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Analys av signalsubstanser i hjarnan

Bakgrund och malsattning

Projektet gar ut pa att studera frisdttningen av dopamin hos nervceller. De tva huvudsakliga
fragestallningarna dr hur osmotiskt tryck och kolesterolhalt paverkar processen. Syftet med pro-
jektuppgiften ar bland annat att ni ska trdna pa att

e anvanda Matlab for att tillimpa statistiska metoder pa ett kemiskt forskningsproblem.

e konstruera och analysera statistiska modeller samt utféra kritisk granskning av modellernas
formaga att beskriva verkligheten.

o skriftligt redovisa modeller, antaganden och slutsatser fran statistiska analyser.

Arbetet kommer genomforas i grupper om tva till tre studenter. Projektet ar indelat i fyra delar som
motsvarar varsin datorévning. Arbetet kommer huvudsakligen utféras under datorévningarna men
troligen kommer mer tid behévas for att slutféra och rapportera arbetet.

Projektet ska redovisas i form av en skriftlig rapport som ldmnas in via PING PONG senast
2017-10-11 klockan 23:59. Lamna in rapporten som en PDF och inkludera ocksa koden som ni
anviande for att utfora berdkningarna. Organisera koden sd att en fil utfor analysen for varje del,
lit projektDell.m utféra analysen for del 1, projektDel2.m analysen for del 2 och s vidare. Ater-
lamning och eventuell korrigering/komplettering gors vid datorévningen under den sista lasveckan.
I Appendix finns mer tips och instruktioner kring rapporteringen av projektet.

Inledning

Vi har cirka 130 miljarder nervceller i hjdrnan. Liksom andra typer av celler i kroppen bestar
nerveeller bland annat av en cellkdrna med omgivande néaringsvatska. Det som &r unikt for nervcellen
ar att den kommunicerar med andra celler genom nervimpulser. Dessa impulser ar en form av
elektriska urladdningar som sprids i cellen och sedan gar vidare genom utskott fran cellkroppen.
Nervcellen tar emot signaler via utskott som kallas dendriter och leder nervimpulerna till andra
celler via ett utskott som kallas axon. Informationséverforingen fran en nervcell till en annan sker
vid dnden pa axonen. Kontaktomradet dér en axon méter en annan nervcell kallas fér synaps och
delas in i tre delar: En presynaptisk del i axonens dnde, det synaptiska gapet och en postsynaptisk
del i den andra nervcellen. Se Figur 1 for en illustration av en nervcell och en synaps.

Nér en nervimpuls nar synapsen triggas synaptiska vesiklar fyllda med signalsubstans att frigéra
sitt innehall i det synaptiska gapet. Denna signalsubstans tas inom en tusendels sekund emot av
sirskilda mottagarmolekyler, sa kallade receptorer, i den postsynaptiska delen. Om den mottagande
cellen stimuleras med en tillrdcklig méngd av signalamne uppstar en ny impuls, som fors vidare till
nésta nervcell. Det finns flera typer av signalsubstanser som har olika funktioner. Nagra vanligt
forekommande ar glutamat, noradrenalin och dopamin.

Processen néar signalsubstans utsondras fran nervcellens vesiklar vid cellmembranet kallas for
exocytos. Aven om mycket dr kint kring denna process pagar bland annat forskning kring hur
mycket av sitt innehall vesiklarna frislapper vid fusion med cellmembranet. Av intresse dr ocksa
att studera hur olika faktorer paverkar frisdttningen av signalsubstans, sa som kolesterolhalt och
osmotiskt tryck.
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Figure 1: Illustration av nervcell och synaps. Kaélla: Fischback, G. D. Sci Amer. 1992, 267, 48-57.

Amperometriska matningar

For att studera hur frisdttningen av dopamin gar till kan amperometriska méatningar utforas. Mét-
ningarna utférs genom att en microelektrod placeras mot membranet av en cell med vesiklar som
kan frislappa signalsubstans. Né&r en vesikel frislapper sitt innehall registreras detta som en spik i
signalen fran elektroden, som illustras i Figur 2. Signalen fran elektroden analyseras och ett antal
viktiga viarden tas fram for varje spik i signalen.

Det forsta vardet ar @), vilket &r arean under kurvan for spiken. Via Faradays lag kan vi relatera
Q till antalet frislippta molekyler, N: @ = nINF, dar F &r Faradays konstant och n ar antalet
elektroner som 6verfors per oxiderad molekyl (2 for dopamin).

Det andra viktiga mattet ar ¢/, vilket ar tiden det tar fran att spiken ndr halva sin hojd till
att den faller ner under halva sin hojd igen. Detta matt, som brukar kallas halvtidsméatningar, sdger
alltsa nagot om bredden pa spiken och hur fort signalsubstansen frislapps.

Forsoksuppstallningar

Métningar av ) och ¢, /; har gjorts i tvd olika forscksuppstéllningar som kommer studeras i projektet.

Det forsta forsoket gar ut pa att studera om osmotiskt tryck har nagon paverkan pa frislappningen
av dopamin. I férsoket méts forst variablerna hos ett referensprov med normalt osmotiskt tryck och
sedan méts variablerna i ett prov med hogt osmotiskt tryck. Dessa observationer kommer studeras i
de forsta tre delarna av projektet.

Det andra forsoket, som kommer studeras i den sista delen av projektet, gar ut pa att studera
hur cellmembranets kolesterolhalt paverkar processen. Méatningar av processen har gjorts vid fyra
olika nivaer av kolesterolhalt och dessa kommer studeras med hjélp av regressionsanalys.

Datamaterialet

Varje grupp far en bit av det fullstindiga datamaterialet att analysera. Datan ni ska analysera
finns tillgdnglig i filen datagrxx dar xx &r ert gruppnummer (grupp 4 hamtar alltsd sin data fran
datagr04). Filerna finns tillgdngliga pa kurshemsidan och gruppens nummer anges i PING PONG.

I datafilen finns resultaten fran matningarna relaterade till osmotiskt tryck sparade i variablerna
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Figure 2: Tllustration av processen da en vesikel frisidtter signalsubstans samt den amperometriska
matningen av processen.

Strom

t12nt Uppmétta ¢;p-tider hos referensprovet med normalt osmotiskt tryck.
Qnt Uppmétta Q-virden hos provet med normalt osmotiskt tryck.

t12ht Uppmétta ¢;/o-tider hos provet med hogt osmotiskt tryck.

Qht Uppmétta Q-virden hos provet med hégt osmotiskt tryck.

Resultaten fran forsoket med kolesterol finns sparade i variablerna

t12cholxx Uppmiitta ¢, o-tider i prov med zx% kolesterol.
Qcholxx Uppmatta Q-virden i prov med zz% kolesterol.

De uppmitta virden pa kolesterolhalten ar za = 0, za = 10, xz = 20 och zx = 30.

Del 1: Undersokning av datan

Som alltid vid statistisk analys &r det bra att borja med att gora en Gversikt av datan for att se om
det finns anledning till oro kring hur métningarna utférts. Né&r vi senare gor en fordjupad analys
kommer vi till exempel anta att méatningarna &r oberoende och likaférdelade, vilket bér undersokas.
Borja med att titta pa ¢y /o-tiderna och Q-véirdena for referensprovet med normal osmotiskt tryck och
utfor en preliminér analys:

e Plotta datan, gor histogram och berikna medelvirde och varians f6r variablerna.

e Tycks det finnas nagra trender eller andra konstigheter i datan eller verkar métsituationen varit
under kontroll under hela studien?

Vi vill nu ansétta en statistisk modell {or ¢, jo-tiderna och @-véirdena och manga olika férdelningar
ar tdnkbara.

e Antag att vi som modell skulle anvinda normalférdelningen. Ar detta en rimlig modell?

e Studera histogram av de observerade viardena, kan du hitta ndgon fordelning som vi har gatt
igenom i kursen som passar bra till datan?

Hemuppgift infor del 2

Av erfarenhet vet man att lognormalférdelningen kan passa bra till matningar av detta slag. Slump-
variabeln X ar lognormalférdelad med parametrar i och o om log X ~ N(u,02). Det innebér att X

har tathetsfunktion .

ox\ 2T

fz) =

exp (-2;(1%(@«) _ u)2> a0

3
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Vintevirde och varians ges av E(X) = e19%/2 och V(X) = (e — 1)e2#+7”,

e Hirled uttrycken fér maximumlikelihood-skattarna av p och o givet ett stickprov x1,...,x,
fran lognormalférdelningen. Ta med hirledningen i er rapport.

Del 2: Modellanpassning

Undersok om lognormalférdelningen ér en rimlig modell {6r ¢; /o-tiderna och Q-vérdena:

e Anvind uttrycken for ML-skattningarna av parametrarna for att berdkna skattningar av u och
o baserade pa er data.

e Undersok hur lognormalférdelningen ser ut genom att rita ut dess tathetsfunktion. Valj parame-
trarna enligt ML-skattningarna.

e Rita histogram for datan och jamfér med téathetsfunktionen fér lognormalférdelningen.

e Anvind normplot for att underséka om lognormalférdelningen passar bra.

Verkar lognormalférdelningen vara en rimlig modell for datan?

Del 3: Undersokning av paverkan av osmotiskt tryck

Vi 4r nu intresserade av att testa hur osmotiskt tryck paverkar frislippningen av signalsubstans. Pa
grund av den tidigare analysen antar vi att det logaritmerade antalet foljer en normalfordelning for
bade referensmitningarna och métningarna undre hogre tryck. Lat p, och p; beteckna vintevér-
dena for referensprovet och provet taget under hogre tryck och 1at o2 och o? beteckna motsvarande
varianser.

Borja med att testa om det ar rimligt att anta att variansen for antalet dr samma for de tva
forsoken:

e Beriikna ett konfidensintervall fér kvoten o2 /0?.
e Utfor hypotestestet
Hy: o0, =0y
Hy: 0, # 0y
med hjalp av ett F-test. Berdkna p-vardet for testet. Kan nollhypotesen forkastas?

Kontrollera era berdkningar genom att jimfora med resultatet som fas om funktionen vartest2
anviands. Testa nu om det osmotiska trycket paverkar vanteviardet hos fordelningen:

e Utfor hypotestestet
Ho = pr = g
Hy :pr 7 iy

Om ni inte kunde férkasta antagandet om lika varianser, utfor testet med en poolad skattning
av variansen. Utfor annars testet ndr ni antar olika varianser. Berdkna p-virdet for testet.
Kan nollhypotesen forkastas?

Kontrollera era berdkningar genom att jamfora med resultatet som fas om funktionen ttest2 an-
vands.

e Vad ar slutsatserna av studien? Kommentarer?

Notera att resultaten i denna del av projektet ska redovisas bade for ¢ jo-tiderna och for Q-virdena.
Kom ihag att redovisa modeller och antaganden i rapporten.
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Del 4: Undersokning av kolesterols paverkan

Vi ldmnar nu undersokningen av osmotiskt tryck och fokuserar pé cellmembranets kolesterolhalt. 1
datafilen finns matningar av Q-virden och ¢ jo-tider for fyra olika halter av kolesterol. Med hjélp av
dessa métningar, utfor en regressionsanalys av hur kolesterol paverkar processen:

e Fran analysen ovan vet vi att bade ¢ /o-tider och @-véirden passar bra att modelleras med log-
normalférdelningen. Ansitt regressionsmodeller med log(t;2) och log(Q) som responsvariabler
och kolesterolhalt som kovariat och skatta parametrarna.

e Skatta den forvintade fordndringarna i ¢;/5 och ) om kolesterolhalten 6kar med 1%.

e Undersok om regressionsmodellen passar bra genom att utfora lamplig residualanalys, plotta
dven datan och den skattade linjen.

e Har kolesterol en signifikant paverkan pa nagon av variablerna?

e Antag att vi skulle gora ett nytt forsok dar vi anvinder kolesterolhalt 25 i membranet. Vad &r
de forvintade virdena av log(t/2) och log(Q) for detta forsok? Berdkna ocksd intervall som
med 95% sannolikhet kommer téicka nya matningar av log(t;/2) och log(Q) i forséket.

Kontrollera era berdkningar genom att jamféra med resultatet som fas om funktionen regress an-
vands.

Appendix - Riktlinjer for projektredovisning

I denna sektion foljer anvisningar som &r bra att tdnka pa nér ni skriver rapporten for projektarbetet.

Ni ska med stod av fragorna i projekthandledningen skriva en sjalvstédndig rapport som técker det
visentliga innehallet. Malgruppen for skriften i projektet ska vara en teknolog i samma arskurs som
l&st kursen men som inte ar insatt i detaljerna kring projektet. Spraket i rapporten ska vara anpassat
for malgruppen och texten ska vara tillrackligt omfattande och tydlig sa att en person i malgruppen
utan storre anstrangning skall kunna folja resonemang och motiveringar. Speciellt méaste texten vara
korrekturlést sa att sprak- och skrivfel ar rattade.

Rapporten ska innehalla klara och tydliga formuleringar av fragestéllningarna, modeller och an-
taganden. Texten ska vara valstrukturerad med tydliga avsnittsrubriker och ska kunna lidsas utan
tillgang till vare sig kod som anvénts for berdkningar eller denna projektbeskrivning. Figurer och
tabeller, forsedda med figurtexter och tydlig numrering, ska anvindas for att redovisa resultat nér det
ar lampligt. Rapporten skall innehalla titelsida, sammanfattning och referenslista. Kéllhdnvisningar
ska vara enligt gdngse norm men hénvisningar till kursboken och foéreldsningsanteckningar far goras
i forenklad form.

Bedomning
Rapporten kommer i huvudsak bedémas enligt riktlinjerna ovan samt féljande kriterier:
e att lampligt och tydligt statistiskt sprak anvands;

e att lampliga tabeller, figurer och sammanfattande matt anvénds for att beskriva datan och
resultaten;

e att de statistiska berdkningarna &r ratt utforda och verkar rimliga;

e att korrekta slutsatser dras med kommentarer om eventuella brister i analysen.

Nedan finns en checklista for granskning av rapporter. For att undvika onddiga misstag, ga
igenom och bocka av listan med fragor innan rapporten lamnas in och se till att alla krav ar uppfyllda.
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Checklista for rapportering av projektet

Ja Nej
1. Har alla moment i uppgiften blivit slutférda? O O
2. Innehaller rapporten relevanta figurer och tabeller? o O
3. Introduceras och forklaras all notation som anvinds? o O
4. Introduceras alla modeller som anvinds? o O
5. Presenteras och diskuteras resultaten tillrackligt? o o
6. Ar alla berikningar kontrollriknade? o o
7. Har rimligheten bedémts hos resultaten och har eventuella orimligheter
kontrollerats och kommenterats? o O
8. Har rapporten:
e Titel, forfattare och datum? o O
e Inledning? o O
e Resultat och slutsatser? 0o o
9. Har rapporten korrekturlists? Ar stavningsfel rittade? o O
10. Angaende figurer och tabeller:
e Ar de numrerade? o o
e Har de lampliga figurtexter? o o
e Ar de refererade i texten? o O
11. Ar texten vilstrukturerad och indelad i stycken med limpliga rubriker? 0O O
12.  Gar det att ldsa och forsta rapporten utan:
e tillgang till projektbeskrivningen? o o
e tillgdng till Matlabkod som anvints? o o
13.  Om kursboken eller foreldsningarna refereras i texten, &r referenserna
tillréckligt specifika (anges kapitel/nummer pa foreldsning)? o O



