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Introduktion: Kroniske smerter er en af de største problemer inden for sundhedsvæsenet grundet en stigende prævalens og socioøkonomisk belastning. En manglende forståelse af neurobiologi af kroniske smerter indebærer anvendelsen af forskellige behandlingsteknologier, hvor effekten ved deres brug ikke er klar. Der lægges en særlig vægt på teknologierne rettet mod undersøgelser af CNS-ændringer (Centrale sensitisering, homøostatisk plasticitet) forbundet med kroniske smerter. Dette projekt har målrettet evaluering af effekten ved anvendelsen af HD-tDCS ift. undersøgelse af kortiko motorik homøostase i M1 og af interaktioner mellem kortikale og spinale smertemodulerende mekanismer.
Metode:  Et randomiseret placebokontrolleret crossover-eksperiment i to sessioner med 10 raske forsøgspersoner. Sessionerne var identiske og bestod af baseline målinger af spinal og kortikal respons (CPM/TSP/pPDT og MEPs), eksperimentel smerte induktion (capsaicin) eller placebo, målinger af spinal og kortikal respons efter smerte induktion (CPM/TSP/pPDT og MEPs), HD-tDCS med formålet at inducere HP og målinger af spinal og kortikal respons (CPM/TSP/pPDT og MEPs) efter anvendelsen af HD-tDCS.
Resultater: En signifikant reduktion af CPM-magnitude i Placebo-gruppen (p=0,003) efter HD-tDCS anvendt i 7 og 5 min med et 3-min pause. Ingen statistisk signifikant forskel i TSP/PDT-magnitude og i MEPs-amplitude i begge grupper. 
Konklusion: Dette studie er den første undersøgelse af homøostatisk plasticitet og psykofysiske paradigmer målt ved hjælp af Cuff-algometri, der ligger bag den centrale pro- og antinociceptive smertemodulering. Data viser en reduktion af antinociceptive smertemodulering (CPM) i respons til HP-induktion hos smertefri personer. Disse data udvider forståelsen af patofysiologiske mekanismer for den centrale smertemodulering.
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Titel: Effekt ved anvendelsen af HD-tDCS: Randomiseret placebokontrolleret cross-over undersøgelse af Homøostatisk Plasticitet og Centrale Sensibilisering in capsaicin-inducerede smertemodel hos raske forsøgspersoner.
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Introduction: Chronic pain is one of the biggest problems within the healthcare system due to an increasing prevalence and socio-economic burden. A lack of understanding of the neurobiology of chronic pain implies the use of different treatment technologies, where the effect of their use is not clear. Special emphasis is placed on the technologies aimed at studies of CNS changes (Central sensitization, homeostatic plasticity) associated with chronic pain. This project has targeted evaluation of the effect when using HD-tDCS in relation to the study of cortico motor homeostasis in M1 and of interactions between cortical and spinal pain modulating mechanisms.

Method: A randomized placebo-controlled crossover experiment in two sessions with 10 healthy subjects. The sessions were identical and consisted of baseline measurements of spinal and cortical response (CPM/TSP/pPDT and MEPs), experimental pain induction (capsaicin) or placebo, measurements of spinal and cortical response after pain induction (CPM/TSP/pPDT and MEPs), HD-tDCS with the aim of inducing HP and measurements of spinal and cortical response (CPM/TSP/pPDT and MEPs) after the application of HD-tDCS.

Results: A significant reduction of CPM magnitude in the Placebo group (p=0.003) after HD-tDCS applied for 7 and 5 min with a 3-min pause in between. No statistically significant difference in TSP/pPDT magnitude and in MEPs amplitude in both groups.

Conclusion: This study is the first investigation of homeostatic plasticity and psychophysical paradigms measured by Cuff algometry underlying the central pro- and anti-nociceptive pain modulation. Data show a reduction of antinociceptive pain modulation (CPM) in response to HP induction in pain-free subjects. These data expand the understanding of pathophysiological mechanisms of the central pain modulation.
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Denne projektrapport er udført som et 30 ECTS speciale ved Klinisk Videnskab og Teknologi, Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Aalborg Universitet.
Den eksperimentelle del af projektet inklusiv afprøvning af metoden og dataopsamling blev udført ved Center for Neuroplasticity and Pain (CNAP), Institut for Medicin og Sundhedsteknologi, Aalborg Universitet. 

Rapporten er opdelt i fem kapitler: Problemformulering, Metode, Dataanalyse og resultater, Diskussion og Konklusion. Kapitlerne påbegyndes hver med en kort beskrivelse af indholdet. 
Kapitlernes dele er nummereret fortløbende. Alle tabeller og figurer er nummereret fortløbende. 
I rapporten anvendes Anglia Ruskin University - Harvard som referencesystem. Referencerne angives med forfatternavn(e) og årstal. 
Der anvendes en initialforkortelsesmetode (f.eks. Homeostatic Plasticity=HP).

Jeg vil gerne udtrykke min dybe taknemmelighed over for CNAP forskere for deres hjælp og opbakning i organiseringen og udførelsen af eksperimentet samt for alle deltagerne for deres medvirken i projektet. 
Særlig tak til vejledere Professor Thomas Graven-Nielsen, Daniela Montemayor Zolezzi og Megan Elizabeth McPhee Christensen for vejledning, råd og sparring. Det var en stor og inspirerende læringsoplevelse at være en del af jeres forskning. 

Med venlig hilsen
Nataliia Sus
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	BCM
	Bienenstock Cooper Munro 

	CPM
	Conditioned Pain Modulation

	CRF
	Case Report Form 

	DLPFC
	Dorsolateral Prefrontal Cortex

	EMG
	 Electromyography

	FDI
	First Dorsal Interosseous 

	HD-tDCS
	High-definition transcranial Direct Current Stimulation

	HP
	Homeostatic Plasticity

	HTA
	Health Technology Assessment

	IASP
	International Association for Study of Pain 

	LTD
	Long-Term-Depression 

	LTP
	Long-Term-Potention 

	M1
	Motor Cortex

	MEPs
	Motor Evoked Potentials

	NIBS
	Non-Invasive Brain Stimulation 

	NRS
	Numeric Rating Scale

	PCS
	Pain Catastrophizing Skala  

	PDT
	Pain Detection Threshold

	PTT
	Pain Tolerance Threshold 

	pPDT
	Pressure Pain Detection Threshold 

	pPTT
	                                   Pressure Pain Tolerance Threshold 

	PSQI
	Pittsburgh Sleep Quality Index 

	QST
	Quantitative Sensory Testing 

	RCT
	Randomized Control Trial 

	CS
	Central Sensitization 

	tDCS
	Transcranial Direct Current Stimulation 

		TMS
	Transcranial Magnetic Stimulation

	TRPV1
	Transient Receptor Potential Vanilloid 1 

	TS/TSP
	Temporal Summation /Temporal Summation of Pain

	VAS
	Visual Analog Scale 
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Dette afsnit indeholder en introduktion til problematikken ved kroniske smerter, forklaring af patofysiologiske mekanismer, der ligger bag smerte kodificeringen og beskrivelser af de nyeste metoder, teknologier og tilgange, der bruges inden for smerteforskning. Der bliver omhandlet vigtigheden af effektevaluering ved anvendelsen af en HD-tDCS (High-definition transcranial Direct Current Stimulation) teknologi i klinisk praksis og i forskning. Til sidst beskrives projektets problemformulering.
1. [bookmark: _xt8mdhb5vep7][bookmark: _Toc136459020]Kroniske smerter som en multidimensional determinant.

Kroniske smerter er et af de mest aktuelle problemer inden for sundhedsvæsenet og er blandt de 10 hyppigste årsager til invaliditet. Kroniske smerter forværrer livskvaliteten betydeligt og kan tilføre forstyrrelser i den psyko–emotionelle tilstand, reduktion af de kognitive funktioner, udvikling af depression, søvnløshed eller i de værste tilfælde resultere i selvmord. Som følge heraf udgør kroniske smerter en signifikant national og økonomisk byrde (Arendt-Nielsen et al., 2018; Mills et al., 2021; Yang and Chang, 2019).
Kroniske smerter er ikke et problem for nogen bestemt befolkningsgruppe. Både børn og voksne lider af vedvarende smerter uden en klar fastlagt etiologisk årsag. Epidemiologiske undersøgelser angiver, at gennemsnitlige prævalensrater af kroniske smerter på verdensplan svarer til ca. 19%, dog op til 60-75% blandt de ældre (Friedrichsdorf et al., 2016; Hackett et al., 2020; Sá et al., 2019). 
Kroniske smerter er ofte en konsekvens af akutte smerter, der ikke forsvinder efter heling (Mills et al., 2021; Treede et al., 2019) Desuden eksisterer der en række diagnoser, som f.eks. migræne, fibromyalgi, kroniske rygsmerter, fokal hånd dystoni, hvor vedvarende smerter er den eneste kliniske manifestation med ret stærke symptomer, og patoanatomiske årsager til dette er ikke klare.  Derfor har kroniske smerter deres egen taksonomi og medicinske definition (Mills et al., 2021; Treede et al., 2019)
International Association for the Study of Pain (IAPS) definerer kroniske smerter som dem, der persisterer længere end tre måneder (Treede et al., 2019). Selve smertefænomenet er kroppens beskyttende reaktion på eksisterende eller mulige vævsskader (Treede et al., 2019). Der er evidens for, at smerter er multidimensionale og har en heterogen patologi, hvilket kan afhænge af sociale, kliniske, biologiske og kognitive faktorer (Davis et al., 2020; Mills et al., 2021; Yang and Chang, 2019). Disse faktorer kan både have indflydelse på manifestationen af akutte smerter, og kan påvirke udviklingen af kroniske smerter (Mills et al., 2021; Sá et al., 2019; Yang and Chang, 2019). Mekanismerne for smerte kronificering mangler en præcis ætiologisk og patofysiologisk forklaring, hvilket udgør en af de mest aktuelle problemstillinger inden for smerteforskning (Fenton et al, 2015; Yang and Chang, 2019). En fuldkommen forståelse af neurobiologi af kroniske smerter kan bidrage til udviklingen af den mest optimale behandling og genoptræningsstrategi (Fenton et al., 2015; Thapa et al., 2018; Yang and Chang, 2019).
Dette er vigtigt, da smertebehandling baseres på opnåelse af en analgetisk effekt, hvilket enten kan aftage med tiden, eller kan være forbundet med en række bivirkninger (Arendt-Nielsen and Graven-Nielsen, 2011; Webster, 2017). En langvarig indtagelse af f.eks. opiater kan medføre alvorlige komplikationer eller for tidlig død (Webster, 2017). Thapa et al. (2018) påpeger desuden i deres forskning, at den nuværende fysioterapeutiske tilgang til rehabilitering, der er rettet mod neuroplasticitet, omvendt kan forværre smerter symptomatisk (Thapa et al., 2018). Desuden bruges der til behandling af kroniske smertepatienter forskellige teknologier, hvor effekten ved deres anvendelse kræver en videnskabelig afklaring (Conrads-Frank et al., 2022; Liu et al., 2018).
Den videnskabelige tilgang til at udarbejde den optimale behandlingsstrategi baseres på stratificering af kroniske smertetilstande med det formål at personalisere smerte terapi. Dette er muligt gennem forståelse af neurobiologi af kroniske smerter, som kunne bidrage til at prædiktere behandlingsrespons og disposition for udvikling af kroniske smerter (Davis et al., 2020; Fenton et al., 2015; Mouraux and Iannetti, 2018; Yang and Chang, 2019). 

2. [bookmark: _6ui9acngqb13][bookmark: _Toc136459021]Mekanismer og teorier bag smerte kronificering
[bookmark: _lkw6v17sa4k2][bookmark: _Toc136459022]2.1. Patomekanismer for hypersensitivitet.  
Mekanismer for smerteopfattelse blev dannet som et resultat af evolution for at beskytte organismen og er komplekse elektro-biokemiske processer (Fenton et al., 2015). 
Påvisning af en potentiel skadelig stimuli kaldes nociception (Avenanti, 2007; Latremoliere and Woolf, 2009). Nociception er en beskyttende proces, der skaber en reflektorisk afvisning af en skadelig stimuli og en adfærdsstrategi for at undgå kontakt med sådanne stimuli i fremtiden. Særlig intense eller gentagne skadelige stimuli kan medføre sensibilisering af det nociceptive system, hvilket er udtryk for synaptisk plasticitet i centralnervesystemet (CNS)(Latremoliere and Woolf, 2009; Woolf, 2011), og en forstyrret synaptisk homøostase i CNS er en af de mulige årsager til kroniske smerter (Donnelly et al., 2020; McCarberg and Peppin, 2019; Thapa et al., 2021).    
[bookmark: _4c4sigkkovsb][bookmark: _Toc136459023]2.2. Central sensitization. 
Det antages, at central sensibilisering (CS) er en af de patofysiologiske årsager til smerte kronificeringen (Fenton et al., 2015; Hackett et al., 2020).
CS er en hypersensitivitet af CNS med reduceret threshold for smerteopfattelse (Latremoliere and Woolf, 2009; Woolf, 2011). I deres manuskript beskriver Alban Latremoliere og Clifford J. Woolf (Latremoliere, J. Woolf, 2009) CS som et skift i det somatosensoriske system fra en høj thresholds nociception til en lav threshold smertesensitivitet, hvilket opstår som følge af stigning i membran excitabilitet og synaptisk effektivitet (Latremoliere and Woolf, 2009).
Hvis synaptisk hyperexcitabilitet er langvarig eller intens, resulterer dette i ændringer i egenskaber af centrale neuroner (Latremoliere and Woolf, 2009).
CS kan forårsage en langvarig nociceptiv irritation med involvering af inflammatoriske mediatorer og/eller forstyrrelser i pronociceptive (facilitering af temporal summation (TS) og en ineffektiv conditioned pain modulation (CPM)), eller antinociceptive regulering (effektiv CPM og ikke faciliteret TS) (Arendt-Nielsen et al., 2018; McPhee and Graven-Nielsen, 2019; Ramaswamy and Wodehouse, 2021).
IASP (2023) definerer CS som:

“Increased responsiveness of nociceptive neurons to their normal input, and/or recruitment of a response to normally subthreshold inputs” (Arendt-Nielsen et al., 2018; “Terminology | International Association for the Study of Pain,” 2023).

CS manifesterer i form af hyperalgesia eller allodynia, hvor henholdsvis en almindelig smertefuld stimulus forårsager en forstærket smerteopfattelse, og en ikke smertefuld stimulus forårsager smerte (Arendt-Nielsen et al., 2018; Ji et al., 2018). Det vigtigste tegn for CS er ændringer i mekanisk følsomhed (Latremoliere and Woolf, 2009). 
CS er en pathogenomisk determinant for en række af kroniske smertetilstande, som for eks. slidgigt, fibromyalgi, muskuloskeletale smerter, neuropatiske smerter, migræne, viscerale smerter (Arendt-Nielsen et al., 2018; Coba et al., 2021; Ji et al., 2018; Latremoliere and Woolf, 2009; Sigmund et al., 2020; Woolf, 2011) og en dynamisk afspejling af centrale neurale plasticitet, som kan spille afgørende  rolle for smerte kronificering (Latremoliere and Woolf, 2009). 
[bookmark: _2if32uj1r2y0][bookmark: _Toc136459024]2.3. Conditioned Pain Modulation.
Ineffektiv descenderende smerteinhybering (CPM-paradigme) er en af de oftest forekommende forstyrrelser, der hænger sammen med CS (Sigmund et al., 2020). En CPM-vurdering kan bruges til undersøgelse/analyse af descenderende og central smertemodulering (Sigmund et al., 2020). CMP er et koncept om, at “smerte inhiberer smerter”, hvor smerte fremkaldt på et sted kan reduceres (inhiberes) ved anvendelsen af en stimulus på et andet sted (Sigmund et al., 2020). 
Ved hjælp af CPM-paradigme kan man undersøge endogen top-down regulering af afferente nociceptive stimuli hovedsageligt på grund af inhibering af dem. Nogle forskere påpeger også, at CPM-paradigme desuden kan have en faciliterende virkning (Coba et al., 2021; Ramaswamy and Wodehouse, 2021; Vaegter et al., 2014).
CPM-paradigme er et centralt fænomen, og i en række undersøgelser i vitro er det blevet bevist, at descenderende reguleringer forekommer pga. frigivelse af endogene opioid og gennem fremsendelse af serotonergic- og noradrenalin medierende inhiberende signaler til dorsale horn i rygmarven (Ramaswamy and Wodehouse, 2021). Denne smertemodulerende mekanisme er blevet undersøgt på dyr, hvor det er kendt som Diffus Noxions Inhybitori Control (DNIC). Hos mennesker bruger man således definitionen CPM-paradigme (Leone and Truini, 2019; Yarnitsky, 2015).
CPM-paradigme er afhængig af en række faktorer, som f.eks. alder, gender, hormonale ændringer, psykosociale tilstande (McPhee and Graven-Nielsen, 2019; Ramaswamy and Wodehouse, 2021). Det er desuden kendt, at CPM bliver mindre effektiv eller fraværende med den stigende alder (Ramaswamy and Wodehouse, 2021). CPM viser sig desuden ineffektiv i idiopatiske smerter, fibromyalgi, muskuloskeletale smerter, migræne (Ramaswamy and Wodehouse, 2021). 
[bookmark: _oxnq7vgxyx8y][bookmark: _Toc136459025]2.4. Temporal Summation 
Samtidig med forstyrrelsen af antinociceptiv smerteregulering ved CS rapporterer en række undersøgelser om forstyrrelse af pronociceptive eller faciliterende Temporal Summation of Pain (TSP) af smerte (Sigmund et al., 2020). 
Faciliteterede TS er blevet foreslået som et psykofysisk indeks for CS og en af de kritiske mekanismer af smertekronificering (Castelo-Branco et al., 2022). 
TSP manifesteres hos personer med kroniske smerter som en forstærket smerteopfattelse og er en reaktion på, eller et resultat af gentagne eller toniske impulser fra periferien. Denne reaktion  opstår i dorsal horn i rygmarven og kaldes ascenderende faciliterende eller en bottom-up regulering af et smertesignal (Coba et al., 2021; Jc et al., 2022).
[bookmark: _narbrbf0uy2c][bookmark: _Toc136459026]2.5. Homøostatisk plasticitet 
Smertemodulering inkluderer bearbejdelse af et nociceptivt signal i korteks. Det nuværende koncept for opståelse af kroniske smerter baseres på teorien om forstyrret synaptisk plasticitet i korteks (Thapa et al., 2021, 2018).
Synaptisk plasticitet regulerer depolarisering eller exitabilitets niveau af det postsynaptiske neuron gennem long-term-potention (LTP) og long-term-depression (LTD) mekanismer. Interaktionen mellem LTP og LTD kaldes metaplasticitet. Balancen mellem LTP og LTD regulerer mekanismer af homøostatisk plasticitet (HP), dvs. at homøostatisk plasticitet forebygger den forstærkede LTP-aktivering eller ophør af neural aktivitet gennem den ukontrollerede LTD (Karabanov et al., 2015).
Ifølge Bienenstock Cooper Munro (BCM) teori (1982), hvis postsynaptisk aktivitet har været høj, så bliver fremtidige modificerings threshold for LTP højere og for PTD lavere. Og omvendt, hvis postsynaptisk aktivitet har været lav, bliver modificerings threshold for LTP lavere og for LTD højere (Bienenstock et al., 1982). Dette fænomen kaldes også en “sliding modification threshold” (se figur 1) (Karabanov et al., 2015; Narayanan and Johnston, 2010; Thapa et al., 2021).

[image: ]

Figur 1. Sammenfattende diagram for “Sliding Modification Threshold”

Nogle undersøgelser har identificeret forstyrrende HP hos personer med en række kroniske smertetilstande som migræne, musculoskeletale smerter og fokal hånd dystonia. I studiet Thapa et al. f.eks.  (Thapa et al., 2018) blev der konkluderet, at hos personer med kroniske rygsmerter har induktion af HP ikke medført stabiliseringen af kortiko-motoriske excitabilitet. Lignende konklusioner forekommer i tilfælde med migræne og fokale hånd  dystonia (Jia and Yu, 2017; Karabanov et al., 2015; Schabrun et al., 2012; Thapa et al., 2018). Samtidig viser en undersøgelse på raske forsøgspersoner en hurtig adaptation og stabilisering af synaptisk styrke efter stimuli påføring (Petrini et al., 2014). Derfor er det vigtigt at forstå, om en forstyrret HP er typisk for kroniske smertetilstande (Thapa et al., 2018).
3. [bookmark: _r3dkobu5sywo][bookmark: _Toc136459027]Metoder og teknologier til undersøgelse af smertemodulerende mekanismer. 
[bookmark: _2zw6bff502id][bookmark: _Toc136459028]3.1. Teknologier til kvantitativ måling af neurale plasticitet 

For at skabe forståelsen for, hvilke processer eller faktorer der medfører smertekronificering og for således at udarbejde en optimal behandlingsmetode og/eller en forebyggelsesstrategi er det vigtigt at undersøge interaktioner mellem smerteregulerende mekanismer (Fenton et al., 2015; Mills et al., 2021; Yang and Chang, 2019).
Forskning af smerte neurobiologi udføres ofte i vitro med anvendelsen af invasiv hjernestimulering, hvilket gør det vanskeligt at overføre resultaterne på mennesker (Liu et al., 2018). 
For f.eks. at undersøge HP og CS hos mennesker kan man anvende en række af ikke-invasive metoder, som quantitative sensory testing (QST) og non-invasive brain stimulation NIBS (Karabanov et al., 2015; Kold and Graven-Nielsen, 2023).
Et eksempel på en NIBS er transcranial direct current stimulation (tDCS). Eksperimentelt blev det bevist, at tDCS er en pålidelig metode for undersøgelse af neurale excitabilitet i korteks (Karabanov et al., 2015; Liu et al., 2018; Thapa and Schabrun, 2018). Princippet ved anvendelsen af current stimulation baseres på, at elektrisk strøm, der sendes på hjernevæv, påvirker fysiologisk polariserings niveau på membranoverfladen. Dette medfører ændringer i neuronal excitabilitet og således i synaptisk plasticitet (Fertonani and Miniussi, 2017; Liu et al., 2018). Disse simuleringer er ikke stærke nok (subthreshold) til at inducere actions potential på membranoverfladen, men de kan medføre modificering af aktiverings threshold (Fertonani and Miniussi, 2017).
Der fremhæves katodal og anodal tDCS stimulation, hvor katodal stimulation medfører hyperpolariseringen af neuronal membrane og anodal stimulation depolariserer membranens potentiale. De fremkaldte ændringer af membranpotentialet udløser en kaskade af kemiske reaktioner. Dette fører til frigivelse af glutamat i den synaptiske kløft, hvilket åbner glutamanergiske receptorer på den postsynaptiske membran. Som følge heraf tilstrømmer ioner af Ca2+ ind i det postsynaptiske neuron. En moderat, men langvarig stigning i Ca2+ koncentration udløser en LTD-like effekt. Derimod udløser en kortvarig men signifikant stigning i Ca2+ koncentration en LTP-like effekt. Dette fænomen defineres som homøostatisk respons eller HP (Fertonani and Miniussi, 2017; Karabanov et al., 2015).
Ændringer og specifikationer af PTD- og LTP-like effekterne kan måles og undersøges gennem målinger på amplitude af evoked potentials (EP) på den kontralaterale side fra det tilsvarende korteksområde (Fertonani and Miniussi, 2017; Karabanov et al., 2015; Thapa and Schabrun, 2018). En af de ofte brugte metoder til at undersøge den kortikale excitabilitet er transkranielle magnetic stimulation (TMS) af Primær Motoriske Korteks (M1) med efterfølgende evaluering motoriske evoked potentials (MEPs)(Karabanov et al., 2015; Liu et al., 2018). Der lægges særlig vægt på M1 på grund af det faktum, at der blev afsløret ændringer i M1 excitabilitet over for smerter (Martel et al., 2017; Seminowicz et al., 2019).
Outcome-effekten fra tDCS stimulering afhænger af flere faktorer, såsom stimuleringstype og stimulations protokol, korteks aktivitet og  interindividuel variabilitet af forsøgspersoner (se figur 2)(Fertonani and Miniussi, 2017; Fricke et al., 2011; Huang et al., 2017). Alle disse faktorer skal tages i betragtning ved planlægning af undersøgelse eller ved vurdering af resultaterne (Fertonani and Miniussi, 2017). Det er vigtigt at tage hensyn til, at mentale, psykiske, hormonelle specifikationer kan have indflydelse på kortikale excitabilitet (Fertonani and Miniussi, 2017) og nogle undersøgelser påpeger, at de kan fungere som prædiktor til smertekronificering (Yang and Chang, 2019; Yarns et al., 2022).
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Figur 2. Konceptuel model for effekten-outcome af transkranial hjernestimulering. 

 
 En high-definition transcranial direct current stimulation (HD-tDCS) er en ny modifikation af den traditional tDCS, hvor den specifikke elektrode konfiguration giver mulighed for at målrette elektrisk strøm (fokalt) den præcist ønskede kortikale region, hvilket gør denne metode mere valid (Borckardt et al., 2012).
Denne teknologi bruges i vid udstrækning til undersøgelse af antinociceptive mekanismer (Jiang et al., 2022; McPhee and Graven-Nielsen, 2021, 2021; Wan et al., 2021), analgetisk effekt (Kold and Graven-Nielsen, 2023, 2021) og pro-nociceptive mekanismer (McPhee and Graven-Nielsen, 2021) i sammenhængen med HP. 
[bookmark: _ej66rrtvu2b2][bookmark: _Toc136459029]3.2. Experimentel smertemodulering.
Undersøgelse af smertemodulation involverer anvendelsen af visse typer modeller for eksperimentelle smerter. Dette giver mulighed for at sammenligne dynamiske ændringer i smerte indikatorer som reaktion på et smerteligt input (f.eks. baseline og follow-up), hvilket er vanskeligt at gøre hos populationer med kroniske smerter (McPhee and Graven-Nielsen, 2019; Schmelz, 2009). Det er vigtigt her ikke kun at inducere en subjektiv smerteopfattelse, men også at forårsage sensitisering i CNS for at bedre forstå kausalitet mellem interventioner og outcome (Schmelz, 2009). 
En af de mest brugte modeller er capsaicin model, der betragtes som et non-invasivt paradigme til at generere en stabil og langvarig nociception (Modir and Wallace, 2010).
capsaicin (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide (se figur 3)) er et chili pepper substrat, som er en selectiv agonist af transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1). TRPV1 receptorer befinder sig på alle niveauer af smerte veje, og nogle undersøgelser beviser deres rolle i modellering af synaptisk plasticitet (Meza et al., 2022; Mori et al., 2012) og induktion af CS (mekanisk allodyni, sekundære hyperalgesi) (Meeker et al., 2021; O’Neill et al., 2012). 
En af capsaicins effekter er, at den binder sig TRPV1, hvilket medfører åbningen af TRPV1 kanalen, intracellulære indstrømningen af Ca++ ioner og resulterer i ændringer
i membranpotentialet (Ilie et al., 2019; Meza et al., 2022; O’Neill et al., 2012). Grundet disse egenskaber bruges capsaicin-model i eksperimentelle centrale smertemoduleringer (Goodings, 2021; O’Neill et al., 2012).
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Figur 3: Kemisk struktur af capsaicin.  


4. [bookmark: _1tyofq6ekg1j][bookmark: _Toc136459030]Behov for evaluering af effekten ved anvendelsen af HD-tDCS 
På trods af tusinder af (4000 i PubMed) publikationer om anvendelse af tDCS i den kliniske praksis, er der stadig en manglede forståelse for de mekanismer, hvorved denne teknologi frembringer klinisk effekt (Liu et al., 2018). 

I et studie fra Conrads-Frank m.fl. (2022) understreges det, at teknologiernes kliniske effekt ofte vurderes pba. af cost-effectivnes analyse eller pba. af små observationsstudier (i fase I/II af kliniske forsøg). En test undersøgelse af teknologiernes klinisk effekt (RCT) foregår meget sjældent, hvilket udgør huller i data (evidens). Det er vigtigt at teste patogenitet og kausalitet i undersøgelser for at minimere bias og opnå højere evidensniveau (Conrads-Frank et al., 2022).
Tidligere undersøgelser har vist, at HD-tDCS er en effektiv metode til inducering af HP, og at HP er forstyrret hos personer med kroniske smerter. Men det er ikke klart, under hvilke betingelser en forstyrrede HP medfører en desadaptiv kortikal organisering (Thapa et al., 2018). Samtidig, i en undersøgelse af HP på raske forsøgspersoner, konkluderes der, at HP-mekanismer restituerer efter smerterne forsvinder (Thapa et al., 2021). 
Eksperimentelt induceret neural excitabilitet er ikke begrænset til kortikal præstation, men involverer den hele sensomotoriske vej, hvor interaktionen mellem spinal og kortikal smertemodulering ligeledes ikke er klar (Karabanov et al., 2015; Thapa et al., 2018).
Yderlige eksperimentelle undersøgelser  af HP og CS er et nødvendigt grundlag for afdækkelsen af smerte kronificerings mekanismer (Fenton et al., 2015; Karabanov et al., 2015; Kold and Graven-Nielsen, 2023; McPhee and Graven-Nielsen, 2021; Thapa et al., 2021, 2018) og for at vurdere nytten af anvendelsen af HD-tDCS hos smertepatienter (Gregoret et al., 2023). 
5. [bookmark: _n2r24v78suuf][bookmark: _Toc136459031]Problemformulering 

Under hensyntagen til behovet for eksperimentelle studier med en høj evidens 
er dette projekt målrettet evaluering af effekten ved anvendelsen af HD-tDCS ift. undersøgelse af kortiko motorik homøostase i M1 og af interaktioner mellem kortikale og spinale smertemodulerende mekanismer. 

Der blev opstillet følgende hypotese:
“ HD-tDCS inducerer homøostatisk plasticitet i primær motor korteks, forstærker anti- og pro-nociceptiv central smerteregulering og reducerer smertetærskel hos smertefri forsøgspersoner sammenlignet med personer med capsaicin inducerede smerter ”.

























[bookmark: _w3zhbslgnjez][bookmark: _Toc136459032]Metode 
Dette afsnit indeholder beskrivelser af metodologisk tilgang til en systematiseret teknologivurdering, litteratursøgning, projektdesign og forsøgsdesign.  
1. [bookmark: _nibp176ctm4j][bookmark: _Toc136459033]Health technology assessment (HTA) model
 
Problemanalysen har afdækket, at HD-tDCS er en teknologi, som bruges til behandling af kroniske smertetilstande og i eksperimentel testning af smertemodulerende mekanismer og derfor kan blive defineret som en sundhedsteknologi (“HTA 101,” 2023; O’Reilly et al., 2021). 
For effektvurdering af HD-tDCS og med det formål at udfylde hullerne i evidens blev der benyttet en Health technology assessment (HTA) model. Denne model blev valgt pga. at den giver mulighed for en systematiseret vurdering af effekten og egenskaber af en sundhedsteknologi og kan anvendes på forskellige stadier af teknologiernes spredning i den kliniske praksis (“HTA 101,” 2023). HTA-model tilbyder et stort spektrum af værktøjer til teknologivurdering. 
Til dette projekt blev der udarbejdet et analytisk framework baseret på den EUnetHTA Core Model, som typisk inkluderer 7 faser (“HTA 101,” 2023):  
1. Definition af den teknologi, der skal vurderes
2. Definition af projekttype
3. Relevans af vurderings elementer
4. Oversættelse af relevante problemstillinger til forskningsspørgsmål
5. Udarbejdelse af en kerne HTA-protokol
6. Forskning
7. Indtastning af resultater
Faserne blev tilpasset til projektets forløb, hvor fase 1. Definition af den teknologi, der skal vurderes; 3. Relevans af vurderings elementer; og 4. Oversættelse af relevante problemstillinger til forskningsspørgsmål er blevet beskrevet i afsnittet “Problemformulering”. Faserne 2. Definition af projekttype og 6. Forskning vil blive beskrevet i “Metodeafsnittet”. Fase 5.  Udarbejdelse af en kerne HTA-protokol blev exkluderet grundet, at i dette projekt blev der benyttet en forskningsprotokol med titlen “Homøostatisk plasticitet i det sensomotoriske system i forhold til kvantitative sensoriske målinger”, (session 5). Fase 7. Indtastning af resultater vil blive præsenteret i afsnittet “Analyse og resultatet”
Vurderingen af HD-tDCS effekt på smertemodulering havde i dette projekt et informativt formål (“HTA 101,” 2023). 

2. [bookmark: _wbxigd45o5hd][bookmark: _Toc136459034]Litteratursøgning
En iterativ litteratursøgning i dette projekt har været den grundlæggende metode til formulering af forskningsspørgsmål, udarbejdelse af HTA-framework og studiedesign.
Der blev startet med fakta søgning ift. epidemiologi af kroniske smerter, individuelle og socioøkonomiske konsekvenser forbundet hermed. En kædesøgning med backward-, forward-, og citation søgning afdækkede de nyeste forskningsområder indenfor smerte kronificering, såsom CS og HP og dannede grundlag for problemanalysen. Den eksisterende litteratur skabte overblik over de mest pålidelige og valide metoder og undersøgelser af centrale smertemodulerende mekanismer hos mennesker, som QST, NIBS og eksperimentel smerte modulering. 
Metoder til induktion af eksperimentelle smerter hos mennesker blev søgt separat, hvilket afdækkede en betydende rolle af capsaicin ift. undersøgelse af neural plasticitet. 

Der blev identificeret nøgleord for den strukturerede litteratursøgning (Karcioglu et al., 2018). For at bidrage til besvarelse af en teknologivurdering blev nøgleord fra den eksisterende litteratur sammenholdt og tilpasset med HTA model til effekt evaluering gennem eksperimentel identificering af interaktioner mellem patofysiologiske paradigmer for smerte hos mennesker (Davis et al., 2020; “HTA 101,” 2023; Strimbu and Tavel, 2010). Nøgleord blev struktureret og kategoriseret efter PICO-modellen, hvilket gav mulighed for at opdele forskningsspørgsmål i blokke og at afgrænse søgningen. Under “Population” blev der søgt efter "Healthy Volunteers”, “Normal human” og "Chronic Pain”, hvilket gav mulighed for at identificere publikationer omhandlende eksperimentelle undersøgelse af de centrale smertemodulerende mekanismer på raske forsøgspersoner. “Under intervention/issue of interest” blev der defineret metoder (f.eks. NIBS, TMS, tDCS, experimental pain), psykosociale paradigmer til kroniske smerter (f.eks CPM, TSP) og de oftest brugte korteks områder til undersøgelse af neural excitabilitet (f.eks. M1). "Comparison" blev ikke fundet relevant for denne søgning. “Outcome” inkluderede nøgleord  som f.eks “NRS”, “Pain Threshold”, “Evoked Potentials, Motor".

Den systematiske litteratursøgning blev udført på tværs af  PubMed og Embase/Medline databaser i perioden fra d.8.03 til d.16.03.2023. Disse databaser blev valgt grundet, at hver af dem indeholder over 30 mio. biomedicinske og sundhedsvidenskabelige publikationer, hvor Embase blandt andet inkluderer materialer med fokus på medicinsk udstyr, klinisk medicin og grundlæggende videnskab, der er relevant for klinisk medicin (Natal, 2023). Der blev vurderet, at datamængden kan være fyldestgørende. 
Den avancerede søgning i databaser blev lavet ved hjælp af boolske operatorer “AND”, “OR” og “NOT”, hvor de sammensatte blokke blev kombineret med den boolske operator “AND” og de sammenlignende søgeord blev kombineret og præciseret med de boolske operatorer “OR” og “NOT”. Præcisering i søgestrategien blev desuden udvidet ved anvendelse af søgefiltre for at ekskludere publikationer omhandlede behandling ved anvendelsen af tDCS og dyreforsøg. Det blev besluttet at inkludere publikationer om undersøgelse af smertemekanismer på personer med kroniske smerter for at udvide datamængden for analyse og diskussion.    
Den systematiske søgning resulterede i 384 publikationer fra PubMed og 282 publikationer fra Embase/Medline. Efter fjernelsen af udførelsen af screeningsproceduren (beskrevet i bilag 1) resulterede søgningen i 54 publikationer til gennemgangen. 

Protokol for litteratursøgning samt søgestrategi findes i bilag Nr.1

3. [bookmark: _mf25jyk8fi18][bookmark: _Toc136459035]Studiedesign 
Forsøget blev designet på baggrund af inspiration fra HTA-model og tog udgangspunkt i de tidligere udførte eksperimenter med tDCS, som blev beskrevet i publikationer fra litteraturanalysen. 
For at sikre en høj pålidelighed i metoden og dataindsamlingen blev der udarbejdet en Case Report Form (CRF) og en Standard Operating Procedure. 
Forsøgets metodologi blev kontrolleret og afprøvet ved hjælp af en pilottest. 
Dataindsamlingen i begge sessioner blev udført af den samme person. 
[bookmark: _w1m8lgzi4uaj][bookmark: _Toc136459036]3.1 Forsøgsdesign 
Der blev udført et randomiseret placebokontrolleret crossover-eksperiment i to sessioner med wash-out-periode på 14 dage. 
Sessionerne var identiske ift. rækkefølgen af interventioner med undtagelse af, at en session indebar anvendelse af capsaicin, hvor den anden session indebar anvendelsen af placebo.
Tildeling af en capsaicin eller en placebo session blev lavet ved hjælp af en computergenereret random talsekvensering, hvor alle deltagerne har fået deres individuelle randomiseringsnumre. 
Sessionerne bestod af baseline målinger af spinal og kortikal respons, eksperimentel smerte induktion eller placebo, målinger af spinal og kortikal respons efter smerte induktion, HD-tDCS ved formål at inducere HP og målinger af spinal og kortikal respons (se figur 4). Alle målingsdeterminanter vil blive beskrevet i de følgende dele af projektrapporten. 

[image: ]
Figur 4: Visualisering af forsøgsforløb inklusiv intervention og målingsbloker. 1: Baselinmålinger af MEPs (T0), CPM/TSP/PDT (Cuff 0). 2: Smertemodelering (capsaicin eller placebo) samt NRS-vurdering 3: Målinger af MEPs (T1), CPM/TSP/PDT (Cuff 1) 30 min efter smertemodulering, NRS efter målinger 4: TDCS, HP-induktion med 7 min priming (plus NRS), 5 min test (plus NRS) og 3 min pause imellem. 5: Målinger af MEPs 0 min. efter tDCS (T2) (plus NRS), MEPs 10 min. efter tDCS (T3) (plus NRS) og CPM/TSP/PDT (Cuff 2) (plus NRS).


I den første session skulle alle deltagere besvare et Pain Catastrophizing (PCS) skema (bilag 2) og i den anden session har de besvaret Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) spørgeskema (bilag 2). Disse spørgeskemaer blev valgt for at skabe overblik over mulige faktorer, der kan have indflydelse på smerteopfattelse blandt deltagere. PCS og PSQI blev valgt grundet at forstyrret søvn og katastroficering er beskrevet i litteratur som prædiktorer til kroniske smerter (Burns et al., 2015; Khan et al., 2011; Niederstrasser et al., 2015; Stroemel-Scheder et al., 2019).
[bookmark: _n89q0jb7mv7g]3.1.1 Forsøgsdeltager og etik
I forsøget deltog raske højrehåndede forsøgspersoner i alderen 18-60 år, som kunne tale og forstå dansk eller engelsk. En vigtig forudsætning for deltagelse var ikke at have kontraindikationer for tDCS og TMS, derfor skulle alle deltagere besvare tDCS- screening spørgeskema og TMS Adult Safety Screening før forsøgsstart (bilag nr. 2).  Andre eksklusionskriterier for deltagelsen var:
1.  	Graviditet eller amning
2.  	Regelmæssig brug af canabias, opioider eller andre lægemidler (undtagen prævention)
3.  	Nuværende eller tidligere neurologiske, muskuloskeletale, mentale eller andre sygdomme (f.eks. Hjerne- eller rygmarvsskader, degenerative neurologiske lidelser, epilepsi, større depression, hjerte -kar -sygdom, kronisk lungesygdom osv.)
4.  	Nuværende eller tidligere kronisk eller tilbagevendende smertetilstand
5.  	Aktuel regelmæssig brug af smertestillende medicin eller anden medicin, der kan påvirke forsøget (inklusive paracetamol og NSAID) 
6.  	Manglende evne til at samarbejde 
7.  	Nylig historie med akut smerte, især i underekstremiteten 
8.  	Forstyrret unormal søvn i 24 timer forud for eksperimentet

Sample size for dette forsøg blev først estimeret på baggrund af data fra de tidligere eksperimentelle undersøgelser af den kortikale excitabilitet ved brug af NIBS. En beregning (udført i G*Power online software, version 3.1) med effekt size 0,25, α 0,05 og Power 0,8 resulterede i total sample size på 24 (se bilag x). Grundet projektets tidsrammer og design blev det besluttet at rekruttere 10-12 forsøgspersoner.  

Projektet er godkendt af “Den Videnskabsetiske Komité for Region Nordjylland”, sagsnummer N-20210047 og udført på Center for Neuroplasticity and Pain (CNAP)
Institut for Medicin og Sundhedsteknologi, Aalborg Universitet, Selma Lagerløfs Vej, 249
9260 Gistrup. 
Alle forsøgsdeltagere blev skriftligt og mundtligt informeret om projektets formål, design, reglerne for databehandling/opbevaring og for de mulige risici forbundet med eksperimentets interventioner. Deltagelsen var frivillig, alle forsøgspersoner har givet informeret samtykke baseret på Helsinki deklaration. 
[bookmark: _2205tmcfyh8s][bookmark: _Toc136459037]3.2 HD-tDCS- induceret Homøostatisk Plasticitet og evaluering af den kortikale respons på den. 
Litteraturanalysen har afdækket en række metoder til anvendelse af tDCS eller HD-tDCS i forbindelse med HP-induktion i de kortex områder, hvor der blev observeret homøostatisk effekt (Karabanov et al., 2015). For dette projekt blev der valgt at bruge en induktionsprotokol  med priming og test current stimulation med en pause imellem (Thapa et al., 2018; Wittkopf et al., 2021b) Effekten ved dette på de pro- og antinociceptive smertemoduleringer blev analyseret ved hjælp af undersøgelse af kortiko motoriske excitabilitet (Karabanov et al., 2015; Thapa et al., 2018; Thapa and Schabrun, 2018) gennem aktivering af Tr. corticospinalis. 
[bookmark: _tcc68tv2coir]3.2.1 Protokol for induktion af HP 

HP-induktion blev opnået ved hjælp af anodal tDCS af primær motor cortex (M1). M1 betragtes som overfladisk komponent af smerte neuromatrix og har funktionelle forbindelser med hinanden og med de dybtliggende kortikale strukturer, der er ansvarlige for descenderende smertemodulering (Kold and Graven-Nielsen, 2021; Mariano et al., 2016; Vaseghi et al., 2014; Vo et al., 2022). 
I dette forsøg blev der anvendt double  stimulering protokol, som blev brugt til HP- induktion og vurdering hos raske deltagere og personer med kroniske smerter (Thapa et al., 2018; Thapa and Schabrun, 2018; Wittkopf et al., 2021b). 
Jævnstrøm blev leveret ved hjælp af en batteri-drevet multikanal neurostimulator (Starstim R32, Neuroelectrics, Spanien) gennem to runde AG/AGCL-elektroder. Elektroderne blev placeret i en neopren hue (Headcap, Neuroelectrics, Barcelona, Spain) i positioner C3 og Fp2 ifølge det internationale 10/20 32 kanal-EEG-system.  Der blev sikret, at Cz lokaliseres  centralt i topposition af EEG-huen for at optimere elektrodernes position.  
Konfigurering af stimuleringsprotokol  blev udført ved hjælp af software (NIC2, Neuroelectrics, Spanien) med 7 min priming, 3 min pause og 5 min test stimulering. Til anodal tDCS blev der anvendt to elektroder med samme intensitet, men forskellig polaritet: (1) C3 (fungerede som anoden, 1mA) og (2) FP2 (fungerede som katoden eller returelektroden, -1 mA) (se figur 5).
Forsøgsdeltagere er blevet informeret om, at de kunne mærke varme følelser, "smukke stick", eller kløen i stimuleringsområdet. 
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Figur 5: Visualisering af HD-tDCS protokol for HP-induktion. Elektroder placeres i C3 og Fp2 positioner, som henholdsvis svarer M1 og den højre præfrontale cortex. Anodal stimulering i begge positioner med strømintensitet -1mA i Fp2 og 1mA i C3. Protokol inkluderer tre step: priming med varighed på 7 min, en pause på 3 min og test stimulation på 5 min. 
[bookmark: _1yk5ro9s8lej]3.2.2 Vurdering af kortikomotorisk respons på HP-induktion og på smertemodulering. 
 
Kortikomotorisk respons blev vurderet ved hjælp af peak-to-peak amplitude analyse af Motor evoked potentials (MEPs) efter en simpel TMS af M1(Thapa et al., 2018; Wittkopf et al., 2021b).
[bookmark: _7gnsxd6qzmv9]3.2.2.1 Procedure for Transcranial Magnetisk Stimulering 

En enkelt-puls TMS af M1 blev udført ved hjælp af Magstim 200 stimulator (Magstim Co., Ltd., Dyfed, UK). Hotspot for musklen First Dorsal Interosseous (FDI) i det repræsentative område i M1 blev identificeret gennem Brainsight TMS Navigation neuronavigationssystem (Brainbox Ltd., UK) baseret på anvendelsen af et kamera (Polaris) og markørerne (Pointer) (Ahdab et al., 2014; “Brainsight TMS Navigation by Brainbox,” 2023). Dette gav mulighed for at sikre den samme coli-position for alle målinger ift. TMS-retning og øgede således målingernes pålidelighed (Ahdab et al., 2014; “Brainsight TMS Navigation by Brainbox,” 2023). For TMS blev der anvendt en dobbelt 70mm Alpha-coli. 
Stimulerings intensitet svarede til 120% af resting Motor Threshold (rMT), som var den minimale intensitet, ved hvilken var det muligt at få 5 ud af 10 MEPs ≥ 50 μV (Galhardoni et al., 2019; Thapa and Schabrun, 2018; Wittkopf et al., 2021b).
[bookmark: _avivh5burrez]3.2.2.2 Procedure MEPs- måling
MEPs blev optaget ved hjælp af surface elektromyografi (EMG) på den kontralaterale side fra TMS-applikationen. To elektroder (Ag/AgCl, Ambu Neuroline 720) blev påsat på den forberedte hud over FDI muskel og på det proximalt phalange (højre hånd). Den tredje jordelektrode blev påsat på processus styloideus ulna (Biabani et al., 2018; Thapa et al., 2018; Wittkopf et al., 2021b) (se figur 6).
Hudforberedelsen inkluderede hud peeling med en abrasive gel og bagefter en aftørring med spritservietter. 
Der blev optaget 10 MEPs (Bastani and Jaberzadeh, 2012; Cavaleri et al., 2017; Gregoret et al., 2021) i hver måling blok: Baseline, T0, T1, T2, T3 (se figur x)
MEPs blev optaget ved hjælp af en indbygget to-kanals EMG-enhed i Brainsight TMS Neuronavigation-systemet og bearbejdet med Brainsight TMS software (“Brainsight TMS Navigation by Brainbox,” 2023).
Til dataanalyse blev der brugt gennemsnit af peak-to-peak MEPs amplitude “μV” fra de tilsvarende måling blokker (Thapa et al., 2018; Wittkopf et al., 2021b). 
			[image: ]
Figur 6: Visualisering af MEPs-målings procedure: a) EMG, MEP, peak-to-peak amplitude; b) fremstilling af hotspot for FDL via Brainsight TMS Neuronavigation-systemet; c) position af EMG-elektroder: 1- det proximalt phalange; 2- FDI, 3- processus styloideus ulnaris. 		 		
							
[bookmark: _4nnkw4cmrg0t][bookmark: _Toc136459038]3.3 Psykofysiologiske paradigmer for smerter og deres målingsmetode 

Litteraturanalysen har afdækket en række kvantitative paradigmer for smerter, som blev anvendt i den grundlæggende videnskabelige forskning af den centrale neurale excitabilitet og CS hos mennesker.  I dette projekt vil der blive undersøgt:
· Capsaicin evoked excitability 
· TSP
· CPM 
Disse paradigmaer bliver målt og analyseret gennem bestemmelse af Pain Detection (PDT) - og Pain Tolerance Threshold (PTT) ved brug af QST. 
[bookmark: _cd7j42oq3li9]3.3.1 Capsaicin Evoked Excitability
Der blev brugt capsaicin til inducering af eksperimentel smerte hos forsøgspersoner. Denne model vil stimulere kliniske smerter og sikre reversible drev til CS, som er forbundet med kroniske smerter (Davis et al., 2020; Leone et al., 2021; O’Neill et al., 2012) og kortikal metaplasticitet (Mori et al., 2012).
[bookmark: _525umrwd33t]3.3.1.1. Metode til capsaicin smertemodulering og vurdering 
Capsaicin (8%, Qutenza, Grunenthal GmBH) eller Placebo (DEMO, Qutenza, Grunenthal GmBH) patch 4x4 cm blevet appliceret topisk på de højere dorsum på hånden (FDI) (Gregoret et al., 2023, 2021) og tapet med ikke-gennemsigtigt plaster (figur 7). Applikationsområdet blev først bearbejdet med abrasive gel og aftørret med spritservietter. Deltagere blev informeret om, at de kunne mærke brænding, kløe og/eller smerter med forskellig intensitet på applikationsstedet. Smerteperception og intensitet blev vurderet ved brug af Numeric Rating Scale (NRS) (Gregoret et al., 2021; Hoeger Bement et al., 2020). NRS er et endimensionalt mål med 11-score til den subjektive vurdering af smerteopfattelse. “0” i NRS betyder smertefri og “10” betyder den maximalt tolerable smertegrad (Karcioglu et al., 2018). Smerter blev vurderet alle 5 min i de første 30 min efter applikationen, og efterfølgende efter hver eksperimentel intervention. Capsaicin Evoked Excitability blev vurderet gennem evaluering af pPDT, pPTT (Cuff 1) MEPs-amplitude (T1) (se bilag 2. Case Report Form, 8-12)
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Figur 7: Visualisering af capsaicin Patch application.  
[bookmark: _my6ft7a73to7]3.3.2 Temporal Summation of Pain (TSP) og Conditioned Pain Modulation (CPM) 
TSP er et vigtigt paradigme for CS, som afspejler den centrale pronociptive smertemodulering, hvor CPM er et paradigme for den descenderende antinociception. Litteraturanalysen har afdækket, at TSP kan undersøges gennem responsmåling på den gentagne nociceptive stimulering, og CPM kan henholdsvis måles som respons på en vedvarende nociceptiv stimulering på f.eks. den kontralaterale side af stimulerings sted (Petersen et al., 2016)  
[bookmark: _r9o6k4nfdgw3]3.3.2.1 Cuff-algometri til TSP og CPM-målinger 
I dette projekt blev der valgt en Cuff-algometri til vurdering af TSP og CPM hos forsøgspersoner. Cuff-algometri (NociTech, Danmark) er en standardiseret computerstyret metode til undersøgelse af smertesensitivitet for tryk (pressure pain detection threshold, pPDT of pressure pain tolerance threshold, pPTT). Tryk blev automatisk induceret på Mm. Gastrocnemii på begge ben ved brug af to 10 cm brede cuffer (VBM, Tyskland) og en kompressor. Smerteintensitet blev vurderet ved brug af den elektroniske Visual Analog Scale, VAS-måler koblet til Cuff-systemet. ​​På VAS er der angivet en 10 cm linie, der repræsenterer smerteintensiteten mellem to ender, hvor den nederste ende betyder “smertefri” og den øverste ende betyder “den maximalt tolerable smertegrad” (Delgado et al., 2018) (se figur 8). 


[image: ]    
Figur 8: Visualisering af en Cuff-algometri: a) Software (Cuff Control Batch 2.10) for de algometriske Cuff-sessioner; b) lokalisering af cuffer (M. gastrocnemius på underbenet på begge sider) c) kompressor; d) elektronisk VAS-måler. 


Der blev udført fire algometriske målinger hos forsøgspersoner: 
RAMP 1 (figur 9): Identificering af pPDT og pPTT ved luftfyldning af cuffen på den højre side (ipsilaterale side). Forsøgspersonen skulle markere med at rykke den elektroniske VAS- måler op, når de begyndte at opleve tryk i cuffen som en smerte og ikke længere som et ubehag, hvilket svarede til pPDT. Tryk blev kontinuerligt stigende i cuffen. VAS-måler skulle rykkes op, indtil forsøgspersonen ikke kunne tåle smerte længere og afbrød sessionen ved at trykke på den grønne "stop"-knap. Dette svarede pPTT- niveau. Hvis forsøgspersonen ikke kom til at trykke på knappen, vil pPTT svare til det max. tilladte tryk på 100 kPa. 
[image: ]
Figur 9: Visualisering af fase RAMP 1. 
Temp.Sum. (figur 10): Gentagende luftfyldning af cuffen på den ipsilaterale side (10 gange med 1 sek. pause) Tryk i cuffen svarede til den kPa for pPTT-tryk fra Ramp1. (Graven-Nielsen et al., 2015). Forsøgspersonen skulle vurdere smerteintensiteten ved brug af VAS-måler, hver gang cuffen blev opblæst. TSP blev beregnet ved at finde differencen mellem gennemsnittet af de første 4 VAS-målinger og gennemsnittet af de sidste 3 VAS-målinger.  
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Figur 10: Visualisering af TS.
RAMP 2 (figur 11):  Identificering af pPDT og pPTT ved luftfyldning af cuffen på den kontralaterale side (det højre ben). Forsøgspersonen skulle markere ved at rykke den elektroniske VAS- måler op, når de begyndte at opleve tryk i cuffen som en smerte og ikke længere som et ubehag, hvilket svarede til pPDT. Tryk blev kontinuerligt stigende i cuffen. VAS-måler skulle rykkes op indtil forsøgspersonen ikke kunne tåle smerte længere og afbrød sessionen ved at trykke på "stop"-knappen. Dette tilsvarede pPTT- niveau. Hvis forsøgspersonen ikke kom til at trykke på knappen, vil pPTT svare til det max. tilladte tryk på 100 kPa. 
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Figur 11: Visualisering af fase RAMP 2. 
CPM1 (figur 12): Cuffen på den kontralaterale side blev hurtig opblæst og tryk i cuffen blev konstant. Tryk i denne cuff svarede 70% af pPTT fra RAMP 1.  Samtidig blev cuffen på den ipsilateral side opblæst kontinuerligt. Forsøgspersonen skulle vurdere smerteintensiteten på den højre ipsilaterale side på den samme måde, som i RAMP1.  Kvantificering af CPM-paradigme blev udført ved at estimere difference mellem pPDT fra CPM1 session (kondition stimuli) og pPDT RAMP 1 (ikke kondition stimuli). 
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Figur 12: Visualisering af CPM1.

[bookmark: _4wfcp8nvlw75][bookmark: _Toc136459039]3.4. Besvarelse af PCS og PSQI-spørgsmål skemaer
Ifølge PCS-instruktionen blev forsøgspersonerne bedt om at reflektere over de tidlige smerteoplevelser og angive, i hvilken grad oplevelserne passer bedst til de 13 tilbudte sætninger, som beskriver forskellige sætninger og følelser forbundet med smerter (se bilag x CRF). PCS score blev beregnet ved at summere svarene på alle 13 punkter med den maksimale værdi på 52.(Darnall et al., 2017; Sullivan et al., 1995)
For PSQI blev deltagerne bedt om at besvare 14 spørgsmål (se bilag x CRF) relateret deres søvnkvalitet. Efterfølgende blev disse scoret og grupperet i 7 komponenter, hvor summen af dem angav den “global PSQI score”. Det maksimale antal punkter var 25.  En score på 5 og mere betragtes som en dårlig søvnkvalitet, hvor 25 betragtes som værst mulig søvnkvalitet (Smyth, 2008).
[bookmark: _uwvuc5hklcmp][bookmark: _Toc136459040]Dataanalyse og resultater 
Dette afsnit indeholder beskrivelser af dataanalysen og oplyser projektets resultater. 

Data bliver repræsenteret som Mean, Standard Deviation (SD), Standard Error (SE), den minimale (min.) og den maksimale værdi (max.) og procentdel. 
Alle forsøgspersoner afsluttede begge forsøgssessionerne. Der skete intet datatab under dataindsamlingen.    
1. [bookmark: _l0g0kej8ryi3][bookmark: _Toc136459041]Demografisk fordeling og evaluering af PCS, PSQI og pPDT

Til analysen er der anvendt data af 10 forsøgspersoner (n=10): 4 (40%) mænd og 6 (60 %) kvinder. 
Den gennemsnitlige pPDT vurderet fra baseline målinger svarer til 26,75 (se figur 13)
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Figur 13: Grafisk fremstilling af pPDT-mean med Error Bar (95% confidence limit). Y-akse angiver pPDT score i kPa.

Forsøgspersonerne har besvaret PCS- og PSQI-spørgeskemaer.  Dataanalyse viser, at det aritmetiske gennemsnitlige niveau for smerte katastroficering ligger på 11,2. Det tilsvarende niveau for PSQI er 5,5. Data er præsenteret i tabel 1 og i figur 14:

	Units
	Mean
	Std.
	Min. værdi
	Max. værdi
	N

	PCS
	11,2
	±6,39
	1
	22
	10

	PSQI
	5,5
	±2,87
	1
	11
	10



Tabel 1: Visualisering af de gennemsnitlige (Mean), spredning (Std.) minimale og maksimale værdier for PCS, PSQI. 
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Figur 14: a) Grafisk fremstilling af PCS-mean med Error Bar (95% confidence limit). Y-akse angiver PCS score med min 0 og max 52. b) Grafisk fremstilling af PSQI-mean med Error Bar (95% confidence limit). Y-akse angiver PSQI-score. Niveau 5 betyder grænsezone mellem en god (<5) og en forstyrret (>5) søvnkvalitet. Outlier 7 repræsenterer den max. PSQI værdi på 11.   
 
2. [bookmark: _t3zg61vh8k1p][bookmark: _Toc136459042]Ændringer i smertesensitiviteten (NRS) efter ekspeimentel smerteinduktion 
Deskriptiv statistik viser, at den gennemsnitlige NRS efter capsaicin eller placebo-applikation og indtil sessionen slutter ligger på 4.96 for capsaicin og 0,092 for placebo. Standardafvigelsen er henholdsvis ±1,62 og ±0,6. Den max. NRS for capsaicin sessionen er 6,45 og min. 1.25. For placebo session er den max. NRS er 0.2 og min. 0. 
Den nedenstående grafik viser udviklingen af smerteintensiteten som reaktion på capsaicin og placebo-applikationer (se figur 15). Ud af grafikken kan man se den kontinuerlige stigning af NRS-capsaicin kur i de første 30 min, yderlige forblev værdierne på omtrent samme niveau, og efter HP-induktion blev der observeret nedgang i NRS-kuren. One-factor RM ANOVA (varianserne er lige, data er tilnærmelsesvis normalfordelt) viser en signifikant forskel i tidsfaktorer (F=5,464; p=0,04). 
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Figur 15: Visualisering af udviklingen af smerteintensitet efter applikationen af capsaicin plaster (den blå kur) og af placebo plaster (den røde kur). Observationen opfatter alle tidsblokke på en session efter smerte induktion. I de første 30 min blev NRS registreret hver 5 min, hvorefter efter hver intervention (Cuff 1, T1, HP priming, HP test, T2, T3, Cuff 2). Data er præsenteret i Mean og SEM, n=10.  
3. [bookmark: _a3c15pgqwczv][bookmark: _Toc136459043]Statistisk analyse af ændringer i neurale excitabilitet, pro- og antinociception som respons på HP induktion.
Statistisk dataanalyse foregik i softwareprogrammet IBM SPSS Statistics Version: 28.0.1.1 (14) (“SPSS Software,” 2023) 
For alle udførte test blev der fastsat et signifikansniveau P<.05
[bookmark: _knb927f6bp3m][bookmark: _Toc136459044]3.1 Datagruppering og udvalg af statistisk test
Formålet med eksperimentet var at forstå, om der er interaktioner mellem de gentagne målinger i capsaicin og placebogrupper.  
Til at analysere de gentagne målinger blev der brugt two-way repeated measure ANOVA (Armstrong et al., 2002).
Data blev organiseret i de tilsvarende variabler fordelt i to grupper og målings tider. Der blev identificeret 13 variabler for capsaicin og 13 variabler for Placebo-gruppen (se tabel 2)
For at sikre et validt resultat ved anvendelsen two-way repeated measure ANOVA blev variablerne tjekket for normalfordeling og for homogenitet af varianser. Resultaterne af Shapiro-Wilk test for normalfordeling og af Mauchly’s Test of Sphericity for homogenitet findes i tabel 2. 

	Nr.
	Factor 
(intervention)
	Variable
(time)
	Shapiro-Wilk Test 
(p)
	Mauchly’s Test of Sphericity (p)

	1
	










Capsaicin
	TSP_0
	0,178
	time p=0,346

Intervention*time p=0,221

	2
	
	TSP_1
	0,614
	

	3
	
	TSP_2
	0,495
	

	4
	
	CPM_0
	0,567
	time p=0,385

Intervention*time p=0,544

	5
	
	CPM_1
	0,067
	

	6
	
	CPM_2
	0,56
	

	7
	
	PDT_0
	0,437
	time p=0,209

Intervention*time p=0,799

	8
	
	PDT_1
	0,992
	

	9
	
	PDT_2
	0,451
	

	10
	
	T_0
	0,056
	time p=0,087

Intervention*time p=0,193

	11
	
	T_1
	0,016
	

	12
	
	T_2
	0,129
	

	13
	
	T_3
	0,001
	

	1
	










Placebo
	TSP_0
	0,8
	time p=0,346

Intervention*time p=0,221

	2
	
	TSP_1
	0,799
	

	3
	
	TSP_2
	0,176
	

	4
	
	CPM_0
	0,706
	time p=0,385

Intervention*time p=0,544

	5
	
	CPM_1
	0,379
	

	6
	
	CPM_2
	0,612
	

	7
	
	PDT_0
	0,384
	time p=0,209

Intervention*time p=0,799

	8
	
	PDT_1
	0,254
	

	9
	
	PDT_2
	0,023
	

	10
	
	T_0
	0,259
	time p=0,087

Intervention*time p=0,193

	11
	
	T_1
	0,09
	

	12
	
	T_2
	0,125
	

	13
	
	T_3
	0,006
	



Tabel 2: Sammensat overblik over de testede faktorgrupper (capsaicin og placebo) og de afhængige variabler (tidsfaktor; gentagne målinger) og resultaterne for normalfordeling- samt homogenitetstest udført i SPSS. 

Der blev i alt identificeret 4 variabler med ikke normalt fordelte data (p<0,05), men efterfølgende variansanalyse har bevist deres homogenitet (p>0,05), hvilket gjorde det muligt at anvende ANOVA for dataanalysen(Blanca et al., 2023). 
				
[bookmark: _7ucqg8ylxmps][bookmark: _Toc136459045]3.2 Resultater fra statistisk analyse 
Grafisk fremstilling (se figur 16(a)) af ændringer i MEPs amplitude (Mean, Standard error) over tid viser en amplitude reduktion på tidspunktet “30 min efter Capsaicin applikation” sammenlignet med baseline og normalisering af værdierne efter HP-induktion i capsaicin gruppen. I Placebo-gruppen blev der fundet en kontinuerlig stigning af MEPs amplitude gennem alle tidspunkter. Resultater fra two-way repeated measure ANOVA viser ingen signifikant forskel i intervention effekt (p=0,351; F=0,967), ingen signifikant forskel i time effekt (p=0,1; F=2301) og ingen signifikant forskel i intervention*time effekten (p=0,174; F=0,1786) i T (MEPs amplitude) variable. 

Ændringer i TSP-variable viser en stigning i værdierne på tidspunktet “30 min efter Capsaicin applikation” sammenlignet med baseline i begge grupper. Der ses en fortsat stigning efter HP-induktion i placebogruppen, hvor TSP-magnitude i Capsaicin gruppen forbliver på det samme niveau (se figur 16(b)). Resultater fra two-way repeated measure ANOVA viser ingen signifikant forskel i intervention effekt (p=0,469; F=0,572), ingen signifikant forskel i time effekt (p=0,51; F=3538) og ingen signifikant forskel i intervention*time effekten (p=0,698; F=0,366) i TSP-variable. 

Der iagttages et fald i CPM-magnitude på tidspunktet “30 min efter Capsaicin applikation” og videre efter HP-induktion sammenlignet med baseline i begge grupper (se figur 16(c)).
Resultater fra two-way repeated measure ANOVA viser ingen signifikant forskel i intervention effekt (p=0,35; F=0,971), en signifikant forskel i time effekt (p=0,003; F=8,361); Pairwise Comparison: Time1*Time3 og Time 3*Time1(p=0,023).  Der ses ingen signifikant forskel i intervention*time-effekten (p=0,64; F=0,457) i CPM-variable.  

Der ses et fald i PDT-magnitude efter HP-induktion i Capsaicin gruppen, mens PDT i Placebo gruppen fortsætter med at stige (se figur 16(d)). Resultater fra two-way repeated measure ANOVA viser ingen signifikant forskel i intervention effekt (p=0,416; F=0,726), ingen signifikant forskel i time effekt (p=0,645; F=0,45) og ingen signifikant forskel i intervention*time effekten (p=0,387; F=1001) i PDT variable. 

 


[image: ]


Figur 16: Visualisering af ændringer i Capsaicin-værdierne (n=10) og i Placebo grupper (n=10) målt på forskellige tidspunkter: a) MEPs amplitude, µV; b) TSP; c) CPM; d) PDT. Data er præsenteret i Mean og SEM.* Sign.


 
 







[bookmark: _mnyaaktffdg8][bookmark: _Toc136459046]Diskussion
Dette afsnit indeholder diskussion af metodevalg til teknologi evaluering, litteratursøgning og diskussion af projektets resultater. Heri beskrives de vigtigste limitationer i projektet. 
1. [bookmark: _oi9d6fg2x0ja][bookmark: _Toc136459047]Metodevalg til teknologi evaluering  
Effekten ved HD-tDCS blev evalueret ved hjælp af HTA-model. HTA indebærer en række konceptuelle modeller, hvis anvendelse er ret varierende (Conrads-Frank et al., 2022; O’Reilly et al., 2021). Dette gjorde det vanskeligt at sammenligne den generelle tilgang til udarbejdelse af HTA-protokol, evaluering og afrapportering af resultaterne. Det er dog værd at bemærke, at det vigtigste for udarbejdelsen af HTA- framework er en klar defineret problemstilling og bestemmelse af målgruppen, som resultaterne skal rettes mod (“HTA 101,” 2023; O’Reilly et al., 2021), hvilket blev udført i projektets problemanalyse. En af aspekterne, der indebærer HTA anvendelsen er, at teknologien er “kompleks eller involverer betydelig usikkerhed” (O’Reilly et al., 2021). Under hensyntagen til konklusioner fra tidligere undersøgelser, som indikerer tDCS kompleksiteten (Fertonani and Miniussi, 2017) og en stor variabilitet af deres anvendelse i kliniske praksis (Liu et al., 2018), kan det anses for gældende, at denne teknologi falder ind under kriterierne for udvælgelse af HTA. 
Dette projekt er en eksperimentel undersøgelse med et informativt formål for at skabe den højeste evidens. De opnåede resultater gør det ikke muligt at drage klare konklusioner om HD-tDCSs patofysiologiske effekt. HTA-model tillader i dette tilfælde yderligere eller en iterativ dataindsamling med involvering af andre teknikker og indsamling af andre forskningsresultater (“HTA 101,” 2023; O’Reilly et al., 2021). 
2. [bookmark: _aj5gzn6kabx1][bookmark: _Toc136459048]Litteratursøgning.
Litteratursøgning i dette projekt blev udført gennem databaser Embase og PubMed og Medline databaser. Daria O’Reilly fremhæver i deres bidrag til bogen en række af andre nødvendige nøgler og yderlige databaser for HTA, som f.eks. Cochrane Library. Cochrane database inkluderer blandt anden Cochrane Database of Methodology Reviews (CDMR); Cochrane Methodology Register (CMR); Health Technology Assessment Database (HTA) (O’Reilly et al., 2021). Dette kunne medføre, at nogle af projektets vigtige publikationer ikke blev fundet. 
På trods af at den systematiske litteratursøgning blev udført på baggrund af søgning protokollen (Xiao and Watson, 2019), blev nogle vigtige nøgleord ikke inddraget i søgningen.
Inklusion af de følgende begreber, som “antinociception”, “pronociception”, som blev brugt i en række publikationer ift. undersøgelse af CPM og TSP (Hoeger Bement et al., 2020; McPhee and Graven-Nielsen, 2019, 2021) kunne bidrage til identificering af flere relevante artikler til analyse. 
En væsentlig ulempe er desuden, at litteratursøgningen er udført af én person. Det anbefales, at minimum to personer laver en kritisk gennemgang af de fremsøgte publikationer for at undgå selektionsbias (Xiao and Watson, 2019). 

3. [bookmark: _4xtj29mun4ws][bookmark: _Toc136459049]Diskussion om resultaterne. 
[bookmark: _kk0eqw2l1mda][bookmark: _Toc136459050]3.1. Respons på HD-tDCS og Capsaicin i den Primære Motor Kortex

Projektets resultater viser ingen statistisk signifikant effekt af HP-induktion på neurale excitabilitet (MEPs) i Capsaicin- og i Placebogruppen målt på forskellige tidspunkter sammenlignet med baseline. Grafisk fremstilling af ændringer i MEPs-amplitude indikerer dog forskelle i udviklingen i Capsaicin- sammenlignet med Placebogruppen efter applikation af Capsaicin patch. Uoverensstemmelser i statistisk analyse kunne være relateret underpowered sample size. 
For HP- induktion blev der valgt en dobbelt protokol med priming og test. Ifølge tidligere undersøgelser er en dobbelt stimulering med en 3 min pause mellem priming og test en nødvendig forudsætning for at opnå en homøostatisk respons (Karabanov et al., 2015; Wittkopf et al., 2021a). Ifølge teorien om Sliding threshold modulerer en anodal priming synaptisk styrke, hvilket ledsages af facilitation af kortiko motorisk excitabilitet (LTP-like effekt). En efterfølgende test stimulering medfører en revers af excitabilitet til inhibering (LTD-like effekt) (Karabanov et al., 2015; Thapa and Schabrun, 2018). Bekræftelse af denne teori blev eksperimentelt påvist af T. Thapa og S.M. Schabrun i deres undersøgelse af HP hos raske forsøgspersoner (Thapa and Schabrun, 2018). Lignende resultater blev afrapporteret i studiet K. Frike (2011), hvor en anodal 1µV “ 7-3-5” tDCS protokol medførte en MEPs-amplitude reduktion i de første 10 min efter en “test” stimulation (Fricke et al., 2011). Resultaterne af projektets eksperiment viser en stigning i MEPs amplitude efter HP-test i Placebo gruppen på trods af at induktionsprotokollerne har været identiske. Dette eksperiment adskilte sig dog i designet, da der umiddelbart før tDCS blev udført en Cuff-algometri, hvilket kunne forårsage effekt-confounder.  Generelt kan man observere ændringer i synaptisk excitabilitet i M1 efter anvendelsen af tDCS, hvilket desuden blev demonstreret i studiet af D. Agboada (2019), hvor et simpelt 15 min anodal (1 µA) M1 tDCS medførte en stigning i MEPs-amplitude (Agboada et al., 2019). 
En manglende homøostatisk respons i placebo-gruppen kan desuden forklares med en inter-individuel variabilitet i responsen på NIBS. Huang Ying-Zu (2017) understreger med henvisning til tidligere undersøgelser, at den forventende MEPs respons får man i ca. halvdelen af tilfælde (Huang et al., 2017).
Resultaterne i Capsaicin-gruppen viser en reduktion af MEPs amplitude 30 min efter Capsaicin-applikationen sammenlignet med placebo-gruppen og det kan diskuteres, om Capsaicin medfører ændringer i kortiko motorisk excitabilitet. Tidlige undersøgelser på mus påpeger, at Capsaicin kan modulere metaplasticitet, men at præcise mekanismer til det ikke er kendte (Meza et al., 2022). Desuden skal resultaterne fra dyreforsøg tages med forbehold grundet uklarheden, om deres patofysiologiske mekanismer er overførbare på mennesker (Mori et al., 2012). Hos mennesker kan Capsaicin medfører en faciliterende eller en inhiberende postsynaptisk respons (Meza et al., 2022). F.eks. i et studie af F.Mori m.fl. ((Mori et al., 2012) blev det bevist, at TRPV1 spiller en rolle i regulering af synaptisk plasticitet, undersøgt på M1 med respons fra FDI og ved brug af en dobbelt-puls TMS protokol. I en anden undersøgelse af Huang m.fl. (2017) med den gentagne TMS af M1 eller DLPFC blev der opdaget, at den smerte relaterede kortiko motoriske excitabilitet vender tilbage til normalt niveau efter stimulering (Huang et al., 2017). Man kan desuden overveje om MEPs reduktion efter Capsaicin applikation afspejler effekten ved HP-test fra tidligere undersøgelser, hvilket også ses ved reduktion af MEPs-amplitude (Fricke et al., 2011; Thapa and Schabrun, 2018). Det er interessant at bemærke, at en efterfølgende HD-tDCS af M1 ved brug af protokollen for induktion af HP medførte stigningen af MEPs-amplitude til ca. et baseline niveau.
Yderligere forskning af HP bør udføres under hensyntagen til stikprøvestørrelsen og effektstørrelsen. En observationstid efter HP-induktion skal også tages i betragtning for at forstå, hvor stabilt den homøostatiske respons på Capsaicin smertemodulering er ift. niveauet af smertesensitivitet (NRS og/eller PDT). 
Det er vanskeligt at sammenligne og interpretere resultaterne fra dette projekt med resultater fra andre studier relateret til HP grundet variabiliteten i forsøgsdesign. I de tidligere undersøgelser blev der brugt en anden smertemodel som f.eks. injektioner af nerve growth factor (NGF) og/eller en anden stimulerings protokol (Kold and Graven-Nielsen, 2023; Thapa et al., 2021), eller der er ikke anvendt en Cuff-algometri (Karabanov et al., 2015; Thapa et al., 2021, 2018; Thapa and Schabrun, 2018).  
[bookmark: _kg5nwtj66rnd][bookmark: _Toc136459051]3.2. Evaluering af kortiko motorisk respons på tDCS.
Resultaterne i dette projekt kunne blive påvirket af antallet optagede MEPs til analysen. Baseret på de tidlige undersøgelser blev det bestemt, at optagelsen af 10 MEPs kan være tilstrækkeligt til evaluering af kortiko motorisk respons (Cavaleri et al., 2017; Gregoret et al., 2021). I en række af studier blev der optaget 15 MEPs (Thapa et al., 2021; Thapa and Schabrun, 2018), 20 MEPs (Wiltshire and Watkins, 2020) og 30 MEPs (Fricke et al., 2011; Thapa et al., 2018). I studiet Goldsworthy m.fl. (2016), blev det påpeget, at 20-30 MEPs er det optimale antal til en pålidelig estimering af kortiko motorisk excitabilitet. (Goldsworthy et al., 2016). I et andet studie blev det dog fremhævet, at antallet af MEPs ikke nævneværdigt påvirker TMS-outcome, og at antallet af forsøgspersoner spiller en større rolle (Ammann et al., 2020).
For at sikre et validt og pålideligt resultat bør fremtidige undersøgelser udføres under hensyntagen til minimum antal af MEPs (som er 20) og til stikprøvestørrelsen.  

[bookmark: _vdtt37gu9rfx][bookmark: _Toc136459052]3.3. HD-tDCS-effekt på den subjektive smerteopfattelse (NRS og pPDT)
Analysen af udviklingen i NRS ift. Capsaicin-application og HP-induktion viser, at Capsaicin har induceret milde til moderate smerter hos alle forsøgspersoner (mean 4,96; std. 1,62), hvilket afspejles i resultaterne fra tidligere undersøgelser (Alhajri et al., 2023; Gregoret et al., 2021; Hoeger Bement et al., 2020). Grafisk fremstilling (se figur 15) viser en signifikant reduktion af smerteintensiteten på tidspunktet “0 min efter HD-tDCS” (p=0,044). Dette fund er dog svært at interpretere, da smertereduktion kan være forbundet med en aftagende Capsaicin virkning eller afledende HD-tDCS virkning.  En smertelindrende effekt ved tDCS beskrives i en række reviews omhandlede kroniske smertetilstande (Teixeira et al., 2022; Zhang et al., 2021). Disse resultater er dog i uoverensstemmelse med resultaterne fra andre eksperimentelle studier, hvor der ikke blev påvist en statistisk signifikant selvrapporteret smertereduktion efter en eller to blokke af tDCS (Gregoret et al., 2021; Lefaucheur et al., 2017; Meeker et al., 2019). En af de mulige forklaringer på disse variationer kan være den tidsmæssige variabilitet i NRS-målinger. I dette studie skulle NRS afrapporteres hver 5 min i løbet af eksperimentet, hvor f.eks. i studiet af L.Gregolet m.fl. (2021) blev målingsperioden opdelt i hvert 20 min i løbet af 24 timer (Gregoret et al., 2021). 
Ændringer af pPTD har ikke vist en signifikant forskel over tiden i både Capsaicin- og Placebo- grupperne. Andre undersøgelser af tDCS-virkningen på pPDT rapporterer lignende resultater (Gregoret et al., 2021; Kold and Graven-Nielsen, 2023). Det værd at bemærke, at i de tidligere undersøgelser blev der brugt varierende protokoller til tDCS. Da litteraturanalysen ikke har identificeret en eksperimentel undersøgelse med anvendelsen af “7-3-5” tDCS-protokollen ift. pPDT testing, er det vanskeligt at interpretere resultaterne i dette projekt. 
Imidlertid ud af den grafiske fremstilling af pPDT udviklingen (se figur 16(d)) kan man se en reduktion af pPDT magnitude i Placebo-gruppen efter HP-induktion, hvilket ikke ses i Capsaicin gruppen.  Yderligere forskning med større sample size er nødvendig for at forstå, om HP-induktion kan have indflydelse på pPDT hos personer med Capsaicin inducerede smerter. 
[bookmark: _hfasz0tepsc2][bookmark: _Toc136459053]3.4. Ændringer i CPM og TSP magnituder i respons på HD-tDCS. 
TSP og CPM er to psykofysiske paradigmer til en kvantitativ vurdering af CS, som afspejler henholdsvis endogene pro- og antinociceptiv smertemodulering (Arendt-Nielsen et al., 2018; McPhee and Graven-Nielsen, 2019; Ramaswamy and Wodehouse, 2021), og blev i dette projekt analyseret for at belyse mulige interaktioner mellem dem og HP-induktion i M1. 
Resultaterne viser ingen signifikant effekt mellem Capsaicin-Placebo og mellem capsaicin-Placebo*Tid i CPM. Der ses en signifikant reduktion i CPM magnitude efter HD-tDCS sammenlignet med baseline, hvilket kan være tegn på undertrykkelse af antinociceptive profil (Nir and Yarnitsky, 2015; Wan et al., 2021) efter HP-induktion. Ved en 10 min 2µA tDCS (Flood et al., 2016) og en 20 min 2µA tDCS (Wan et al., 2021) i M1 blev der i tidligere undersøgelser registreret en CPM-facilitering. Disse data bekræfter tidligere antagelser om, at ændring i M1 excitabilitet indvirker endogene descenderende regulering formentlig gennem drev til den subkortikale smerte matriks (Flood et al., 2016; Gregoret et al., 2023, 2021), men det er imidlertid ikke klart, i hvilken retning CPM-paradigmer ændrer sig, afhængigt af stimuleringsprotokol. Det er interessant at forstå, om der er en sammenhæng mellem HP, som er forstyrret hos personer med kroniske smerter (Karabanov et al., 2015; Thapa et al., 2021, 2018) og en CPM, som også er reduceret ved kroniske smertetilstande (McPhee and Graven-Nielsen, 2019; Yarnitsky, 2015).
Resultaterne viser desuden ikke signifikant indflydelse af HD-tDCS på TSP hverken Capsaicin eller i Placebo-gruppen. Capsaicin-applikationen har ikke ændret TSP-magnitude på trods af, at sekundær hyperalgesi er en af manifestationer af Capsaicin-effekten (Meeker et al., 2021; Wong et al., 2023). Lignende konklusioner forekommer i studier Wong m.fl. (2023) og M. Bement m.fl. (2020) undersøgelse af TSP ved hjælp af Capsaicin smerte modellering (Hoeger Bement et al., 2020; Wong et al., 2023).
Yderligere forskning ift. mulige relationer mellem HP og CS kunne være relevante for afdækkelsen af mekanismer til smerte kronificering. 
[bookmark: _si81udvmrds6][bookmark: _Toc136459054]3.5. Indflydelse af søvnkvalitet og katastrofetænkning på den centrale smertemodulering. 
Dette projekt havde ikke til formål at undersøge, hvordan søvnkvalitet eller smerte katastrofetænkning påvirker kortikal eller spinal smertemodulering. PCS og PSQI vurdering har en mere overskuelig karakter og blev derfor ikke taget til statistisk analyse. 
Resultaterne viser, at deltagerne i projektet har et mild katastrofetænknings niveau (11,2 ± 6,39) og en normal til let forstyrret (5,5 ± 2,87) søvnkvalitet. Indflydelse af disse faktorer på det generelle projektets outcome må ikke ekskluderes grundet, at de kan påvirke den generelle smerteopfattelse. Nogle undersøgelser påpeger, at katastrofetænkning og en forværret søvn øger forstærkede smerteopfattelser og nedsætter CPM-funktion (Gregoret et al., 2021; Staffe et al., 2019; Weissman-Fogel et al., 2008). 

[bookmark: _9izx0c5j35t4][bookmark: _Toc136459055]4.   Limitations
Dette projekt er ikke uden limitation, derfor skal resultaterne tages med forbehold. 
Den første limitation er, at det inkluderede antal af deltagere, var mindre end den estimerede sample size. Grundet en stor interindividuel variabilitet i tDCS respons hos raske forsøgspersoner (Huang et al., 2017) kan en større stikprøve være nødvendig for at bekræfte resultaterne fra tidligere studier om homøostatisk respons. Desuden er det svært at vurdere homøostatisk respons i de andre variabler eller mulige interaktioner mellem variablerne på grund af, at der ikke var en respons i M1. 
En anden vigtig limitation er, at i dette eksperiment blev HP-induktion ikke kontrolleret med en Sham-HD-tDCS for at bedre forstå effekten af en aktiv HD-tDCS på variablerne og for at f.eks. eksludere inflydelse af tiden på ændringer i CPM magnitude eller indflydelse af TMS på den hele kortiko motorisk trakt (Huang et al., 2017; Silvanto et al., 2007; Thapa et al., 2018) 
Der blev desuden ikke udført en analyse ift. den optimale varighed for wash-out perioden for både Capsaicin og tDCS. Biologiske faktorer til intraindividuel variabilitet, det påvirker kortiko motorisk respons, så som muskelaktivitet, tidspunkt på dagen, emotionelle tilstand og ændringer i livsstil (Huang et al., 2017) blev heller ikke taget i betragtning.  

[bookmark: _6291gjw7tspt][bookmark: _Toc136459056]    Konklusion	
Dette randomiserede placebokontrollerede studie er den første undersøgelse af homøostatisk plasticitet og psykofysiske paradigmer, der ligger bag den centrale pro- og antinociceptive smertemodulering. 
Data viser en signifikant CPM reduktion efter HP induktion i Placebo-gruppen, hvilket ikke ses i gruppen med en præmodulering af smerter ved brug af Capsaicin. Der er ingen signifikant homøostatisk respons i kortiko motorisk excitabilitet (MEP) og ingen signifikant effekt på TSP og på tryk smerte threshold i denne stikprøve. 
Disse unikke data udvider forståelsen for patofysiologiske mekanismer for den centrale smertemodulering. Yderligere forskning med en større stikprøve er nødvendig for undersøgelse af HD-tDCS effekten ift. HP induktion og QST-målinger.  
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Den Systematiske litteratursøgning blev udført i perioden 8.03.2023-16.03.2023.
 
1. 	Initierende litteratursøgning
 
Det blev startet med initierende fakta søgning ift. omfang og udbredelse af problemet ved kroniske smerte i Danmark og på verdensplan. Søgningen blev foretaget i databaseren Google, Google Scholar, PubMed og på hjemmesider af WHO, IASSP og Sundhedsstyrelsen. Det blev søgt efter begreber ”epidemiologi”, ”konsekvenser”, ”population”, ”diagnoser”, ”rapporter ”, ”klassifikation”, ”definition”, ”forskning” i forbindelse med kroniske smerter.
 
Dette skabte overblik over de grundlæggende og de mest aktuelle problemstillinger relateret de kroniske smerter.
Efterfølgende blev det foretaget en kædesøgning med backward-, forward og søgning efter forfatternes publikationer, hvilket dannede grundlag for problemanalysen.
 
2. 	Iterativ søgning
 
Det blev brugt den iterativ tilgang i søgeprocessen til identificering af emne specifikke søgetemaer og begrebsafklaring ift. mulige årsager for smertekronificering.  Dette skabte overblik over de mest pålidelige og valide metode til undersøgelse af smertemodulerende mekanisme og bidrog til identificering af nøgleord til den systematiske litteratursøgning (præsenteret i PICO-tabellen)
 
3. 	Struktureret litteratursøgning
 
Publikationer blev søgt ved en struktureret søgeprofil med en klar formuleret søgestrategi.
 
3.1   PICO-model
 
 For at bidrage til besvarelse af en teknologivurdering blev nøgleord fra de eksisterende litteraturer sammenholdt og tilpasset med HTA model til effekt evaluering gennem eksperimentel identificering af patofysiologiske paradigmer og biomarkører for smerte hos mennesker. Nøgleord blev struktureret og kategoriseret efter PICO-modellen, hvilket gav mulighed for at opdele forskningsspørgsmål i bloker og for at afgrænse søgningen (Tabel 1.)
 
Tabel 1. PICO-model. Comparison er ikke relevant for denne søgning 
 
	P Population
	I Intervention/issue of interest 
	O Outcome 

	"Healthy Volunteers"[MeSH Terms]
	NIBS, Noninvasive Brain Stimulation [Text Word]
	NRS, Numeric Rating Scale [Text Word]

	"Chronic Pain"[MeSH Terms] 
	"Transcranial Direct Current Stimulation"[MeSH Terms]
	"Visual Analog Scale"[MeSH Terms]

	´Normal human´/exp
	QST, Quantitative Sensory Testing [Text Word]
	"Evoked potentials, motor"[MeSH Terms]

	
	"Transcranial Magnetic Stimulation"[MeSH Terms]
	"Central Nervous System Sensitization"[MeSH Terms]

	
	Cuff-algometry [Text Word]
	rMT, Resting Motor Threshold [Text Word]

	
	eksperimental pain [Text Word]
	"Pain Threshold"[MeSH Terms]

	
	HD-tDCS, ´High-definition Transcranial Direct Current Stimulation´/exp
	PDT, Pain Detection Threshold [Text Word]

	
	Pain Modulation [Text Word]
	PTT, Pain Tolerance Threshold [Text Word]

	
	cortical synaptic homeostasis [Text Word]
	HP, homeostatic plasticity [Text Word]

	
	HP, homeostatic plasticity [Text Word]
	´Pain sensitivity questionnaire´/exp

	
	CPM, Conditioned pain modulation [Text Word]
	

	
	TPS, Temporal Pain Summation [Text Word]
	

	
	homeostatic plasticity induction [Text Word]
	

	
	Dorsolateral prefrontal cortex [Text Word]
	

	
	M1, Motor cortex [Text Word]
	


 
           	3.2 Inklusion- og eksklusionskriterier
 
Litteratursøgning er afgrænset og standardiseret ved hjælp af inklusion og eksklusionskriterie for de fremsøgte publikationer. Dette reducer selektionsbias og sikrer enigheds niveau for de udvalgte publikationer. Inklusion og eksklusionskriterier er beskrevet i tabel 2.
 
Tabel 2: Inklusion og eksklusionskriterier for publikationer 
 
	Kategori
	Inklusion 
	Eksklusion 

	Sprog 
	Engelsk
	Ikke engelsk

	Studiedesign 
	Clinical trials, RCT, Systematisk review, Meta Analyse, evt review.  
	Ikke Clinical trials, RCT, Systematisk review, Meta Analyse, evt review.

	Publikations periode
	2000-2023
	før 2000

	Forsøgsdeltager 
	Raske personer, personer med kroniske smerter
	-Personer med andre sygdomme
-ikke mennesker 

	Problemmstiling/ Interesse 
	-tDCS
-HD-tDCS
-TMS/MEP induktion
-Cuff-algometry
-HP/CPM/TS
-Kroniske smerter
-M1/DLPFC
-rMT/PPT/PDT
-Mekanisk og kemisk nociception
	-Behandling/medicinering/analgesia 
-Rehabilitering 
- Andre Evoked Potentials
-Termal nociception


 
 
3.3   Valg af databaser
 
Den systematiske litteratursøgning blev udført på tværs af PubMed og Embase/Medline databaser. Disse databaser blev valgt grundet at hver af dem indeholder over 30 mio. biomedicinske og sundhedsvidenskabelige publikationer (Embase, n.d.; Pubmed, n.d.), derfor blev det vurderet, at datamængden kan være fyldestgørende.
 
3.4   Søgestrategi
I PubMed blev der anvendt nøgleord Madical Subject Heading (MeSH), som kontrollerede emneord. I Embase blev det anvendt Emnetre. Nøgleord, som ikke fandtes, blev søgt i friteksten.
Med adgangspunkt i PICO-modelens struktur blev søgningen lavet ved hjælp af boolske operatorer “AND”, “OR” og “NOT”, hvor de sammensætte blokker blev kombineret med den boolske operator “AND” og de sammenlignende søgeord blev kombineret og præciseret med de boolske operatorer “OR” og “NOT”. Præcisering i søgestrategien blev desuden udvidet ved anvendelse af søge filtrer.
Det er blevet foretaget iterativ tilgang i søgningen og anvendt en ”stopregel”, hvor søgningen blev stoppet, efter den gentagende søgning med ændringer i søgestrategi viste de samme reference.
De endelige søgninger er præsenteret i figurer 1 og 2.
 
 
Figur 1. Søgning i PubMed (udført d. 9.03.2023)
((((((((("Healthy Volunteers"[Mesh]) OR "Chronic Pain"[Mesh]) AND (((((((((((((Noninvasive Brain Stimulation[Text Word]) OR (Quantitative Sensory Testing[Text Word])) OR (Cuff-algometry[Text Word])) OR (Pain Modulation[Text Word])) OR (cortical synaptic homeostasis[Text Word])) OR (homeostatic plasticity[Text Word])) OR (Conditioned pain modulation[Text Word])) OR (Temporal Pain Summation[Text Word])) OR (Motor cortex[Text Word])) OR (Dorsolateral prefrontal cortex[Text Word])) OR (homeostatic plasticity induction[Text Word])) OR (eksperimental pain[Text Word])) OR (("Transcranial Direct Current Stimulation"[Mesh]) OR "Transcranial Magnetic Stimulation"[Mesh]))) AND (((((((((Numeric Rating Scale[Text Word]) OR (Resting Motor Threshold[Text Word])) OR (Pain Detection Threshold[Text Word])) OR (Pain Tolerance Threshold[Text Word])) OR ("Pain Threshold"[Mesh])) OR ("Evoked Potentials, Motor"[Mesh])) OR ("Visual Analog Scale"[Mesh])) OR ("Central Nervous System Sensitization"[Mesh])) OR (homeostatic plasticity[Text Word]))) NOT (transcutaneous[Text Word])) NOT (endogen*[Text Word])) NOT (rehabilitation[Text Word])) NOT (acute pain[Text Word])) NOT (pharmacology[Text Word])) NOT (thermal) AND ((fha[Filter]) AND (clinicaltrial[Filter] OR meta-analysis[Filter] OR randomizedcontrolledtrial[Filter] OR review[Filter] OR systematicreview[Filter]) AND (fft[Filter])) AND ((fha[Filter]) AND (clinicaltrial[Filter] OR meta-analysis[Filter] OR randomizedcontrolledtrial[Filter] OR review[Filter] OR systematicreview[Filter]) AND (fft[Filter]))
 
Figur 2. Søgniing i Embase/Medline (udført d. 10.03.2023)
 
(('chronic pain'/exp OR 'chronic intractable pain' OR 'chronic pain' OR 'chronic persistent pain' OR 'pain, chronic' OR 'normal human'/exp) AND ('noninvasive brain stimulation'/exp OR 'transcranial direct current stimulation'/exp OR 'transcranial magnetic stimulation'/exp OR 'high definition transcranial direct current stimulation'/exp OR 'temporal summation of pain'/exp OR 'conditioned pain modulation'/exp OR 'pain modulation'/exp OR 'homeostatic plasticity'/exp OR 'central sensitization'/exp) AND ('pain threshold'/exp OR 'pain sensitivity questionnaire'/exp)) AND 'article'/it NOT 'drug therapy' NOT 'rehabilitation'
 
 
3.5   Screening og udvælgelse af litteratur
Den systematiske søgning resulterede i 384 publikationer fra PubMed og 282 publikationer fra Embase/Medline. Screening af publikationer blev foretaget i referenceprogrammet Zotero (“Zotero | Your personal research assistant,” 2023), hvor det blev fjernet 6+2 duplikater og 467 publikationer blev ikke fundet relevante for projektets forskningsspørgsmål på baggrund af deres titler og abstrakte.
Efterfølgende blev publikationer screenet for inklusions kriterier og det blev foretaget en kretisk gennemgang af dem, hvor det blev ekskluderet 112 +18 artikler. 7 publikationer var ikke tilgængelige.
Det endelige antal af publikationer til gennemgangen var n= 54.
Screeningen er dokumenteret i Prisma Flowdiagram 2020 (“PRISMA,” 2023) (se figur 3)
 
 
Figur 3: PRISMA 2020 flow diagram for new systematic reviews which included searches of databases and registers only
 
 
 
 
 
 
 [image: ]
  
 Figur 3: PRISMA 2020 flow diagram

*Consider, if feasible to do so, reporting the number of records identified from each database or register searched (rather than the total number across all databases/registers).
**If automation tools were used, indicate how many records were excluded by a human and how many were excluded by automation tools.
 
From:  Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutron I, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for reporting systematic reviews. BMJ 2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71
 
For more information, visit: http://www.prisma-statement.org/
 
      	3.6 Listen med de inkluderede artikler.
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	Randomisering

	 
Dato:
 
	
	
	-
	
	
	-
	
	
	
	


  D     D               M     M               Å      Å       Å      Å 

	 
Randomiseringsresultat:
	 
Capsaicin ☐    Placebo ☐   

	 
Randomiseringsnr.:
	 
	
	
	
	





 
 
 
	 
Session 1
Tjekliste    
 

	 
	 
	Evt. dato

	 
Besvarelse af TASS og tDCS screening spørgeskema
	☐
	 

	 
Inklusion og eksklusions kriterier
	☐
	 

	 
Deltagerinformation (mundlig og skriftlig)
	☐
	 

	 
Samtykkeerklæring
	☐
	 

	 
Udfyldelse af informationslog
	☐
	 

	 
Udfyldelse af betalingsformular
	☐
	 

	 
Besvarelse af PCS-spørgeskema
	☐
	 

	 
Cuff 0 – SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 0
	☐
	 

	 
TMS (identificering af motor hotspot og rest motor threshold) -SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data for motor hotspot og rest motor threshold
	☐
	 

	MEP’s T0 -SOP
	☐
 
	 

	 
Capsaicin/Placebo Patch- SOP
	☐
	 

	 
Udfyldelse af NRS -SOP
	☐
	 

	 
Cuff 1- SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 1
	☐
	 

	 
MEP’s T1- SOP for MEP’s T0
	☐
	 

	 
HP-induktion-SOP
	☐
	 

	 
TMS T2 (MEPs) – SOP  0 min efter HP-induktion
	☐
	 

	 
TMS T3 (MEPs) – SOP 10 min efter HP-induktion
	☐
	 

	 
Cuff 2 – SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 2
	☐
	 

	 
Indskriv data fra MEP’s T0, T1, T2, T3
	☐
	 



 
 
1.0 tDCS screening spørgeskema (dansk)
 
Det er vigtigt, at du besvarer alle spørgsmål sandfærdigt.
Hvis du finder, at nogle af spørgsmålene i spørgeskemaet er uklare eller hvis du er usikker på, hvordan du skal svare, skal du endelig kontakte forskeren.
 
	 
	Nej
	Ja

	Har du nogensinde haft et epileptisk anfald?
	 
	 

	Har du nogensinde haft hovedskader, der forårsagede, at du blev bevidstløs og som krævede yderligere undersøgelser (herunder operation i hjernen)?
	 
	 

	Lider du af migræne?
	 
	 

	Er du diagnosticeret med en psykisk eller neurologisk lidelse?
	 
	 

	Har du metal i dit hoved (bortset fra i munden) som fx granatsplinter eller clips fra operationer?
	 
	 

	Har du nogen implanterede apparater (fx pacemaker, hjerne-stimulator)?
	 
	 

	Har du en hudlidelse eller andre unormale tilstande i din hovedbund? (fx psoriasis, læsioner)
	 
	 

	Har du sår på dit hoved, der ikke er helede?
	 
	 

	Har du nogensinde haft en negativ reaktion på tDCS eller andre hjernestimuleringsteknikker (fx TMS, tRNS)?
	 
	 

	Gælder kvindelige deltagere: Er der mulighed for at du måske er gravid?
	 
	 

	Anvender du for øjeblikket nogen form for medicin eller er du selvmedicineret (herunder brug af rekreative stoffer), bortset fra p-piller?
	 
	 


 
 
2.0  tDCS screening questionnaire (engelsk)
 
It is important that you answer all of the following questions truthfully.
If any of the questions/terms on this form are unclear, or if you are unsure how to answer them, please do not hesitate to ask the researcher of the study.
 
	 
	No
	Yes

	Have you ever had a seizure?
	 
	 

	Have you ever had a head injury resulting in a loss of consciousness that has required further investigation (including neurosurgery)?
	 
	 

	Do you suffer from migraines?
	 
	 

	Do you currently have a medical diagnosis of a psychological or neurological condition?
	 
	 

	Do you have any metal in your head (outside of the mouth) such as shrapnel or surgical clips?
	 
	 

	Do you have any implanted devices (e.g. cardiac pacemaker, brain stimulator)?
	 
	 

	Do you have a skin condition on your scalp? (e.g. psoriasis, lesions)
	 
	 

	Do you have a head wound that has not completely healed?
	 
	 

	Have you ever had an adverse reaction to tDCS, or any other brain stimulation technique (e.g. TMS, tRNS)?
	 
	 

	For female participants: Is there the possibility that you might be pregnant?
	 
	 

	Are you currently taking any prescribed medications or are self-medicating (including recreational drug use), other than the contraceptive pill?
	 
	 


3.0  Transcranial Magnetic Stimulation Adult Safety Screening (Dansk)
 
	Svar venligst på om du nogensinde har eller har haft:
	Ja
	Nej

	En utilsigtet reaktion på TMS stimulation?
	 
	 

	Et epileptisk anfald?
	 
	 

	Fået fortaget en måling af hjerneaktiviteten (EEG) i forbindelse med en mulig sygdom?
	 
	 

	En hjerneblødning?
	 
	 

	En alvorlig hovedskade (derunder hjernekirurgi)?
	 
	 

	Nogen form for metal i hovedet (uden for munden) såsom fragmenter, kirurgiske klips, eller fragmenter fra svejsning eller metalarbejde?
	 
	 

	Implantater (såsom pacemaker eller medicinske pumper)?
	 
	 

	Hyppig eller kraftig hovedpine?
	 
	 

	En hjernerelateret sygdom eller uheld?
	 
	 

	En sygdom som har forårsaget en hjerneskade?
	 
	 

	Tager nogen form for medicin?
	 
	 

	Hvis du er en kvinde i den fødedygtige alder, er der en mulighed for at du kan være gravid?
	 
	 

	Har nogen i din familie haft eller har haft epilepsi?
	 
	 

	Har du brug for en yderligere forklaring af TMS eller dens risici?
	 
	 


 
Hvis du har svaret ja til et eller flere spørgsmålene, uddyb da venligst dit svar (brug venligt bagsiden af papiret hvis det er nødvendigt):
 
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
4.0 Transcranial Magnetic Stimulation Adult Safety Screening (Engelsk)
 
	Please answer the following. Have you ever:
	Yes
	No

	Had an adverse reaction to TMS?
	 
	 

	Had a seizure?
	 
	 

	Had an electroencephalogram (EEG) for medical purposes?
	 
	 

	Had a stroke?
	 
	 

	Had a serious head injury (include neurosurgery)?
	 
	 

	Do you have any metal in your head (outside the mouth) such as shrapnel, surgical clips, or fragments from welding or metalwork?
	 
	 

	Do you have any implanted devices such as cardiac pacemakers or medical pumps?
	 
	 

	Do you suffer from frequent or severe headaches?
	 
	 

	Have you ever had any other brain-related condition?
	 
	 

	Have you ever had any illness that caused brain injury?
	 
	 

	Are you taking any medications?
	 
	 

	If you are a woman of childbearing age, is there a chance that you could be pregnant?
	 
	 

	Does anyone in your family have epilepsy?
	 
	 

	Do you need further explanation of TMS and its associated risks?
	 
	 


 
If you answered yes to any of the above, please provide details (use reverse if necessary):
 
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
 
 
 
	In- og eksklusionskriterier


 
	Inklusionskriterier:
	JA
	NEJ

	1.  	Sunde højrehåndede mænd og kvinder i alderen 18-60 år
	 
	 

	2.  	Kan tale, læse og forstå engelsk eller dansk
	 
	 


Der skal kunne svares ja til alle inklusionskriterierne
 
 
 
 
 
 
	Eksklusionskriterier:
	JA
	NEJ

	1.  	Graviditet eller amning
	 
	 

	2.  	Regelmæssig brug af canabias, opioider eller andre lægemidler (undtagen prævention)
	 
	 

	3.  	Nuværende eller tidligere neurologiske, muskuloskeletale, mentale eller andre sygdomme (f.eks. Hjerne- eller rygmarvsskader, degenerative neurologiske lidelser, epilepsi, større depression, hjerte -kar -sygdom, kronisk lungesygdom osv.)
	 
	 

	4.  	Nuværende eller tidligere kronisk eller tilbagevendende smerttilstand (bortset fra lændesmerter hos patienter, der er rekrutteret til underprojekt 6, og denne vare gælder ikke for underprojekt 8)
	 
	 

	5.  	Aktuel regelmæssig brug af smertestillende medicin eller anden medicin, der kan påvirke forsøget (inklusive paracetamol og NSAID'er) til underprojekt 8, kan kroniske patienter med kroniske rygsmerter tage smertestillende medicin, forudsat at doseringen er stabil
	 
	 

	6.  	Manglende evne til at samarbejde 
	 
	 

	7.  	Nylig historie med akut smerte, især i underekstremiteten (medmindre relateret til lændesmerter hos patienter inkluderet i underprojekt 6 eller 8)
	 
	 

	8.  	Forstyrret unormalt søvn i 24 timer forud for eksperimentet
	 
	 
 

	9.  	Kontraindikationer til TMS -anvendelse (Historie om epilepsi, metalimplantater i hoved eller kæbe osv.)
	 
	 

	10.	Kan ikke videregive “Transcranial Magnetic Stimulation Adult Safety Screen”eller TDCS -screeningsspørgeskema (se BILAG_V1_06092021)
	 
	 


 
 
                                                                               	Der skal kunne svares nej til alle eksklusionskriterierne
 
      
 
 
	Cuff-algometry
 

	 
                                                                                       	Ramp 1. dominante læg

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	Cuff 1
	 
	 
	 

	Cuff 2
	 
	 
	 

	                                                                     	Temporal Summation 1. dominante læg

	 
Timeline
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS      
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS

	 
Cuff 0
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
Cuff 1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
Cuff 2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	                                       	                                          Ramp 2. ikke dominante læg
 

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	     	Cuff 1
	 
	 
	 

	     	Cuff 2
	 
	 
	 

	             	                                                                     CPM 1. Blå slange på dominante læg,
	                                                             rød slange på ikke dominante læg (konstant tryk)                                                

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	     	Cuff 1
	 
	 
	 

	     	Cuff 2
	 
	 
	 


 
 
 
    
	NRS
Post Capsaicin patch

	Tid 
	NRS
	Tilstand

	5 min
	 
	 

	10 min 
	 
	 

	15 min 
	 
	 

	20 min 
	 
	 

	25 min 
	 
	 

	30 min 
	 
	 

	Efter Cuff 1
	 
	 

	Efter MEP’s T1
	 
	 

	Efter HP priming
	 
	 

	Efter HP test
	 
	 

	Efter MEP’s T2
	 
	 

	Efter MEP’s T3
	 
	 

	Efter Cuff 2
	 
	 


 
 
                                                       
	TMS

	 
Hotspot Sample nr.:
	 

	Resting motor Threshold
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
MEPs

	 
Session (Time)
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	 
T0 (baseline)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T1(efter Capsaicin)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T2(0 min
 KL:          	)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T3(10 min. Kl.            	)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


 
 
 
 
 
                     

 
Pain Catastrophizing Scale (PCS) DANSK
 
Alle oplever smerte på et eller andet tidspunkt i livet. Det kan f.eks. være hovedpine, tandpine og smerter i led og muskler. Vi bliver også udsat for situationer, som kan fremkalde smerter, f.eks. sygdom, skader, tandbehandlinger og operationer.
 
I dette spørgeskema er vi interesseret i tanker og følelser, du har, når du oplever smerter. Nedenfor er der 13 forskellige sætninger, som beskriver forskellige tanker og følelser, som kan være forbundet med smerte. Angiv i hvilken grad du har disse tanker og følelser, når du oplever smerte, ved at markere i den rubrik, der bedst passer til din oplevelse ud for hver sætning.
 
0= slet ikke, 1 = i ringe grad, 2= i nogen grad, 3 = i høj grad, 4 = i meget høj grad
    
 
	Nr.
	Erklæring
	Slet ikke (0)
	I ringe grad (1)
	I nogen grad (2)
	I høj
grad (3)
	I meget høj grad (4)

	1
	Det bekymrer mig hele tiden, om smerterne vil forsvinde.
	 
	 
	 
	 
	 

	2
	Jeg føler, at jeg ikke kan mere.
	 
 
	 
	 
	 
	 

	3
	Det er frygteligt, og jeg tænker, at det aldrig bliver bedre.
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	Det er forfærdeligt, og jeg føler mig overvældet af smerterne.
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	Jeg føler, at jeg ikke kan holde det ud længere.
	 
	 
	 
	 
	 

	6
	Jeg bliver bange for at smerterne vil blive værre.
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	Jeg tænker hele tiden på andre smertefulde oplevelser.
	 
	 
	 
	 
	 

	8
	Jeg ønsker desperat, at smerten vil forsvinde.
	 
	 
	 
	 
	 

	9
	Jeg kan ikke lade være med at tænke på mine smerter.
	 
	 
	 
	 
	 

	10
	Jeg bliver ved med at tænke på hvor ondt det gør.
	 
	 
	 
	 
	 

	11
	Jeg bliver ved med at tænke på, hvor meget jeg ønsker, at smerten skal holde op.
	 
	 
	 
	 
	 

	12
	Der er intet jeg kan gøre for at mindske intensiteten af mine smerter.
	 
	 
	 
	 
	 

	13
	Jeg tænker på om der kunne ske noget alvorligt.
	 
	 
	 
	 
	 


 
 
 
 
Pain Catastrophizing Scale (PCS) ENGLISH
 
Everyone experiences painful situations at some point in their lives. Such experiences may include headaches, tooth pain, joint or muscle pain. People are often exposed to situations that may cause pain such as illness, injury, dental procedures or surgery.
 
We are interested in the types of thoughts and feelings that you have when you are in pain. Listed below are thirteen statements describing different thoughts and feelings that may be associated with pain. Using the following scale, please indicate the degree to which you have these thoughts and feelings when you are experiencing pain.
 
0 – not at all, 1 – to a slight degree, 2 – to a moderate degree, 3 – to a great degree, 4 –all the time
 
	Nr.
	When in pain…
	Not at all (0)
	To a slight degree (1)
	To a moderate degree (2)
	To a great degree (3)
	All the time (4)

	1
	I worry all the time about whether the pain will end.
	 
	 
	 
	 
	 

	2
	I feel I can’t go on.
	 
 
	 
	 
	 
	 

	3
	It’s terrible and I think it’s never going to get any better.
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	It’s awful and I feel that it overwhelms me.
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	I feel I can’t stand it anymore.
	 
	 
	 
	 
	 

	6
	I become afraid that the pain will get worse.
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	I keep thinking of other painful events.
	 
	 
	 
	 
	 

	8
	I anxiously want the pain to go away.
	 
	 
	 
	 
	 

	9
	I can’t seem to keep it out of my mind.
	 
	 
	 
	 
	 

	10
	I keep thinking about how much it hurts.
	 
	 
	 
	 
	 

	11
	I keep thinking about how badly I want the pain to stop.
	 
	 
	 
	 
	 

	12
	There’s nothing I can do to reduce the intensity of the pain.
	 
	 
	 
	 
	 

	13
	I wonder whether something serious may happen.
	 
	 
	 
	 
	 


 
Source: Sullivan M J L, Bishop S, Pivik J. (1995). The Pain Catastrophizing Scale: Development and validation. Psychol Assess,, 7, 524-532
 
                                         

	Randomisering

	 
Dato:
 
	
	
	-
	
	
	-
	
	
	
	


  D     D          M     M               Å      Å       Å      Å 

	 
Randomiseringsresultat:
	 
Capsaicin ☐    Placebo ☐   

	 
Randomiseringsnr.:
	 
	
	
	
	





 
 
 
	 
Session 2
Tjekliste    
 

	 
	 
	Evt. dato

	 
Besvarelse af (PSQI) -spørgeskema
	☐
	 

	 
Cuff 0 – SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 0
	☐
	 

	 
MEP’s T0 -SOP
	☐
 
	 

	 
Capsaicin/Placebo Patch- SOP
	☐
	 

	 
Udfyldelse af NRS -SOP
	☐
	 

	 
Cuff 1- SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 1
	☐
	 

	 
MEP’s T1- SOP for MEP’s T0
	☐
	 

	 
HP-induktion-SOP
	☐
	 

	 
TMS T2 (MEPs) – SOP 0 min efter HP-induktion
	☐
	 

	 
TMS T3 (MEPs) – SOP 10  min efter HP-induktion
	☐
	 

	 
Cuff 2 – SOP
	☐
	 

	 
Indskriv data fra Cuff 2
	☐
	 

	 
Indskriv data fra MEP’s T0, T1, T2, T3
	☐
	 


 
 
	Cuff-algometry
 

	 
                                                                                       	Ramp 1. dominante læg

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	Cuff 1
	 
	 
	 

	Cuff 2
	 
	 
	 

	                                                                     	Temporal Summation 1. dominante læg

	 
Timeline
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS      
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS
	 
VAS

	 
Cuff 0
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
Cuff 1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
Cuff 2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	                                       	                                          Ramp 2. ikke dominante læg
 

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	     	Cuff 1
	 
	 
	 

	     	Cuff 2
	 
	 
	 

	             	                                                             CPM 1. Blå slange på dominante læg,
	                                                             rød slange på ikke dominante læg (konstant tryk)                                      	    

	Timeline
	PDT
	PTT
	PTL

	Cuff 0
	 
	 
	 

	     	Cuff 1
	 
	 
	 

	     	Cuff 2
	 
	 
	 


 
 
	NRS
Post Capsaicin/Placebo patch

	Tid
	NRS
	Tilstand

	5 min
	 
	 

	10 min
	 
	 

	15 min
	 
	 

	20 min
	 
	 

	25 min
	 
	 

	30 min
	 
	 

	Efter Cuff 1
	 
	 

	Efter MEP’s T1
	 
	 

	Efter HP priming
	 
	 

	Efter HP test
	 
	 

	Efter MEP’s T2
	 
	 

	Efter MEP’s T3
	 
	 

	Efter Cuff 2
	 
	 


 
                                                       
	TMS

	 
Hotspot
	 

	Resting motor Threshold
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
MEPs

	 
Session
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	 
T0(baseline)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T1(efter Capsaicin)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T2(0 min
 KL:          	)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
T3(10 min
 KL:          	)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


 
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) DANSK
 
Instruktion:
De følgende spørgsmål drejer sig om dine vanlige sovevaner i den sidste måned. Dine svar skal give det bedste billede af dine sovevaner i løbet af de fleste dage og nætter i den sidste måned. Vær venlig at besvare alle spørgsmålene.
 
1. I gennem den sidste måned, hvornår er du almindeligvis gået i seng?
Vanlige sengetid_____________________________
2. I gennem den sidste måned, hvor lang tid (i minutter) har det almindeligvis taget dig at falde i søvn?
Antal minutter_______________________________
3. I gennem den sidste måned, hvornår er du almindeligvis stået op om morgenen?
Vanlige stå op tid_____________________________
4: I gennem den sidste måned, hvor mange natlige timer af egentlig søvn, har du fået? (Dette er
eventuelt anderledes end det faktiske antal timer, du har ligget i sengen)
Timer af egentlig søvn per nat_______________
 
	5. I gennem den sidste måned, hvor ofte har du haft problemer med at sove på grund af at du
	Ikke i
gennem den
sidste måned
	Mindre
end en gang
om ugen
	En eller to
gange om
ugen
	Tre eller
flere gange
om ugen

	a. ikke kan falde i søvn inden 30 min
	 
	 
	 
	 

	b. vågner om natten eller tidlig morgen
	 
	 
	 
	 

	c. er nødt til at gå på toilettet en eller flere gange
	 
	 
	 
	 

	d. har besvær med at trække vejret ordentligt
	 
	 
	 
	 

	e. hoster eller snorker højlydt
	 
	 
	 
	 

	f. har det for koldt
	 
	 
	 
	 

	g. har det for varmt
	 
	 
	 
	 

	h. har mareridt
	 
	 
	 
	 

	i. har smerter
	 
	 
	 
	 

	j. Andre end de nævnte grunde. Vær venlig at beskrive dem:
	 
	 
	 
	 

	6. I gennem den sidste måned, hvor ofte har du taget medicin (på recept eller i håndkøb) for at hjælpe dig med at sove?
	 
	 
	 
	 

	7. I gennem den sidste måned, hvor ofte har du haft problemer med at holde dig vågen i mens du kører bil, at du spiser et måltid mad, eller er i gang med sociale aktiviteter?
	 
	 
	 
	 

	 
	Ingen problem overhovedet
	Et ubetydelig problem
	Til tider et betydende problem
	Ofte betydende problem

	8. I gennem den sidste måned, hvor stort et problem har det været for dig at opretholde nok entusiasme til at få tingene gjort?
	 
	 
	 
	 

	 
	Meget god
	Rimelig god
	Rimelig dårlig
	Meget dårlig

	9. I gennem den sidste måned, hvordan vurderer du din overordnede søvnkvalitet?
	 
	 
	 
	 

	 
	Ingen sengepartner eller deler værelse
	Har partner eller beboer i et andet værelse
	Partner i samme værelse men ikke i samme seng
	Partner i samme seng

	10. Har du en sengepartner eller deler værelse med en anden person?
	 
	 
	 
	 

	 
	Ikke i
gennem den
sidste måned
	Mindre
end en gang
om ugen
	En eller to
gange om
ugen
	Tre eller
flere gange
om ugen

	Hvis du har en sengepartner eller deler værelse med en anden person, spørg ham/hende om hvor ofte du i gennem den sidste måned har:
	 
	 
	 
	 

	a. snorket højlydt
	 
	 
	 
	 

	b. haft lange pauser i vejrtrækningen, når du sover
	 
	 
	 
	 

	c. sparket eller spjættet med benene, imens du sover
	 
	 
	 
	 

	d. haft episoder af disorientering eller forvirring, imens at du sover
	 
	 
	 
	 

	e. haft andre forstyrrelser imens du sover. Vær venlig at beskrive:
	 
	 
	 
	 


 
 
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) ENGLISH
 
Instructions: The following questions relate to your usual sleep habits during the past month only. Your answers should indicate the most accurate reply for the majority of days and nights in the past month. Please answer all questions.
 
1. During the past month, what time have you usually gone to bed at night? __________________
2. During the past month, how long (in minutes) has it usually taken you to fall asleep each night?__________
3. During the past month, what time have you usually gotten up in the morning? _____________
4. During the past month, how many hours of actual sleep did you get at night? (This may be different than the number of hours you spent in bed.) ___________________
 
	5. During the past month, how often have you had trouble sleeping because you…
	Not during the past month
	Less than once a week
	Once or twice a week
	Three or more times a week

	a. Cannot get to sleep within 30 minutes
	 
	 
	 
	 

	b. Wake up in the middle of the night or early morning
	 
	 
	 
	 

	c. Have to get up to use the bathroom
	 
	 
	 
	 

	d. Cannot breathe comfortably
	 
	 
	 
	 

	e. Cough or snore loudly
	 
	 
	 
	 

	f. Feel too cold
	 
	 
	 
	 

	g. Feel too hot
	 
	 
	 
	 

	h. Have bad dreams
	 
	 
	 
	 

	i. Have pain
	 
	 
	 
	 

	j. Other reason(s), please describe:
	 
	 
	 
	 

	6. During the past month, how often have you taken medicine to help you sleep (prescribed or “over the counter”)?
	 
	 
	 
	 

	7. During the past month, how often have you had trouble staying awake while driving, eating meals, or engaging in social activity?
	 
	 
	 
	 

	 
	No problem at all
	Only a very slight problem
	Somewhat of a problem
	A very big problem

	8. During the past month, how much of a problem has it been for you to keep up enough enthusiasm to get things done?
	 
	 
	 
	 

	 
	Very good
	Fairly good
	Fairly bad
	Very bad

	9. During the past month, how would you rate your sleep quality overall?
	 
	 
	 
	 

	 
	No bed partner or room mate
	Partner/roommate in other room
	Partner in
same room but not same bed
	Partner in same bed

	10. Do you have a bed partner or room mate?
	 
	 
	 
	 

	 
	Not during the past month
	Less than once a week
	Once or twice a week
	Three or more times a week

	If you have a roommate or bed partner, ask him/her how often in the past month you have had:
	 
	 
	 
	 

	a. Loud snoring
	 
	 
	 
	 

	b. Long pauses between breaths while asleep
	 
	 
	 
	 

	c. Legs twitching or jerking while you sleep
	 
	 
	 
	 

	d. Episodes of disorientation or confusion during sleep
	 
	 
	 
	 

	e. Other restlessness while you sleep, please describe:
	 
	 
	 
	 


 

 
 
	Afslutning


 
	
	 
      	Uddybelse af årsagen til forsøgspersonen udgik af forsøget (ved dropout eller withdrawal):
      	(sæt kun ét kryds)
 

	
	Bivirkning eller hændelse
	
	Abnorme laboratoriedata

	
	Anden sygdom
	
	Administrative problemer

	
	Udtrækningskriterie opfyldt
	
	Non-compliance

	
	Andet (angiv årsag):
 
	
	XXX:
 





 
	
	 
      	Er der foretaget kodebrud i forbindelse med at forsøgspersonen udgik af forsøget? (sæt kryds)
 
      	Ja          Nej    (Hvis ja, beskriv omstændighederne):
 

	 

	 





 
	 	Andre relevante oplysning vedr. afslutning i forsøget:
 

	 

	 


 
	Investigators godkendelse:
 
	 

	Dato:
 
	 
	 
	-
	 
	 
	-
	 
	 
	 
	 


  D D       MM       Å  	Å  Å Å
 
	Underskrift:
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