under
forra arets arbete. D4 LabVIEW inte &r ett program som &r
bekant sedan tidigare inleddes projektet med att bli insatt
i hur det fungerar. Hjdlp togs av var tekniska handledare
Tomas Jansson, som har varit kursansvarig for LabVIEW-
kurser pa Lunds Tekniska Hogskola, for att fa tillgang till
lampligt nyborjarmaterial. Dérefter spenderades tid med att
ldsa igenom de olika hjdlpavsnitten i LabVIEW, titta pa diverse
instruktionsvideor pa National Instruments hemsida samt gora
sokningar pd LabVIEW-forum pé internet [10].

C. Kalibrering

Nir systemet var fardigstillt gjordes en kalibrering for att
justera mitosidkerheten. Kalibrering gjordes av de olika delarna
av systemet var for sig.

Pumpkalibreringen genomftrdes genom att fylla en spruta
med vatten och sedan kora pumpen med en bestimd hastighet
under en bestimd tid. Den valda hastigheten lag inom det
hastighetsintervall som kommer att anvindas i praktiken, vilket
enligt Trygve Sjoberg &r 0.1 - 5 ml/h. DA infusionssprutorna
som kommer anvindas i kliniken dr av storlek 50 ml gjordes
fem testkorningar med hastigheten 5 ml/h under en timmes
tid. Den i programmet instillda hastigheten jimfordes sedan
med den faktiska hastigheten det tog for sprutan att tmmas.

For att kalibrera kretsen anvidndes en vattenpelare dér en
centimeter vatten motsvarar cirka 0,735559 mmHg. Enheten

mmHg anvindes da detta #r standardenheten fér mitning av
blodtryck. Trycksignalen som skickades in i forstiarkarkretsen
gav en spinning, mitt i V, i reglerprogrammet. Vid tretton
vattenpelarnivaer, jamnt fordelade mellan O - 100 cm, notera-
des den korresponderande spanningen och ett linjirt samband
kunde berdknas med hjélp av linjir regression i programmet
MATLAB. De uppmitta virdena och regressionslinjen plotta-
des sedan tillsammans i en graf.

III. RESULTAT

Projektet resulterade i ett fungerande system som i stora
drag dr uppbyggt pa foljande vis: Det tryck som skall mitas
tillfors tryckgivaren, antingen via en artirnal kopplad till en
patient eller genom att pumpa luft med en spruta. Tryckgivaren
ar en piezoresistiv sensor som miter tryckskillnaden mellan
det uppmitta trycket och atmosfirstrycket. Tryckskillnaden
genererar en spanning som forstirks av en krets och skickas
in till ett datainslamlingskort (DAQ NI9205). I DAQ-kortet
analog-till-digital-omvandlas signalen och skickas in till ett
reglerprogram i en dator. Programmet analyserar signalen och
skickar kommandon till en infusionspump. Pumpen ger sedan
ldkemedel till patienten, se figur m

Figur 1. Fullstindigt uppkopplat system.

A. Hardvara

Forstdrkarkretsen i sin helhet illustreras i kopplingssche-
mat i figur Tryckgivaren (Blood Pressure Sensor 1620,
Measurement Specialities Inc., Fremont CA, USA) [11]
spanningsmatas med 5 V genom en positiv spanningsregulator
av modell TO-92 L78L frdn ST Microeletronics [[12]. Detta for
att stabilisera spinningen runt 5 V, vilket 4r inom tryckgivarens
operativa omrade. Hela kretsen spinningsmatas med 6,5 V
DC. For att minimera storningar har tva kapacitanser pa 100
nF kopplats fore respektive efter spanningsregulatorn.

Spanningsregulator Instrumentforstarkare

NI9205 DAQ-kort
>

Vut

12v =—100nF =—100nF
Tryckgivare

- ¢ GND ‘ -

Figur 2. Kretsschema till forstirkarkretsen.

Utsignalen fran tryckgivaren skickas sedan in i instru-
mentforstirkaren INA 122 frdn Texas Instruments, som



med den valda resistansen 15 k2, forstirker signalen 18,3
ganger [13]. Genom att koppla en 1,2 V spanningsreferens [14]
och en 3,9 k) resistans efter instrumentforstirkaren hojs
nollnivan till 1,2 V. Detta &r viktigt for att kunna detektera sma
signaler samt for att undvika mitfel. Utsignalen fran INA 122
skickas sedan in i DAQ-kortet5 [9]] vilket i sin tur forstiarker
signalen ytterligare 50 ganger som sedan skickas vidare in i
datorn via en USB-anslutning. Mellan instrumentforstirkaren
och DAQ-kortet har ytterligare tva kapacitanser kopplats for att
filtrera bort brus och storningar. En lysdiod har dven kopplats
in for att indikera om kretsen &r i drift.

For att pa ett sikert sitt kunna anvinda systemet i labbmiljo,
byggdes kretsen in i en metallbox, se figur 3] P4 metallboxens
sidor borrades hal for de olika in- och utgangarna till boxen.
Ingéngarna till spidnningsmataren och lysdioden sattes pa en av
boxens langsidor, ingangen till DAQ-kortet pa ena kortsidan
och ingéangen till tryckgivaren pa motsatt sida. Tryckgivaren
ar den del av hardvaran som kommer att vara kopplad direkt
till patienten, och den maste dven vara ldtt att byta ut da
det dr en engangsartikel. Av den anledningen sattes den
ingdngen ensam pa en av kortsidorna. Spinningskéllan och
DAQ-kortet kommer inte att vara i ndrheten av patienten, dessa
komponenter kommer heller inte att behova bytas ut mellan
patienterna. Dirfor var det 1ampligt att placera dessa pa boxens
andra sidor.

Figur 3. Forstirkarkretsen inbyggd i en metallada.

For att enkelt kunna fa ut trycksignalen till DAQ-kortet
anviands en BNC-utgang. I nuliget kopplas DAQ-kortet sam-
man med kretsen med en BNC-till-banankontakt-adapter.

Metalladan kldaddes invéndigt in i eltejp for att isolera den
fran kretsen.

B. Mjukvara

1) Anvindargrinssnitt:  Nir programmet Oppnas mots
anvindaren av ett tydligt och enkelt anvindargrinssnitt, se
figur[d Grinssnittet 4r uppbyggt av ett antal flikar som gor det
latt att navigera mellan programmets olika funktioner. Innan
sjilva reglerprogrammet kors igang krivs det att anvindaren
gor ett antal instéllningar. Anvindaren véljer:

« Inkorsport till datorn for pumpen

Pumpstyrningsprogram

— f— | Boactsams

L.Valj port for pump
ficow 5|

2.Valj enhet for infusionshastighet

kbrming.

For att folja blodtryckskurvan, tryck pé fiiken
“Blodtryckskurva’.

Tryck RUN' for att starta programmet.
Tryck pa stoppknappen for att stanna programmet.

5.Val sprutstoriek

Soml__

0BS! Innan programmet kars, kontrollers fojande:

bo
- At spr och kopplad il patenten.
= Att DAQ-kort och sprutpump ar kopplat tl datorn,

Figur 4. Anvindargrinssnittet i LabVIEW - Pumpinstillningar.

o Enhet for infusionshastighet

« Infusionshastighet

o Adress for pumpen

o Sprutstorlek

Ovanstaende val gors via ett antal rullmenyer och genom
att fylla i de onskade virdena, se figur 4] Nir instillningarna
ar gjorda dr det klart att kora programmet.

En av funktionerna i anvédndargrinssnittet dr att det
uppmitta medianblodtrycket kan ses som en kurva i ett dia-
gram. Programmet samplar blodtryckssignalen i fem sekunder
at gangen, vilket gor att kurvan i diagrammet uppdateras var
femte sekund. Utover diagrammet gar det dven att se vérdet
pa det uppmiitta blodtrycket samt spianningsskillnaden i tva
separata indikatorboxar.

For att avsluta programmet, samt dven for att stanna pum-
pen, finns en stor och tydlig stoppknapp.

2) Utvecklarmiljo: Det forsta som sker i programmet, se
figur 3] ér att de av anviindaren valda pumpinstillningarna [A]
skickas till pumpen med hjilp av ett antal givna kommandon
[C]. Nér alla instdllningar dr gjorda gar programmet vidare in
i huvudloopen, dér resten av programmet kors tills anvdndaren
trycker pa stoppknappen. Det gar dérfor inte att dndra pumpens
instdllningar nir programmet startats. Anvindargrinssnittet
hanteras i programmets frontpanel, och syns dirfor endast som
en ikon i utvecklarmiljon [B].

Figur 5. Utvecklarmiljon i LabVIEW.

Vil inne i huvudloopen sker forst insamling av métdata
fran DAQ-kortet, vilket gors med hjilp av de inbyggda funk-
tioner som finns i LabVIEW [D]. Mitdatan som samlas in



ar spanningsskillnaden mitt i V som uppstar i tryckgivaren.
For att analysen av mitdatan ska bli sa korrekt som mojligt,
ar det viktigt att programmet samplar sd pass manga ganger
som krivs for att fa med tillrickligt med information om
trycksignalen. Det dr ocksa viktigt att samplinghastigheten &r
tillrackligt snabb for att hinna med blodtrycksforindringarna.
Efter diskussion med var tekniska handledare valdes sampel-
hastigheten till 1000 sampel per sekund och antal sampel
till 5000 sampelvirden per insamlingscykel. Det innebir att
programmet samplar blodtryckssignalen 5000 ganger under
fem sekunder innan métdatan analyseras. Efter samplingen
tas medianvirdet ut. Anledningen till att det dr mest lampligt
att plocka ut medianvérdet dr att det blir minst paverkan av
eventuella felmétningar eller extraslag da, till skillnad om
exempelvis medelvirdet anvénts.

Det som samlats in 4r en spidnningsskillnad, men i
anvindargrinssnittet ska ett blodtryck presenteras. Med hjilp
av kretskalibreringen beridknades en funktion som omvandlar
spinning, V, till tryck, mmHg (Se ekvation [I). Efter omvand-
lingen jamfors blodtrycket med de, av Igelosa Life Science
AB, onskade blodtrycksgrinserna 60 till 90 mmHg [E].

Systemet dr reglertekniskt simpelt och anvénder en s kallad
on/off-funktion. Det innebér att pumpen har tva ldgen; pa och
av. Nir det inkommande blodtrycket dr for 1agt sétts pumpen
igng och nir blodtrycket #r for hogt stings pumpen av. Ar
blodtrycket inom grinserna fortsdtter pumpen med samma
kommando som tidigare.

Nir anvindaren trycker pa stoppknappen, eller om nagot fel
skulle uppsta, stinger programmet av sig sjilv och pumpen
[F.

Utvecklarmiljon for de olika underprogrammen i reglerpro-
grammet visas i figur 7-9 i bilagan till denna rapport.

C. Kalibrering

Resultatet av pumpkalibreringen visade att den instéllda
hastigheten, 5 ml/h, stimde 6verens med den volymen pumpen
gav ut i de fem forsoken. Enligt var kliniska handledare Aud-
rius Paskevicius bor noggrannheten for infusionshastigheten
vara ungefir 10-20 %, vilket systemet uppfyllde.

Det linjdra samband som skapades i MATLAB med linjir
regression (ekvation [I), lades in i programmet for att
anvidndaren ska kunna se blodtrycket istillet for spinningen.
y ér blodtrycket i mmHg och x &r spidnningen i V.

y = 1790, 716779z — 2218, 682647 (1)

Det linjira sambandet med de uppmitta virdena samt
regressionslinjen visas i figur [6]

IV. DISKUSSION
A. Hardvara

Da vi snabbt insag att forstarkarkretsen inte motsvarade vara
krav forsokte vi bygga upp den igen sjdlva men fick det inte att
fungera. Eftersom vi har begrinsad erfarenhet av hur en krets
ska byggas upp tog det tid att forsta hur komponenterna skulle
placeras pa projektbriadan. Mycket tid fick dessutom liggas pa
att ldsa in sig pa databladen for de olika komponenterna. Till

Tryck (mmHg)

[--® - Uppmata varden]| o
- Regressionsing |

5
0.

i vis L . L J
1.24 1.245 1.25 1.255 1.275 1.28 1.285

L i
126 1.265
Spanning (V)

Figur 6. Linjédrt samband mellan spinning (V) och tryck (mmHg).

slut fick vi be vér kliniska handledare Audrius om hjilp och
det visade sig att det bland annat var glapp i en av kontakterna.

Aven uppbyggandet och fastlodandet av kretsen pa sjilva
kretskortet tog lang tid da vi ville ha en kompakt krets samt
undvika att dra alltfér manga tradar mellan komponenterna.
Efter att ha 16tt ihop kretsen visade det sig att den inte
fungerade, vilket efter en lang felsokningsprocess visade sig
bero pd en trasig komponent. Den trasiga komponenten,
spianningsregulatorn, byttes ut och kretsen fungerar nu som
den ska.

B. Mjukvara

I LabVIEW finns ett fiardigbyggt DAQ-inldsningssystem
som ska forenkla processen for datainsamling fran DAQ-kort.
Ett problem som uppstod var att programmet inte fungerade
att kora da detta anvindes, vilket da gav ett felmeddelan-
de till resten av programmet. Anledningen till att det inte
fungerade &r inte helt klar, men det berodde troligtvis pa
overbelastning av DAQ-kortet. Vi byggde darfor upp ett eget
DAQ-inldsningssystem med hjilp av de grundfunktioner som
finns for DAQ i LabVIEW. Detta gjordes sa avskalat som
mojligt for att undvika liknande fel som tidigare samt for att
spara datorkraft.

Inbyggt i LabVIEW finns en funktion som heter error-
handling som ger felmeddelanden vid eventuella fel vid
korning av program. Sa fort ett felmeddelande uppstar i
en del av programmet sa skickas detta vidare till resten
av programmet och gor att funktionerna slutar koras. Error-
handlingfunktionen &r implementerad i hela reglerprogrammet
och dr inbyggd pa sa vis att hela programmet och pumpen
stoppas sa fort det uppstar ett fel. Till en borjan avslutades
programmet utan att stinga av pumpen, nagot som skulle
kunna vara férodande da systemet anvinds pa en patient. Av
den anledningen togs error-handlingfunktionen bort i den delen
av programmet som skickar stoppkommando till pumpen.
Syftet med detta dr att pumpen ska kunna stingas av, dven
om error-handlingfunktionen visar felmeddelanden.

Tanken var att det skulle finnas en startknapp i
anvindargrianssnittet som sitter igang hela programmet.



Forsok gjordes med att implementera detta med hjélp av
funktionen XControl, men funktionen storde och blockerade
andra viktiga funktioner i programmet. En ytterligare funktion
som forsokte implementeras var att utrusta flikarna med na-
vigeringsknappar; “Nista” och ”Foregdende”. Aven denna
funktion storde andra viktiga funktioner i programmet och
prioriterades dérfor bort da vi ville prioritera funktion framfor
design. Bada dessa funktioner ska kunna fungera i programmet
om de implementeras pa ritt sitt. Om ytterligare tid funnits
hade detta kunnat arbetas vidare pa.

Ett ytterligare problem vi stotte pa var att pumpen in-
te stannade nir vi tryckte pa stoppknappen och avslutade
programmet. Problemet forsvann nidr programmet kordes i
felsokningslidget, sa kallat highlight execution mode. For att
I6sa detta testade vi att ldgga till en rad olika loopar och
tidsfordrojningar runt stoppkommandot. Till slut kom vi fram
till att pumpen behdver fa stoppkommandot tva ganger for att
stoppas. Detta 10stes genom att ligga stoppkommandot i en
for-loop som utfors tva ganger.

C. Kalibrering

Det gjordes bara fem testkorningar av infusionspumpen.
Fler ansags inte nddvindigt da den instillda hastigheten vil
stimde Overens med den uppmitta volymen pumpen gav
ut. Det hade varit onskvirt att gora fler korningar med fler
hastigheter for att fa ett ordentligt statistiskt underlag men vi
valde att inte ldgga tid pa detta da det hade krivt ett omfattande
och tidskrdavande arbete.

De skillnader som mdjligtvis kan uppsta beror framst pa
osikerheten i sprutdiametern. Osékerheten for systemet i sig
kan 16sas med hjilp av en regleralgoritm, men osikerheten i
sprutdiametern dr nagot som aldrig kommer kunna elimineras
helt och hallet. Det beror pa att det alltid kommer skapas sma
skillnader mellan sprutorna vid tillverkningen.

D. Framtidsutsikter & hallbar utveckling

Om mer tid hade funnits till projektet, hade vissa delar av
systemet kunnat forbittras och vidareutvecklas. Istillet for att
ligga till finesser och finslipningar pa systemet, togs beslutet
att ldgga fokus pa att fa ett simpelt system som fungerar att
testa i labbmilj6. Detta kéinns nodvindigt da nésta steg i arbetet
ar att testa systemet in vivo. Nedan redovisas en del av de
forbittringar som hade kunnats goras pa systemet.

Reglerprogrammet anvinder en on/off-funktion for reglering
av infusionspumpen. Det hade varit onskvirt om systemet
istéllet kunde anpassa olika hastigheter beroende pa inkom-
mande blodtryck. Malet for framtiden &r att anvinda ett mer
avancerat reglersystem, mojligtvis en PID-regulator.

I nuldget anvinds en dockningsmodul, ett DAQ-kort, for
insamling av mitdata samt for A/D-omvandling. Modulen
ar klumpig, har manga sladdar och &r inte anpassad for att
anvindas i sjukhusmiljo runt en patient. Det finns smidi-
gare omvandlare som kan anvéndas istéllet, ndgot som &r
nodvindigt da systemet ska anvindas pa patienter. Detta #r
nagot som inte ryms inom kandidatarbetets tidsram, men det &r
dock en forbittring som maste goras nagon gang i framtiden.

Kretsen &r konstruerad pa ett sadant sitt att ett lagpassfilter
kan ldggas till om signalen skulle behova filtreras. Brus é&r
nagot som alltid kan uppstd vid mitning av signaler och
brusreducering kan behdvas om det stor signalen vésentligt.
Detta &r inget som har varit ett problem vid signalbehandlingen
och darfor har detta inte gjorts.

Personalen pa Thorax Intensivvardsavdelning i Lund sig
stora mojligheter i att anvinda ett automatiserat reglersy-
stem pa andra patienter dn hjirndoda. I dagsldget finns fa
automatiserade system for likemedelstillférsel som anvinds
inom varden, vilket betyder att det finns stora mojligheter och
anviandningsomraden for systemet i framtiden.

En viktig del av arbetet dr att gbra systemet si hallbart
som mdjligt ndr det géller materialval samt méangden material.
Vi har forsokt bygga upp ett system som &r latt att tvitta
av, sa att den ska kunna ateranvindas pd flera patienter.
Den enda delen av systemet som inte géar att ateranvidnda ir
tryckgivaren som ir en engangsprodukt. Vi har valt att anvinda
oss av en tryckgivare som redan anvinds pa patienterna i
dagsldget, vilket gor att sjukhuset slipper kopa in onddig
specialutrustning endast for vart system.

For att minska kostnaderna samt gora systemet sa enkelt
som mojligt att implementera i varden, ska systemet kun-
na kopplas in till befintlig utrustning. Det vill sédga till de
blodtrycksmitare och infusionspumpar som redan finns pa
sjukhusets intensivvardsavdelningar. Som det ser ut idag finns
det redan en mingd olika maskiner och annan utrustning runt
patienten som personalen redan dr vil fortrogen med. Att
kunna erbjuda en produkt som gar att koppla in till redan
befintlig utrustning vet vi dr uppskattat hos vardpersonalen.

E. Etiska aspekter

Organdonation #r ett dmne som vicker manga kénslor och
etiska fragestillningar. Att halla en hjarndod patient vid liv for
att ridda en annan kan i mangas dgon ses som fel och oetiskt.

Vi vill poédngtera att vart system inte kommer forindra hur
sjukvarden skoter patienterna, utan det enda systemet gor dr
att "kopa tid” infor en eventuell organdonation och se till att
organen halls i ett bra skick. Det finns idag begridnsningar i hur
linge sjukvarden far lov att hélla en potentiell organdonator
vid liv och vi verskrider inte denna tidsgrians med vart system.
Enligt Lag om kriterier for bestimmande av ménniskans dod
(SFS 1987:269) far livsuppehéllande vard, i syfte for att
bevara organ eller annat biologiskt material i avvaktan pa
donation, inte fortgd i mer dn 24 timmar efter faststillande
av hjarndoden [15].

Vart system kommer endast anvindas pa de patienter dér an-
tingen patienten sjalv eller dess anhoriga har sagt ja till att do-
nera organen. Detta finns reglerat i Socialstyrelsens foreskrifter
om Donation och tillvaratagande av organ, celler och vidvnader
(SOSFS 2009:30) samt i Lag om transplantation m.m. (SFS
1995:831) ddr det star skrivet att patientens instdllning till
organdonation undersoks, antingen genom att soka i dona-
tionsregistret eller genom att diskutera fragan med anhoriga,
innan ytterligare beslut om donation fattas [[16] [[17]. Patientens
instéllning till donation dr aldrig kiind for sjukvardspersonalen
som vardar patienten och det finns alltsa ingen risk for att



patienten far en sdmre vard just pad grund av dennes instillning
till organdonation.

V. SLUTSATSER

Vi har utvecklat en prototyp pa ett fungerande auto-
matiserat system for likemedelstillforsel baserat pa blod-
trycksovervakning. Systemet har inte testats in vivo men
har stor potential till att bli ett vilfungerande system som
kan anvindas pa intensivvardsavdelningar i framtiden. Vart
prototypsystem kan bidra med resultat som kan leda till en
forbittrad donations- och transplantationsvard.
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utvecklingen av vart system.
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BILAGA

Pa nista sida visas de olika underprogrammen i reglerpro-
grammet; pumpinstillningar, DAQ-inldsning samt pumpregle-
ring.
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