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Forord

Denna rapport utférdes pd uppdrag av den Strategiska forskningskdrnan inom FOI i
syfte att klarldgga vilka bioteknikomraden som utvecklas starkt i dagsldget och vilka
av dessa omraden som har intressanta applikationer for svenskt totalférsvar. Avsikten
var att oversiktligt beskriva de utvalda omrddena dock utan ambitionen att vara
heltickande. Inledningsvis gjordes en prelimindr genomgang och urval av olika del-
omraden som beddmdes som relevanta for frigestéllningen. Olika forfattare, bade
interna och externa experter, har dédrefter utarbetat underlag inom dessa omraden och
en beddmning av hur utvecklingen kan forvéntas bli pa 5 till 15 érs sikt har tillforts.

I syfte att gora rapporten tillgdnglig for en bred ldsekrets inleds varje kapitel med en
kortfattad summering av de olika delkapitlen. For att ytterligare underldtta lasningen
inleds rapporten med kapitel som behandlar grundliggande tekniker och begrepp inom
det biotekniska féltet. Dérefter presenteras kapitelvis olika tillimpningar, exempelvis
forebyggande respektive akut medicinsk behandling och utveckling av biomaterial. Det
ar forfattarnas forhoppning att rapporten ska utgora bade en lattlast dversikt for
lekmannen och en uppdatering av olika delomréden for den initierade 14saren. I

bilaga 1 har en ordlista infogats for att underlétta lasningen och de referenser som
ligger till grund for de olika kapitlens innehall finns i bilaga 2.
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Sammanfattning

Rapporten ger en oversikt 6ver utvecklingen avseende bioteknologi och de applika-
tioner som denna forvintas generera inom 15 ar. Médnga av de tillimpningar som
beskrivs 1 rapporten beddms vara av framtida intresse for svenskt totalférsvar. Biotek-
nik &r ett brett verksamhetsomrade vars applikationer spanner 6ver ett flertal falt. En
generell trend inom bioteknikassocierade forskningsomraden ar att teknikerna har for-
finats och blivit mer avancerade och att synergieffekterna mellan olika omrdden &r
patagliga. Exempelvis har de snabba och parallella utvecklingarna inom genetisk
forskning och datoromradet medfort helt nya forutséttningar for diagnos av sjukdomar
och likemedelsutveckling. Ett annat exempel &r utvecklingen inom nanoteknologin
som innebdr att biotekniska analysinstrument kan miniatyriseras och integreras till
sma enheter, s.k. lab-on-a-chip. Det medfor i framtiden nya koncept for bl.a.
lakemedelsdistribution 1 kroppen och miniatyrisering av biosensorer for kliniskt bruk.
Utvecklingen av biosensorer och chipteknologin har genererat applikationer som kan
utnyttjas i dag eller i en nira framtid, t.ex. for identifiering av biologiska och kemiska
stridsmedel och som personliga diagnostiska sensorer for diagnos av sjukdomar. Pa
sikt, 10-20 ar, kan det dven finnas kroppssensorer som kopplats till distribution av
lakemedel.

Andra applikationer av biotekniken dr utveckling av biomaterial. Artificiellt blod
finns som prototyp idag och kliniska forsok gors med artificiell hud for sdrbehandling.
Svampar for sanering av kemiska stridsmedel har utvecklats. Pa langre sikt kommer
alternativa textilfibrer att framstillas, exempelvis av spindelsilke, vilket kan utnyttjas
for mer effektiva skyddsmaterial. I ett betydligt ldngre perspektiv (> 20 &r) kommer
dven biomaterial att anvidndas inom elektronikomridet.

Funktionell foda &r resultatet av en annan av bioteknikens tillimpningar. Redan idag
finns ndringsberikade produkter och i framtiden kan sadana produkter forvéntas ha en
prestationshojande effekt genom sin optimala sammanséttning (vilbalanserad,
néringsriktig, hogt energiinnehdll). Begreppet funktionell foda innefattar dven
modifiering av vaxter till vaccinproducenter ("dtbara” vacciner).

Biotekniken har haft stor inverkan pa utvecklingen av likemedel och manga av
dagens likemedel, t.ex. tillvixthormoner och antibiotika, dr biotekniskt framstéllda. I
syfte att reducera skador i mdnniskans organ och vdvnader kommer ldkemedel i storre
omfattning att produceras 1 vixter och djur. I framtiden forvéntas mgjligheterna att
forebygga och behandla infektionssjukdomar forbéttras som ett resultat av den
omfattande kartldggningen av minniskans och en miangd smittdmnens arvsmassa. Det
innebdr att nya ldkemedel, vacciner och diagnostiska verktyg kan utvecklas.
Utveckling av sensorer for tidig sjukdomsdiagnos pdgar och i framtiden kommer det
att vara mdjligt urskilja personer som har nedérvd risk for att drabbas av specifika
sjukdomar och biverkningar av ldkemedel. P4 lang sikt finns det en forhoppning att
sjukdomar ska vara mojliga att behandla genom att den felande arvsmassan repareras
genom s.k. genterapi. Idag pagér kliniska tester av genterapi av tillvaxtfaktorer till sér
for att paskynda sérldkning. For framtiden finns férhoppningar att genterapi och
stamcellsforskning ska kunna bidra till en forbattrad mdjlighet att behandla
traumatiska kroppsskador.

Biotekniken har dven inverkan pa omraden som bionedbrytning och utveckling av
alternativa energikillor, t.ex. viteproducerande bakterier. Miljogifter kan oskadlig-



FOI-R--0842--SE

goras av mikroorganismer och i1 framtiden finns forhoppningen att genmanipulerade
véxter ska kunna anvéndas for att sanera starkt fororenade omraden.
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1 Inledning

Ett av de mest expansiva teknikomradena under de senaste decennierna ér biotekno-
login. Bioteknologi (bioteknik) definieras enligt European Federation for Biotechno-
logy som en syntes av biokemi, mikrobiologi och ingenjorsvetenskap med syfte att
tekniskt utnyttja egenskaper hos mikroorganismer, cell- och vavnadskulturer eller
bestandsdelar fran celler. Utnyttjandet av bakterier och jést for tillverkning av brdd, 61
och vin dr exempel pa biologiska processer som utnyttjats tekniskt langt fore det att
bioteknik blev ett definierat omrade. Bioteknologi blev ett eget omrade forst efter det
att man hade upptéackt enzymer och vi lart oss att isolera dessa fran naturligt fore-
kommande bakterier och utnyttja enzymer for olika &ndamal. En del av dessa enzymer
anvénds for att manipulera arvsanlag, s.k. genteknik, vilket dr en av grundpelarna for
bioteknologin. De forsta experimenten som publicerades under 1970-talet 6ppnade
mojligheter att ndrmare studera hur arvsmassan (DNA) i celler var organiserad. Den
fortsatta utvecklingen gjorde det mdjligt att uttrycka artfrimmande DNA 1 bakterier
och jést genom att arvsmassa kunde isoleras fran en organism och sedan séttas ihop
med DNA frén andra organismer till s.k. rekombinant DNA. Detta 6ppnade mojlig-
heten till storskalig produktion med hjalp av genetiskt modifierade organismer (bakte-
rier, jést eller celler fran méinniska eller andra ddggdjur) av tidigare svarframstillda
biologiskt aktiva &mnen, dven 1 forhallandevis smé produktionsanliggningar. Som
exempel kan ndmnas olika ldkemedel som hormoner och antibiotika.

Den enorma kartliggningen av arvsanlag har genererat nya forskningsomraden som &r
inriktade pa att forsta hur olika delar av arvsanlagen fungerar, vilka produkter de ger
och hur dessa kan utnyttjas for att forsta biologiska processer och behandla olika sjuk-
domar. Detta har bl.a. bidragit till forhoppningar om att genetiska och cellbaserade
behandlingsmetoder som genterapi och stamcellstransplantation ska kunna utvecklas
vidare for behandling av idag svarbehandlade sjukdomar. Nya metoder baserade pa
informationen i arvsanlagen har ocksa lett till utveckling av komplexa system for
snabbare diagnos av sjukdomar.

Utvecklingen av vacciner har starkt paverkats av framstegen inom biotekniken. De
nyaste koncepten ror komponentvacciner, DNA-vacciner och orala vacciner i form av
transgena vaxter 1 vilka onskviarda komponenter produceras. Transgena djur och
véxter utnyttjas ocksé for att forbéttra fododmnen, s.k. funktionell féda (functional
food) och kvantitet av skordar. Kina, som har en starkt vixande befolkning, har insett
vérdet av biotekniken for att klara framtidens matfoérsorjning och dr ett av de mest
framstadende linderna i vérlden nér det géller att utnyttja modern teknologi for att
forbattra skordarna. Framstdllning av funktionell foda innebér att ett dagsbehov av
ndringsdmnen kan erhallas frdn en betydligt mindre miangd foda.

Andra framtida applikationer med koppling till bioteknik &r framstillning av biomate-
rial for behandling av kroppsskada, samt biomaterial for tillverkning av bl.a. skydds-
utrustning med forbattrade egenskaper. Dessutom har biotekniken paverkat utveck-
lingen inom miljosaneringsomrédet.

Ett aktuellt forskningsomride som har starka kopplingar till bioteknikutvecklingen ar
nanovetenskapen. Nanovetenskapen, som handlar om att utforma och manipulera
material och struktur i storleksordningen 1-100 nanometer', karaktiriseras av en

1 nanometer motsvarar 1/1000 000 000 meter
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mycket snabb tillvédxt. Hittills har nanovetenskapen fridmst inneburit framsteg inom
materialvetenskapen. Nu borjar biologer, kemister och fysiker att tala samma sprék,
vilket innebdr att de potentiella anvdndningsomrddena for nanotekniken spénner 6ver
ett flertal teknikomrdden med kopplingar till biologiomradet, t.ex. bioteknik och
bioelektronik. Den padgaende utvecklingen ger upphov till helt nya tviarvetenskapligt
inriktade studier av biomolekyléra och celluldra mekanismer och processer, vilket
Oppnar nya spannande mojligheter for praktiska tillimpningar. Redan idag finns stora
potentialer for applikationer sdsom medicinska implantat, artificiell vdvnad, biochip
for diagnostik och biosensorer. Framtida tillaimpningar kan exempelvis utgdras av
utveckling av instrument baserade pa molekyldr elektronik som fungerar som
granssnitt mellan elektronik och nerver.

Sverige tillhor de lander dér omréadet bioteknik globalt sett har utvecklats forhallande-
vis starkt, speciellt under de senaste aren. Detta har skett bl.a. p.g.a. en néra koppling
mellan den akademiska vérlden och foretagsvérlden. Ett antal framgangsrika forsk-
ningsparker har byggts upp och for exempelvis Novum forskningspark i Huddinge
finns planer for en utvidgning, vilket kan gora denna till en av vérldens storsta forsk-
ningsparker. Ytterligare en intressant region i Sverige ir Oresundsomradet, det s.k.
Medicon valley, dir bioteknikrelaterade svenska och danska foretag runt Oresund
forsoker gora omradet till ett attraktivt medicinskt bioteknikcenter.

I dagslédget investerar flera olika bidragsgivare stora summor pengar inom olika
bioteknikrelaterade omrdden. Exempelvis satsar EU inom ramen for det sjitte ram-
programmet 5 % av EU’s samlade FoU-medel pa bl.a. genforskning och bioteknik for
hélsa samt nanoteknik, intelligenta material och nya produktionsprocesser. Under det
senaste decenniet har dock universitetens budget sjunkit, vilket har lett till att de har
sOkt nya végar for finansiering, bl.a. genom kommersiella enheter och 6kat samarbete
med industrin. Nyligen bildades i Sverige ocksé ett nationellt ndtverk for nanoveten-
skap och nanoteknik som ett sitt att 6ka utbytet mellan universiteten och industrin.
Detta nitverk inriktar sig fraimst pa de tre huvudomradena bioteknik, material och IT.

Under de senaste aren har ocksd méinga nya bioteknikforetag bildats. En viktig forut-
sattning har varit att forskare pa universiteten i Sverige dger resultatet av sin
forskning, vilket dr nistan unikt for Sverige. En annan bidragande faktor ar att storre
foretag har rationaliserat bland sina projekt, vilket har lett till att ménga foretag har
bildats genom avknoppning fran det storre foretaget. Dock ér de flesta bioteknik-
foretag som finns 1 Sverige idag forhallandevis sma, de flesta har mindre &n 10
anstillda.

Mycket av den utveckling som pagar idag kommer sannolikt att leda till tillimpningar
som &r anvédndbara for det svenska totalforsvaret. I den foreliggande rapporten gors en
genomgéng av var den biotekniska utvecklingen inom relevanta forskningsomraden
befinner sig och de applikationer som kan bli relevanta inom det ndrmaste decenniet
presenteras.

Risken for missbruk av biotekniken och relaterade tekniker har 6kat under det senaste
decenniet da de blivit allmént spridda och det finns en miangd kommersiella hjalp-
medel inom forskningen. I rapporten behandlas dven risken for att teknikutvecklingen
utnyttjas for framstédllning av nya eller forbattrade kemiska och biologiska strids-
medel.

12
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2 Aktuella forskningsomraden inom det biotekniska
faltet - Grundlaggande tekniker och begrepp

En generell trend inom de forskningsomraden som dr mest aktuella inom biotekniken
idag 4r att teknikerna har forfinats och blivit mer avancerade. En annan trend ar att
olika forskningsomraden nu borjar hitta synergier med varandra. Exempel pa detta ér
synergin mellan genetisk forskning och utveckling av datorer och datorprogram,
vilket bl.a. har bidragit till att informationen i den méanskliga arvsmassan tolkats
mycket snabbare dn ndgon hade kunnat forutsdga. Ett annat exempel dr att den
tekniska utvecklingen har lett till att forskningen kring byggstenarna inom omradena
biologi, kemi och fysik ndrmar sig varandra. Det har bl.a. resulterat i utveckling av
forskningsomradet nanoteknologi dar man pa molekyldr nivd nu kan studera och
skapa nya strukturer med nya egenskaper.

Kartldggningen av olika organismers arvsmassa har ingivit forhoppningar om stora
framsteg framfor allt inom det medicinska féltet. Tillgdngen till information om alla
arvsanlag hos en ménniska och ett stort antal andra organismer i kombination med
avancerade tekniska analysinstrument gor det nu mojligt att studera hela arvsanlaget
och dess produkter vid ett och samma tillfélle. Detta innebér helt nya mojligheter att
klarligga mekanismer bakom olika biologiska processer, som exempelvis olika sjuk-
domsforlopp hos méanniskor eller forsvarsmekanismer vid skada eller infektion. Detta
kan 1 sin tur leda till nya typer av behandling for olika skador och sjukdomar.
Speciellt stills stora forhoppningar till utnyttjandet av stamceller och genterapi for att
bota sjukdomar eller reparera skador dér det idag inte finns ndgon bra behandlings-
metod. Idag finns dock enbart en enda fungerande stamcellsterapi som ockséa anvéinds
1 rutinbehandling och det dr benmargstransplantation. Lyckade genterapiforsok har
utforts, men en del svarlosta problem aterstar innan denna teknik kan utnyttjas 1 rutin-
behandling.

Kartliggning av mikroorganismers arvsmassor har pa samma sitt skapat forhopp-
ningar om att forbéttrade vacciner och nya typer av antibiotika och andra behand-
lingsmetoder mot infektioner ska kunna tas fram.

Utveckling av olika biotekniska metoder for produktion och administrering av ldke-
medel &r fortfarande aktuella och viktiga omraden. Kraven 6kar pa kvalitet och kvan-
titet hos biotekniskt producerade produkter. Det har ldnge varit problem med att {4 ratt
modifiering av en substans som uttrycks i ett heterologt system och manga nya
biotekniska produktionssystem dr under utveckling. Kraven 6kar ocksa pé att like-
medel ska administreras sa effektivt som mdjligt och med sa fa biverkningar som
mojligt. Framstegen inom bl.a. nanoteknologin har inneburit att ett stort antal nya
administreringssystem dr under utveckling. Nanoteknologin dr ocksé av stor betydelse
for utvecklingen av nya effektiva system for bioanalys, inkl. den s.k. lab-on-a-chip-
teknologin, dér flera olika tekniker for analys kan kombineras pa en mycket liten yta.

Avsikten med kapitel 2 dr att ge en beskrivning av ovan ndmnda omraden, samt ocksa
var forskningen befinner sig idag och vart utvecklingen &r pd vig. Applikationer inom
dessa omrdden behandlas i de darpé foljande kapitlen.

13
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2.1 Kartlaggning av arvsmassa och funktionsgenomisk
forskning ger kunskap om komplexa biologiska system

Britt-Marie Kihlberg

Introduktion

Sedan 1995 da den forsta hela arvsmassan (se faktaruta 1) hos en bakterie blev full-
stindigt karakteriserad har det skett en snabb utveckling av metoder for storskalig
kartldggning av olika organismers arvsmassor. I takt med utvecklingen av tekniker for
massiv parallell analys av arvsanlagen och dess produkter genereras nu en enorm
méngd information om de biologiska komponenterna hos levande organismer. Funk-
tionsgenomik &r ett begrepp som omfattar dessa nya forskningsomraden (se faktaruta
2) och som har som mal att utreda funktionen for arvsanlagen och dess produkter.
Denna kunskap forvintas ge ny och djupare forstéelse for bl.a. orsakerna bakom olika
sjukdomar och en dérpé foljande utveckling av nya behandlingsmetoder och léke-
medel. Att kunna hantera och utvérdera denna information &r nu ett av de mest
aktuella forskningsomrddena inom det biologiska faltet.

Kartlaggning av arvsmassor

Att kunna kartldgga en organisms hela arvsmassa ér ett av de stdrsta genombrotten
inom det biologiska omradet sedan upptickten av DNA-spiralen 1953. Den snabba
biotekniska utveckling som skett inom analys av genetiskt material gor att informa-
tionen om hela arvsmassan hos en bakterie idag kan kartliggas pa mindre 4n ett
halvér. Arvsmassan for mer an 100 mikroorganismer har kartlagts fullstandigt och
kartlaggning av ytterligare drygt 100 mikrobiella arvsmassor pigéar. Parallellt med
kartliggningen av mikroorganismers arvsmassor har ocksa arvsmassan hos ett antal
hégre organismer kartlagts, diribland jdst, mask och fluga. Ar 2001 presenterades
ocksé den forsta versionen av méinniskans hela uppsittning av arvsanlag. Aret dirpa,
ar 2002, fardigstélldes ocksa en version av hela arvsmassan hos mus. Musen ar en av
de mest anvinda djurmodellerna for studier av biologiska skeenden och kartliagg-
ningen av musens arvsmassa dr ett viktigt informationsverktyg for att forsta innehéllet
1 den minskliga arvsmassan. Man uppskattar att antalet arvsanlag i manniskans arvs-
massa ar runt 40 000, medan exempelvis antalet unika arvsanlag (se vidare nedan) i de
mikrobiella arvsmassorna som kartlagts hittills, dr 2-3 ganger fler. Tillgdngen till
denna enorma mingd information &r i de flesta fall allmént tillgidnglig, vilket innebar
stora mojligheter att 1ira mycket mer om biologin hos dessa organismer.

Nya metoder genererar ny kunskap

Genom att jamfora informationen i olika arvsmassor kan funktionen hos ménga av de
nya arvsanlagen forutsidgas. Analys av informationen 1 arvsmassan hos mikroorga-
nismer har lett till den intressanta upptéckten att funktionen for nira halften av de
identifierade potentiella arvsanlagen dr okédnd och att runt hélften av dessa arvsanlag
ar unika for respektive organism och dnnu mindre &r ként i den ménskliga arvs-
massan. Den stora utmaningen dr dérfor nu att forsoka forstd funktionen for alla dessa
arvsanlag. Det dterstdr mycket traditionellt molekyldrbiologiskt och biokemiskt arbete
med att karakterisera dessa okénda arvsanlag och dess produkter. En genvég till for-
staelse av funktionen for ett arvsanlag ar att utreda hur olika arvsanlag uttrycks 1 for-
hallande till varandra under olika férhallanden och hur arvsanlagen och dess produk-
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ter interagerar med varandra. For detta krdvs att informationen frén olika forsknings-
omréaden

En organisms arvsmassa, vilket ocksa kallas
for genom, utgors av fyra olika byggstenar

som bestar av deoxyribonukleinsyra, DNA. De
Celler fyra olika DNA byggstenarna kombineras i
tripletter, vilket utgdr den genetiska koden for

olika arvsanlag, vilket ocksa benimns som en
gen. Nér en gen uttrycks bildas en budbérare
kallat messenger RNA (mRNA) som

“ transporterar den genetiska koden till en plats i
cellen dér arvsanlaget ombildas till sin

DNA \
\\\:\\ .CTCGGCAATTGCA.. produkt, vilket kallas for ett protein.

.GAGCCGTTAACGT..
Nér man kartldgger eller sekvenserar DNA

* bryter man ner arvsmassan bit for bit och

karakteriserar de olika byggstenarna.
mRNA
* .GAGCCGTTAACGT..

Protein |[EPLTIVDFRSYND..

Faktaruta 1. Arvsmassa och arvsanlag

som genomik, proteomik och metabolomik kombineras. Denna forskning kallas popu-
lart for funktionsgenomik (se vidare faktaruta 2 nedan). Forskningen innebir att ny
information om arvsanlagen och dess produkter kan erhéllas genom att studera hela
uppsittningen av gener, proteiner respektive metaboliter vid ett och samma tillfélle.
Detta har blivit mgjligt 1 och med att information om alla arvsanlag i hela arvsmassan
nu finns tillgidnglig. Ytterligare en forutsittning for den funktionsgenomiska forsk-
ningen ar den utveckling som skett av tekniker for global analys av arvsanlag och dess
produkter. Dessa metoder dr ocksé anvandbara for identifiering (se vidare kapitel 3.2)
och forbéttrad diagnostik (se vidare kapitel 5.1). For att till fullo kunna analysera och
utvdrdera den enorma méngd information som genereras inom funktionsgenomiken
pagar nu en parallell utveckling av databaser och datorprogram, populirt kallat bio-
informatik. Huvudmalen &r att ta reda péd funktionen hos de olika arvsanlagen och att
identifiera nya mal for likemedelsutveckling. Ett annat mal ar att skapa datormodeller
som kan efterlikna komplexa biologiska system och exempelvis prediktera hur olika
biologiska system paverkas vid sjukdom och likemedelsbehandling.

Forskning kring minniskans arvsmassa

Kartliggningen av minniskans arvsmassa, vilket troligen kommer att vara helt fardig-
stdlld inom tva ar, har gett forhoppningar om stora framsteg framfor allt inom de
medicinska omradena. Man hoppas fa en 6kad forstaelse for olika sjukdomsforlopp,
identifiera nya sitt att bota sjukdomar, kunna forutséga sjukdom och att individuellt
kunna anpassa behandling av sjukdom. Kostnaden for att kartligga arvsanlag har
sjunkit drastiskt under de senaste fem aren och dven om det fortfarande &r dyrt att
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kartligga hela méanniskans arvsanlag ér det fullt mojligt att snabbt och rationellt kart-
lagga skillnader mellan delar av arvsanlaget hos olika individer. Dessa skillnader
bendmns polymorfism eller nukleotid polymorfism. Om tva lika omraden skiljer med
avseende pa

Funktionsgenomik inbegriper olika forskningsomréden och tekniker som har sin bas i att hela arvs-
massan for en organism nu finns tillgénglig. Syftet med funktionsgenomiken &r att med informationen i
arvsmassan som bas forsoka utreda funktionen och verkningsmekanismer for olika arvsanlag och dess
produkter. Med hjélp av teknikerna som beskrivs nedan inom omradena genomik och proteomik kan
man dessutom utreda hur olika arvsanlag interagerar med varandra.

Genomik innebir studier av 6gonblicksbilder av genernas aktivitet. Genom att stycka upp arvsanlaget
och separera upp det pa en matris far man en mall dir man kan avldsa vilka arvsanlag som ar aktiva
genom att isolera budbararna (mRNA) frén arvsanlaget och l4ta dessa interagera med DNA-mikro-
matrisen. Pa detta sitt kan det totala genuttrycket (transkriptomet) studeras vid ett visst tillfille.

Proteomik innebir studier av produkterna frén arvsmassan. Studier av proteinerna ger information om
vad som hént under ett langre tidsperspektiv eftersom proteiner dr mer ldnglivade &n mRNA-bud-
bérarna. Proteiner dr de huvudsakliga komponenterna som katalyserar biologiska funktioner och till
skillnad fran transkriptomet indikerar proteomet de aktuella handelserna istéllet for vad som potentiellt
kan hénda.

Metabolomik innebér utnyttjande av tekniker dar man foljer hur flertalet 16sliga substanser i kroppen,
t.ex. i blod eller i ett specifikt organ eller en specifik cell, fordndras.

Bioinformatik innebir att man med hjélp av olika datorprogram och olika databaser (gen, genom,
protein, struktur, funktion etc.) kan extrahera information om olika gener och proteiner.

Faktaruta 2

individuella nukleotider (DNA-byggstenar) talar man om “’single nucleotide poly-
morphism”, s.k. SNP. Arvsanlaget hos ménniska &r relativt stabilt och SNP’s har
dérfor visat sig vara lattidentifierade markdrer for olika egenskaper. Genom att
studera SNP’s dr det mojligt att snabbare utreda hur olika egenskaper ar kopplade till
varandra och pa sa sitt fa en bild av exempelvis hur olika arftliga sjukdomar ut-
vecklas.

Manga lakemedel som anvénds idag ger olika typer av biverkningar, vilka kan variera
hos olika individer. Med hjélp av informationen i arvsmassan hoppas man i framtiden
fa en Okad forstaelse for anledningen till individuella skillnader i biverkningar liksom
1 mottaglighet for olika sjukdomar. Darmed finns ocksd mojligheten att studera om
det dr mojligt att individuellt anpassa behandling av olika sjukdomar och kanske
ocksa forebygga utbrott av sjukdom (se vidare kapitel 5.2). Forhoppningen éar att det
ska bli lattare att diagnostisera olika sjukdomar och dven forutsidga bendgenhet for
vissa sjukdomar (se vidare kapitel 5.1).

Forskning kring mikroorganismers arvsmassor

Trots att minga sjukdomar orsakade av bakterier idag kan botas &r kunskapen relativt
liten om hur bakterier fungerar och férdndras. Forskning kring en av de minsta bakte-
rierna, Mycoplasma genitalium, med totalt enbart 517 olika arvsanlag har visat att
enbart 300 av dessa arvsanlag dr nodvandiga for att bakterien ska 6verleva. Forskarna
planerar att skapa en helt ny bakterie genom att pa konstgjord vég tillverka en arvs-
massa. Pé detta sitt hoppas man f4 en 6kad forstaelse for vad som dr det basala kravet
for att en organism fungerar. Denna forskning kan potentiellt ocksa resultera i utveck-
ling av nya organismer som kan tillverka eller bryta ned 6nskade produkter. Att mer
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kunskap om bakterier behovs visar ocksa den snabba utveckling av antibiotika-
resistens som har skett under en férhallandevis kort period.

Flertalet av de mikrobiella arvsanlag som kartlagts dr fran virulenta (sjukdomsfram-
kallande) bakterier. Inom en snar framtid kommer ocksé arvsanlagen hos flera poten-
tiella B-stridsmedel att vara kéinda, men man har ocksé paborjat kartliggning av arvs-
anlagen hos bade mindre sjukdomsframkallande och ofarliga bakterier. Genom att
exempelvis kartldgga arvsanlagen hos néra besldktade bakteriearter som infekterar
olika vdvnader och som ocksa kan vara olika bendgna att orsaka sjukdom, kan man fa
mer kunskap om vilka sjukdomsframkallande faktorer som finns och vilka egenskaper
som kan vara védvnadsspecifika virulensfaktorer. Ett intressant exempel dr jimforelsen
av arvsanlag mellan pestbakterien (Yersinia pestis), som ingar i gruppen potentiella
biologiska stridsmedel, och en med denna nira besléktad bakterie som orsakar en
mildare mag-tarm-sjukdom. Trots att ett flertal sjukdomsframkallande faktorer
tidigare har identifierats har man inte helt kunnat forklara skillnaden i sjukdomsbild
mellan dessa olika arter. Forhoppningen &r att en jamforelse mellan de olika arternas
arvsanlag ska leda till en 6kad forstaelse for den skillnad som ses i sjukdomsbild, men
ocksa en forstaelse for hur den farligare varianten har uppstétt. Kunskap om arvs-
anlagen hos bakterier har betydelse bade for mojligheten att ta fram nya antibakte-
riella medel, vilket behandlas vidare i kapitel 5.3, och for utveckling av forbattrade
vacciner, vilket behandlas vidare i kapitel 4.1.

Kartldggning av arvsanlag har ocksa lett till att framsteg gors inom utvecklingen av
nya anti-virala medel och vacciner mot virussjukdomar. Virus ér en heterogen grupp
av organismer, ddr exempelvis ett fruktat potentiellt biologiskt stridsmedel, smitt-
koppsviruset, ér ett av de mest komplexa virusen. Genom att informationen om
arvsmassan for smittkoppsviruset nu finns tillgdnglig kan detta jimforas med nér-
beslidktade virus som fortfarande forekommer naturligt. Detta kan leda till kunskap
om hur smittkoppsviruset kunde utvecklas och om en liknande utveckling kan upp-
repas fran idag naturligt forekommande likartade virus.

Forsok att skapa konstgjorda virus har ocksé gjorts och nyligen visades att detta ar
fullt mojligt. Forskare i New York lyckades sommaren 2002 tillverka ett poliovirus
med en helt konstgjord arvsmassa.

Forskning kring vixternas arvsmassor

Genetisk forskning dr ocksa viktig for utvecklingen av bioteknologisk produktion av
forbéttrad foda. Arvsanlagen hos bl.a. ris och ett tradslag har kartlagts. Detta leder till
att man snabbare kan fa en forstéelse for hur olika egenskaper, som télighet mot kyla,
uttorkning och motstandskraft mot skadeinsekter, ar kopplade till egenskaper i arvs-
anlaget. Detta i sin tur kan leda till utveckling av béttre véixter som ér taligare och
ndringsrikare. | takt med att man borjar forstd vilka ndringsimnen som ar nyttiga
respektive skadliga for oss kan denna kunskap 1 kombination med kunskapen om
vaxterna utnyttjas for att producera niringsriktigare foda, s.k. funktionell foda (se
vidare 1 kapitel 4.2).
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2.2 Stamceller

Leif Carlsson

Introduktion

Stora férhoppningar stélls idag till utnyttjandet av stamceller for att bota sjukdomar
eller reparera skador, speciellt vid sjukdomar eller skador dér det idag inte finns
ndgon bra behandlingsmetod. Exempel pa ett sddant omrade ar traumatiska nerv-
skador, vilket behandlas 1 kapitel 5.7. Den enda kliniskt fungerande stamcellsterapi
som anvands i1 rutinbehandling dr benmérgstransplantation, vilket egentligen ar en
stamcellstransplantation. Just benmérgs- och blodstamcellstransplantation &r troligen
ocksa den terapi som dr den mest relevanta for totalforsvaret.

Bakgrund

En stamcell dr en cell som efter celldelning kan ge upphov bade till en ny stamcell,
s.k. sjdlvgenerering och mogna funktionella celler, s.k. differentiering. Ett illustrativt
exempel dr blodstamceller som under en individs livslingd genererar nya blodstam-
celler (sjdlvgenerering) och bildar alla blodceller sdsom réda och vita blodkroppar
(differentiering). Stamceller kan grovt indelas i tva huvudtyper, stamceller av embryo-
nalt ursprung och vuxna stamceller. De vuxna stamcellerna har oftast en viktig funk-
tion 1 kroppen eftersom de uppratthéller ritt antal celler och typer av celler i ett speci-
fikt organ (blod, hud, tarm o.s.v.), de brukar darfor ocksa kallas organspecifika stam-
celler. Stamceller av tidigt embryonalt ursprung har & andra sidan ingen uppenbar
(stamcells-)funktion i ett embryo eftersom de inte verkar bibehéllas (dvs. sjdlvgene-
reras) under embryoutvecklingen, utan blir stamceller forst nar de har tagits ut ur
embryot och odlats i cellkulturer pa laboratoriet.

Stamceller av embryonalt ursprung delas in i tre olika typer 4ven om de ar relativt lik-
vardiga vad géller formaga att bilda olika typer av celler/vivnader. Denna indelning &r
mer baserad pa vilken typ av embryonala celler man startar med samt hur man gar till-
viga for att etablera dem: embryonala stamceller, embryonala konsceller samt embry-
onala carcinomceller. Avsnittet behandlar de forstndmnda. Embryonala stamceller kan
etablerats fran ett embryos utvecklingsstadium som i mus/ratta infaller 4-5 dagar efter
befruktningen och i minniska 5-6 dagar efter befruktningen. Embryonala stamceller
har etablerats frdn musembryon sedan tidigt 1980-tal och frdn méinniska fréan slutet av
1990-talet. Dessa celler har en unik forméga att i cellkulturer bilda olika typer av
vavnad sasom blodceller, hjértceller och nervceller och har studerats relativt vél i
moss. Efter rapporten om att embryonala stamceller kan etableras fran manniska, har
man satt ett stort hopp till att det skulle kunna ga att generera olika vavnader eller
organ i cellkultur och behandla de sjukdomar dér nya friska celler behovs, t.ex. dia-
betes, Parkinsons, Alzheimer, MS (multiple skleros) och blodbrist.

Ett relativt nytt omrade inom stamcellsforskningen behandlar s.k. stamcellsplasticitet
och dess relevans for att kunna utveckla kliniska applikationer. Detta &r en term som
man uteslutande anvénder for de vuxna vdvnadsspecifika stamcellerna. Vi vet att
embryonala stamceller kan bilda olika vdvnadstyper medan vévnadsspecifika stam-
cellerna bildar néstan uteslutande de celltyper som normalt finns i denna véivnad. Om
vavnadsspecifika stamceller skulle kunna bilda celler av en annan vdvnadstyp (t.ex.
blodstamcell gér muskelceller eller leverceller), talar man om stamcellsplasticitet. Det
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har kommit en del rapporter de senaste 3-5 aren som skulle tyda pé att vuxna stam-
celler har en viss plasticitet. Annu si linge si har det visat sig att denna process ir
mycket ineffektiv och 1 vissa fall t.o.m. svar att reproducera. S& dven om stamcells-
plasticitet kan ske sa ar det fortfarande svart att sdga om det sker normalt, 1 vilken
utstrackning och om denna process ar tillrackligt effektiv och reproducerbar for att
komma till ndgon klinisk nytta.

Kliniska tillimpningar idag

Idag finns det bara en enda stamcellsterapi som &r en rutinbehandling och det ar ben-
margstransplantation. Det dr egentligen en stamcellstransplantation eftersom det &r
blodstamcellerna som transplanteras vid denna behandling och som botar patienten.
Benmirgstransplantation anvinds idag rutinméssigt for att behandla patienter som har
bl.a. leukemi, vissa blodbristsjukdomar samt en del cancerformer som inte ar leuke-
mier (t.ex. sarkom). Vid blodbristsjukdomar utgdr benmérgstransplantationen sjélva
behandlingen, medan den vid olika cancerformer och leukemier fungerar som “ater-
start”, d4 behandlingen av cancern far den foljdeffekten att blodsystemet slas ut. Det
finns idag metoder for att fa blodstamcellerna att licka ut 1 blodbanan och man kan
diarmed samla in blodstamceller fran perifert blod vilket &r mycket enklare, effektivare
och mindre obehagligt for patienten 4n transplantation frin benmérg. En annan killa
for blodstamceller som har blivit accepterad vid benmérgstransplantation &r navel-
strdngsblod fran nyfodda barn. Antalet stamceller i varje enskilt prov &r dock be-
griansat. Darfor anvénds idag navelstrangsblod néstan uteslutande for att transplantera
till barn dér farre antal blodstamceller behovs én for en vuxen individ for att trans-
plantationen ska lyckas. Detta betyder att innan navelstrangsblod rutinméssigt kan
anvédndas som kélla méste man komma pé metoder att 6ka antalet blodstamceller i
cellkultur.

Aktuella forskningsomriden

Etablering av embryonala stamceller frdn ménniska har skapat en mycket stor
forhoppning till att man ska kunna gora i stort sett vilket vivnad/organ som helst i
cellkulturer och sedan transplantera in dessa celler i1 patienter. Den stérsta utmaningen
idag ar att ldra sig forstd den process som styr bildningen av olika organ under foster-
perioden. Darfor gar mycket av den nuvarande forskningen ut pa att i forsta hand léra
sig att i cellkultur styra embryonala stamceller till olika typer av vdvnader och att
undersdka om dessa vdvnader gar att transplantera. Hittills har forskningen gjorts
néstan uteslutande 1 olika djurmodeller med stamceller fran mdss.

De celltyper som hittills har genererats i cellkultur fran embryonala stamceller fran
moss dr vita och roda blodkroppar och dven blodstamceller. Andra celltyper som
genererats dr muskelceller, blodkérl, hud-, lever- och nervceller samt nervstodje-
vavnad och insulinproducerande betaceller. Alla dessa celltyper ér teoretiskt anvand-
bara for behandling av blodbrist och leukemier (blodstamceller), Parkinsons och
Alzheimer (nervceller), MS (nervstodjevdvnad), leverskador, olika hudskador saisom
briannskador samt olika degenerativa muskelsjukdomar. Ndgon fungerande och rutin-
méssig stamcellsterapi for exempelvis Parkinson, Alzheimer och diabetes existerar
dnnu inte.

En del av de celltyper som genererats frdn embryonala stamceller i cellkultur har dven
testats for dess formaga att fungera efter transplantation in 1 djurmodeller. Hjart-

muskelceller har transplanterats in i hjdrtat pa en vuxen individ med ett hjirtfel och de
transplanterade hjartmusklerna inkorporerades i mottagarens hjirta och kunde till viss
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del korrigera hjartfelet. Nervstodjevivnad har genererats och transplanterats in 1 en
djurmodell dar denna vdvnad ar defekt varvid en lindring av sjukdomstorloppet note-
rats. Nyligen har de specifika nervceller som forstors vid Parkinsons kunnat genereras
och dessa nervceller har efter transplantation i en djurmodell f6r Parkinson gett en for-
battring av symptomen i dessa djur. Man har dven transplanterat nervceller direkt in 1
hjdrnan pa musfoster och sett att de transplanterade cellerna fljer med i den normala
hjérnutvecklingen.

Embryonala stamceller fran ménniska har inte funnits tillgédngliga lika ldnge som
stamceller fran moss sa har har inte utvecklingen gatt lika langt. Men de vivnader
som man hittills har genererat &r vita och roda blodkroppar, hjdrtmuskel- och nerv-
celler samt nervstddjevdvnad.

Forskning och tillimpningar i framtiden

Aven om anvindandet av embryonala stamceller frin minniska ligger i sin linda s &r
de forsok som hittills gjorts med embryonala stamceller fran mus mycket uppmunt-
rande for framtida anvindning av denna teknik. Den storsta utmaningen &r att kunna
styra utvecklingen av specifika organ och vdvnader. For att uppna detta krévs en 6kad
kunskap om vad som styr bildning och expansion av organ under fosterutvecklingen.
Detta kréver att man parallellt med embryonala stamceller dven studerar normal
fosterutveckling eftersom dessa fiélt dr intimt sammankopplade. Det finns ingen
anledning att tro att det som har fungerat for embryonala stamceller fran mus inte
skulle fungera for de fran ménniska, men alla kliniska behandlingar som innefattar
levande celler har visat sig vara komplicerade att utfora och har tagit lang tid att
utvédrdera. Det dr darfor mycket svart att sia om framtiden. Men med tanke pa de
framsteg som har gjorts under de senaste decennierna, sa borde man inom 10-20 ar ha
utfort lyckade transplantationsférsok med vdvnad fran embryonala stamceller i
primater (apor, midnniskor) — om inte detta lyckats, sd torde det aldrig kunna bli en
klinisk rutinbehandling pa samma sitt som benmairgstransplantation &r idag.

Med en redan idag stor efterfragan pa organ/celler for att kunna behandla/bota svara
sjukdomar dir dagens behandling ofta dven leder till svéra biverkningar sa kommer
detta att leda till att vi maste utveckla mera avancerade behandlingsmetoder sdsom
stamcellsterapier. For att kunna gora detta fordras mera grundforskning parallellt med
den tillimpade forskningen. For att detta ska ske sa effektivt som mdjligt maste sa
mdnga forskare som mdjligt fa tillgdng till embryonala stamceller frdn ménniska. Ett
stort hinder for en god utveckling hér ar rent politiskt eftersom det mest framgangs-
rika landet 1 viarlden (USA) vad géller forskning till stor del har forbjudit denna typ av
forskning. Sa mest troligt beror alla framtidsforutségelser pd vad den politiska makten
1 USA har for instédllning till denna forskning.

Av all stamcellsterapi dr nog primért benmérgs- och blodstamcellstransplantation den
mest relevanta for totalforsvaret. Vid radioaktiv exponering slds blodbildningen ut
och over en viss dos leder detta till doden. Det dr darfor primért blodbildningen man
mdste gora nagonting dt hos den exponerade. En annan foljdsjukdom som man sett
vid ldgre dos av radioaktiv exponering dr leukemi. Som tidigare papekats anvinds
dven benmaérgstransplantation vid den behandlingsprocedur som leukemipatienter gar
igenom. En inte alltfor orimlig forutségelse ér att vid radioaktiv exponering, t.ex. vid
en kédrnkraftsolycka eller anvindning av kdrnvapen inklusive ”smutsiga bomber”,
kommer det att bli en stor efterfrdgan pa blodstamceller.
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2.3 Genterapi

Ann Goransson Nyberg

Introduktion

Stora forhoppningar har ocksé stéllts till genterapin som en alternativ metod till stam-
cellsterapin. Genterapi ar ett sétt att skriddarsy celler sa att de far 6nskade egen-
skaper. Exempelvis finns forhoppningar om forbéttrad terapi vid sarskador genom
behandling med celler som genetiskt modifierats att uttrycka tillvaxtfaktorer som ett
alternativ till den idag daligt fungerade direkta tillforseln av tillvaxtfaktorer (se kapitel
5.6). Genterapi har ocksa anvénts for lyckad behandling av olika &kommor. Dock
aterstdr en del svérlosta problem innan genterapi kan utnyttjas kliniskt. Ett sddant
problem ir att det idag inte gér att garantera att genterapin inte resulterar i utveckling
av en cancersjukdom.

Bakgrund

For ett antal sjukdomar har den bakomliggande orsaken identifierats till att vara
defekter i arvsmassan och i vissa fall defekter i en specifik gen. Genterapi dr en
behandlingsmetod dér forsok pagar att bota bl.a. den hér typen av sjukdomar genom
att fora in nya bitar av arvsmassa fOr att reparera, byta ut eller tillfora nya arvsanlag.
Exempel pa sjukdomar dér stora forhoppningar nu stills till genterapin &r olika
arftliga sjukdomar, cancer och infektionssjukdomar som paverkar var arvsmassa,
omraden dir likarvetenskapen idag ofta saknar effektiva verktyg. Aven for
behandling av olika kroppsskador stills forhoppningar till genterapin (se kapitel 5.5,
5.6 och 5.7).

Genterapi kan riktas mot kroppsceller eller konsceller (4gg och spermier). Vid gen-
terapi pa kroppsceller dndras mottagarens genetiska uppséttning, men forandringen
overfors inte till nésta generations celler. Vid genterapi pa konsceller, dndras for-
dlderns dgg- och spermiecell med forhoppning att dverfora forandringen till avkom-
man. Genterapi pd konsceller gors idag inte aktivt pa storre djur eller ménniskor,
déremot sker en livlig diskussion i fraga om etik och moral rorande detta.

Tekniken och dess mojligheter

Eftersom symtomen vid manga érftliga sjukdomar beror pa att kroppen saknar eller
har en skadad kopia av ritningen for ett visst protein kan man ténka sig mdojligheten
att reparera skadan for att pa sé sétt korrigera defekten. En annan mdjlighet ar att
tillfora en extra kopia av arvsanlaget, vilket dr den tillimpning av genterapi som &r
vanligast idag. Hittills har sddana overforingar bara gjorts pa kroppsceller och fordnd-
ringen kan alltsé inte gé i arv. | bada fallen hamnar den nya biten arvsmassa inne i en
kromosom. Det innebér att den kommer att kopieras nir cellen delar sig och att
effekten ddrmed skulle kunna bli varaktig. Ett annat alternativ, som ar aktuellt om
man vill ha en kortvarig effekt, dr att den extra biten arvsmassa inte integreras i en
kromosom.

Genterapi ér inte bara aktuellt for drftliga sjukdomar. Av forsoken hittills handlar bara
ungefdr 15 % om érftliga sjukdomar diar symtomen beror pé att en enda gen &r skadad.
Ett annat omrdde ar tumdrsjukdomar, ddr omvandlingen fran en normal cell till en
tumdrcell beror pa att flera pa varandra foljande fordndringar i arvsmassan leder till
att celler forlorar kontrollen dver celldelning och tillviixt. Over hilften av patient-
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forsdken ror behandling av cancersjukdomar. Aven vissa infektionssjukdomar klassas
1 grunden som genetiska. Ett exempel dr att HIV-viruset for Gver sin egen arvsmassa
till den infekterade cellen, som sedan styr den att upptridda pa ett visst sitt. Forsta
steget mot en alternativ behandling av HIV-infektioner innebar att man med hjilp av
genterapi forsoker skydda HIV-virusets malceller fran infektion. Eftersom dessa
maélceller styr kroppens immunreaktioner dr tanken att man genom de genforédndrade
cellerna ska kunna dteruppbygga immuniteten mot de sjukdomar som drabbar HIV-
infekterade personer.

Genterapi r dven aktuell for sjukdomar som beror pd bade arv och milj6. Forsok har
nyligen gjorts med behandling av hjért- och karlsjukdomar. Hjartats pacemakerceller
startar hjartslagen, bibehaller cirkulationen och bestimmer med vilken hastighet och
rytm hjéirtat ska dra ihop sig. Om dessa celler skadas genom sjukdom kollapsar cirku-
lationen, en situation som for ndrvarande kraver implantation av en elektronisk pace-
maker. Nu har den forsta rapporten om en biologisk pacemaker publicerats. Med hjélp
av en virusbdrare dverfors arvsanlag till de vanliga hjartmuskelcellerna, varvid de kan
omvandlas till ”pacemakerceller”. Med denna metod har forskare pa Johns Hopkins-
universitetet 1 Baltimore, USA, pa marsvin lyckats fa delar av hjértat att sitta igang de
impulser som styr hjirtslagen.

Genterapi har dven anvénts 1 kombination med syntetiskt tillverkade blodkirl. Dessa
konstgjorda blodkarl dr aktuella att testa pd méanniskor vid kirloperationer av patienter
med fortrdngningar som hindrar blodflodet. Att anvinda sig av syntetiska material
skapar nya problem. De frimmande materialen kan ge upphov till inflammationer och
orsaka blodproppar. For att 16sa detta problem tar man hjélp av genterapi och klir
insidan av dessa konstgjorda kérl med samma slags celler som de naturliga, s.k. endo-
telceller. Man tillfor gener 1 form av korta DN A-fragment tillsammans med implanta-
ten. Generna sitter igdng produktionen av tillvaxtfaktorer som far ritt sorts celler att
vixa in 1 blodkérlen. Forskningsforetaget, Xenerates, 1 Uppsala har som mal att ga ut
med denna produkt pa marknaden under 2005.

Aktuella forskningsomraden

Trots att minga framgangsrika forsok har utforts kvarstar en hel del problem innan
genterapi kan bli en etablerad behandlingsmetod. En av utmaningarna &r att hitta
effektiva verktyg for att leverera arvsanlag till cellerna. Den vanligaste metoden for
att Overfora arvsanlag &r att anvénda virus som bérare (vektor) av arvsmassa. Det
finns dven en rad icke-biologiska metoder att dverfora arvsmassa, t.ex. med
elektricitet for att géra cellmembranet genomslappligt, genom att injicera arvsmassan
direkt i celler eller genom att anvénda ett revolverliknande instrument som skjuter
arvsmassan in i cellen (s.k. gene gun). Valet av metod beror pa hur mycket arvsmassa
som ska Overforas. Andra faktorer som paverkar valet &r om metoden leder till att
arvsmassan integreras i kromosomerna och om gendverforing ska ske direkt i en
individ eller utanfor kroppen.

Virus anvénds p.g.a. dess forméga att inkapsla och leverera arvsanlag till olika typer
av celler. Framst anvands virus som innehéller ribonukleinsyra (RNA), vilket
omvandlas till DNA 1 vérdcellen. Forsok har gjorts for att utnyttja detta genom att
manipulera virusets arvsmassa. Pa s sitt har virusets sjukdomsframkallande arvs-
anlag tagits bort och ersatts med terapeutiska arvsanlag. Trots att virus fungerar som
ett effektivt verktyg for att introducera genetiskt material till en cell dr det inte helt
utan risker. Andra problem i kroppen kan uppstd, som toxicitet, immunsvar och
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inflammatoriskt svar, samt problem att kontrollera generna och deras mal. Viruset kan
oavsiktligt paverka konsceller och pé sé sétt fora over dndringar till ndsta generation.
Den nya genen kan séttas in pa fel stille i DNA eller 6verforda gener kan bli 6ver-
representerade sé att proteiner blir 6verproducerade och finns i skadliga koncen-
trationer. Faktaruta 3 ger exempel pd genterapi och dess komplikationer.

"Bubble babies"

Ett exempel pé genterapins for- och nackdelar &r behandling av barn med SCID (Severe combined
immunodefiency disorder). Det dr en medfodd sjukdom som innebér att immunforsvaret inte kan
skydda individen ens mot den enklaste forkylning. Barn med SCID maste dérfor isoleras under absolut
sterila forhallanden och detta kan &stadkommas genom att barnen vistas i ett sterilt plasttélt, ddrav
uttrycket "bubble baby". Utan behandling dor normalt dessa barn fore tva érs alder.

Normalt sett behandlas SCID med benmaérgstransplantationer. Proceduren ar lyckosam nér det finns en
matchande bror eller syster som kan donera benmérg, ibland ocksa nir donatorn dr en forélder. Det
berdknas dock att endast en tredjedel av barn som har sjukdomen kan fa passande benmérg donerad.
Den nya genterapin erbjuder béttre mojligheter. Lakarna avldgsnar benmargen, behandlar den med ett
virus som transporterar en korrigerad gen till stamcellerna, och aterplacerar sen mérgen i barnet. De
nya immuncellerna tas upp av blodet.

Tyvérr har denna genterapi rakat ut for ett bakslag sedan tva behandlade barn drabbats av blodcancer.
Nu vet man mer om orsakerna till cancerkomplikationen - men dnnu kan inte det friska genmaterialet
styras till rétt stélle i arvsmassan.

Forskare vid University of Florida har experimenterat med en ny metod for att fa gener att hamna rétt.
De har testat en 16sning pa problemet som gér ut pa att vektorn laddas med en liten bit jdrn. Den kan
sedan guidas ritt med hjilp av magneter pa utsidan av kroppen. An sa linge har man bara testat tekni-
ken i laboratoriemiljo, men férhoppningen &r att den ska lata sig anvéndas dven i manniskokroppen
(Molecular Therapy).

Faktaruta 3

Det ar heller inte lAtt att {4 stabila uttryck fran arvsanlagen sedan de vél overforts. Det
ar ocksa svart att Overfora arvsanlag till ett tillrackligt stort antal mélceller. Arvsan-
laget infogas dér det hamnar, i vilken punkt som helst och i1 vilken kromosom som
helst. Det finns bl.a. risk att man inaktiverar ett arvsanlag som undertrycker cancer
eller aktiverar ett arvsanlag som &r associerat med cancer. Och processen skulle inte
vara reversibel. En lang rad vetenskapliga problem maste foljaktligen 16sas innan
genterapi kan bli en etablerad metod.

Forsok har genomforts for att ta fram en 47¢ (artificiell mansklig) kromosom. Denna
skulle verka sjdlvstidndigt vid sidan av de 46 standardkromosomerna utan att paverka
deras funktion eller orsaka nagra mutationer. En sddan konstruktion skulle utgéra en
vektor med kapacitet att bdra stora midngder genetiska koder. Kroppens immunsystem
skulle p.g.a. sin konstruktion och anatomi inte attackera kromosomen och orsaka de
negativa svar som virus kan ge.

Framtida utveckling inom genterapiomradet

Inom den framtida utvecklingen kommer nya vektorer eller andra metoder for att
leverera arvsmassa att behova utvecklas som pa ett effektivare sitt kan dverfora arvs-
anlag. Utveckling gir mot att ta fram mer selektiva vektorer genom att flera arvsanlag
sitts thop, ddr det funktionella arvsanlaget kompletteras med reglerande faktorer.
Tack vare selektionsmarkorer kan det ocksa bli mojligt att rikta dem till den 6nskade
celltypen. Dessutom kommer det troligen att utvecklas helt nya sétt att fora in gener i
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celler. Malet dr att kunna skéra ut det sjuka arvsanlaget och ersitta det med ett friskt
arvsanlag. Mojligheten att klippa in de 6nskvérda arvsanlagen kan bli speciellt viktig
vid cancer, ddr man vet att orsaken kan ligga i att ett arvsanlag med en reglerande
funktion ar skadad.

En annan framtida mdjlighet &r att kunna koppla samman genterapi med xeno-
transplantation, dvs. att anvinda organ fran djur for att behandla manniskor. For att
forhindra avstotning pagar forsok med att humanisera djurorgan med hjilp av arvs-
anlag frén ménniska sa att djurorgan kan anvéndas istéllet for ménniskoorgan.

For optimalt utnyttjande av genterapi méste det finnas en samverkan mellan utveck-
ling av genterapi och gendiagnostik, som exempelvis farmakogenomik (se kapitel
5.2), for att gora det mojligt att identifiera de patienter som &r 1 mest behov av
behandling och dér bésta effekten av behandling kan uppnés. Genterapi maste dock
fortfarande ses som en experimentell metod och det finns &nnu inte nagot behand-
lingsomrade dér man kan se det som ett forstahandsval.

2.4 Produktionssystem for lakemedel, vacciner och
funktionell foda

Anna Holmstrom

Introduktion

Inom fyra ar efter introduktionen av rekombinant DNA-teknologi anvdndes genetiskt
modifierade bakterier for att producera minskligt insulin samt tillvixthormoner. Detta
utgjorde grunden till den s.k. heterologa proteinexpressionen (produktion av frim-
mande proteiner i olika system). Exempel pa anvindningsomraden for rekombinanta
proteiner &r olika typer av ldkemedel och vacciner. Trots att bakterier dr ltta att odla
och stora proteinmingder kan framstéllas krivs det, for att vissa proteiner ska vara
funktionella och syntetiseras pa rétt sitt, att de produceras i eukaryota celler. Det ar ett
av skélen till att virus borjat anvindas som expressionsvektorer for produktion av
rekombinanta proteiner i olika eukaryota celler t.ex. insekts- och mammalieceller.
Aven vissa svampar och jistceller utnyttjas for produktion av proteiner. For att pa ett
kostnadseffektivt satt kunna framstilla stora mingder protein har en ny industri
bildats dir rekombinanta proteiner dven produceras i vixter och djur, s.k. transgena’
organismer.

Bakterier

Fordelarna med att anvinda bakterier dr deras enkla uppbyggnad, korta generationstid
samt mojligheten till bra proteinuttryck till laga kostnader. Nackdelen &r att de rekom-
binanta proteinerna inte alltid veckar sig naturligt och darfor kan klumpa ihop sig och
bilda olosliga aggregat, s.k. inklusionskroppar. Proteiner renade fran bakteriesystem
saknar darfor ofta biologisk aktivitet. Ett annat allvarligt problem é&r att bakterier
saknar ménga enzymer som finns i eukaryota celler och vars uppgift ér att modifiera
proteiner bl.a. med sockermolekyler vilket ofta krévs for att proteinerna ska bli funk-
tionella. En alternativ men komplicerad 16sning &r att uttrycka de modifierande enzy-
merna 1 bakterier.

innehaller artfrimmande arvsmassa

24



FOI-R--0842--SE

Jast och svampar

Jastceller pAminner om mammalieceller pd manga sitt och kan odlas néstan lika
snabbt och enkelt som bakterier. Andra fordelar dr att de utfor flera av de modifie-
ringar som &r funktionellt viktiga for ménniskans proteiner samt att de ocksé kan
paverkas till att utsondra proteiner.

FilamentOsa svampar dr utmarkta producenter av frimmande proteiner. Dessa
svampar kan syntetisera och utsondra stora méngder proteiner som ofta har fler
funktionella modifieringar dn de proteiner som produceras i bakterier eller 1 jdst.
Stabilt producerande svampar kan konstrueras och flera produktionsprocesser ér
godkénda ur livsmedelssynpunkt.

Insektsceller

Det har visat sig att virus av typen baculovirus kan fordndras till att fungera som
vektorer (bdrare) och de kan anvéndas for uttryck av artfrimmande proteiner 1
insektsceller. Systemet baculovirus-insektcell har utvecklats vidare och ger ofta stora
méngder protein med korrekt veckning och modifiering. Genom att samtidigt uttrycka
olika enzymer har man effektiviserat utsondring, processning och modifiering av de
rekombinanta proteinerna. Det dr dyrare att producera proteiner i insektsceller én i
bakterier, men billigare 4n i mammalieceller eftersom expressionsnivéerna ar sa hoga.

Mammalieceller

Pé senare tid har baculovirus modifierats ytterligare sa att man kan fa tillfalligt pro-
teinuttryck 1 mammalieceller (frdmst frdn lever). Fordelarna med att anvéinda baculo-
virus for att leverera gener till mammalieceller 4r bl.a. att de &r latta att manipulera
och producera, att de har bred cellspecificitet och att flera arvsanlag kan levereras
samtidigt.

Vixter och djur

Man har funnit att enorma méngder proteiner (kilogram) kan produceras till 14g kost-
nad 1 transgena véxter och djur, som da utgdr levande bioreaktorer i s.k. ”molecular
farming”.

Det dr mer ekonomiskt att producera proteiner i1 vixter dn i bakterier/celler dér
industriella fermentatorer och bioreaktorer kravs. Dessutom finns redan teknologin for
skordning och processning av véxter och vixtprodukter i stor skala. I vissa fall kan
reningssteget elimineras om man direkt kan dta vdxten som producerat det rekombi-
nanta proteinet (dtbara vacciner har stor potential, se avsnittet Vacciner i kapitel 4.1).
Vixter kan dven styra depositionen av proteiner till specifika intracelluldra nischer dér
de dr mer stabila. Exempelvis kan fro lagras 1 kylskdpstemperatur utan att forlora i
aktivitet. Mangden rekombinant protein som produceras kan na industriskala och
hélsorisken minimeras eftersom véxter inte dr viardar for manniskans smittimnen.
Man har nyligen lyckats uttrycka rekombinanta proteiner i tropiska vixter som
cassava och banan, vilket skulle kunna underlitta distribution av orala vacciner i U-
lander.

Ett lovande koncept for storskalig produktion av rekombinanta proteiner dr utsondring
av proteiner 1 mjolken hos transgena daggdjur. Trots att proteiner kan uttryckas i
manga andra vivnader kvarstar mjolk som det basta alternativet eftersom man létt kan
ta tillvara pd stora volymer hos mjélkkor och reningsmetoderna dr enkla. Rekombi-
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nanta proteiner kan ocksa renas frén urin och transgena dgg. De senare har potential
att ge stort utbyte med en enkel produktion som ar latt att skala upp.

Prognos for framtiden

Baserat pa dagsldget bedoms heterolog proteinexpression i bakterier, svampar och jést
endast ha begriansade utvecklingsmojligheter nir det géiller ldkemedel till ménniskor.
Déremot fungerar systemen mycket bra for “enklare” typer av proteiner och kommer
darfor att utnyttjas i hog grad dven i framtiden. Proteinexpression i eukaryota celler
med virusvektorer dr en bra kandidat for proteiner med korrekt modifiering. Flertalet
av dagens produktionsproblem kan vara losta inom en 15-arsperiod. Utvecklingen av
”molecular farming” kommer att mojliggdéra produktion av stora méngder rekombi-
nanta proteiner 1 djur, men framfor allt 1 vaxter. Sirskilt lovande dr produktionen av
proteiner i vixternas kloroplaster, vilket bedoms ge stort utbyte och sakna risk for
korsning med andra grodor. Produktion av rekombinanta proteiner i djur har idag
vissa begransningar. Férutom att djur har lang utvecklingstid leder produktion av
transgena djur endast till en 14g mingd produktiva fodslar. Dérefter géller det att
identifiera hogproducerande djur for avel. Dessutom finns det risk for virusinfektioner
och for kontaminering av rekombinanta proteiner med prioner’. Aven om det
producerade proteinet har “rétt” (dvs. ménniskans) aminosyrasekvens sker forand-
ringar som &r specifika for virddjuret och det dr ovisst om detta kan paverka immun-
svaret hos ménniskor som far dessa bioprodukter.

2.5 Administreringssystem for lakemedel
Ann Goransson Nyberg

Introduktion

Ett stort antal nya typer av administreringssystem dr under utveckling och nagra ar
redan pd vig ut pd den kommersiella marknaden. Viktiga aspekter dr att s4 mycket av
lakemedlet som mojligt kommer intakt till rétt plats i kroppen och vid rétt tid. Mal-
inriktad administrering och kontrollerad frisittning dr egenskaper som karakteriserar
de s.k. on-off-produkter som nu ir under utveckling. Utvecklingen inom olika biotek-
nikomraden, som exempelvis nanoteknologin och genterapin, kommer att ha stor
betydelse for utvecklingen av tekniker for ladkemedelsadministrering.

Bakgrund

Lakemedel har fram till idag huvudsakligen utgjorts av enkla snabbverkande kemika-
lier som 16ser sig nér de tas via munnen (piller eller vitska) eller som injiceras. Mélet
for alla sofistikerade administreringssétt dr att kunna bibehalla medicinens egenskaper
intakta tills det att den nar sin specifika plats for behandling, med minsta risk for
biverkningar. Utveckling av system for likemedelsadministrering innebar att fa ett
lakemedel till rdtt plats i rétt tid och till rimligt pris. Nya system for ldkemedels-
administrering har bidragit till stora framsteg vid behandling av ett flertal sjukdomar.

3 Prioner ir beteckningen pa de forindrade versionerna av naturliga proteiner, prionproteiner, som

finns i hjarnvdvnad hos ménniskor med Creutzfeld-Jacobs sjukdom, far med scrapie och kor med
galna kosjukan. Dessa sjukdomar &r hjarnnedbrytande och orsakas av att prioner éverfor sin
felaktiga struktur och funktion till omkringliggande celler och védvnad, dér det ansamlas i
klumpformiga aggregat.
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Genom att innesluta substansen 1 material som kan kontrollera frisdttningen, antingen
fysiologiskt eller kemiskt, kan man bestimma nér den ska verka och hur ldnge. For
framtiden kan framfor allt utvecklingen inom mikro- och nanoteknologin innebéra
ytterligare framsteg inom detta omrade (se vidare kapitel 2.6).

Idag finns det fyra nyckelomraden for design av ldkemedel:

1. Substansens natur. Molekylar modifiering av substansen for att fa béttre kemisk
stabilitet och farmakokinetiska egenskaper. Detta gor det mdjligt att skraddarsy ldke-
medel och ge dem de egenskaper som kriavs vad giller absorption, distribution, meta-
bolism, utsondring, transport éver biologiska barridrer och for att na det mal som ska
behandlas.

2. Administreringsvdg. Val av administreringsvag for ett ldkemedel avgors av vad
som dr bdst for patienten (via munnen, lungorna eller huden). Detta tillsammans med
en fordjupad kunskap om biologiska barridrer (omrade 3), mdjliggor utveckling av
produkter som &r bade selektiva och malinriktade sa vil lokalt som i blodbanan.

3. Biologiska barridrer. Det r vésentligt att ha en forstaelse for hur substanser passe-
rar genom membran och hur de transporteras runt i kroppen till sina mal for att fa en
saker administrering. Dagens forskning ar inriktad pé att 4stadkomma ett forbéttrat
upptag av ldkemedel via munnen och 6kad tillgang till hjdrnan.

4. System for lidkemedelsadministrering. Systemen kan vara bade aktiva och passiva
och de kan placeras utanpa kroppen eller inuti som implantat.

Aktuell forskning och utveckling av alternativa administeringssystem

Nir en farmakologisk substans kapslas in eller kopplas till en polymer* eller liposom
forbéttras sidkerheten och effektiviteten enormt och nya behandlingar dr mojliga. Detta
har lett till aktiva studier for design av nedbrytbara material och intelligenta admi-
nistreringssystem.

Via munnen

Oral administrering av sma molekyler har hittills varit dverligsen andra administre-
ringssystem for ldkemedel. Oral administrering med tabletter ar fortfarande den bésta
metoden med generellt sett 1ga kostnader per dos, minimala biverkningar och dnskad
medicinsk effekt. Den har dock svagheter vilket kraver forbattringar. For det forsta
ger medicin som tas via munnen och frisétts med tiden en kontinuerlig behandling
istéllet for att ta bort tillfélliga symtom och foérdndringar. Dessutom fordras metoder
som pé ett sdkert sétt kan transportera ldkemedlet till den plats 1 kroppen dér det ska
verka. Substansen ska exempelvis klara av att passera magsdcken med dess laga pH,
dér den latt kan forstoras och den ska kunna transporteras forbi frisk vivnad utan att
skada denna. En satsning har varit administrering av sma mikrosférer som kan tas upp
av tunntarmens lymfkdrtlar. Trots att ménga olika material har testats som bérare till
de aktiva substanserna ir upptaget bara 3 %.

Via lungan

Lokal administrering av medicin direkt i lungan har anvénts i flera &r vid lungsjuk-
domar som astma och cystisk fibros. Lungans alveoler har en méngd forutsittningar
for administrering av molekyler till blodet, bl.a. stor upptagningsyta, tunt vdvnads-

* Polymer: Syntetiskt eller naturligt, oftast organiskt amne, som bestér av kedjeformiga molekyler

27



FOI-R--0842--SE

skikt till blodet och ett begrinsat antal nedbrytande enzymer. De flesta administre-
ringssystem dr via inhalatorer, men flera av dessa levererar inte substansen pa ett
effektivt sitt. Mindre dn 10 % av dmnet ndr 1 regel lungan och upprepade doser krivs
varannan timma.

Nya inhalatorer med forbattrad effektivitet &r under utveckling och forsok gors for att
fint torrt pulver ska kunna administreras som aerosoler till lungorna. Ett aerosolmoln
skapas genom att sammanpressa luft in i pulvret som finns i inhalatorn. Pulvret bryts
dé ner till mycket sma partiklar (1-5 pm), vilka &r kapabla till att nd djupt ner i
lungan. Dessa nya inhalationer levererar cirka 20-50 % av substansen ned 1 lungan.

I andra forsok med aerosolpartiklar anvinds stora pordsa partiklar med extremt lag
densitet. Genom att sdnka partiklarnas tithet férdndras dynamiken hos aerosolen,
vilket gor det mojligt for mycket storre partiklar att nd lungan via luftstrommen samt
leder till minskad sammanklumpning. Inhalationseffektiviteten blir hdgre och risken
for att immunsystemet ska aktiveras och forstora ladkemedlet minskar. Dessutom kan
frisdttningen av ldkemedlet ske under en langre tid, t.ex. kvarstar effekten av insulin i
fyra dagar frin en enda inandad dos vid djurforsok.

Via huden

Administrering av ldkemedel genom hud, t.ex. via pldster, kommer att 6ka p.g.a. lag
kostnad, stort patientunderlag och att det dr enkelt och praktiskt. Huden agerar effek-
tivt som en ogenomtranglig barriér for de flesta substanser. Trots detta kan smé lipo-
fila substanser tringa genom huden med en mycket 1ag hastighet. Hudpléster har
framstillts for flera olika mediciner och de ricker 1-7 dagar. Med hjilp av elektrisk
stimulering, t.ex. jonofores, har administrering via huden gjorts tillganglig {for fler
substanser (0kad transport av sma molekyler som t. ex. medicin mot smérta och dven
storre peptider). Det har ocksa visat sig att ultraljud vid laga frekvenser kan 6ka flodet
av stora molekyler, t.ex. insulin, genom huden. Mekanismen for detta ser ut att vara
en tillfallig fordndring 1 hudens yttersta fettlager som normalt &r det storsta hindret.

Nélfria injektioner dr nu mojliga med ny teknik, s.k. gene gun (se kapitel 2.3). Medi-
cin kan injiceras utan nal i en muskel, under eller i huden, genom att forcera vitska
eller pulver med hog hastighet via en hérfin 6ppning. Teknologin kan anvandas for att
leverera traditionella sma molekyler, peptider, proteiner, vaccin eller DNA.

Via slemhinnan

Administreringssystem via slemhinnor kommer att vara intressanta vid medicinska
behandlingar som kriver snabb insats, t.ex. vid migran, muskelinflammation och
munsmarta. Exempelvis skulle ett plaster applicerat till munslemhinnan kunna ersétta
injicering av bedovningsmedel hos tandlékaren. Denna typ av ldkemedelsadministre-
ring befinner sig pa ett forskningsstadium.

Morgondagens mojligheter

Det finns ett stort antal helt nya administreringssystem for framtiden. Flera av dessa
har fétt sina genombrott och dr nu pa vag ut pa den kommersiella marknaden. Ling-
tidsbehandlingar kommer i framtiden mer att baseras pé forutsattningarna att de flesta
kroppsfunktioner fungerar med pa- och avslag (on-and-off) och reagerar olika for
olika stressituationer i kroppen. For t.ex. kroniska tillstand som artrit® eller hjért- och

°  Samlingsnamn for olika inflammatoriska ledsjukdomar
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kidrlsjukdomar, 6kar tron pa att medicinen far en béttre effekt om patienten far medi-
cinen vid ritt tid, med hogre effektivitet och med férre biverkningar. Flera ”on-and-
off” produkter ligger langt framme i utvecklingen och kan forvintas att finnas till-
gingliga inom tre till fem ar. Exempel pa sadana produkter ar implantat, pulserande
eller intermittent tillforsel och malinriktad administrering (se faktaruta 4). Malinriktad
administrering av ldkemedel till det skadade omrédet &r ett prioriterat omrade. For att
formedla tillrdcklig méngd av en substans till omradet krivs anpassade bérare. Nano-
och mikropartiklar som bérare har en stor potential vid administrering av terapeutiska
molekyler. Forskningen innefattar nyupptickta system som okar effektiviteten av
lakemedelsadministreringen, forbéttrar frisdttning av den aktiva substansen och dkar
formagan att nd méilorganet. Nanoteknologin paverkar ocksa utvecklingen av biosen-
sorer, vilket leder till mojligheten att integrera biosensorer i olika system for kontroll
och reglering av likemedelsadministrering (se faktaruta 5 och vidare om biosensorer i
kapitel 3.1).

On-off-produkter

Implantat, som ger medicin for en lidngre tid. Vissa sddana produkter finns redan pa marknaden. De
nér ett stort omrade i sin narhet men forhindrar att andra delar av kroppen utsétts for medicinering.
Naésta generation implantat kommer sannolikt att inrikta sig pd nedtryckning av immunforsvaret for att
underlédtta for transplantationer och behandling av cancer.

Pulserande eller intermittent tillforsel av medicin kréaver ett litet chip som kénner av férandringar i
kroppens tillstdind och dérefter avger en tillricklig dos. Diabetespatienter kan bli dom forsta som far
forménen att anvinda ett sddant system, troligen inom tio ar. Pa liknande sitt kommer administrerings-
produkter som kombinerar den feedback som finns i pacemakers med sma mekaniska pumpar, att
utvecklas for artriter och hjért- och kérlsjukdomar.

Malinriktad administrering anvinder antikroppar eller annan teknik for att fokusera sig pa ett visst
organ, viavnad eller tumor och darefter frisétta en vdlanpassad tidsinstdlld medicinering. Pé detta sitt
minskas exponering av likemedlet pa andra icke angripna regioner och okar effektiviteten. Cancer och
artriter dr sannolikt de forsta omraden som kommer att nés av denna typ av behandling.

Faktaruta 4

On-off-produkter for kontrollerad ldkemedelsfriséttning ligger i forskningsfronten.
Dessa system att tillfora aktiva substanser har flera fordelar jamfort med konven-
tionell administrering med avseende pa 0kad effektivitet, minskad toxicitet samt att de
ndr en storre patientgrupp p.g.a. sin latthanterlighet. Makromolekyler anvénds ofta
som bdrare till substanserna. Pa detta sitt 4r behandlingar som tidigare varit omojliga
att utfora nu mojliga. Av alla olika former av dosering som rapporterats visar sig
nanopartiklar och mikropartiklar vara mycket viktiga. De har fraimst anvéints som
barare till ldkemedel mot inflammation och cancer. Detta beror pa att de ansamlas 1
vivnader med hog genomblddning som t.ex. inflammerad vivnad och tumorer.
Faktaruta 5 ger exempel pa system for kontrollerad ladkemedelsfriséttning.

Forutom nanoteknologi finns fyra andra huvudomraden inom forskningen som sanno-
likt kommer att forstirka nytdnkandet inom administrering under de ndrmaste decen-
nierna. En &r forskningen inom farmakogenomik (se vidare kapitel 5.2). Det dr mojligt
att forestélla sig den dagen nir system for ldkemedelsadministrering styrs helt av
informationen hos en individs arvsmassa och kan skriddarsys for alla sjukdomar.
Genterapi (se kapitel 2.3) dr ett annat omrade dér verkliga produkter troligen finns
inom ca tio ar. De forsta lyckade kommersiella produkterna ar forutspadda att vara
implanterbara celloar for diabetespatienter. Ett tredje forskningsomrade roér kroppens
dygnsrytm; i framtiden kommer forstaelse for somnbehov, matvanor och stress-
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monster att bli mer sofistikerad, vilket leder till anpassning och férdndring av l1dke-
medels-

Likemedelsadministrering vid behandling av diabetes

En sjukdom som ér aktuell for behandling med kontrollerad lakemedelsfriséttning &r diabetes. Ett
optimalt administreringssystem for denna sjukdom skulle vara att insulin frisattes genom att socker-
nivaer i blodet registreras. Man har forskat inom detta omréde de senaste tio aren och det finns nagra fa
system som visar framgéng.

De flesta system som har studerats baserar sin friséttning pa att glukos i blodet reagerar med enzymet
glukosoxidas, som kan fastas pa polymerer som innehaller insulin. Reaktionen leder till att pH sénks 1
polymerens omgivning, polymeren sviller da och dédrmed kan insulin ldcka ut.

Arbete med bionedbrytbara polymerer har ocksé gett upphov till pH-kénsliga material som bryts ned
snabbare i en sur miljo. Dessa polymerer utgor kidrnan i ett levereringssystem dér insulin finns. Allt
omges av ett membran som bestar av glukosoxidas som reagerar med glukos, sénker pH och ddrmed
Okar nedbrytningen utav polymeren sa att insulin kan friséttas.

Ett ytterligare system som kan frisétta insulin som svar pé glukos ar polymerer som krymper istillet for
att svélla vid laga pH. Detta ar en typ av gel som svéller vid hoga pH och darmed stdnger grindarna for
insulin. Vid ldga pH krymper gelen och dédrmed 6ppnas grindarna. Frisdttningen av insulin kan
kontrolleras genom att bestimma grindarnas storlek, koncentrationen av insulin och med vilken hastig-
het grindarna 6ppnar och sténger sig.

Ett mikrochip for kontrollerad frisattning?

Mikrochips som innehéller reservoarer for
substanser i nanostorlek kommer att kunna
leverera medicin under langa perioder pa ett
kontrollerat sitt. Slutmalet ar att placera en
mikroprocessor, kraftkélla och biosensor i ett och
samma chip. Ett implanterbart system som kan
administrera medicin och svara pé specifika
molekyler som har en reglerande formaga kan en
dag bli verklighet.

Bilden visar framsidan av ett mikrochip for
kontrollerad frisittning. Rader av 100 guld-
reservoarers lock och deras nérliggande elektroder
(som skala ses spetsen av en penna i bakgrunden).
Foto av Carita Stubbe med vederborligt tillstand
av MicroCHIPS, Inc.

Faktaruta 5

administrering. De forsta mdjligheterna f6r administrering via dygnsrytmen ror sémn
och arstidsrelaterade sjukdomar, men konceptet bor ocksa kunna appliceras pa
produkter for hjart-kérlsystemet och centrala nervsystemet under de ndrmaste tio aren.
Det fjarde forskningsomradet handlar om att férhindra resistans mot antibiotika.
Dagens snabba resistensutveckling tros delvis bero pé att antibiotika administreras
oralt och dédrmed paverkar hela vir normala tarmflora. Ett framsteg vore att admi-
nistrera antibiotika till det specifika mélorganet, vid t.ex. en hofttransplantation ges
antibiotika direkt till hoften 1 stillet for via blodet. Det skulle kunna uppnés genom att
t.ex. placera ett administreringssystem som frisitter antibiotika direkt in i protesen
eller genom att kapsla in antibiotika i det lim som anvinds vid transplantationen. |
framtiden forutspas att vi kommer att ha ”ldkemedelskort” liknande vara kreditkort,
som kan ldggas pa armen nér vi behover t.ex. insulin eller antibiotika. Mikroskopiska
mixers och pumpar som passar pé pldster och som kan leverera medicin via en smal
nal har utvecklats. Dessa ”ldkemedelskort” kommer att vara till stor hjilp inom akut-
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medicin, helt enkelt som ett okomplicerat sétt att administrera medicinen kontinuerligt
och 1 smé doser.

2.6 Nanoteknologi

Torbjorn Tjarnhage

Introduktion

Nanoteknologi ér ett forskningsomrade under stark expansion, vilket i sin tur paverkar
utvecklingen inom en rad olika omraden som bioteknik, materialutveckling och infor-
mationsteknologi. Inom omrédet bioteknik paverkar nanoteknologin utvecklingen
inom bl.a. bioanalys, likemedelsdistribution, material for nedbrytning av skadliga
dmnen, samt lab-on-a-chip-teknologin. Utvecklingen gér mot att miniatyrisera olika
utrustningar for analys och distribution. I kapitel 7 behandlas vidare molekylira
elektronik, bioelektronik och biodatorer, vilket innebér utnyttjande av biologiska
molekyler for att kunna dstadkomma ytterligare miniatyrisering.

Bakgrund

Nanoteknologi/-teknik innebér forskning och teknologiutveckling pd atomir, mole-
kyldr och makromolekylér niva. Pa senare ar har det blivit allt mer mojligt att
utforma, manipulera och méta material och strukturer med minst en dimension 1
storleksordningen 1-100 nanometer. Aven nigot storre strukturer framstillda med
mikrolitografi i kisel (chip-teknologi) brukar ibland falla in i definitionen. I nano-
meterskalan ndrmar sig kemiska, fysiska och biologiska fragestillningar varandra och
material och strukturer far nya egenskaper (kvantfenomen). Nanoteknik ar for nér-
varande ett hett omrade inom forskningsvérlden och den vintas utvecklas mycket
inom den nirmaste framtiden. I USA har man startat National Nano Initiative (NNI)
som har en budget pa ca 500 miljoner USD per ar under ca fem ar. Forskningsrad
inom EU satsar ocks stora pengar inom omradet (EU'’s sjitte ramprogram). Aven i
Sverige forekommer initiativ pd satsningar inom omradet, bl.a. frdin Vinnova och
Forsvarsmakten. Inom universitetsvéirlden har olika konsortier och nétverk bildats for
att samordna verksamheten avseende nanoteknologi.

Nanoteknologiska omraden

Material och system i nanometerstorlek har studerats sedan linge, men tidigare
talades inte om nanoteknik utan istillet anvindes begreppen ultra small” particles,
dimensions etc. Det finns i dagsldget enbart ett fatal kommersiella produkter som
baseras pa nanoteknologi och de flesta systemen existerar én sa ldnge bara pé labora-
torier. Det har dock skett en storskalig satsning de senaste aren och inom omradena
material och tillverkning, nanoelektronik och datorteknologi samt medicin och hélsa
forvintas nanotekniken leda till avsevdrda framsteg.

I klassisk materialtillverkning utgér man frén ett “bulkmaterial” och formar det till
onskad form. Med nanoteknik kan man utga fran sméa byggstenar med dimensionen 1-
100 nm som antingen sjdlv far ordna sig till storre strukturer eller sa flyttas helt enkelt
byggstenarna samman med ndgon form av manipulator till den dnskade strukturen.
Detta tillverkningssitt innebér en s.k. “bottom up”- tillverkning av materialet, men det
finns dock metoder for att tillverka nanomaterial fran storre strukturer genom meka-
nisk paverkan (top-down). Nanomaterial har helt andra egenskaper 4n motsvarande
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makromaterial. Bland annat kan nanomaterial ha betydligt hogre hallfasthet och
seghet, vilket leder till applikationer som konstruktionsmaterial for olika extrema
forhallanden. Exempel pé ett saidant material dr kol-nanorér som har manga unika
egenskaper. Material i nanostorlek far ocksa fordndrade kemiska egenskaper p.g.a. ett
okat forhédllande mellan yta och volym, det kan t.ex. bli mer reaktivt.

I dagsldget tillverkas de mest avancerade mikroprocessorerna till datorer med halv-
ledarmonster som dr 130 nm. Det stindigt 6kande behovet av datorkraft driver pa
utvecklingen mot allt mindre strukturer. Detta krdvs for att mdngden komponenter i
processorn ska kunna 6ka. Datorkretsar i nanometerskala forvéntas leda till snabbare
och effektivare system dér berdkningskapaciteten kan méngfaldigas ca 1 miljon
ganger. Energiforbrukning och tillverkningskostnad kan ocksd minimeras. Man tror
att grinsen for traditionell tillverkning snart dr nddd och chip med organiska eller
biologiskt liknande molekyler kan komma att bygga upp strukturer i data och minnes-
chip. Detta behandlas mer utforligt i kapitel 7.

Byggstenar som aminosyror, nukleinsyror, lipider och kolhydrater dr biologiska kom-
ponenter vars egenskaper beror pa deras storlek och forméga att skapa storre kom-
plexa strukturer (proteiner, DNA, membraner mm). Att kontrollerat manipulera och
avldsa dessa material 4r, om ndgot, nanoteknologi. Exempel pa applikationer ar bl.a.
snabb och billig analys av en persons genetiska profil vilket kan leda till battre diag-
nostik och behandling av sjukdomar. Nanoteknik kan leda till nya typer av mediciner
och forbattra séttet att distribuera dessa till avsedd plats. For den grundlédggande
forskningen om celler kan nya nanometoder gora det mdjligt att analysera egenskaper
och funktioner direkt i cellen. Vidare kan man fa béttre biokompabilitet pa implantat
genom att kontrollera strukturen och sammanséttningen pé en yta. Nanomaterialen
kan ocksé anvindas for att tillverka konstgjorda organ och sinnen, t.ex. konstgjord
nithinna av s.k. “kvantprickar” (quantum dots). Sensor- och biosensorsystem kan
anvéndas for att Overvaka biologiska parametrar hos patienter och pa ett tidigt stadium
varna for avvikelser (se vidare i kapitel 3.1). Okad berdiknings- och telekommunika-
tionskraft forbéttrar mojligheterna for telemedicin och fjarrovervakning.

Nanoteknologin innebér inte bara att man kan tillverka nya material och strukturer i
nanometerskala. Avancerade instrument for att studera t.ex. enskilda molekyler och
nanometerstora strukturer kravs ocksa. Ett exempel ar s.k. skannande probmikroskop,
bl.a. atomkraftsmikroskop. I dagsldgen anvénds atomkraftsmikroskop for att flytta
enskilda atomer pé en yta eller for att karaktirisera enskilda proteiner och DNA-
strangar.

Bioteknologiska applikationer med nanomaterial

Bioanalys

Halvledarnanokristaller (bioconjugate quantum dots) kan fungera som biologiska
fluorescensmarkorer istéllet for molekyldra fluorescensprober. Férdelen med nano-
kristallerna dr att de kan exciteras vid ett stérre spann av vaglangder, vilket gor att
man kan anvdnda samma laser till manga olika prober. Guldnanopartiklar kan anvan-
das for detektion av arvsmassa pa sa vis att man utnyttjar det fargskift som uppkom-
mer ndr guldnanopartiklarna aggregerar under sjdlva detektionsreaktionen. Procedu-
ren ger en detektionsgréds som dr ca 50 ggr ldgre @n traditionell fluorescensmetod.
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Liakemedelsdistribution

Man har dven demonstrerat hur guldtdckta nanopartiklar kan anvédndas for att frigora
lakemedel ur en hydrogel av polymerer. De guldtickta partiklarna absorberar ljus vid
en sddan vaglingd som litt passerar biologisk vivnad vid belysning. Det absorberade
ljuset omvandlas till virme som gor att polymeren @ndrar struktur och frigér infangat
lakemedel. P4 detta sétt frigors ldkemedlet endast inom det omrade som ér belyst. Ett
annat sétt att distribuera ldkemedel lokalt ar att anvdnda magnetiska nanopartiklar
med den aktiva substansen fastsatt pd ytan. Med hjilp av en extern magnet kan léke-
medlet ’placeras” direkt dar det behovs.

Nanomaterial for nedbrytning av skadliga imnen

Nanoemulsioner bestdende av vatten, sojaolja och detergenter kan anvindas for att
neutralisera ett flertal mikroorganismer. Nanoemulsionen fungerar i detta fall genom
att destabilisera mikroorganismens lipidlager.

Nanopartiklar av metalloxider har visat sig ha katalytiska egenskaper som kan anvan-
das for katalytisk nedbrytning av giftiga kemikalier.

Lab-on-a-chip
P4 liknande sétt som man idag tillverkar mikrochip pé en kiselplatta kan man tillverka
mikroflodessystem med kanaler, separationssteg, reagensbehallare m.m. (se figur 1).

Detta ger mdjlighet till att tillverka ett analyschip som innehéller i princip ett helt
laboratorium. I dagsldget finns manga olika funktioner och komponenter tillverkade
med mikrochipteknologi. Exempel dr kromatografiska separationssteg, PCR (se
kapitel 2.3) 1 mikroskala, samt olika detektionselement. Det kan t.ex. vara elektriska
DNA-sensorer (se figur 2 och 3) eller andra mikroelektromekaniska sensorelement
(MEMS). Fordelarna ar att man kan tillverka ett billigt analyschip med alla
nodvindiga komponenter som ger mojligheter till att analysera ménga prover
parallellt. Aven nddviindiga elektroniska komponenter kan naturligtvis finnas pa
samma chip.

Det finns ocksa andra principer dir man
tillverkar mikroflodeskanalerna i plast pa
liknande sétt som CD-skivor pressas.
Fordelarna med en sddan teknik &r att
analyschipen gér att gora dnnu billigare och
enklare. De mikrolitografiska tekniker som
anvinds for kiselchipen dr ndgot mer
komplicerade, men kan i gengéld ge mer
avancerade chip.

Figur 1. Bild pa ett mikroflodessystem med
reservoarer och kanaler etsade i en
kiselplatta. Linjens ldngd &r 1 mm. Bilden
kommer fran Central Research Laboratories,
CRL i England, med vederborligt tillstand,
www.crl.co.uk
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redox
recycling

Figur 2. Principen for hur eBiochip Systems DNA-sensor fungerar: DNA-prober binds in till en
mikrolitografiskt tillverkad elektrodstruktur. Pa de stillen som det sokta DNA-fragmenten binds kopp-
las ett enzym in som genererar en produkt som &r elektroaktiv och kan detekteras med elektroden.
www.ebiochipsystems.com

Figur 3. I ett samarbete mellan Infinion,
Siemens, Fraunhoferinstitutet for kisel-
teknologi (eBiochip Systems), Eppendorf
och November AG, planeras ett vidare-
utvecklat DNA-chip som kommer att
fungera som ett ELISA-system med 128
sensorbrunnar. Systemet kommer att ha
nddvindig elektronik (elektroder, for-
starkare och potentiostater mm) under varje
brunn for avldsning av reaktionssvaret.

Bedomningar

Nanoutvecklingen tros komma péaverka hela den vetenskapliga utvecklingen och den
tvirvetenskapliga naturen inom nanoteknologin (biologi/kemi/fysik/) kommer att leda
till ett 6kat samarbete mellan de olika disciplinerna. Det leder ocksa till att nya appli-
kationer kan komma att utvecklas i1 dess grinser. Vi kan t.ex. se hur elektronik och
biologi kopplas samman och material med biologiskt kompatibla ytor kan framstéllas.
Nanoteknologiska landvinningar kan leda till applikationer inom biotekniken pa ett
flertal sétt. Generellt sett forvéntas nanoteknik leda till en béttre kunskap om biolo-
giska byggstenar och deras egenskaper. Aven utvecklingen av allt snabbare datorer
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kan innebéra bittre datorsimuleringar och modelleringar av biologiska system, nagot
som bidrar till bl.a. ladkemedelsutvecklingen.

Utveckling pa 5 ars sikt

Inom den nérmaste framtiden kan man forvinta sig att det finns mer utvecklade bio-
chip for ett flertal olika applikationer. Det kan t.ex. vara olika DNA-chip for
screening, immunoassaychip och proteinchip som kan utfora tusentals analyser
parallellt (figur 3). Biochip for detektion av biologiska stridsmedel med PCR och
sensorelement pa ett chip befinner sig idag pd prototypstadiet och kommer troligen
ocksa att finnas ute pd marknaden inom ca tva ar. Produkter som innehaller
nanoemulsioner och katalytiska nanopartiklar for destruktion av skadliga &mnen
kommer ocksa inom en snar framtid att finnas pa marknaden.

Utveckling pa 10 ars sikt

Pa lite langre sikt forvintas utvecklingen leda till:

e att nanomaterialbaserade sensorer kan anvindas for att minska feldosering av
lakemedel (genom att méta effekter och sidoeffekter av lakemedlet, samt viss
kartldggning av den enskilde individens speciella gener),

e nya verktyg for karakterisering av kemiska och mekaniska egenskaper hos
celler, Overvakning av egenskaper hos enskilda molekyler,

e mikroskopiska sensorsystem for tidig upptéckt av sjukdomar,
e biokompatibla implantat,
e (Okad forstéelse inom olika modeller for proteinstrukturering,

e behandling av hjértsjukdomar och diabetes med bioelektriska system
(BioMEMS) i nanoskal,

e Dbirare av DNA-vacciner.

Utveckling pa 15 ars sikt
e nanorobotar som kan injiceras i kroppen for att laga skadade celler eller DNA,

e nya verktyg for ladkemedelsframtagning,

e Dbiologiskt inspirerade sjdlvorganiserade nanosystem (t.ex. DNA som bygg-
stenar till elektroniska kretsar, minnen osv.),

e farmakologiska modeller och vacciner som &r baserade pa den enskilde indivi-
dens arvsmassa,

e syntetiska molekyldra motorer.
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3 System for att pavisa, identifiera och mata
substanser och organismer

Ett av de omraden som beddmts vara av stor betydelse for totalférsvaret dr system for
att pavisa forekomst av mikroorganismer och olika substanser som kan paverka
maénniskans hdlsa. Det finns idag en miangd kommersiella produkter som erbjuder
denna mojlighet. Utvecklingen har dven stridvat mot instrument som i nésta steg kan
identifiera den aktuella mikroorganismen for att kunna hantera prover fran luft, vatten
eller livsmedel samt prover fran patienter. Kapitlet beskriver utvecklingen av analy-
tiska metoder som biosensorer for detektion av bl.a. DNA och proteinchip for identi-
fiering. En pdgaende utveckling inom bada dessa omréaden &r framtagning av stabilare
substanser fOr att géra analysinstrumenten héllbarare.

Biosensorer dr instrument dér biologiskt material, t.ex. enzymer och antikroppar,
anvénds for detektion av olika &mnen. Den teknologiska forskningens framsteg har
medfort att potentialen for biosensorers anvandbarhet inom helt skilda omraden sdsom
medicin, livsmedelsindustri och miljdomradet har 6kat. Utvecklingen av mikropro-
cessorer, mikroelektroder och lab-on-a-chip teknologi gor det mojligt att miniatyrisera
sensorerna. Detta ger ocksa mojlighet att integrera biosensorer i olika typer av system
som t.ex. komponenter for kontroll och reglering av ldkemedelsdoseringar. I fram-
tiden kan exempelvis miniatyriserade instrument méta forandringar av &mnen i en
individs blod och ge varning vid kritiska nivéer. Sddana biochip kan agera i realtid
genom att de placerats i kroppen samt kopplats till distribution av ldkemedel. Biochip
som bars pa hand- eller fotled kan varna for forekomst av miljofarliga &mnen eller
kanske kemiska stridsmedel. P4 langre sikt kan miniatyriserade biochip opereras in
under huden och dér fungera som larmklocka for exponering av skadliga &mnen eller
smittimnen.

De genetiskt baserade identifieringsprinciperna, som dr mer specifika och kénsliga én
de immunologiska, utvecklas explosionsartat. Dessa metoder forutsitter kunskap om
smittdimnens arvsmassa som idag snabbt genereras frdn otaliga genomsekvenserings-
projekt. Aven utveckling av proteinchip sker mycket snabbt. Dessa tekniker bygger pé
att molekyler med bindande egenskaper fésts pd en affinitetsyta. Generellt sett gar
utvecklingen av snabbmetoder mot automatiserade, integrerade, miniatyriserade
system, dvs. alla steg fran provforbehandling till analys sker on-line, och hundratals
prover kan analyseras samtidigt. Detta ger forutséttningar for att utveckla enkel bérbar
utrustning for faltméssig identifiering av smittimnen. Chip som kan massproduceras
blir i framtiden billiga och energisnala hjalpmedel for att snabbt identifiera exempel-
vis biologiska stridsmedel.

3.1 Biosensorer
Inga Gustafson

Bakgrund

Biosensorer dr analytiska instrument dér molekyler av biologiskt ursprung som
enzymer, antikroppar och receptorer anvénds for detektion av t.ex. kemiska &mnen,
bakterier och toxiner. Dessa igenkédnnande biologiska molekyler kan med hog kéns-
lighet och specificitet reagera med det amne som ska detekteras. Biomolekylerna ar
integrerade (immobiliserade) med en signalomvandlare som omvandlar den bio-
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kemiska reaktionen till en elektronisk signal. Det finns flera olika typer av signalom-
vandlare. Valet av ldmplig signalomvandlare beror pa vilken typ av fysikaliska eller
kemiska parametrar som dr aktuella. Nagra exempel pa métbara parametrar som reak-
tionerna kan generera och vilken signalomvandlare som kan anvindas finns angivna i
figur 4.

) Virme — Termistorer
O .Q Brytningsindexfordndringar — Optisk detektion
Q . Elektrokemisk aktiv substans - Elektroder - - Svar

Q Massfordndringar — Piezoelektrisk kristall

1 1 ] L]

Prov  Biologiskt material Signalomvandlare Signalbearbetning

Figur 4. Principen for en biosensor och de komponenter som ingar. Den kemiska signalen som genere-
ras vid interaktionen mellan prov och biologiskt lager omvandlas till en elektrisk signal i signalom-
vandlaren, forstiarks och bearbetas vidare till ett kvantitativt/kvalitativt svar.

Den biologiska igenkédnnande komponenten kan grovt indelas i katalytiskt

aktiva® eller enbart bindande (affinitetsbaserad). I katalytiskt aktiva sensorer anvinds
t.ex. immobiliserade enzymer eller bakterier med katalytisk formaga. Dessa kdnner
igen och reagerar med det amne som ska detekteras varvid det genereras nagon typ av
mditbar produkt. I affinitetsbaserade sensorer binder det &mne som ska detekteras
specifikt till den igenkdnnande molekylen vilket sedan registreras av signalomvand-
laren. Exempel pa biologiskt material som kan anvidndas &r DNA, RNA, antikroppar,
bakterier, celler, hela vivnader och kolhydrater. Det biologiska materialet kan bindas
till signalomvandlaren pa flera olika sétt. Biosensorns kdnslighet beror till storsta
delen pa hur specifik den igenkénnande molekylen &r och att den &r jadmnt distribuerad
med rétt orientering till sensorytan.

Forskningen inom biosensorteknologin har pagatt lange, den forsta biosensorn utveck-
lades av L C Clark under 1950-talet. Utvecklingen stod linge ganska stilla och det ér
inte forrdn under de senaste tva decennierna som den har tagit fart igen. Clark lanse-
rade en elektrokemisk biosensor som var enzymbaserad for métning av glukos. Det ér
just denna typ av biosensorer som har varit mest kommersiellt framgangsrik med
applikationer framfor allt inom sjukvarden. Det omrade som nu véxer snabbast inom
biosensorteknologin dr affinitetsbaserade biosensorer. Dessa har stor potential att
anvéndas for detektion och kvantitativa métningar inom diagnostik, livsmedels-
industrier, forsvar, polisvdsende och i miljon.

Utvecklingen av biosensorer under den senaste 10-arsperioden har visat att det finns
en stor potential for att anvdnda dessa som analytiska instrument. Flera har blivit
kommersiellt tillgdngliga och funnit applikationer inom olika omraden, t.ex. kliniska
maitningar och detektion av &mnen i var omgivning. Utvecklingen av optiska biosen-
sorer har dven gynnat forskning rérande molekyldra interaktioner. Det finns flera
optiska biosensorer ute pa marknaden som t.ex. Biacore (Biacore, Uppsala, Sverigie),
[Asys (Affinity Sensors, Cambridge, England) och Nippon (Japan). Med dessa senso-
rer dr det mojligt att f6lja hur biomolekyler binder in till varandra i realtid utan att
anvdnda mérkta molekyler. De hir instrumenten &r relativt dyra och dr ldmpade att

% Underlittar/paskyndar reaktioner
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anvindas p4 laboratorier under kontrollerade forhallanden. Onskvirt ér att designa
biosensorer som kan anvéndas i félt under realistiska forhallanden.

Varje omrdde dir biosensorer anvinds - sjukvédrden, livsmedelsindustrin och milj6-
omradet - har sina specifika krav pa vilket amne som ska detekteras, pa deras koncen-
tration och pé var provet ska tas, t.ex. jord, luft, vatten eller blod. Det har darfor
utvecklats ett antal olika biosensorsystem for olika applikationer. Utvecklingen av
biosensorer for biologiska och kemiska stridsmedel maste uppfylla speciella krav
vilket motiverar forsvarsspecifik forskning. Detta beror pé att ménga av de &mnen
som ska detekteras dr av ringa intresse for den civila marknaden och att faltmiljon
stiller speciella krav pd bl.a. stabilitet, robusthet och lattanvandbarhet. Nedan listas
fler krav som bor vara uppfyllda for att biosensorer ska fungera kontinuerligt under
faltméssiga forhéllanden:

e kontinuerlig drift,

e detektion av flera &mnen samtidigt,

e mdjlighet att méta pd orenade prover,

e automatisk justering av métinstéllningar,
e liten forbrukning av strém och reagens,
e god precision,

e sanerbara ytor,

o litt att forflytta.

Applikationer inom sjukvirden och liikemedelsindustrin

Biosensorer anvinds idag rutinmissigt inom sjukvarden for diagnostik och kontroll av
olika sjukdomar. Det dr nu mdjligt att i blodprover méta flera olika &mnen som t.ex.
glukos, blodgaser, hemoglobin, elektrolyter och urea. En vanlig métprincip i dessa
biosensorer dr att anvinda enzymer som &r specifika for ett visst Amne, t.ex. glukos-
oxidas som dr specifikt for glukos och kombinera det med en elektrokemisk signalom-
vandlare. Biosensorer med kliniska applikationer kan generellt indelas 1 tva grupper,
de som dr avsedda for engdngsbruk och de som miter kontinuerligt. Det ar de forst-
ndmnda som ront storst kommersiell framging. Fordelarna med dessa sensorer &r att
sensorytan inte behover regenereras eller kalibreras efter varje prov eftersom ett nytt
chip anvénds varje gang. En nackdel dr dock att kostnaden blir hog.

Biosensorer som méter kontinuerligt skulle kunna forbattra diagnostiken och ge en
sakrare dosering av mediciner. Exempelvis kan det med inopererade biosensorer vara
mojligt att kontinuerligt méita koncentrationen av olika &mnen i kroppen och snabbt
larma for avvikande virden. For t.ex. diabetiker skulle detta innebéra en jamnare niva
av glukos i kroppen eftersom behovet av insulininjektioner snabbare uppticks. Bio-
sensorer skulle d&ven kunna inga i inopererade system for dosering av t.ex. likemedel
och ndringsdmnen. Tyvérr har utvecklingen av implantat forsvérats av faktorer som
biokompatibilitet, dess paverkan pad immunsystemet, stabilitet, sterilitet, verkningstid
och kalibrering.

Ett alternativ till inplanterade sensorer dr de kontinuerliga biosensorer som placeras
utanpa kroppen. Genom att ansluta sensorerna till vener eller artérer kan blodanalyser
goras direkt i sensorn. Det atgar ungefir 100 ul” blod per test och blodet kan g3 till-

71 pl &r en miljondels liter
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baka till kroppen eller kasseras. En fordel dr att dessa biosensorer gér att kalibrera
externt och problem som biokompabilitet kan undvikas. Idag finns pd marknaden en
glukossensor for diabetiker som kan registrera blodsockerviardena genom intakt hud,
se figur 5. Den placeras runt handleden och glukosanalyser kan utféras var 20 minut
under upp till 12 timmar. Blodsockermitningarna sker pa sa sétt regelbundet och
véirdena kan dven lagras och jamforas under en ldngre tid.

£ = gucote molecules
= = e EAthee RO
J+ = DORITive kon
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Figur 5. The Gluco Watch® Biographer, en extremt lag strom appliceras pa huden vilket resulterar i en
jonrorelse varvid glukos penetrerar huden och ansamlas i en gel i biosensorn. Dérefter bryts glukos ner
med hjélp av enzymet glukosoxidas vilket genererar en svag strom som registreras med en elektro-
kemisk metod. Den elektriska signalen fran reaktionen &r proportionell mot miangden glukos.

Andra omraden dir biosensorer dr ldmpliga att anvdnda och dér intensiv forskning
pagér dr vid immunologiska analyser, genetisk screening och likemedelsscreening.
Det biologiska igenkédnnande lagret utgors 1 dessa biosensorer av exempelvis
antikroppar, RNA eller DNA.

Applikationer inom livsmedelsindustrin

Behovet av snabba och specifika analyser inom livsmedelsindustrin, vid fermenta-
tioner och liknande processer ir stort. Bland annat ar bakteriell kontaminering, pesti-
cider®, antibiotika, toxiner och halter av niringsdmnen nigra viktiga parametrar att
undersoka.

Trots den intensiva forskningen inom detta omride finns det fa instrument ute pa
marknaden. Detta beror bl.a. pa att de biologiska komponenternas livsldngd dr kort, de
forlorar latt sin aktivitet om de utsétts for icke biologiska temperaturer och pH-varden.
I de biosensorer som dr kommersiellt tillgingliga och kan anvidndas inom detta
omrade dr det framfor allt igenkd@nningsmolekyler som enzymer, antikroppar och
bakterier som anvénts for detektion av t.ex. bakterier, kolhydrater, proteiner och
aminosyror.

¥ pesticid = skadedjur-, svamp- och vixtbekdmpningsmedel
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Applikationer inom miljoomradet

Det finns ett stort behov av instrument som snabbt kan larma f6r ohdlsosamma dmnen
1 var omgivning. Biosensorer har en stor potential att detektera sadana fororeningar pa
ett snabbt och specifikt sitt. De biosensorer som utvecklats inom detta omrade har
baserats pa flera olika typer av biologiskt material som enzymer, antikroppar, celler,
bakterier och organeller i kombination med olika varianter av signalomvandlare. Det
har varit betydligt enklare att utveckla biosensorer for analys av vattenprover én jord-
och luftprover, darfor att de flesta matprinciperna oftast &r baserade pa prover i
vattenfas. Dessutom ar biomolekylerna endast aktiva i en vétskefas.

Jordanalyser

Vid analys av jordprover anvinds vanligen samma métsystem som for vattenprover
men dessa prover maste forbehandlas for att 6verfora de &mnen som finns 1 jorden till
vétska. Idag sker detta vanligtvis manuellt med konventionella metoder men utveck-
lingen av automatiserade provbearbetningsprocesser skulle kunna effektivisera analy-
serna. Detektionen av @mnen i jord forsvdras dessutom av provets komplexitet.
Sammanséittningen kan t.ex. variera avsevért mellan olika platser men ocksa prov
taget frdn samma plats kan variera bl.a. beroende pa nedbrytningsprocesser och regn.

Luftanalyser

En vanlig princip for detektion i gasfas dr att forst 16sa upp de luftburna partiklarna i
en vitskefas. Den forsta biosensorn for métning 1 gasfas efter denna princip var
baserad pa en metanoxiderande bakterie for detektion av metan. Nar metan pumpades
genom vétskan sonderdelades gasen av bakterien varvid d4ven syrgaskoncentrationen i
vitskan minskade vilket detekterades med en syrgaselektrod. Nya metoder dér det ar
mdjligt att mata direkt 1 gasfas (utan att forst 10sa upp 1 vétska) dr under utveckling. I
dessa biosensorer dr igenkdnningsmolekylerna immobiliserade till olika typer av
matriser.

Vattenanalyser

For analys av vattenprover finns det flera biosensorer ute pa marknaden. Ett exempel
ir BOD-sensorer’ for bestimning av organiskt material i vatten. Dessa 4r baserade pa
levande bakterier och utnyttjar hur snabbt bakterier, kopplade till en syrgaselektrod,
forbrukar syre vid nedbrytning av organiskt material. En sidan bestimning kan ta
1-20 minuter beroende bl.a. pa vilken typ av bakterie som anvinds och kénsligheten
for dessa biosensorer varierar beroende pd typ av bakterie. I tabell 1 finns fler
exempel pa hur giftiga dmnen i miljon kan detekteras med biosensorer.

Tabell 1. Exempel pa biosensorsystem for detektion av &mnen 1 miljon

Amne som detekteras Igenkiinningsmolekyl Signalomvandlare
Organiskt material Bakterier (Bacillus subtilis) Elektrokemisk
Pesticider Enzym (kolinesteras) Elektrokemiska
Nitrater Enzym (nitratreduktas) Optisk

Fosfater Enzym (fosfatas) Elektrokemisk
Tungmetaller, t.ex. kvicksilver Enzym (ureas) Elektrokemisk

och bly

Formaldehyd Enzym (formaldehyddehydrogenas) Elektrokemisk

’  Biological Oxygen Demand
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Applikationer inom totalforsvaret

Biosensorer med applikationer inom forsvaret har stora likheter med dem som
anvands inom miljdomradet. De ska kunna anvéndas under faltméssiga forhallanden
och proverna tas fran likartade miljoer (luft, vatten och jord). Proverna kan innehalla
en mangd naturligt forekommande substanser t.ex. pollen, bakterier, avgaser och rok
som kan vara svéra att urskilja frin det amne som ska detekteras. Utspadnings-
effekterna i luft och vatten gor att det dessutom ar svart att fa tillrackligt hoga
koncentrationer for detektionen.

De kemiska och biologiska substanser som &r av intresse att detekteras inom miljo-
och forsvarsomradet kan dven vara likartade, t.ex. organofosforforeningar. Denna typ
av foreningar kan ingd i manga av de bekdmpningsmedel som anvinds inom jord-
bruket men dven anvéndas som kemiska stridsmedel.

Organofosfatforeningar och karbamater

Flera olika typer av biosensorer har presenterats i litteraturen for analys av pesticider i
dricksvatten och dessa har framfor allt baserats pd dessa &mnens forméga att inakti-
vera kolinesteraser. Kolinesteraser bryter ned acetylkolin varvid det bildas vétejoner. |
ndrvaro av organofosfatféreningar minskas produktionen av vétejoner. Genom att
maita mingden vitejoner med elektrokemiska métmetoder kan det relateras till
enzymets aktivitet. Denna metod maéter inte specifikt vilken typ av pesticid det ar,
utan ger ett matt pd méngd fororening i1 provet utifrdn enzymets aktivitet.

Det finns flera instrument ute pa marknaden som gor det mojligt att detektera mikro-
organismer och foreningar som kan vara av intresse for totalforsvaret, t.ex. toxiner,
sporer, bakterier, explosivimnen och kemiska foreningar. En biosensor som ar speci-
ellt designad for att klara analyser under extrema forhdllanden som vid métningar i
filt ar Raptor '°. Med denna biosensor har det varit mojligt att detektera flera poten-

tiella biologiska stridsmedel och toxiner.

De optiska, elektroniska och mekaniska delarna har utvecklats visentligt frdn den
forsta prototypen och instrumentet dr idag béarbart, det vager ca 5 kg, se figur 6. En
analys tar 3-10 minuter och kan utforas pé fyra olika ytor samtidigt. Sensorytorna kan
anvéndas upp till 40 génger eller tills ett positivt svar erhéllits. Proverna har tagits
frén flera olika miljoer som grundvatten, jord, luft, kott och kroppsvitskor. En viss
forbehandling som utspiddningar och filtreringar av proverna kan behovas.

Framtidens biosensorer

Den teknologiska forskningens framsteg har medfort att potentialen for biosensorers
anviandbarhet inom olika omraden 6kat. Utvecklingen av mikroprocessorer, mikro-
elektroder och lab-on-a-chip teknologi (se kapitel 2.6) gor det mdjligt att miniatyrisera
sensorerna. Detta gor att det ocksa dr mojligt att integrera biosensorer i olika typer av
system, t.ex. som komponenter for kontroll och reglering av ldkemedelsdoseringar.

Utvecklingen inom biosensoromradet har forsvarats bl.a. av att det biologiska material
som ingar i sensorerna inte &r tillrackligt stabilt. Det kan latt forlora sin aktivitet om

1% Rapid Automatic and Portable Fluorometer Assay System, som ir utvecklad av Research
International, Woodinville, WA, USA
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det utsitts for extrema forhdllanden som stralning, olika temperaturférhdllanden och
sura

u-f S
-
xﬁj = =

Figur 6. Till vanster Raptor, en barbar fiberoptisk biosensor som &r speciellt anpassad for detektion i
falt. Till hoger en schematisk bild pa métprincipen; det &mne som ska detekteras, t.ex. bakterier, binder
till en antikropp som ar immobiliserad pa en optisk fiber. Déarefter binder en andra antikropp som &r
fluorescensmarkt till komplexet. Bakterien detekteras sedan med hjélp av laserbaserad fluorescens.
Med vederborligt tillstdnd av Research International.

eller basiska l6sningar. Det har dven varit svart att tillverka sensorytor som kan
anvindas for kontinuerliga métningar under en langre tid. Vid denna typ av métning
ska sensorytan regenereras efter varje prov, det amne som bundit till ytan ska kunna
tvittas bort utan att det biologiska igenkdnnande lagret fordndras. Denna process bor
gd ganska snabbt sd att tiden mellan métningarna inte blir for 1ang.

Det finns relativt bra forutsittningar for att sddana begrénsningar ska dvervinnas. En
intensiv forskning pagér idag for att ta fram alternativa igenkdnningsmolekyler med

forbattrade egenskaper som kan 6ka stabiliteten men dven specificiteten och kénslig-
heten. Befintliga molekyler kan modifieras men dven helt nya material kan produce-
ras. Nedan ges nagra exempel pa alternativa igenkdnningsmolekyler.

Taligare mikroorganismer

Ett alternativ ar att leta efter mikroorganismer som innehaller analytiskt anvandbara
enzymer och dessutom tdl extrema forhéllanden. Det finns t.ex. organismer som &r
resistenta mot tungmetaller eller tdl hoga temperaturer.

Genetiska metoder

Det &r ocksa mojligt att med genetiska metoder forandra strukturen pa den igen-
kidnnande molekylen sé att dess stabilitet 6kar eller att fordndra bindningsegen-
skaperna sa att det amne som ska analyseras binder in med storre specificitet och
styrka. Denna metod kan ocksd anvindas for att sitta fast forankringsgrupper sa att
molekylen binder bittre till sensorytan. Detta har framf6r allt gjorts pa antikroppar
men dven andra mindre proteiner har modifierats. Rekombinanta metoder for syntes
av igenkdnnande biomolekyler kan ocksd anvindas for att fa tillrdckliga méngder och
homogena molekyler.
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Aptamerer

Forskningen kring att anvinda aptamerer'' i biosensorsammanhang &r relativt ny,
men forutsittningarna dr bra och det finns idag publikationer dér dessa har anvénts for
att detektera olika &mnen som t.ex. trombin och adenosin. Det finns dven aptamerer
framtagna mot nagra toxiner som kan utgora ett potentiellt hot, ricin, stafylokock
enterotoxin B (SEB), koleratoxin samt en aptamer riktad mot antraxsporer.

Molekylira avtryck

En helt annan teknik som kan anvéndas for att tillverka stabilare biosensorer dr mole-
kylédra avtryck, Molecuarly Imprinted Polymers (MIPs), se figur 7. Med denna teknik
kan syntetiska bindningsstéllen for en rad olika substanser produceras. Avtrycken ar
komplementira till det &mne som ska detekteras ifraga om form, storlek och posi-
tionen av funktionella grupper. Dessa konstgjorda bindningsstéllen kan binda in till
det &mne som ska detekteras med en specificitet liknande den for naturliga
igenkdnningsmolekyler. Fordelen med att anvinda polymerer jamfort med biologiskt
material &r att de tal extrema forhallanden som sura och basiska miljoer, virme och
organiska l6sningsmedel.

Figur 7. Tekniken baseras pa att det amne som
ska detekteras t.ex. ett protein, blandas med en typ
av molekyler (monomerer) som kan binda till
varandra och bilda ett plastiskt material. Pa dessa

\[/ molekyler finns &ven speciella grupper som speci-
l \’J T Specifika monomerer fikt binder till proteinet. Monomererna sjalv-
binder in till proteinet ansamlas forst runt proteinet och binder till detta
pa flera olika stillen. Darefter startas en polymeri-
»)\ )v sering varvid monomererna binder till varandra.

Nér polymerbildningen ar klar tvéttas proteinet
bort. Detta resulterar i ett monsteravtryck som
bibehalls i den rigida polymeren. Férutom de

’3/ specifika bindningar som bildas bidrar den tre-
l Polymerisering dimensionella geometrin till den specifika inter-
aktionen.
\ %4
/
l Proteinet tvattas
bort
N\ /
/

" Aptamerer 4r enkelstringade oligonukleotider av DNA eller RNA som med hég affinitet och
specificitet kan kdnna igen ett stort antal olika molekyler. Deras funktion har stora likheter med
antikroppar men nagra av fordelarna med aptamerer ar att de 4r enklare att producera, stabilare och
det &mne som aptameren riktas mot behdver inte ge immunologisk respons.
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Molekyléra avtryck har anvénts vid flera olika applikationer som analys av proteiner,
kolhydrater, vitaminer, pesticider och morfin. De &r dven alternativ till antikroppar
och en fordel &r att molekyldra avtryck gér att gora av sddana @mnen som vanligtvis &r
svara att bilda antikroppar mot.

Det finns ménga intressanta mdojligheter inom biosensoromradet. Framsteg inom den
biologiska forskningen kan kopplas samman med andra discipliner som kemi, fysik,

elektronik och materialforskning, vilket gor att biosensorteknologi har stor potential

att utvecklas. Den snabba utvecklingen inom elektronik och nanoteknologi har dven

gjort det mdjligt att miniatyrisera biosensorer. Detta gor dven att provvolymerna kan
reduceras ner till mikroliter eller nanoliter.

Utvecklingen péa 5 ars sikt

Nya biomaterial kommer att 6ka specificiteten och kénsligheten. Betydligt mindre
biosensorer kan tillverkas eftersom den teknologiska utvecklingen gor det mojligt att
miniatyrisera de komponenter som ingédr. Miniatyriseringen gor det &ven mojligt att
integrera flera olika steg 1 den analytiska processen till en enda enhet, lab-on-a-chip.

Utvecklingen pa 10 ars sikt

Biosensorer kan anvindas for ett enkelt sjdlvtest for vissa sjukdomar. Nya matriser &r
utvecklade for att immobilisera igenkdnningsmolekyler vilket gor det mojligt att
detektera direkt i luft. Sensorytor tillverkas med multikanalsystem, vilket gor att flera
amnen kan detekteras samtidigt. Biosensorer ér i framtiden integrerade med mikro-
processorer som kan utfora avancerade signalbearbetningar for analys av komplexa
prover.

Utvecklingen pa 15 ars sikt

Det ar mojligt att med kroppsinbdddade biosensorer kontinuerligt méta olika &mnen i
kroppen, exempelvis naturlig variation av glukos och hormoner eller forandringar
orsakade av exponering for skadliga amnen. Detta kan dven kopplas med dosering av
medicin. Biosensorer med mgjlighet till kontinuerlig métning finns inom ett flertal
omraden, t.ex. miljodvervakning.

3.2 ldentifiering av biologiska stridsmedel och andra
sjukdomsalstrande organismer

Mats Forsman och Per Wikstrom

Introduktion

En viktig del 1 skyddet mot B-stridsmedel r att sa tidigt som mojligt efter en B-
hindelse identifiera ett smittimne for att mildra eller forhindra ett sjukdomsutbrott
samt sikra bevis vid misstdnkt avsiktlig spridning av smittimnen. Metoder for snabb
identifiering av smittdmnen utvecklas kontinuerligt och i snabb takt. De klassiska
tidskrdvande odlingsforfarandena ersitts och kompletteras alltmer av snabbare gene-
tiska metoder och proteinanalysmetoder.

Generell utveckling av omrédet pa kort sikt

Traditionellt inom mikrobiologi har proteinanalys med hjilp av immunologiska
metoder spelat en central roll. Med immunologiska metoder identifieras smittdmnet
med antikroppar. Filtméssiga system som bade &r robusta och enkla att anvinda finns
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utvecklade. De har dock en begriansad kénslighet och kréver 1 ménga fall storre
méngder smittimne for positiv reaktion &n motsvarande smittdmnes infektionsdos. Ett
annat problem med antikroppar och miljoprover ir att det kan ske korsreaktioner med
ndrbesldktade mikroorganismer som forekommer naturligt i miljon.

Flera olika sitt att 6ka kansligheten utvecklas dock. I vissa fall kan en forbehandling
av provet, som antikroppen ar riktad mot, 6ka kénsligheten. Ett annat sétt ar att speci-
fikt amplifiera signalen for antigen-antikroppbindning utan amplifiering av bak-
grunden. Ett exempel pé detta dr den immunologiska metod som anvénds 1 USA inom
CDC'" Laboratory Response Network (LRN), uppsatt efter terroristattackerna den
11 september 2001. Ett annat exempel dr den nya Origen® teknologin, som ocksé for-
battrar kdnsligheten 100-1000 ggr jamfort med etablerade tekniker.

Utveckling av proteinchip sker for ndrvarande mycket snabbt. Dessa tekniker bygger
pa att antikroppar eller molekyler med motsvarande egenskaper fésts pa en affinitets-
yta och specifikt binder smittdmne eller toxin. Darefter gérs desorption och jonisering
av komplexet och analys sker med masspektrometri (MS) (se faktaruta 6). Proteinchip
har potentialen att vara snabba (20-30 min), féltanpassade och mer selektiva dn exi-
sterande immunologiska mitmetoder. MS &r ocksa mycket lovande for att i framtiden
anvéndas for identifiering av alla proteiner i ett prov. Férutom masspektra for
monsterigenkénning av proteiner kan ocksa aminosyrasekvensen bestimmas pa
kortare peptidfragment. Detta kan ske mycket snabbt och kommer att ha en mycket
stor specificitet, eftersom identifieringen baseras pa den erhallna aminosyrasekvensen.

Masspektrometri (MS)

MS idr en metod for bestimning av massan hos hela och/eller delar av en jon (laddad molekyl), t.ex.
ett protein. Principen &r att forst jonisera provet (se nobelpriset i kemi ar 2002:
http://www.nobel.se/chemistry/laureates/2002/index.html ), och registrera hur jonerna péverkas av
elektriska och magnetiska falt. Jonerna paverkas olika beroende pa forhallande mellan massa och
laddning (m/z). En masspektrometer registrerar ett masspektrum med en signal for varje jonslag,
m/z, med en intensitet som &r proportionell mot jonslagets relativa forekomst.

Forbittrade joniseringsmetoder och massanalysatorer och inférande av datorteknik har gjort MS till
en mycket kinslig metod. Provméngder under mikrogram ner till pikogram é&r i allmédnhet
tillrdckliga for en analys. Identifiering av organiska foreningar gors vanligen genom sokning i
databaser dver kidnda masspektra. MS dr idag en standardmetod for identifiering av proteiner genom
matchning av MS-data med existerande protein- och genomsekvensdatabaser.

Faktaruta 6

Parallellt pdgar ocksa utvecklingen av aptamerer och affibodies som erséttning for
antikroppar. Aptamerer, som &r korta bitar av arvsmassan, &r stabilare och billigare att
producera och framfor allt 4r de allmént tillgdngliga nér primérsekvensen ér kidnd. En
annan fordel &r att aptameren ocksé direkt eller efter pdhdngning av en extra nuklein-
syrasvans kan amplifieras med PCR efter bindning. P& sa sdtt kan samma molekyl
binda och amplifieras for kinslig detektion. Detta system kommer troligen att vara en
av de mest kinsliga metoderna for proteinidentifiering i framtiden eftersom amplifie-
ring av nukleinsyra anviands som detektionsprincip.

Affibodies dr mycket sma och stabila proteiner, vars bindningsyta har genetiskt modi-
fierats och de kan dirigenom fés att binda till ett 6nskat protein — ett malprotein. Det

12 CDC, Center for Disease Control and Prevention, amerikanska Smittskyddsinstitutet
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gér att framstélla s.k. bibliotek med hundra miljarder olika varianter och pé sd vis kan
man fa fram bindare till alla tinkbara malprotein. Affibodies liknar p4 manga sitt
antikroppar, de proteiner som bildas i kroppen da immunforsvaret attackerar &mnen
som &r fraimmande for kroppen. Men tack vare att affibodies dr sa sma och stabila och
att de har mycket specifika bindningsegenskaper ar de 6verldgsna vanliga antikroppar
och liknande reagens for minga tillimpningar, som t.ex. identifiering. Exempelvis ar
det relativt létt att skapa anti-anti-affibodies, dvs. antikroppar riktade mot antikroppar
mot affibodies, och pa sé sitt astadkomma kaskadreaktioner mot en specifikt bunden
affibody och déarigenom amplifiera signalen. Denna teknologi har potentialen att
mojliggdra mycket kénslig identifiering av proteiner.

De genetiskt baserade identifieringsprinciperna, i vilket smittimnets arvsmassa utnytt-
jas, utvecklas explosionsartat. Dessa metoder &r ofta mer specifika och kinsliga én de
immunologiska. En forutsittning for utveckling av genetiska metoder ar den kunskap
om smittdmnens arvsmassa som idag snabbt genereras frén storskaliga genom-
sekvenseringsprojekt (se kapitel 2.1). En stark utveckling pigar av faltmassig realtids-
PCR-utrustning (se faktaruta 7). Denna typ av utrustning blir alltmer anvindarvénlig
och automatiserad. Detta kommer i framtiden att mojliggora kénslig direktpévisning
av smittimnen on-site i realtid. I framtiden kommer ddrmed on-site-identifiering av
biologiska stridsmedel att vara mojlig. En flaskhals for denna utveckling dr dock
utvecklingen av generella reningsmetoder av DNA och RNA frdn komplexa prover.

PCR och realtids-PCR

Utnyttjandet av Polymerase chain reaction (PCR) innebar att DNA férokas med hjilp av ett
enzym. En DNA-molekyl bestér av tva strdngar som genom upphettning kan skiljas fran
varandra (denaturering). Till den denaturerade DNA-molekylen sitts tva syntetiskt framstéllda
DNA-bitar, oligonukleotider, som binds till DNA-kedjorna. Dessutom tillsétts enzymet DNA-
polymeras, som har formagan att foroka DNA utgaende fran de tillsatta oligonukleotiderna. Tva
dubbelstringade DNA-molekyler erhélls genom kopieringen av den ursprungliga DNA-
molekylen. De tvd nybildade DNA-molekylerna denatureras anyo, och forokningsproceduren
kan upprepas ett stort antal ganger.

Forokningen av DN A-produkterna kan detekteras i realtid med en speciell utrustning och kallas
da realtids-PCR.

Faktaruta 7

En annan utvecklingslinje &r “microbial forensic”, dvs. bevisforing i samband med
brott mot svensk lag och internationella konventioner rérande hantering och spridning
av smittdmnen. I detta sammanhang utvecklas hogupplosande metoder som kan hér-
leda ursprung eller kélla for det aktuella smittimnet. En applikation for detta & DNA-
chip som kan anvéndas for att identifiera specifika markorer for enskilda stammar av
smittdmnet. Dessa genetiska markdrer kan sedan anvindas for specifik amplifiering
med olika PCR-tekniker. Genetiska tekniker dr i1 detta sammanhang 6verldgsna andra
metoder p.g.a. av den hoga upplosning som DNA-sekvensen ger. Det utvecklas en
mingd andra tekniker for att hiarleda ursprung av smittdimnen. Gemensamt ar att de
alla utnyttjar DNA-sekvenser frdn genomsekvenseringprojekt. P4 lang sikt kommer
troligen sekvensering av hela genom att bli den ultimata typningmetoden.
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Mikromatris (Microarray, DNA-chip)

L. Applicera arvsmassa pd plattan ~ DNA-mikromatris eller DNA-chips #r glasplattor (ca 20
2. Lat inmédrkt DNA eller RNA x 70 mm) dér upp till 10 000-tals olika DNA-

binda in sekvenser/arvsanlag applicerats. Dessa DNA-chips kan
3. Analysera anvéndas for i princip tva olika &ndamal: A) identifiering

av skillnader i DNA-sekvenser mellan olika individer,
och B) bestdmning av genuttryck hos olika typer av
stimuli. Tekniken gér ut pa att méirka in DNA eller
cDNA (som kommer frin mRNA) med ett fluoresce-
rande dmne och lata detta binda in till ett DNA-chip.
Inmérkt DNA/cDNA kommer att binda till de ’spots” pa
det DNA-chip dér de &r komplementéra. Man far bade
en kvalitativ och en kvantitativ analys av de gener som

Far en bild av totala aktiviteten hos finns i det inmérkta provet.
arvsmassan

Faktaruta 8

Andra principer for kinslig och snabb identifiering som utvecklas ar s.k. rare event
imaging”. Detta innebér automatiserade, on-line, mikroflddessystem dir fluorescens-
infargning av mikroorganismer med specifika affinitetsmolekyler sker och identifieras
med hjdlp av datorstyrt fluorescensmikroskop. Hela proceduren &r mycket snabb och
kénslig. I princip ska enstaka mikroorganismer i ett prov kunna detekteras. Tekni-
kerna for att astadkomma detta finns redan, utmaningen ligger i att utveckla intelli-
gent programvara med kapacitet att snabbt scanna stora mikroskopytor.

Framtida applikationer

Utvecklingen pa 5 ars sikt

Generellt gir utvecklingen for bade genetiska och immunologiska snabbmetoder mot
automatiserade, integrerade, miniatyriserade system, dvs. alla steg fran provforbe-
handling till analys sker on-line. Dessa system mojliggdr dessutom att hundratals prov
kan analyseras samtidigt. Detta ger forutséattningarna for att utveckla enkel barbar
utrustning for identifiering av smittdmnen 1 filt. Ett exempel 4r lab-on-a-chip, dér
principen dr att hela analysen fran forbehandling av celler, rening av DNA/RNA,
amplifiering av DNA/RNA, samt detektion av amplifierad produkt sker i mikro- eller
nanoskala. Ett sddant integrerat system skulle kombinera DNA-chipens massiva
parallellitet med PCR-metodens specificitet och kdnslighet. Detta mojliggors med
etsade mikrokanaler pa kiselbaserade chip som innehéller bl.a. mikroelektronik. Den
stora utmaningen ligger dock i integrationen av komponenterna och validering av en
prototyp. Potentialen 1 denna typ av produkt ligger 1 att fa snabba (5 min), specifika
(identifiera arter) och kdnsliga analyser till laga kostnader. Dessa chip ska genom
massproduktion vara billiga att producera och vara energisnéla sa att inga stora
energikéllor krévs.

Utvecklingen pa 10-15 ars sikt

Ett omrade som sannolikt kommer att utvecklas ar att frdn nadgon typ av generell ana-
lysmetod kunna erhalla biologisk information som innehéller data i en sddan mangd
att endast mjukvara med monsterigenkdnningsegenskaper kan hitta de skillna-
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der/markorer som kan korreleras med det B-agens som soks. Rare event imaging (se
ovan) dr ett exempel pa detta.

Framtida proteinanalyssystem kan komma att bygga pé den specifika interaktion som
finns mellan feromoner, lagmolekyldra organiska molekyler som binder protein-
receptorer med hog specificitet vid 1ag koncentration, och artspecifika proteinrecep-
torer. Ladgmolekyldra molekyler med feromonegenskaper kan genereras med s.k. kom-
binatorisk kemi och olika fluorescerande inmérkningsystem for detektion av bindning
kan utvecklas.
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4 Forebyggande medicinsk behandling och
prestationshéjande atgarder

Niér Sverige 1 6kad utstrickning deltar i internationella fredsbevarande operationer
stills stora krav pa att forbereda for och skydda deltagarna i dessa insatser. Ett av de
priméra kraven &r att forhindra att svenskar vid utlandstjdnst drabbas av svara infek-
tionssjukdomar orsakade av de smittimnen som normalt forekommer i1 de aktuella
regionerna. Internationella insatser kan forekomma 1 lander som tidigare haft program
for utveckling av biologiska stridsmedel och risk for exponering av sadana organismer
foreligger. Ett gott skydd kan erhéllas genom vaccinering.

Kapitlet inleds med ett avsnitt om vaccinutveckling idag och i framtiden. Det &r ett
omrade som mycket starkt har influerats av bioteknikens utveckling. Bland annat
behandlas mojligheterna att framstélla dtbara vacciner, d.v.s. vaccinkomponenter
produceras i olika vixter och ndr méanniskan dter dessa sker en immunisering mot-
svarande den vid konventionell vaccinering. Forskning kring detta sker bl.a. for
banan, tomat, sallad och olika grodor. Ett annat koncept &r att vaccinera med s.k.
DNA-vacciner, dvs. vaccinet utgdrs av arvsmassa som bér information for kompo-
nenter frdn smittdmnen. Néir denna arvsmassa kommer in i ménniskans celler luras de
att framstilla den komponent som immunsvaret ska reagera mot.

Vaccinutvecklingen karakteriseras av en strdvan mot renare och mer riktade vacciner
som inte ger de idag vanliga bieffekterna och som inte fordrar upprepade vaccine-
ringar. Dessutom dr mojligheten till multivaccinering attraktiv, d.v.s. att vid ett vacci-
neringstillfille erhélla skydd mot flera olika smittimnen och dven olika varianter av
ett smittdmne.

Ett omrdde som lovar mycket for framtiden dr genmodifierade livsmedel. En applika-
tion dr de dtbara vacciner som beskrivs ovan. En annan tilldimpning &r att genom till-
forda komponenter forbéttra hilsotillstdndet och prestationen hos konsumenten
genom s.k. funktionell féda. Det dr ocksd mojligt att 6ka motstdndskraften mot sjuk-
domar och insektsangrepp samt hallbarheten hos vixter. Dessutom kan skordarna
forbittras.

En utveckling som ront mycket uppmérksamhet ar mojligheten att astadkomma
prestationshdjande foda. Den amerikanska armén satsar medel pa att utveckla foda
med optimal fordelning av niringsimnen som ger optimal effekt pé prestation och
uthéllighet. Exempelvis kan muskelmassan forbattras, immunforsvaret stérkas och
formagan att motsté stora pafrestningar okas (stress, somnbrist, smérta m.m.). Pa lang
sikt skulle foda delvis kunna skrdddarsys for att ge optimal effekt hos olika individer.
I ett ndrmare tidsperspektiv kommer forskningen inom omradet funktionell foda att
innebéra att faltanpassad mat far forbattrad hallbarhet och hogre energi- och nérings-
innehall. Det innebér dven att det krdvs mindre portioner for att en individ ska fa i sig
erforderlig méngd néring.
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4.1 Vaccinutveckling for framtiden
Goran Bucht och Britt-Marie Kihlberg

Bakgrund

Redan ldngt innan den bakomliggande orsaken till infektionssjukdomar var kénd upp-
tacktes intressanta epidemiologiska samband bl.a. i Kina och Indien; ndmligen "att
personer som tillfrisknat efter infektioner blev skyddade mot en ny smitta av samma
slag”. Dessa intressanta iakttagelser ligger till grund f6r den vaccinutveckling, som
paskyndats av bl.a. Edward Jenner (smittkoppor) och Louis Pasteur (rabies) se
tabellen nedan.

Tabell 2. Viktiga steg i vaccinutvecklingens historia

Tidiga vacciner Efter andra viirldskriget
1798 Smittkopppor 1955 Poliovaccin

1885 Rabies 1962 Oralt poliovaccin
1897 Pest 1964 Missling

1923 Difteri 1967 Kikhosta

1926 Passjuka 1970 Roda hund

1927 Tuberkulos (BCG) 1981 Hepatit B (gulsot)
1928 Stelkramp
1935 Gula febern

Den snabba vaccinutvecklingen och de globala vaccinationsprogrammen startade
huvudsakligen efter andra vérldskriget och det allménna grundskyddet mot ett flertal
olika infektionssjukdomar har stadigt hdjts. Som exempel kan ndmnas att skyddet hos
barn mot de sex vanligaste infektionssjukdomarna (difteri, kikhosta, polio, méssling,
stelkramp och tuberkulos) har stigit fran ca 5 % (1970-talet) till mer &n 80 % (1990-
talet). Sjukdomen smittkoppor har genom vaccination utrotats och polio kan genom
den pabodrjade vaccinationskampanjen sta nist i tur. Forutom de nimnda sjukdomarna
forvintas en rad andra infektionssjukdomar bli ovanliga eller rent av férsvinna under
de kommande decennierna. Ett exempel dr méssling, som stadigt har minskat sedan
1960-talet och antalet rapporterade fall uppgar idag till knappt 1 % av forekomsten
innan vaccinet introducerades. Men trots alla satsningar pa nya vacciner skordar fort-
farande méanga infektionssjukdomar stora offer. Exempel ar de tiotals miljoner arliga
fallen av HIV, tuberkulos och malaria. Tragiskt nog dkar klyftan mellan ménniskor i
rika resp. fattiga lander nér det géller mdojligheten till vaccinprofylax och dérfor ér
behovet av nya, effektiva, billiga vacciner samt enkla vaccinationssétt akut.

Vacciner

Vacciner kan produceras av hela bakterier eller virus (levande, forsvagade eller doda).
De kan ocksa besta av enskilda komponenter frdn dessa mikroorganismer. Vacciner
framstillda av levande eller forsvagade mikroorganismer ger generellt ett béttre och
mera langlivat skydd (se tabell 3) dn vacciner framstéllda frdn doda organismer eller
komponenter fran dem. Denna typ av vaccinering leder till en specifik immunisering
dér specifika antikroppar bildas eller ett specifikt cellmedierat immunsvar erhalls (se
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faktaruta 9). Passiv immunisering, da antikroppar sprutas in, ger ett kortvarigt skydd
och utnyttjas endast dd ett immunologiskt skydd kravs direkt, t.ex. vid en olycka med
farliga smittdmnen eller vid en epidemi. Passiv immunisering kan dven anviandas
preventivt t.ex. infor en utlandsresa (gammaglobulin mot gulsot) eller som behandling
efter forgiftning (t.ex. ormbett).

Tabell 3. Dagens vacciner

Typ av vaccin

Skyddar mot

Verkan

Status

Levande forsvagade

Massling, roda hund,

En mild version av

Ger ofta lang

mikroorganismer gula febern, passjuka, sjukdomen som aktiverar motstandskraft, kan
polio, harpest immunsvaret ge
sjukdomssymptom
Déda mikroorganismer — Influensa, polio, tyfus  Stimulerar immunsvaret Upprepade
hepatit, kolera, hjarn-  genom att efterlikna naturlig ~ vaccinationer &r
hinneinflammation, sjukdom nddvindiga
pest
Komponent Stelkramp, difteri, Immunsvaret bildar Upprepade
Inaktiva gifter, kikhosta, mjiltbrand  antikroppar mot giftet vaccinationer dr
Proteiner, kolhydrater nddvindiga
Passiva antikroppar Hepatit, ormgift, Prefabricerade antikroppar Kortvarigt skydd,

(antisera) rabies injiceras utnyttjas temporért

DNA-vaccin Utvecklas for AIDS,  Immunsvaret bildar Under utveckling,
influensa, malaria, antikroppar mot cellulért ger ¢j sjukdoms-
tuberkulos och herpes- producerade antigener symptom
infektion

Dagens forskning

En hel del av dagens vacciner framstélls fran avdddade eller férsvagade varianter av
sjukdomsframkallande organismer som av oftast okénd anledning tappat sin sjuk-
domsframkallande féormaga. Utvecklingen inom vaccinframstillning gar mot anvénd-
ning av sdkrare vacciner som komponentvacciner for att fi mer vildefinierade vacci-
ner med féarre biverkningar. Den snabba kartldggningen av arvsanlag som nu skett

paskyndar dven mgjligheten att identifiera de sjukdomsframkallande faktorerna. Detta
kommer att leda till en béttre forstaelse for infektionsmekanismer, vilket i sin tur leder
till en utveckling av forbattrade vacciner och nya behandlingsmetoder. Nu finns ocksé
mojligheten att 1 detalj utreda den genetiska bakgrunden i vaccinstammarna i for-
héllande till "moderstammen” genom att jamfora arvsmassan i varianter av samma art
av mikroorganism. Exempelvis har det nyligen konstaterats att det finns olika varian-
ter av den forsvagade vaccinstam som anviands till vaccinframstéllning mot tuber-
kulos, vilket skulle kunna forklara de skillnader i effektivitet som funnits hos vacci-
net. Detaljkinnedom om arvsmassan i de sjukdomsframkallande mikroorganismerna
ar ocksa till stor nytta for att fa forslag till vilka faktorer som kan ténkas vara nya
komponenter for vaccintillverkning i framtiden. Dessutom kan andra smittdmnen
identifieras som har liknande komponenter och som vaccinet dirmed ocksa kan
skydda mot.
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Immunsystemet kan beskrivas som tva skilda mekanismer som bekdmpar en infektion, en ospecifik
initial reaktion som dras igang mycket tidigt efter infektionen och ett specifikt varaktigt immunsvar.
Det ospecifika immunsvaret tjdnar till att begrénsa infektionen innan det specifika immunsvaret hinner
svara. Resultatet av ett ospecifikt immunsvar ar produktion av immunmodulerande &mnen som
cytokiner som har till uppgift att stimulera andra delar av immunsystemet. Den andra typen av
immunsvar &r ett resultat av en reaktion mot unika komponenter pa den aktuella bakterien eller viruset,
vilket genererar ett specifikt och starkt immunforsvar som forstérks av en fornyad kontakt med det
frimmande dmnet, och ger upphov till s.k. immunologiskt minne. Ett vaccin kan innehalla en
blandning av olika immunstimulerande d&mnen.

Antikroppar ir molekyler som har en konstant del som reagerar med andra komponenter i kroppens
immunforsvar och en variabel del som specifikt kinner igen olika frimmande substanser och organis-
mer.

Cytokiner ir substanser som verkar som signalsubstanser for aktivering eller avstdngning av olika
celler och komponenter i immunsystemet.

En specifik immunisering, som framkallar en immunreaktion mot det frimmande smittdmnet eller
mot komponenter frén det, liknar immunsvaret efter en naturlig infektion och ger ett skydd mot en
infektion av samma slag i framtiden. Vid en fornyad kontakt med smittdmnet aktiveras
immunsystemets minnesceller, expanderar snabbt i antal och borjar bekdmpa infektionen. Immunceller
startar produktion av antikroppar eller specifika celltyper som har till uppgift att neutralisera de
frimmande dmnena och borja bekdmpa infekterade celler.

Epitop ér den del av det frimmande dmnet som specifikt kinns igen av en antikropp.

Faktaruta 9

En helt annan princip for vaccinering dr att anvinda den genetiska informationen
direkt i form av s.k. genetiska vacciner (DNA-vacciner). Principen for DNA-vacciner
ar att utnyttja arvsmassa som bér genetisk information for ett frimmande protein, t.ex.
ett virusprotein, och detta DNA administreras till patienter via ndgon av de fore-
kommande vaccinationsvéigarna. Kroppens celler tar sedan upp detta DNA och borjar
producera de frimmande proteinerna. Den immunologiska reaktion som framkallas
liknar immunsvaret efter en infektion med organismer som invaderar vara celler, t.ex.
virus. DNA-vacciner ger alltsa i huvudsak ett cellmedierat immunsvar till skillnad
frén proteinkomponentvacciner som i huvudsak ger ett antikroppsbaserat immunsvar.
Ur ménga synvinklar har DNA-vacciner fordelar gentemot traditionella vacciner,
lagre produktionskostnad, snabbare reningsmetoder och hogre stabilitet. Dessutom é&r
det for vissa svararbetade virus betydligt enklare att arbeta med arvsmassan dn med
viruspartiklarna. En mingd framgingsrika forsok med DNA-vacciner har utforts i
olika djurmodeller. Forsok pa ménniskor har hittills inte varit lika framgéangsrika, men
fortsatt utvardering pagar. Forskning inom detta omrade ar viktig med tanke pé att det
fortfarande saknas effektiva vacciner mot méinga virussjukdomar. Forskning pagar
ocksa med avseende pa utveckling av DNA-vacciner mot ett flertal olika sjukdomar,
bl.a. cancer, AIDS och nyligen ocksa mot mjéltbrandsbakterien. Denna bakterie pro-
ducerar toxiner som verkar intracelluldrt och det dr arvsanlaget for dessa toxiner som
nu utvirderas som DNA-vacciner. Annu finns dock inga registrerade DNA-vacciner
att kopa.

Vid vaccination med traditionella vacciner erhdlls for det mesta ett immunsvar som &r
riktat mot de immunologiskt sett starkaste komponenterna. En problematik vid
utveckling av vacciner ér att mikroorganismens akilleshil ofta 4r dold och inte sédllan
immunologiskt svag. For att skapa effektivare vacciner dr det darfor onskvért att
identifiera de komponenter som framkallar det 6nskade immunsvaret. Ett annat
problem &r att ménga sjukdomar orsakas av att smittdimnen lurar immunsvaret att bli
ineffektivt. Varje mikroorganism har en uppsj6 av immunstimulerande regioner pa sin
yta. Det har visat sig att det inte alltid 4r de komponenter som starkast aktiverar
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immunsvaret som leder till ett snabbt tillfrisknande. Ibland kan dven ett oonskat starkt
immunsvar vara forddande for den infekterade individen da antikroppar pa virusytan
kan paskynda infektionsprocessen (t.ex. i denguefeber) genom att effektivisera upp-
taget av virus in till cellen.

Aven om valet av vaccinkomponent ir viktigt dr det inte uppenbart hur immunfor-
svaret kommer att reagera. En annan viktig del i processen dr hur det immunstimu-
lerande dmnet presenteras for immunsystemet. En intensiv forskning padgar som syftar
till att designa och rikta de nya vaccinerna sa att ett onskat immunsvar erhélls.
Immunstimulerande tillsatser (adjuvant) dr nddvéndiga for att stirka immunsvaret,
speciellt mot svaga antigener. Likasa dr presentationsvagen, d.v.s. via injektion i blod
eller muskel, via mag-tarmsystem eller lunga, viktig for att erhdlla ett optimalt
immunsvar. Nya tekniker kan ocksa anvéndas for att tillfora adresslappar till vaccin-
komponenten s att en malsdkning” mot immunsystemets celler erhélls. Den typ av
immunsvar som Onskas varierar beroende pé sjukdom, dvs. olika typer av vacciner
kan krivas for att ge optimalt skydd mot sjukdom orsakade av olika mikroorganismer.

Framtidens vacciner

Ett nytt koncept for vaccinering eller vaccinframstillning foreslogs under mitten av
1990-talet som ett svar paA WHQ's efterfragan av billiga vacciner. Den idé som klack-
tes var att producera vaccinkomponenter i véxter. Véxtbiologer hade lyckats dverfora
artfraimmande gener till véxter, s.k. transgena vixter. Nér de dtbara delarna ur de
transgena vaxterna fortéirs sker en oral vaccinering. Fordelarna skulle vara enorma,
bl.a. kan de transgena véxterna odlas lokalt och efter traditionella metoder for varje
given region. Vixter som fungerar som vacciner skulle 16sa manga hygieniska och
ekonomiska problem, bl.a. kravet pa sprutor, som p.g.a. dalig hygien kan leda till
sekundéra infektioner. Idag sker forskning kring transgena vixtvacciner i manga olika
arter, bl.a. bananer, potatis och tomater och dessutom i grodor som alfalfa, sallad, ris,
vete, sojabonor och majs. Exempel pa ovannamnda koncept ar framstéllning av
vaccinkomponenter frin hepatit B (gulsot) virus i transgena potatisar. Aven mul- och
klovsjukeviruskomponenter har framstéllts 1 vixter. Dessa exempel representerar den
senaste trenden inom vaccinutvecklingen, ndmligen produktion av vaccinkompo-
nenter 1 odlingsbara kulturviaxter samt demonstration av oral immunisering och fram-
kallande av immunsvar mot den tdnkta mikroorganismen. Den storsta tekniska
svarigheten &r att fa en tillrdckligt hog produktionsniva och ett langsiktigt stabilt
uttryck av vaccinkomponenten.

I framtiden kommer vaccinutvecklingen att ga mot renare och mer riktade vacciner,
antingen i form av genetiska vacciner (DNA, RNA) eller som komponentbaserade
vacciner (t.ex. proteiner, peptider, kolhydrater och lipider). Tanken att vid samma till-
fille vaccinera mot flera olika typer av smittdmnen eller mot olika varianter av samma
smittdmne &r attraktiv. For att lyckas fa fram ett effektivt vaccin av detta slag bor en
immunrespons framkallas som (kors-) reagerar med olika varianter av ett smittimne
pa ett effektivt sétt. For att kunna skapa dessa framtida vacciner maste forskningen
identifiera vilka strukturer/epitoper som neutraliserar smittimnet (se figur 8). Dérefter
maste ocksa dessa vacciner effektivt presenteras for immunsystemets olika celler
genom en relevant vaccineringsmetod sa att ett onskat immunsvar induceras.

Ett helt nytt koncept &r att immunologiskt soka efter kemiska foreningar som fram-
kallar ett immunsvar mot vissa smittdmnen. Sddana foreningar kan antingen likna
ytkomponenter pa mikroorganismerna eller helt enkelt bara framkalla ett immunsvar
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som korsreagerar emot dem. Dessa vacciner kan ocksé indirekt paverka sjukdomen
via en sekunddr mekanism. Ett flertal olika sjukdomar (cancer, smittimnen eller aller-
gier av olika slag) kan ténkas vara behandlingsbara genom dessa tekniker.

Ett annat aktuellt omrade &r s.k. ”epitop screening” vilket innebar att man aktivt letar
efter korta aminosyrasekvenser som har en forméga att stimulera immunsvaret emot
mikroorganismen av intresse. Manga ganger maste ett vaccin vécka ett battre immun-
svar dn den sjukdomsframkallande organismen. Exemplen dr minga dér en genom-
gingen sjukdom inte har eliminerat den sjukdomsframkallande mikroorganismen,
dvs. immunforsvaret har inte haft fullstindig framgéang. Vaccinering med korta
aminosyrasekvenser genererar ett immunsvar emot mikroorganismens “akilleshél”.
Man kan ocksé fordndra antigenet sé att det binder starkare dn den naturliga mot-
svarigheten eller tillféra immunomodulatorer tillsammans med antigenet for att styra
immunsvaret 1 6nskad riktning.

Bakterier = Malaria HIV Influensa Adenovirus Ebolavirus Protozoer
virus

Bioinformatisk analys (vilka gener, hur ser de ut?)
Prediktionsanalys (mojliga epitoper?)

Design (hur ska vi géra?)

Syntetisk gen kodande
for manga mojliga x0000000000TIIIITNNNK TR
vaccinkomponenter l

(epitoper)

Antigen molekyl

Immunologisk respons, utviirdering

Figur 8. Design av DNA-vaccin som samtidigt skyddar mot manga olika mikroorganismer

Det dr ocksa mojligt att blanda DNA-vaccinering med andra vaccineringstekniker,
den s.k. prime/boost-tekniken. Idén med detta ar att primdrimmuniseringen ger rikt-
ningen pa immunsvaret som sedan forstéirks.
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4.2 Funktionell foda

Susanne Lundberg

Bakgrund

Funktionell foda édr sidan fé6da som innehaller en eller flera, redan existerande eller
tillsatta, komponenter som bevisligen forbéttrar hilsotillstdndet hos konsumenten.
Andra effekter av sddana komponenter kan vara 6kad motstdndskraft eller hallbarhet
hos produkten eller att kroppens utnyttjande av produkten underlittas. Idag dr det
ocksa med bioteknologiska metoder mojligt att integrera arvsanlaget for komponenten
1 bararens arvsmassa (framfor allt vixter).

Befolkningsexplosionen och det faktum att medvetenheten hos konsumenterna
standigt 6kar medfor att behovet av alternativa hélsobeframjande atgarder forstarks.
Diarmed har ocksa intresset for funktionell foda forstarkts hos beslutfattare, kommer-
siella intressenter och forskare. Framfor allt i Japan och USA har fler och fler pro-
dukter de sista aren fétt rétten att rubricera sig som funktionell foda, och nitverk
bildas i syfte att sikerstélla kvaliteten pd dessa produkter. Forskningen 4r idag inten-
siv kring substanser som skyddar mot hjért- och kdrlsjukdomar, cancer, infektioner
och éldrande.

Négra exempel pa produkter som idag klassas som funktionell foda &r foljande:

Havrekli

Havrekli innehéller naturligt s.k. 16sliga fibrer, som sdnker halten LDL (Low Density
Lipoprotein) och kolesterol, vilket minskar risken for hjért- och kérlsjukdomar. Det ar
ként att fibrerna interagerar med och spader ut gallsyror och dessutom sianker pH i
tarmen. Detta leder i forlangningen till att fett och kolesterol i mindre grad adsorberas
av tarmen. Det har dven visats att vissa nedbrytningsprodukter av fibrerna, ndmligen
korta fettsyror, sdnker nivan pa kolesterol 1 serum och minskar risken for cancer.

Probiotics och Prebiotics

Probiotics dr bakterier som paverkar tarmfloran positivt, och prebiotics sidana amnen
som kan fungera som ndring for dessa bakterier. Med ritt tarmflora bryts fibrer ned
till korta fettsyror, som sénker halten kolesterol och pH (se ovan). Det dr inte bara bio-
aktiva fettsyror som &r intressanta, utan dven peptider, som fés fran bl.a. mjolk-
produkter. Dessutom verkar vissa bakterier, t.ex. Lactobacillus och Bifidobacterium i
hogre grad forse tarmen med skydd mot infektioner samt reducera risken for kroniska
tarminfektioner och tarmcancer. Det finns idag en méngd produkter ute p4 marknaden
dér probiotics eller prebiotics har tillsats.

”Golden rice”

Med bioteknologiska metoder har gener, som innehdller information for syntes av
provitamin A, dverforts till risets arvsmassa. Man har dven lyckats reglera gen-
uttrycket sa att vitaminet aterfinns i risets adtliga del. Syftet dr att 6ka tillgangen pa A-
vitamin for fattiga i framfor allt Asien. Aven om konsumtionen av “golden rice”
mdste vara timligen hog for att tillfredstilla dagsbehovet av vitaminet har produkten
fatt tillrdckligt god respons for att den vetenskapliga upptickten ska omséttas till
praktisk nytta. Bakom detta ligger ca 30 ars forskning, och man raknar med ytterligare
fem &r innan produkten kommer ut pd marknaden. Dock kommer troligen framtida
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forskning att gd betydligt snabbare 1 och med den utveckling som har skett under
senare ar med avseende pa tekniker och metoder (se kapitel 2 och 3).

Teknisk utveckling

I takt med att information lagrad i ménniskans arvsmassa kan korreleras till faktiska
komponenter och skeenden i kroppen (se kapitel 2.1) 6kar kunskapen om vilka &mnen
som kan forbéttra vért hélsotillstind. Som tidigare namnts ar det idag mdjligt att
studera effekten av ett Amne tillsatt till cellkulturer, bAde pA mRNA- och proteinniva.
Detta har haft stor betydelse for utvecklingen inom ldkemedelsindustrin (farmako-
genomik, se kapitel 5.2 ) och samma resonemang kan tilldmpas vid utviardering av
ndringsdmnen. Genom att félja mRNA-uttrycket hos moss har man t.ex. konstaterat
att de effekter (upp- och nedreglerade mRNA nivéer) som ses som respons pa
aldrande kan motverkas av minskat kaloriintag. I ett annat djurforsok dir protein-
uttrycket foljdes som svar pa en effektormolekyl vars syfte var viktreducering, kon-
staterades att 16 proteiner fordandrade sitt uttrycksmonster och av dessa deltog 14 i den
process som leder till nedbrytning av fett. Denna gren av proteomiken som syftar till
att folja metaboliska skeenden brukar bendmnas “metabolomics” (se dven kapitel 2.1).
Med dessa detaljerade utvarderingar kan man forutom att konstatera att det &mne som
tillfors kroppen har 6nskad effekt dven sdkerstélla att inga odnskade sidoeffekter upp-
star. Teknikerna dr ocksé ovirderliga for att identifiera s.k. biomarkorer, d.v.s. gener
eller proteiner som kan anvindas som maétt pa hur individen reagerar pa exempelvis
ett ndringsdmne.

Dessa och nirliggande tekniker dr anvindbara inom ytterligare omréden. Olika indi-
vider varierar i sin bendgenhet att drabbas t.ex. av olika sjukdomstillstand eller brist-
sjukdomar. Detta beror ofta pd mycket smé skillnader i genomet och ddrmed dven
korresponderande proteiner. Genom att identifiera dessa sma skillnader kan detta for-
hindras i tid genom att tillfora den substans individen riskerar att i en framtid lida brist
pa. Detta resonemang har applicerats pa en variant av A-vitaminbrist som har sin
orsak 1 ovan beskrivna fenomen.

Ett ytterligare forskningsomrdde som é&r av relevans for mojligheten att anvénda sig av
funktionell foda &r produktion av dnskade substanser i bararorganismer som bakterier,
och framf0r allt vixter. Trots de tveksamheter som finns kring att anvinda genetiskt
modifierad mat dr detta ett omrade som har expanderat kraftigt senare r, och det ar
troligt att den 6kade kunskapen kommer att leda fram till ett storre fortroende hos
konsumenten 1 framtiden. Befolkningsexplosionen, framfor allt i tredje vérlden, har
varit den drivande kraften for produktion av ”golden rice”, och det &r troligt att vi
kommer att se manga liknande produkter i framtiden. Bland framtida visioner kan
ndmnas jarnberikad foda, och foda berikad med essentiella aminosyror.

Applikationer for totalforsvaret

Ur totalférsvarets synvinkel dr detta intressant ur flera aspekter. Okad hallbarhet (t.ex.
om behovet av kylning minskar) underléttar lagring, transport och forvaring av pro-
dukterna. Ett hogt niaringsinnehall eller produkter dar néringsupptaget stimulerats
leder till att méngden foda kan reduceras. Ur hélsobefrdmjande aspekt utgor infek-
tionsskyddande substanser formodligen det omrade dér totalfGrsvarets intresse ar
storst. Den viktigaste delen av detta omrdde &r det som kallas “dtbara vacciner”, se
kapitel 4.1 Vaccinutveckling. En ytterligare konsekvens kan vara att mgjligheten att

58



FOI-R--0842--SE

utnyttja vixter dar de aktiva substanserna finns integrerade 1 arvsmassan medfor att
det blir mojligt att producera fodan pé plats.

I bl.a. USA pagér en stindig utveckling av den féda som anvénds ute 1 filt, antingen
som matransoner for de aktiva eller i form av donerade matransoner till befolkning pé
plats. I en jimforelse mellan den mat som anvidndes under Gulfkriget 1991 och kriget
i Afghanistan 2001 konstateras att det stdlls oerhorda krav pa dessa matransoner, de
ska vara hallbara, okénsliga for stora temperatursvangningar, mojliga att férpacka pa
ett utrymmessnélt och skyddat sétt, létta att laga till, energi- och néringsrika, l4tt-
smdlta och inte minst aptitliga.

Prestationshdjande medel kan fylla manga funktioner, bl.a. att
e forse kroppen med energi som snabbt kan mobiliseras,
e bibehélla kroppens muskelmassa,
e stirka immunforsvaret,

e minska riskerna for nedsatt mental och fysisk formaga vid sérskilt pafrestande
situationer (sOmnbrist, 1dngvarig fysisk och psykisk utmattning).

Mojligheten att 4stadkomma prestationshdjande medel har noga utvérderats av
”Committe on Military Nutrition Research”, FNB (Food and Nutrition Board), USA,
och resultatet presenteras i ett antal rapporter som finns summerade i en s.k. activity
report”. Syftet dr att astadkomma foda med optimal fordelning av fett, kolhydrater,
proteiner/aminosyror samt andra metaboliter och dérfor har dessa komponenters
inverkan pa prestation, muskelmassa och uthéllighet utvirderats. Detta har bl.a.
resulterat i tvd s.k. PERC:s (Performance Enhancing Ration Components); "ERGO
drink” and "HooAH bar”. ERGO forser frimst kroppen med nddvéndiga kolhydrater
och HooAH har en mer komplex sammanséttning, bl.a. ingir koffein som tillsatts 1
stimulerande syfte. Koffeinets inverkan pa fysisk och psykisk prestationsformaga har
analyserats, och substansen har visat sig vara effektiv i bdda avseendena. Bortsett fran
att vitskebrist uppstar sd har inga bestadende sidoeffekter observerats, vilket lett till en
rekommendation att anvanda 100-600 milligram doser av koffein i sdrskilt anstrang-
ande situationer. Pa liknande sétt har man dven undersokt huruvida verksamhet pd hog
hojd eller vid extrema temperaturer kriver sarskilda niringstillskott samt utvirderat
effekten av antioxidanter (t.ex. C-vitamin och betakaroten) pa det som bendmns
oxidativ stress (kan orsakas av hog hojd, extrem fysisk utmattning, radio- och mikro-
vagor). | summeringen av dessa tva undersokningar ges inga rekommendationer till
andringar 1 existerande matransoner, forutom i mycket extrema situationer.

Aven olika substansers positiva inverkan pa immunférsvaret har utvirderats. Inom
detta omrade finns ett stort antal substanser/metaboliter som ar bevisat immun-
forsvarsstarkande, bl.a. A-, B- och C-vitamin, jérn, koppar, selen och fleromattade
fettsyror. Vid den tidpunkt som denna rapport utgavs (1997) hade dock forskningen
inom omrédet inte natt tillrdckligt 1angt for att ndgra specifika rekommendationer
skulle kunna fastslas. Detsamma géllde en rapport dér proteiners och aminosyrors
paverkan pé kapaciteten hos soldater undersoktes. En gemensam ndmnare for alla
dessa rapporter dr att en vdlbalanserad naringsriktig kost dr oerhort viktig for indivi-
dens prestation. Vikten av vdl underbyggd forskning podngteras ocksé - innan ett
nédringsamne tillfors bor det noggrant ha utretts om det finns nagra skadliga effekter.
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Framtida utveckling
Utvecklingen pa 5 ars sikt

Fler produkter med forstarkt ndringsinnehall liknande ”Golden rice” kommer att vara
under utprovning men formodligen inte kommersiellt tillgéngliga. Utvecklingen inom
proteomik, genomik och metabolomics kommer att ha resulterat 1 snabbare och mer
exakta metoder for att folja svaret av ett administrerat dmne. Det kommer formodligen
aven att vara mojligt att folja svaret i mer komplicerade matriser én idag, exempelvis
hela vdvnader.

Utvecklingen pa 10-15 ars sikt

Inom denna tidsperiod dr det mojligt att man utifrén individens gen- och protein-
monster samt den omgivning individen kommer att befinna sig i kan ’skraddarsy”
foda med kanske inte optimalt, men dock forbéttrat niaringsinnehdll. Effekten av de
prestationshdjande &mnen som idag undersoks kommer att vara kénd, och denna kun-
skap kommer att kunna appliceras exempelvis som prestationshdjande medel for total-
forsvaret.
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5 Behandling av infektioner, forgiftningar, sar-,
kropps- och nervskador

En forutsittning for att kunna ge relevant behandling vid sjukdom &r att rétt diagnos
stills sd snart som mdjligt. Avsnittet inleds med en beskrivning av dagens och for
framtiden bedomda metoder for att forbattra de medicinska mdjligheterna till snabb
och relevant sjukdomsdiagnos. Dagens metoder gor det mojligt att samtidigt méta {or-
andringar i en stor mingd kroppsparametrar vilket sannolikt kommer att revolutionera
diagnosen av exempelvis infektionssjukdomar inom det ndrmaste decenniet.

En tidigt stilld korrekt diagnos ger optimala mojligheter for effektiv behandling. Men
samtidigt varierar forutséttningarna for framgangsrik behandling mellan olika indivi-
der. Det dr idag ként att vi mé@nniskor har genetiska skillnader som gor oss olika
mottagliga for ldkemedel. Kunskaper inom detta omrade, farmakogenomik, kommer
att leda till forbattrade chanser for optimal medicinsk behandling av olika sjukdoms-
tillstand. Den kunskap som farmakogenomiken genererar kan ocksa utnyttjas for att
undersoka en individs risk for att utveckla sjukdomar.

Det finns idag tillgang till en mingd olika antibiotika for behandling av bakteriella
infektioner, men uppkomsten av resistens har skapat ett behov av nya antibakteriella
substanser och alternativa behandlingsmetoder. Mgjligheterna att behandla virus-
infektioner &r fortfarande samre &n for bakterieinfektioner 4ven om en rad nya anti-
virala medel utvecklats under det senaste decenniet. Den forbéttrade kunskapen om
hur smittimnen forokar sig hos médnniskor och djur har medfort att utvecklingen av
antibakteriella och antivirala medel nu sker med utgangspunkt fran kéinda verknings-
mekanismer. Kartliggningen av méinniskans och en méngd smittimnens arvsmassa
tillsammans med utvecklingen av mikromatriser dér tusentals olika fordndringar sam-
tidigt kan studeras har resulterat i att det finns helt nya mojligheter att studera verk-
ningsmekanismerna vid infektion bade hos smittimnet och hos virdorganismen,
vilket nu i snabb takt genererar information om nya mdjliga mal for att bekdmpa
infektioner.

Akut lungskada &r en trolig konsekvens efter att kemiska stridsmedel spridits eller vid
omfattande utslépp av giftiga industrikemikalier. Dagens forskning bidrar till att klar-
lagga samspelet mellan exponering av kemiska &mnen och individens drftliga be-
ndgenhet att drabbas av kemiskt inducerad lungskada. Den genererar ocksé ny
kunskap om celluldra svarsmekanismer vid kemiska exponeringar. Denna samlade
kunskap kan dérefter anvédndas for att identifiera nya strategier for medicinsk behand-
ling. Exempelvis kan biotekniskt framstillda produkter specifikt inhibera de kaskad-
liknande reaktioner som leder till ett inflammatoriskt svar, forhindra den skadeprocess
som sker 1 lungvdvnaden och underlétta for lungan att tillgodogora kroppens behov av

syre.

Artificiell vdvnadskonstruktion 1 kombination med tillforsel av tillvixtfaktorer har
inforts som behandling av olika typer av kroppsskador, t.ex. frakturer, skador pa
menisk och ledbrosk samt kérlskador. Idag har utvecklingen hunnit l&ngt nér det
géller artificiella syrebdrande plasmaexpanders, s.k. konstgjort blod, och flera varian-
ter genomgdr klinisk provning. Den 6kade kunskapen om sarlédkningsprocessen i
kombination med utvecklingen inom bioteknik har revolutionerat behandlingen av
sar, bl.a. kan vi idag skrdddarsy molekyler, celler och till och med vdvnad (exempel-
vis hud) for att padskynda sérldkning. Artificiell hud kommer sannolikt att forbéttra
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lakning efter kirurgi och behandling av brannskador. Dagens forskning kring de anti-
bakteriella peptiderna i huden kan leda till utveckling av nya likemedel med mojliga
anvandningsomraden i kroniska sar, i akuta infekterade sér eller brannskador.

De senaste decenniernas neurologiska forskning har genererat kunskap om olika sjuk-
domstillstand i nervsystemet, men kunskapen har dnnu inte kunnat 6verforas till det
kliniska omhéndertagandet av hjdrnskadade personer. For framtiden fGrutses att detta
radikalt kommer att fordndras bl.a. med avseende pé utveckling av specifika ldke-
medel, metoder for att administrera ldkemedel sdsom genterapi och nya behandlings-
tekniker, t.ex. anviandning av stamceller. Det dr sannolikt att nya behandlings-
alternativ for neurodegenerativa och neuroinflammatoriska sjukdomstillstdnd blir
tillgéngliga tidigare &n for neurotrauman.

5.1 Den framtida sjukdomsdiagnosen
Anders Sjostedt

Bakgrund

Grunden for infektionsdiagnostik har sedan mer dn 100 ar varit biokemiska och
morfologiska analyser. Principen att identifiera bakterier 1 prover fran patienter har
baserats péd provtagning med pinnar” och odling fran dessa eller av flytande prover
pa agarplattor. De kolonier som har vixt har karakteriserats en och en, bl.a. genom
mikroskopering. Skillnad 1 &mnesomséttning utnyttjas vid biokemisk laboratorie-
diagnostik. Harvid anvénds dels substrat som endast tillater vissa grupper att vdxa och
dels substrat som framhéver artspecifika egenskaper.

Virusinfektioner dr i allménhet svarare och mer tidskrdvande att diagnosticera dn bak-
terieinfektioner. I vissa fall kan virus pavisas direkt i prov med immunofluorescens-
mikroskopi (t.ex. svalgsekret) eller med direkt elektronmikroskopi (t.ex. avforing,
material fran hudbldsor). Immunologiska metoder anvénds oftare i virusdiagnostik dn
1 bakteriediagnostik. I de fall virus inte kan pavisas direkt dterstar att forsoka odla det
i cellkultur innan en diagnos kan ske, da ofta med immunologiska metoder. Om ett
virus inte kan odlas eller pa annat sétt identifieras dterstar endast att médta om den
sjuke har en forhdjd halt av antikroppar mot detta virus i blodet, sé kallad serologisk
analys. For detta andamal behdvs tva blodprover, ett taget direkt efter insjuknandet
och ett efter 2-3 veckor, da en maximal halt av antikroppar finns i blodet.

Serologisk diagnostik anvinds dven for bakterieinfektioner, t.ex. for svarodlade bakte-
rier som vid borreliosis, syfilis och Helicobacter-infektion samt vid tarminfektioner
orsakade av Salmonella och Yersinia. Antikroppar kan dven anvindas for direkt
pavisning av virus och bakterier i olika typer av kliniska prover.

Aktuella fragestillningar

Under det senaste decenniet har vara 6kade kunskaper om bakteriers genetiska och
kemiska sammansittning tillsammans med en teknisk utveckling inneburit att vi
erhéllit nya diagnostiska mojligheter. Bland dessa kan ndmnas monoklonal anti-
kroppsteknik, gaskromatografi och andra kromatografiska och spektrofotometriska
metoder samt utnyttjande av DNA-hybridiseringsteknik (se kapitel 3.2).
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Det finns dven andra omréden dir en forfinad infektionsdiagnostik kan forklara orsa-
ken till sjukdomar. Det géller en rad sjukdomar dér den direkta orsaken ar okénd, t.ex.
vissa s.k. autoimmuna sjukdomar. Orsaken till dessa anges ofta vara en rubbning av
immunsystemet men bakteriers och virus roll i detta ssmmanhang &r oklara. En viktig
faktor som kan vara en grund for att forsta kopplingen mellan mikrober och
sjukdomar &r en forbittrad kunskap av kroppens mikroflora.

Mikrober finns 1 stort antal i munhéla, tarm, vagina och hud. Manga mikrober 6ver-
lever bara 1 ménniskokroppen men det dr ocksa mdjligt att vissa kroppsfunktioner {for-
utsétter deras narvaro, dvs. en symbiotisk samlevnad. Genom en systematisk under-
sokning av de olika ekologiska nischernas normalflora kan vi forhoppningsvis identi-
fiera rubbningar i floran som direkt eller indirekt ger upphov till sjukdomar, exempel-
vis Crohns sjukdom, gingivit, periodontit och endokardit'’. Klamydia och andra
bakterier som ger upphov till ett langvarigt bararskap ar foremal for en intensiv forsk-
ning for att klarldgga dess eventuella roll vid uppkomsten av kérlskador. Munhalans
bakterier formar ofta s.k. biofilmer och sddana mikrober gar normalt inte att odla pa
sedvanligt sitt. Arkebakterier som utgdr en helt unik gren av livets trid, helt skild fran
vanliga bakterier, har aldrig visats orsaka ndgot sjukdomstillstdind men finns normalt i
tarmen. Vi har 1 vér kropp ett mycket stort antal s.k. retrovirus och en mojlighet ér att
nédrvaron av dessa kan paverka hur de ménskliga generna fungerar sa att ett sadant
virus indirekt kan ge upphov till sjukdom. Dessa exempel visar att det kan finnas
brister i vara traditionella metoder for mikrobiologisk diagnostik och att det &r mdjligt
att mikrober som vi inte kan pavisa med traditionella metoder orsakar eller paverkar
olika sjukdomstillstind. Om vi kan f6lja kvantitativa och kvalitativa fordndringar i
kroppens normalflora kommer vi att fa en bittre forstaelse av dessa samband och
kanske orsaken till en rad sjukdomar.

Som tidigare ndmnts finns det mycket som talar for att véra traditionella mikrobio-
logiska metoder inte ar tillfyllest for att fullstdndigt identifiera de mikrober som utgor
var normalflora och inte heller ett flertal av de sjukdomsframkallande organismerna.
En redan etablerad metod som inte utnyttjats fullt ut f6r dessa andamal d&r PCR, vilken
kan anvéindas for att pavisa gener och gensegment som ar konserverade bland alla
bakterier. I forsta hand anvinds ribosomala gener'® for detta indamal. Genom att
forst anvinda PCR och sedan sekvensera generna kan hundratals eller &nnu fler
bakteriearter identifieras i komplexa populationer. Metoden &r allmént anvind idag,
framfor allt for att pavisa bakterier i prover som normalt dr sterila. I de fa fall nér
tekniken har anvénts for att karakterisera normalfloran har det visat sig att en relativt
stor andel av de identifierade bakterierna inte tidigare har karakteriserats eller att de
inte gér att odla fram med traditionella tekniker.

Med molekyléra tekniker har &ven ny information kommit fram géllande infektioner
utan kind orsak. Det dr ofta mojligt att med forfinade molekyldra metoder finna kdnda
sjukdomsframkallande organismer fran dessa patienter. En slutsats dr att mer under-
sOkningar behdvs for att identifiera vilka typer av prover som behovs for att kunna
forbattra diagnostiken vid sjukdomstillstand utan kénd orsak.

Ett annat sitt att studera dessa vérd-parasit-interaktioner ar att folja hur molekylerna i
kroppen paverkas i ndrvaro av olika mikrober. Det har tidigare varit omojligt att gora

B Inflammation i tarm, tandkott resp. hjartséck.

14 o . . . .
Kommer frén cellernas ribosomer som har en viktig roll i cellers proteinsyntes.
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detta i stor skala p.g.a. metodologiska begransningar men utvecklingen av s.k. DNA-
mikromatriser har fordndrat forutsdttningarna. Nivierna av messenger-RNA, vilket ar
ett matt pa aktiviteten hos arvsmassan, kan nu métas for tiotusentals arvsanlag sam-
tidigt. Genom anvéndning av olika typer av fluorescens kan skillnader mellan t.ex.
normalsituationen och den vid infektion direkt pavisas. Prelimindra resultat talar for
att enskilda mikrober kan ge upphov till likartade fordndringar hos olika individer.

Framtida applikationer

Traditionella metoder for att pavisa infektioner generellt dr att pdvisa exempelvis en
forhojd sédnkereaktion eller forhdjda proteinhalter (t.ex. C-reaktivt protein i blodet).
Genom storskalig mikromatrisanalys kan detta géras med en mycket hogre upplos-
ning och inte bara ge information om en infektion foreligger utan ocksé om typen av
infektion. Fortfarande saknas méinga verktyg for att vi pa ett optimalt sétt ska kunna
tillgodogora oss den information som finns dold i det stora antalet méitvédrden. Vi
behdver kunna modellera tids- och dossamband for genuttryck vid infektioner samt
kunna korrelera uttrycket hos viard och mikrob under infektionen. Dessutom fordras
utveckling av databaser som kopplar samman genomsekvenser, expressionsdata och
data kring funktioner. En sadan analys kan ocksa tillfora ytterligare en diagnostisk
dimension genom att pdvisa infektioner med likartade effekter. Speciella signaturer
kan exempelvis vara mojliga att upptécka for luftburna infektioner genom att dessa
paverkar vissa kroppsceller som inte finns pd andra stéllen 1 kroppen. Vidare kan de
ocksa pavisa nérvaro av bakterier som anvénder likartade sjukdomsframkallande
mekanismer.

En annan teknik som verkar att pa samma sitt som DNA-mikromatriser kunna ge en
helhetsbild av fordndringar 1 kroppen vid infektioner dr det som kallas metabolomics.
Med dessa tekniker kan man f6lja hur 16sliga molekyler i kroppen, t.ex. 1 blodet eller i
ett speciellt organ, fordndras. Metabolomics har dnnu inte anvénts for att systematiskt
undersoka fordndringar vid infektioner men data fran helt andra system talar for att
teknikerna ar tillrdckligt kdnsliga for att beskriva fordndringar som ér specifika for
infektioner. Termen syftar pa att ett tillstind som eventuellt inte férdndrar en cell till
det yttre fortfarande kan pavisas om koncentrationerna av de metaboliter som cellen
producerar kan foljas i detalj. Genom att jimfora koncentrationerna av dessa
metaboliter, s.k. metabolomet, i frdnvaro och nérvaro av en infektion kan tecken pa
infektionen ses. Det dr dven mojligt att fa en forstaelse for vad som édr specifikt
paverkat i cellen. Dessa metaboliter 4r mycket férre dn det antal gener eller proteiner
som finns i en cell (utgdr mindre &n 10 % av antalet gener). Darfor stélls ocksa mindre
krav pa teknikernas upplosning i dessa system.

Experimentella analyser har gjorts i exempelvis jdstceller dér effekten av tvd enzymer
ar komplementéra, d.v.s. avsaknaden av den ena kompenseras av nérvaron av den
andra. Till det yttre ses darfor ingen skillnad om cellen saknar bara det ena enzymet.
Celler som saknade det ena eller det andra av dessa enzymer jimfordes och ett antal
metaboliter som var associerade till deras funktioner analyserades. Tydliga skillnader
1 nagra av dessa fall identifierades. I teorin kan sddana spektra upprittas for alla kédnda
metaboliter men formodligen kommer analysmetoderna inte att tillta detta. Darfor
har komplexa metoder for statistisk bearbetning av profiler utarbetats. Dessa kan visa
pa fordndringar i monster som indikerar en speciell infektion dven om inte alla meta-
boliter dr kdnda. I framtiden kommer naturligtvis blod att vara en provtyp som kan
analyseras men dven provtyper som dr enklare att ta, t.ex. urin, kommer sannolikt att
ge vardefulla upplysningar.
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I likhet med DNA-analys med mikromatriser kommer tids- och dossamband att
behova karakteriseras och sambanden metaboliter och funktioner kopplas ihop 1 data-
baser. Aven kopplingen mellan dessa samband och de som erhillits med DNA-
mikromatrisanalyser kommer att vara av stort intresse. En sadan detaljkunskap kring
vardsvaret vid infektion kommer inte bara att vara betydelsefull for diagnostiken utan
ocksa for forstaelsen av patogenesen vid infektioner.

Ytterligare faktorer som &r virda att nimna ar de problem som kan uppsta vid anvand-
ning av PCR och sekvensering for att pdvisa ett smittdmne eller DNA-mikromatris
och metabolomics for att karakterisera vérdsvaren. Vid anvdandning av dessa metoder
kommer det 1 vissa fall att finnas en osékerhet kring vilken den orsakande mikroben
ar. Liknande problem &r inte helt okdnda i medicinens historia, pad 1980-talet hdvdades
exempelvis att magsér orsakades av en bakterie. Aven om bakterien kunde ses i
mikroskop ville de flesta forskare inte acceptera att den var en direkt orsak till
sjukdomen. En australisk forskare som ansag att Helicobacter var en direkt orsak,
infekterade darfor sig sjdlv med bakterien. Han utvecklade dd magsar och nér han
behandlades mot infektionen forsvann magsaret. Darmed hade han uppfyllt det tredje
postulat den tyske forskaren Robert Koch uppstéllde pad 1800-talet, nimligen att for
att kopplingen mellan en bakterie och en infektion skulle anses vara bevisad ska
inokulering av den isolerade mikroben leda till sjukdom. Detta postulat kommer inte
att vara uppfyllt nir de ovanndmnda teknikerna anvinds eftersom de inte leder till
isoleringen av den orsakande bakterien. Det innebér att andra viktiga villkor méste
vara uppfyllda, exempelvis kommer det att stillas krav pa vilkontrollerade epide-
miologiska undersokningar. Det dr vidare viktigt att samma resultat erhdlls med kom-
plementira tekniker. Alla de uppriaknade teknikerna kan anses vara komplementéra
varfor samma resultat med tva eller fler tekniker kommer att vara ett viktigt bevis for
ett direkt orsakssamband.

Tekniker som DNA-mikromatriser och metabolomics kommer sannolikt att krdva en
relativt lang tid (>15 &r) innan de kommer att anvéndas rutinméssigt i sjukvarden. Mer
kortsiktigt (5-10 ar) kommer vi formodligen att se utveckling av existerande tekniker.
Ett exempel ar att tekniker miniatyriseras och pa detta vis kan forbilligas men ocksa
att de kan goras mera komplexa da ménga steg i det laborativa forfarandet kan
automatiseras. Idag strévas det ofta efter forenklingar i biokemiska analyser da de ér
arbetskravande och kostsamma. En miniatyrisering kommer att innebéra att dven
rutinlaboratorier kommer att kunna gora mer komplicerade analyser och dédrigenom
oka den diagnostiska precisionen. En allmén automatisering av t.ex. provpreparation
kommer ocksé att kunna 6ka kapaciteten pa laboratorierna. Det &r dock virt att ndmna
att normalt innebdr en sadan automatisering en fordyring av provhanteringen varfor
manga arbetsmoment fortfarande gors manuellt pa mikrobiologiska rutinlaboratorier
trots att teknikerna for automatisering redan finns.

Inom det molekylédrbiologiska omrddet sker en fortlopande utveckling. En teknik som
idag héller pé att introduceras dr snabba kvantitativa molekyléra analyser, sd kallad
real-time-PCR. Detta kan ge betydelsefull information i manga sammanhang. En
uppenbar sddan ir att totalantalet mikrober spelar roll, d.v.s. ju fler mikrober desto
samre prognos. HIV-infektion ar ett fall dir en sddan kvantifiering &r absolut ndd-
vandig. Hos dessa patienter innebdr behandling inte att viruset forsvinner helt men att
nivaerna sjunker och de dr darfor mattet pa behandlingseffekten. Det finns dven andra
sjukdomstillstand dér patienter bar pa mikrober som kan vara sjukdomsframkallande
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utan att de ar sjuka. Darfor maste en kvantitativ analys goras for att i dessa fall kunna
avgora om det dr frdga om bérarskap eller infektion. Exempel &r infektioner i luft-
vagarna.

5.2 Farmakogenomik

Ann Goransson Nyberg

Bakgrund

Léaran om hur lakemedlens effekter pdverkas av érftliga faktorer r en ny vetenskap
som kommer att ha en stor betydelse vid utveckling och klinisk anvindning av medi-
ciner. Genetisk karaktir paverkar biokemiska faktorer och som en konsekvens av
detta svarar individer som skiljer sig i genetisk uppsittning olika pa samma medi-
cinska behandling. De kan ha olika formaga att absorbera medicinen eller kanske
saknar de ett viktigt enzym for att metabolisera (omsétta) ldkemedlet. Normala doser
kan da leda till ovéntade laga eller hoga koncentrationer av ldkemedlet 1 blodet. Detta
kan 1 sin tur ge en ineffektiv behandling, exempelvis svarar inte 20 % av befolkningen
pa blodtryckssdankande medicin, eller svara biverkningar. Ett annat exempel ar att
personer som har onormalt mycket receptorer for ett visst ldkemedel kan {4 svara
biverkningar vid normal dos. Dessa variationer dr mycket kritiska for ldkemedel med
smala terapeutiskt fonster.

Framtida mojligheter for optimal behandling

Idag tas liten hiansyn till farmakogenomik, varfor det ofta blir feldoseringar med
biverkningar som f6ljd. I framtiden kommer information om den genetiska uppsitt-
ningen att anvéindas for att nd basta mojliga behandlingsstrategi. Diagnostiska kit ar
under utveckling for att farmakogenetiska faktorer ska kunna bestdmmas i en patient.
Dérigenom blir det mojligt att enkelt bestimma patientens svar pa en speciell medi-
cin. Exempelvis skulle avskrap frén tunga kunna anvinds for diagnos istéllet for blod
eller urin. Efter ett sddant test kan béasta mdjliga lidkemedel och dos véljas for den
enskilda patienten. Slutmalet ska vara att komma fram till en individualiserad terapi.

Det finns redan diagnostiska kit med vars hjilp arvsanlagen kan analyseras. Utifran
dessa analyser kan sannolikheten for att en patient drabbas av en speciell sjukdom
forutsdgas. En 6kad tillgdng av sddana kit kommer att ske inom en 5-arsperiod. Dessa
kit kommer dven att kunna ge information till enskilda individer om hur man ska leva
sitt liv for att undvika att sjukdom utbryter, t.ex. avstd fran rokning.

Inom industrin finns "genome chip" (DNA-mikromatriser) for att detektera upp till

10 000 olika arvsanlag. I framtiden kommer dessa troligen att finnas som enkla DNA-
chip vilka kan kopas pa apotek. Chip som detekterar proteiner dr ocksa ett onskemal,
men utvecklingen av dessa har inte nétt lika langt.

Idag dr vi pa vig att fa tillgang till genetiska profiler bestdende av vad som kallas
snips (single nucleotide polymorphisms, SNP) (se kapitel 2.1), som kommer att gora
det mojligt for lakaren att forutsdga patientens reaktion pa ett likemedel, och dér-
igenom avgora om han ska ge ldkemedlet eller ej, och den exakta dosen. Parallellt
Oppnas mdjligheten att tillverka och administrera individuellt anpassade likemedel.
Detta innebér stora fordelar, for det forsta vad géller terapeutiskt svar och minskat
lidande, och for det andra i frdga om ekonomin, bade under lakemedlets utvecklings-
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fas (dar protokollen for farmakologisk provning kommer att forédndras 1 mycket hog
grad 1 och med att dessa profiler utvecklas), och under administrationsfasen genom att
man undviker att ge ldkemedel till patienter som inte behdver dem, eller till och med
kan skadas av dem. Det &r inte frdga om nagon mgjlighet 1 en avlagsen framtid — det
finns redan idag ett konsortium med likemedelsforetag, universitetscentra och privata
stiftelser som &r i1 fard med att sammanstilla en databank som ska vara tillginglig for
alla via Internet och innehaller cirka 200 000 snips, och som inom loppet av tva ar
kommer att ha cirka 800 000 st. Man forutspar att inom 10-20 ar kommer detta att
leda till en effektivare behandling av cancer och kanske botemedel for vissa arftliga
sjukdomar.

Farmakogenomik kommer att 6ppna védgarna for utveckling av ny medicin och farma-
kogenetik anses fa ett tungt inflytande 6ver den medicinska behandlingsstrategin i
framtiden. Den Okar potentialen for malinriktade mediciner att bli mer effektiva, for-
battrar patientens mdjligheter till behandling, minskar bieffekter och &r kostnads-
effektiv. Samverkan mellan utveckling av genterapi, gendiagnostik och nya ldkemedel
kommer att géra det mojligt att identifiera de patienter som dr i mest behov av
behandling och som nar bista effekten av behandling.

I ett langre perspektiv kan kunskap inom farmakogenetik ge helt nya mdjligheter att
utifran individens genetiska forutséttningar anpassa dess levnadsvillkor. For total-
forsvaret kan man ténka sig att 1 framtiden utforma tester for att genetiskt kartldgga en
individs motstdndskraft for olika &mnen. Detta skulle vara till stor hjélp for att skydda
individen vid t.ex. vid rekrytering infor internationella operationer dér risken for
kemiska exponeringar av olika slag &r stor.

5.3 Behandling av infektioner

Urban Kumlin

Bakgrund

Infektioner har i Sverige varit den huvudsakliga dédorsaken fram till borjan av 1900-
talet. Globalt sett dr dock infektioner fortfarande den frimsta orsaken till forlorade
friska levnadsar. Allt fler samband uppticks ocksa mellan infektioner och andra sjuk-
domar, exempelvis ér bakterien Helicobacter pylori en idag erkdnd bidragande faktor
till magsar och magcancer. Den 6kade kunskapen om smittdimnen, smittkédllor och
smittvigar samt forbattrad hygien, niaringsintag och standard har minskat infektions-
relaterad dod. Okad vaccination och tillkomst av nya och effektiva likemedel har for-
starkt denna trend.

Okande omfattning av svara infektioner ir dock att viinta bl.a. p.g.a. att allt fler méin-
niskor far nedsatt immunforsvar och dirmed aterkommande infektioner. Till forsdm-
ringen av immunforsvaret bidrar 6kat anviandande av cytostatika och transplantationer
samt HIV-pandemin. Behandlingar for cancer, avstétning och HIV ér dock under f6r-
béttring.

Framgéngar med antibiotika och antivirala medel hotas nu av tilltagande resistens hos
bakterier och virus. Resistensmekanismerna okar i antal och omfattning mycket p.g.a.
olamplig anvdndning av antibiotika bade hos djur och méinniskor, men éven p.g.a. det
okande antalet minniskor med nedsatt immunforsvar. Med forbéttrad diagnostik och

overvakning av infektioner och med mer restriktiv antibiotikabehandling hoppas man
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att resistensutvecklingen kan bromsas. Via intrddet 1 EU har vi dock fatt minskade
mojligheter att bestimma nationella indikationer for ldkemedelsanvindning anpassad
till det svenska infektionspanoramat. Samtidigt har intresset for omvérldens anti-
biotikapolicy okat.

Tilltagande omfattning av nedsatt immunforsvar och antibiotikaresistens dkar efter-
fragan pa nya principer for infektionsbehandling. Den 6kande kunskapen inom det
mikrobiologiska omrédet ger en mangfald av hypoteser om nya behandlingsvéigar. For
de narmaste 15 dren kan man dock forvinta sig att infektionsbehandling 1 stort visent-
ligen kommer att ske med dagens likemedel, innefattande variationer av dessa. Endast
ett fatal antibakteriella medel som bygger pa nya verkningsmekanismer har godkints
under senare ar. Daremot dr antalet nya antivirala behandlingsprinciper under stark
tillvixt, men jamfort med antibakteriella medel dr volymen fortfarande blygsam.

Antivirala medel

Virus kan enbart foroka sig i celler. Detta sker genom omprogrammering av cellens
syntesmaskineri (jimfor med bakterier som forokar sig via delning). Att forsoka
forhindra tillvaxt av virus medfor ofta stor risk for att toxiska effekter paA ménniskans
celler uppstér. Under slutet av 1900-talet har dock flera antivirala medel utvecklats.
Idag finns drygt 30 olika medel godkéinda, flertalet for HIV, men ndgra mot framfor
allt herpesgruppens virus, hepatit och influensa.

Influensa orsakar direkt eller indirekt sannolikt nagra tusen dédsfall i Sverige per ar.
Vid en ny influensapandemi (global influensaepidemi) smittas i regel mer dn hélften
av jordens befolkning och miljontals dodsfall uppstar. Huvudsakliga strategier for
prevention och behandling dr vaccinering, antibiotika vid sekundér lunginflammation,
samt understdd av cirkulation och andning. Antiviral behandling och férebyggande
atgarder kommer sannolikt att 6ka starkt de ndrmaste aren. Sedan ett par ar finns tva
lakemedel (neuraminidashdmmarna zanamivir och oseltamivir) som effektivt hdmmar
tillvaxt av influensavirus utan storre risk for svara biverkningar. Dessa substanser
blockerar det virala enzymet neuraminidas. Neuraminidas klyver bindningen mellan
utskott pa influensavirus (hemagglutinin) och receptorer pa cellytan. Lakemedlen
orsakar att frislippning av virus fran celler hammas och sannolikt &ven upptag. Sedan
flera &r finns ytterligare tva antivirala medel, amantadin (hdmmar avklddningsfasen av
viruspartiklarna strax efter intrédet i cellen) och ribavirin (hd&mmar tillverkningen av
framst viral arvsmassa), med effekt pd influensa. Dessa har dock haft en begriansad
anviandning framst p.g.a. biverkningsrisker.

Trots dessa framsteg foreligger stor risk att nista influensapandemi kan orsaka hog
dodlighet. Vid epidemin av ”fagelinfluensa” i Hong Kong 1997 dog 6 av 18 patienter.
Som tur var forekom ingen eller obetydlig smitta mellan ménniskor. Influensavirus
har dock en forméga att snabbt fordndra sig och risk finns att en influensavariant som
”fagelinfluensan” med hog dodlighet kan ta upp egenskaper fran en ménsklig
influensavariant och ddrmed fa en 6kad bendgenhet att spridas mellan méanniskor.
Infor nédsta pandemi vore det darfor av stort virde om influensavaccin skulle kunna
framstillas s att bredare effekt och/eller snabbare produktion mdojliggors. DNA-
vaccin kan eventuellt vara en framkomlig vig for detta (se kapitel 4.1). Lagerhdllning
av antivirala medel infor nésta pandemi &r ett alternativ att allvarligt overvaga.

Aven for en rad andra virus finns antivirala medel med mer eller mindre god effekt.
Det antivirala medlet Ribavirin har ocksa visat sig ha en viss effekt, forutom mot
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influensa, mot infektioner orsakade av en lang rad andra virus, inkluderande para-
influensa, respiratory syncytical virus, adenovirus, hepatit C (se nedan) och blodar-
febrar. Effekten pa lassafeber och andra arenaviroser rapporteras vara god, medan
effekt pa andra blodarfebrar orsakade av exempelvis ebolavirus och hantavirus tycks
vara svag. Ribavirin hammar forokning av virus pa flera olika sitt men den huvud-
sakliga verkningsmekanismen ar inte klarlagd. Ribavirinliknande medel med béttre
antiviral effekt och férre biverkningar &r under utveckling

Sedan cirka 20 &r har det funnits ett antiviralt medel, aciklovir, med god effekt mot
herpes simplex virus. Aciklovir dr en nukleosidanalog som efter modifiering, vilket
enbart sker i virusinfekterade celler, av ett herpesspecifikt enzym, byggs in i virusets
arvsmassa och avbryter fortsatt DNA-syntes. Liknande ldkemedel, ganciklovir,
foscarnet och cidofovir, som dock har storre risk for biverkningar, finns for behand-
ling av framfor allt cytomegalovirus. Cidofovir har dessutom antiviral effekt pa
manga andra DNA-virus. Forsok pa cellkulturer, samt effekt pa liknande virus-
infektioner talar for att cidofovir har god effekt dven pa smittkoppor. En modifiering
av substansen som dven kan ges oralt har nyligen utvecklats. For cytomegalovirus-
infektioner i ndthinnan (vanlig komplikation vid AIDS) finns sedan ett par ar fomi-
virsen, det forsta godkénda preparatet som bygger pa antisens-mekanism (se nedan).
Fomivirsen &r en oligonukleotid med 21 baspar som kan binda till en cytomegalo-
virus-specifik sekvens pd budbirar-RNA och som forhindrar syntes av virusprotein.

En ldng rad olika antivirala medel har utvecklats for HIV. Redan pa 1980-talet kom
nukleosidanaloger (t.ex. retrovir) som hdmmar det for retrovirus nddvindiga steget da
RNA oversiitts till DNA. Medel som himmar anpassning av virusproteiner efter
proteinsyntes tillkom pa 1990-talet (t.ex. indinavir). Genom att kombinera antivirala
medel med olika verkningsmekanism kan man i bésta fall nedbringa virusméngden i
plasma mot noll och ddrmed skjuta upp utvecklingen till AIDS. Problem som frekvent
resistensutveckling samt global oréttvisa 1 behandlingsmdjligheter foreligger dock 1
véantan pa ett effektivt vaccin.

Ett helt annat sdtt att behandla virusinfektioner dr att styra kroppens immunforsvar till
att effektivare eliminera virus. Denna form av behandling benimns immunomodu-
lering. For behandling av kronisk hepatit B och C tillimpas immunmodulerande
behandling med alfa-interferon. Vid kronisk hepatit C sker utlikning for betydligt mer
an hilften av kroniska bérare om alfa-interferon kombineras med det antivirala medlet
ribavirin. Aven nagra HIV-medel kan anviindas mot hepatit B. Utmirkta vacciner
finns ocksa for hepatit B. Sverige tillhor ett av de fa ldnder som dock inte later dessa
vaccin inga 1 barnvaccinationsprogrammet.

Antibakteriella medel

1928 upptickte Alexander Fleming att mogelsvampen Penicillium notatum hade
bakteriehimmande effekt. Under 1940-talet utvecklades denna tursamma men véarde-
fulla upptéckt av penicillin till behandling av bakteriella infektioner. Under de
ndrmaste artiondena utvecklades flera andra olika hammare av bakteriers cellvaggs-
syntes, t.ex. glykopeptider och cefalosporiner. Redan pa 1930-talet startade utveck-
lingen av sulfonamider som hdmmar bakteriers folsyrametabolism och ddrmed
bildandet av vissa nukleotider (DNA-byggstenar) och aminosyror (protein-bygg-
stenar). Kloramfenikol, makrolider, tetracykliner och aminoglykosider interfererar
med bakteriernas proteinsyntes, utvecklades framst pa 1950- och 1960-talen. Exempel
pa hammare av bakteriell nukleinsyrasyntes via interaktion med enzymet DNA-gyras
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ar kinoloner (utvecklades under 1960-talet) och fluorokinoloner (fran 1980-talet). De
medel som har tillkommit dérefter bygger vasentligen pa liknande verknings-
mekanismer. Linezolid tillhor klassen oxazolidinonerna och himmar bakteriell
proteinsyntes. De har beskrivits som den strukturellt forsta nya klass av antibiotika
som utvecklats pa dver 30 ar.

De antibakteriella medlen har medfort stora framgéngar i behandling vid spontana
infektioner, intensivvard, avancerad kirurgi, tung cytostatikabehandling, etc. Antibio-
tikaresistenta bakterier utgor dock ett vixande hot som manar till forstdndigare bruk
av existerande lakemedel och utveckling av medel med nya verkningsmekanismer.
Vancomycin (glykopeptid) har sedan aratal anvénts som sista utpost vid multiresis-
tenta infektioner av grampositiva bakterier. Sedan négra dr finns dock vancomycin-
resistenta enterokocker och sedan 2002 édven ett par vancomycinresistenta isolat av
Staphylococcus aureus. Denna utveckling dr mycket hotfull. Nyligen har linezolid (se
ovan) och quinupristin-dalfopristin (streptogramin som hammar bakteriers protein-
syntes) tillkommit i terapiarsenalen framst avsedda att anvéndas vid multiresistenta
grampositiva infektioner. Men dven dessa har redan, om an i diskret omfattning,
drabbats av resistensmekanismer.

Forutsattningar for utveckling av ny infektionsbehandling

Upptickter av antibakteriella medel har tidigare ofta intrdffat via screening av natur-
ligt forekommande aktiva substanser hos bl.a. svampar och bakterier. For antivirala
medel dr amantadin ett av fa lyckade exempel pé denna strategi. Detta medel, som
dven har effekt pd Parkinsons sjukdom, godkéndes redan pa 1960-talet for behandling
av influensa A men det var forst pa 1990-talet som verkningsmekanismen blev kind.
Kunskapen om hur smittimnen fordkar sig och interagerar med celler, djur och mén-
niskor dr under kraftig tillviaxt. Detta har lett till att man numera utgér fran verknings-
mekanismer 1 sitt letande efter nya medel. Fortfarande dr det dock en mycket liten del
av substanser med god effekt i provror som klarar den langa (10 ar eller 1angre) och
dyra (ofta mer &n 5 miljarder kronor) végen till att bli godként ldkemedel med god
klinisk effekt och acceptabla biverkningar. Fram till slutet av 1999 var fluoroquino-
loner den enda antibiotikaklassen som var helt syntetiskt tillverkat.

Analyser av arvsmassan gar allt fortare och under de senaste dren har arvsmassan hos
manniskan och ett stort antal smittdimnen kartlagts (se kapitel 2.1). Darmed 6kar moj-
ligheterna att finna nya vigar att bekdmpa smittimnen. Via mikromatris-teknik (se
kapitel 3.2) dr det mojligt att samtidigt titta pa hur uttrycket av tusentals gener (arvs-
anlag) paverkas av olika betingelser. Forsok som tidigare tog aratal kan nedbringas till
nagra veckor. Med hjilp av denna teknik kan man exempelvis studera vilka gener,
bade hos smittdmnet och viarden, som uppregleras och nedregleras i samband med
infektioner och infektionsbehandling. Skillnader 1 genuttryck mellan oinfekterade och
infekterade celler eller skillnad i genuttryck mellan sjukdomsframkallande och icke
sjukdomsframkallande stammar av ett smittimne ger viardefull kunskap om vilka
gener och proteiner som framst dr involverade under infektion. En viktig aspekt av att
hela arvsanlaget hos ett smittimne ar ként dr att man ldttare kan utreda den moleky-
lara verkningsmekanismen for de antibiotika som vi anvénder idag. Didrmed forbattras
mojligheten att ta fram nya antimikrobiella medel mot andra mal inom samma verk-
ningsmekanism. Genom att forstd verkningsmekanismer har man ocksa fétt en 6kad
mojlighet att 1dra mer om hur resistensutveckling sker. Kanske dnnu viktigare ar moj-
ligheten att ta fram nya typer av antibiotika for vilka det idag inte finns nagon kénd
resistensmekanism.
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Infektionsbehandling med nya verkningsmekanismer

1978 publicerades ett av de forsta antisensexperimenten varvid korta enkelstrdngade
DNA-molekyler (oligonukleotider) som var komplementéra (antisens) till viss
sekvens 1 budbédrar-RNA forhindrade syntes av ett virusprotein. Trots stora satsningar
tog det 20 &r innan ett ldkemedel godkindes som byggde pd denna princip att specifikt
blockera enskilda gener (fomivirsen, se ovan). Med denna och liknande metoder kan
man selektivt tysta uttrycket av genuttryck innan proteinsyntes sker.

En annan vég att stdnga av uttrycket av vissa gener kallas for RNA interferens
(RNAI). Dubbelstringat RNA som kommer in i en cell kan klyvas av ett enzym till
korta siRNA (small interfering RNA) om cirka 21-25 nukleotider. Dessa siRNA
binder specifikt till motsvarande sekvens pa budbédrar-RNA och dstadkommer, via ett
annu ofullstdndigt utforskat komplex, nedbrytning av sitt mal genom hydrolys. Denna
mekanism upptécktes for ndgra ar sedan i vixter men den tycks vara allmént fore-
kommande i naturen inkluderande ddggdjur. RNAi kan mdjligen ha som naturlig
funktion att mediera organutveckling eller att utgora férsvar mot mikroorganismer.
RNA interferens dr mycket anvandbar for att i stor skala och med enorma tidsvinster
studera funktion av gener och hitta nya potentiella mal for lakemedelsutveckling. Men
vad som lockar &n mer ar att utveckla likemedel som bygger pa RNA interferens.
Langvarig och pétaglig avstangning av gener med RNAI har redan utforts 1 djur-
forsok. Vissa studier talar dven for att inducerad RNA1 kan mingfaldigas i en cell och
spridas fréan cell till cell i en organism. Enligt nyligen publicerade experiment kan
HIV inhiberas i cellodling med hjilp av siRNA riktade mot budbérar-RNA {or bade
celluldr receptor och virala proteiner. Inom 15 ar dr det inte osannolikt att flera ldke-
medel som utgors av siRNA och/eller reglerar RNAi kommer att finnas for infek-
tionsbehandling (samt for cancer och andra sjukdomar). Utsikter till att konstruera
lakemedel som har god selektiv effekt och fa biverkningar bor vara goda. Ett inte
ovasentligt problem som dock bor kunna 16sas ér att effektiva vektorer (t.ex. modifie-
rade virus) sannolikt behovs for systemisk behandling och for att rikta behandlingen
mot malorgan.

Att forhindra mikroorganismer att binda till celler som riskerar att utséttas for infek-
tion borde vara en uppenbar princip for infektionsbehandling. Detta kan man sedan
lange uppna genom vaccination eller passiv tillforsel av antikroppar. Antikroppar som
bildas efter vaccination och direkt tillforda specifika antikroppar kan ofta binda till
ligander (utgors ofta av utskott) pa mikroorganismer och dédrmed forsvara bindning
till cellreceptorer och dven underlitta fortsatta attacker fran immunforsvaret. Kun-
skapen om hur smittdmnens ligander binder till cellreceptorer 6kar och det finns
ménga potentiella medel under utveckling till lakemedel.

Upptag i celler av holjeforsedda virus sker ofta via fusion dé cellmembran och holje
sammansluter. Flera hammare av fusionssteget ar under utveckling, exempelvis T20
(pentafusid) dir framgangsrika studier pd HIV-infekterade patienter medger goda
mojligheter till godként ldkemedel inom 5 &r. Liknande medel har visat sig kunna
hdmma fusionssteget for paramyxovirus dér bl.a. respiratory syncytical virus, para-
influensavirus och misslingsvirus ingér.

Antibiotikaresistenta bakterier ar ett vixande problem men resistensmekanismerna i
sig kan bekdmpas med motmedel. Betalaktamaser fran ett flertal bakterier kan bryta
ned penicillinpreparat sé att de blir overksamma. Klavulansyra dr exempel pa ett
redan etablerat ldkemedel som hammar dessa betalaktamaser och som ges till-
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sammans med amoxicillin varvid effekt uppnas dven pé betalaktamasproducerande
bakterier. Andra resistensmekanismer dér potentiella likemedel borde kunna utveck-
las &r t.ex. kapselbildning och antibiotikaefflux (bakterien pumpar aktivt ut antibio-
tika).

I néstan alla organismer finns peptider frdn 12 till 50 aminosyror som direkt kan
interagera med frimmande cellviggar, exempelvis fran bakterier. Mer dn 600 peptider
ar kénda och ett flertal finns hos ménniska. Dessa peptider utgor sannolikt ett mycket
viktigt och tidigt skydd mot infektioner i frimst hud och slemhinnor. Likemedel for
lokalbehandling finns redan och inhalationsbehandling av vissa lunginflammationer ar
under utveckling. En fordel med dessa medel &r att risken for resistensutveckling och
allergier bor vara 1ag. En mojlig nackdel ér att systemisk behandling troligen medfor
okad risk for toxiska biverkningar.

Antibiotika &r inte en tillrdcklig faktor for utldkning av infektioner. Den avgdrande
faktorn utgors av vart immunforsvar. Vaccinationer, tillférsel av immunglobuliner
och interferoner ir kinda exempel pd att stdrka immunforsvaret vid forebyggande och
lakande infektionsbehandling. Dirutdver finns en midngd substanser som kan modu-
lera immunforsvaret. Ofta utgdrs de av allehanda cytokiner, sma signalerande
proteiner som reglerar kommunikationen inom och utom immunsystemet. Med hjélp
av cytokiner eller antagonister till cytokiner kan immunférsvaret ombalanseras, exem-
pelvis till att stirka det s.k. cellmedierade immunforsvaret vilket dr viktigt vid ménga
intracelluldra infektioner. Forsok pagar redan for HIV och andra kroniska infektioner.

Att 1 det akuta infektionsforloppet modulera immunforsvaret borde kunna ge fram-
gang framfor allt vid sepsis (blodforgiftning). Sepsis ar ett allt vanligare kliniskt
syndrom med hog dodlighet som oftast orsakas av en dveraktiv inflammationskaskad
(som kan f6ljas av en underaktiv fas) som svar pa en svar infektion. Den grund-
laggande behandlingen utgors av intensiv vard med tung antibiotikabehandling och
uppritthdllande av respiration och cirkulation. En ldng rad olika medel, oftast for att
ddmpa den proinflammatoriska fasen, har sedan flera &r provats utan pétaglig fram-
gang trots att medlen i regel har gett 6kad dverlevnad i djurforsok (t.ex. anti-TNF).
For att nd framgéng i fortsatta studier bor man sannolikt forbéttra mojligheterna att
avlisa adekvata delar av immunforsvaret utan storre tidsfordrojning sé att
immunmodulering kan ske med ldmpliga medel, 1 anpassad dos och vid ritt tillfélle.

Slutord

Under slutet av 1900-talet har minga invaggats 1 uppfattningen att infektioner har
blivit en ovanlig orsak till svdr sjukdom och dod. Kvar star dock att infektioner &r
jordens dominerande sjukdomsorsak och trots antibiotika och vacciner finns risken att
infektionsrelaterad sjukdom dkar i omfattning. HIV-epidemin, tuberkulos och multi-
resistenta mikroorganismer ér 1 tilltagande. En méngd smittdmnen finns hos djur som
kan anpassa sig till spridning mellan ménniskor och da orsaka pandemier av influensa
och andra epidemier Galna ko-sjukans aktuella spridning till ménniska kanske bara
utgdr en liten foraning om storleken pa den epidemi som denna prionsjukdom kan
astadkomma efter sin mycket langa inkubationstid. Vi har dock goda chanser att mota
dessa hot. Med naturvetenskapens kraftiga utveckling och bioteknikens mdjligheter
pagér en explosion i kunnande dven om hur smittimnen interagerar med ménniskan
och hur infektioner kan botas.
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5.4 Bioteknik och kemiska exponeringar
Anders Bucht

Bakgrund

Akut lungskada ér ett samlingsbegrepp for livshotande skador i lungan som kan upp-
std vid inandning av starkt toxiska &mnen, men dven andningskomplikationer efter
svara kroppsliga trauman, Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), innefattas 1
begreppet. ARDS ér ett syndrom som kan utvecklas ett par dygn efter akut trauma hos
patienter med svéra bridnnskador, sprangskador, blodningschock, blodforgiftningar
(sepsis) eller omfattande fratskador av kemikalier. Akut lungskada ar sannolikt den
allvarligaste medicinska konsekvensen i flera tdnkbara katastrofsituationer dér
kemiska vapen sprids dver stora befolkningsgrupper eller vid omfattande utslépp av
giftiga industrikemikalier. Exempel pd sddana hindelser 1 historien &r spridning av
véilkdnda kemiska stridsmedel som senapsgas och Bhopal-giftet metylisocyanat, som
vid en kemisk olycka 1984 fororsakade allvarliga lungskador pa ca 50 000 manniskor,
varav 2250 med dodlig utging. Trots maximala vdrdinsatser vid omhéndertagande av
patienter med akut lungskada &r dédligheten i denna patientgrupp én idag omfattande.
Under senare ar har landvinningar inom biomedicinsk vetenskap alltmer tillimpats i
syfte att hitta nya angreppspunkter fér medicinsk behandling. Framsteg inom detta
omrade kommer att ha betydelse inom savil civil intensivvard som Forsvarsmaktens
sjukvard.

Aktuella tilliimpningar

I dagens medicinska behandling av akut lungskada inriktar man sig p4 att lindra
symtom genom tillforsel av syrgas och likemedel som utvidgar andningsvégarna,
samt med preparat som lindrar hosta och smérta. Dérutdver ger man ofta antibiotika
for att forhindra foljdinfektioner och det forekommer dven behandling med anti-
inflammatoriska preparat for att ddmpa den inflammation som ofta &r associerad med
viavnadsskadan (framst kortisonliknande steroider). De senaste drens molekylédrbiolo-
giska forskning har gett alltmer detaljerad kunskap om de celluldra och molekylara
mekanismer som initierar och driver den inflammatoriska process som i manga fall ar
destruktiv for lungorna. Detta har resulterat i ett flertal nya behandlingskoncept som
provats i djurforsok och i ndgra fall har initiala framgangar lett till fortsatt provning pa
ménniska. Bland dessa bor speciellt ndmnas biotekniskt framstéllda produkter som
specifikt kan inhibera de kaskadliknande reaktioner som leder till ett inflammatoriskt
svar. Lovande forsok pa djur med sddana preparat (som framst blockerar tumor necro-
sis factor-a och interleukin-1) har emellertid inte visat sig framgéngsrika i efter-
foljande kliniska forsok pd méinniska. Den genomgéende erfarenheten frén dessa
provningar dr att mer kunskap om mekanismer vid utveckling av cell- och vdvnads-
skada dr nddvéandig for att kunna avgora huruvida sddan intervention dr en
framkomlig vidg for medicinska insatser.

Ett alternativ till att ddmpa inflammationen &r att istéllet férhindra den skadeprocess
som sker i lungvivnaden. Avsikten ir att med hoga doser av s.k. antioxidanter'> mot-
verka den destruktiva effekten av de fria syreradikaler som bildas vid akut lungskada
eller att inhibera de vivnadsnedbrytande enzymer (t.ex. elastas) som frislapps av

'3 Substans som i levande organismer himmar bildningen eller verkningarna av potentiellt skadliga
oxiderande foreningar, reaktiva syremetaboliter
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inflammatoriska celler. Djurférsok och initiala provningar pad ménniska med s.k.
scavengers'® och neutrofil elastasinhibitor'’ har gett lovande resultat men trots detta
ar det for tidigt att dra slutsatser om klinisk anvindbarhet.

Ytterligare en mdjlighet till medicinsk behandling &r att forsoka dterstélla lungans for-
lorade formaga att tillgodogora sig kroppens behov av syre. Ett exempel pd en sddan
strategi 4r att tillfra s.k. lungsurfaktant'®, en substans som normalt finns i lungan med
en viktig andningsfysiologisk funktion och som kan forloras vid allvarlig lungskada.
Flera studier har visat att ersdttning med denna surfaktant 6kar andningsféormagan hos
forsoksdjur med akut lungskada. Initiala fors6k pa ménniska tycktes bekrifta den
goda effekten, men efterfoljande stora kliniska provningar har gett motstridiga
resultat.

Framtida applikationer och forskning

Forutom ovan ndmnda preparat, som antingen har provats pa ménniska eller dér
kliniska provningar pagar, har ett stort antal nya koncept foreslagits baserat pa fram-
géngsrika djurforsok. Bland dessa kan ndmnas specifika antikroppar mot substanser
som attraherar inflammatoriska celler till lungviavnad (s.k. kemotaktiska faktorer,
exempelvis interleukin-8) och liposombaserad administrering av antioxidanten vita-
min E som i djurfoérsok har visat sig bade forhindra infléde av inflammatoriska celler
till lungor och skydda mot lungddem (livshotande vétskeansamling i lungor som kan
uppsté bl.a. efter exponering for kemiska &mnen). Vidare pagér forsok att med rekom-
binanta tillvaxtfaktorer underldtta lungornas formaga att reparera kemiskt framkallad
skada (t.ex. keratinocyte growth factor). Dessa studier befinner sig emellertid i ett
tidigt skede och mycket forskning aterstar innan det kan avgdras om strategierna ar
framgangsrika 1 ett kliniskt ssmmanhang. Figur 9 beskriver schematiskt handelse-
forloppet vid lunginflammation orsakad av exponering for ett kemiskt 4mne.

Svarigheterna att finna en generellt anvdandbar behandling av akut lungskada kan
illustreras av de motstridiga resultaten vid forsok med steroider'®. Trots att det
inflammatoriska svaret anses som en starkt bidragande faktor till lungsvikt har
behandling med starkt antiinflammatoriska steroidpreparat inte statistiskt forbéttrat
chansen till 6verlevnad for patienter med andningskomplikationer vid trauma
(ARDS). Déaremot har man konstaterat att dessa preparat har en gynnsam effekt mot
fibrotisk®® tillvixt i ett senare skede av sjukdomen. Anledningen till den tvetydiga
effekten av steroider dr oklar, och olika tinkbara orsaker har foreslagits: 1) De
bakomliggande mekanismerna

for utveckling av akut lungskada kan vara olika i olika patientkategorier och mojligen

En substans som neutraliserar eller oskadliggor ett toxiskt &mne. Till exempel brukar man tala om
naturliga scavengers som tar hand om skadliga fria syreradikaler

Enzym med forméga att bryta ner elastin, en av bestdndsdelarna i bindvav
Ett i kroppen bildat ytspanningsnedséttande dmne
En grupp hormonsubstanser med stor biologisk och medicinsk betydelse

Omvandling till bindvav, vilket kan innebéra att den ursprungliga vivnaden ersétts med stel och
fysiologiskt inaktiv vévnad
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1. Vid inandning tas det kemiska &mnet upp av
vita blodkroppar (lungmakrofager) i lungornas
4 luftvigar.

Granulocyt

2. Makrofagerna svarar pa den kemiska retningen
och borjar utsondra signaldmnen, s.k. cytokiner,
som aktiverar immunsystemet.

[Lungyivnad]

bangepitel P 1 3. Cytokiner paverkar celler i blodkirl (endotel)
_2 r och vita blodkroppar i blodcirkulationen.
’ 'y 71 pJ
1 ! 73 4. Genom uttryck av specifika receptorer pa cell-
: d Lungmakrofag ytan fastnar vita blodkroppar pé blodkérlens
Kemiskt imne vaggar (framst granulocyter).

5. Granulocyterna passerar blodkérlen och infiltre-
rar lungvdvnaden. Darmed har en inflammation
Figur 9. Schematisk illustration av handelse- uppstatt.
forloppet vid kemiskt inducerad lunginflammation
6. Cellerna i lungornas yttersta barridr (epitelet)
passeras och en ansamling av vita blodkroppar
sker i luftvigarna.

7. Inflammatoriska celler i lungor och luftvigar
kan utsondra substanser med forméga att forstora
vévnaden, exempelvis fria syreradikaler och
enzymer. Detta kan leda till skador pa lungor och
nedsatt andningsfunktion.

kan inflammationen vara av liten betydelse for skadeprocessen i vissa patientgrupper
eller t.o.m. i vissa fall vara gynnsam for dterhdmtning. 2) Patientgrupper med svéra
trauman riskerar att fa foljdinfektioner och 1 vissa fall dr svéra bakterieinfektioner
(blodforgiftning) den direkta orsaken till ARDS. Att i dessa patientgrupper admini-
strera starka antiinflammatoriska preparat med forsvagande effekt pd immunforsvaret
kan innebéra negativa konsekvenser for patientens formaga att klara den livshotande
infektionen. 3) Patientens arftliga forutsdttningar kan paverka resultatet av behand-
lingen. For att kunna klargéra dessa hypoteser kommer den framtida forskningen att
fokuseras pa att beskriva mekanismer for vivnadsskada och verkningsmekanismer av
lakemedel pa molekyldr niva, skapa underlag for mer precis definiering av patient-
kategorier vid akut lungskada, samt klarldgga samspelet mellan exponering av
kemiska dmnen och individens &rftliga benégenhet att drabbas av lungskada orsakad
av trauma eller exponering for kemiska &mnen.

Framsteg inom bioteknik och molekyldrbiologi kommer att ha en avgdérande betydelse
for kartldggningen av det intrikata samspel mellan celler och molekyler som uppstér i
samband med individens svar pa kemisk exponering. Detaljerad kunskap om signal-
végar och aktiveringsmekanismer inuti celler kommer att ge uppslag till nya
angreppspunkter for specifik blockering av destruktivt cellsvar. Flera sddana koncept
har presenterats, bl.a. blockering av en s.k. "toll-like receptor”(en typ av cellyte-
molekyl som ar inblandade i cellers svar pa stress) och en signaltransduktionsmolekyl
som kontrollerar det inflammatoriska svaret (NF-xB). Ett flertal ytterligare idéer
kommer sédkerligen att presenteras under de kommande &ren.

Den snabba utvecklingen inom molekylédr genetik har gett helt nya forutsittningar att
studera genetiska faktorers betydelse for utveckling av sjukdomar och har 6ppnat
mdjligheter att bearbeta fragestdllningar om individers olika svar pé likemedels-
behandling (se kapitel 2.1 och 5.2). Omfattande genetiska forsok i djurmodeller tyder
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pa att sjukdomar som ledgangsreumatism, MS och diabetes delvis kontrolleras av
individens genetiska uppséttning. Dessa djurforsok har bekraftats i studier p4 méanni-
ska, dock utan att man d@nnu kunnat identifiera exakt de gener som kontrollerar sjuk-
domarna. Under senare tid har djurférsok visat att &ven skador som uppstar vid
kemiska exponeringar paverkas av genetiska faktorer. Dessa inledande experiment
kommer under de ndrmaste dren att foljas upp av mer detaljerade molekylargenetiska
studier i syfte att identifiera de gener som paverkar individens benégenhet att utveckla
akut lungskada. Detta kommer att ge viktig information om hur kénslighet for expo-
nering av kemiska dmnen kan variera mellan individer och dessutom ge en mer exakt
kunskap om kritiska skademekanismer pa molekylér niva.

Utveckling pa 5 och 10 ars sikt

Pé 5 ars sikt kommer flera nya biotekniskt framstdllda preparat for behandling av akut
lungskada att vara provade 1 kliniska studier. Férhoppningsvis kommer atminstone
nagon av strategierna att ha gett sa goda resultat att forbattrad behandling av patienter
ar att vinta pa sikt. Samtidigt kan vi forvinta oss att molekyldrbiologisk och cellbio-
logisk forskning gett ny kunskap om celluldra svarsmekanismer vid kemiska expone-
ringar. Den kunskapen kan sedan anvindas for att identifiera nya strategier for medi-
cinsk behandling. Vidare kommer vi att bittre forsta det inflammatoriska svarets roll
for skadeprocessen och ddrmed ha mdjlighet att pd ett mer forutsdgbart och rationellt
sitt behandla patienter med anti-inflammatoriska ldkemedel eller annan immuno-
terapi. Den genetiskt inriktade forskningen kommer att ha klarat ut i vilken mén arft-
liga faktorer paverkar bendgenheten att utveckla lungsjukdom i samband med
kemiska exponeringar eller trauman. Daremot ér det osdkert om den forskningen
kommit till en s& detaljerad molekyldr niva att kritiska gener har identifierats.

P4 10 ars sikt kan vi forvénta oss att effektivare metoder finns tillgédngliga for behand-
ling, framfor allt i kategorin patienter med ARDS. Séledes finns goda forhoppningar
att forbéttra chansen till 6verlevnad f6r manniskor med detta livshotande syndrom.
Mojligen kan sddana nya behandlingsstrategier vara tilldmpliga dven for patient-
kategorier som drabbats av kemiska exponeringar. Inom molekyldr genetik och
funktionsgenomik har sannolikt forskningen nétt en sé detaljerad niva att enskilda
gener som paverkar sjukdomsutveckling har identifierats. Detta kommer att ge
dramatiskt forbattrad kunskap om de mekanismer som ligger bakom skadeprocessen. I
ett &nnu langre perspektiv kan denna kunskap ge helt nya mojligheter att utifran
individens genetiska forutsattningar anpassa medicinska insatser. En mer spekulativ
mojlighet &r att i framtiden utforma genetiska tester for att gallra bort kidnsliga
individer, t.ex. vid rekrytering infor internationella operationer dér risken for kemiska
exponeringar dr stor.

5.5 Bioteknik och traumatiska kroppsskador

Thomas Kjellstrom och Anders Sondén

Bakgrund

Ansatser att anvianda tillimpningar inom bioteknik for att forbattra omhiandertagande
av patienter med svara kroppsskador (trauman) finns sedan ett par decennier tillbaka.
Den idag helt etablerade tekniken att odla celler medforde att man i borjan av 1990-

talet borjade behandla brannskador med odlade hudtransplantat. Patientens egen hud
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odlades sdledes i cellodlingsskélar under pdgaende sjukhusvistelse och anvéndes
sedan for att ticka stora delar av brannskadan. Tekniken, som idag &r klinisk praxis,
har medfort att man klarar tidigare dodliga tredje till fjirde gradens brannskador.
Aven om denna odlade hud sillan ir av sddan kvalitet att den blir permanent, ir den
likvél livraddande i véntan pd hudtransplantation. (Fullhudstransplantation anvands
inte 1 dessa sammanhang utan snarare delhudstransplantation ddr man med en s.k.
dermatom hyvlar av mycket tunna sjok av patientens kvarvarande hud for att ticka
defekterna). Behandling av sérskador beskrivs vidare i kapitel 5.6.

Aktuella tillimpningar

Som exempel pa hur biotekniken anvénds inom traumatologin kan nidmnas forsok att
med tillforsel av tillvixtfaktorer i kombination med olika implantat forbéttra nybild-
ning av benvévnad vid frakturldkning. Liknande metoder eller s.k. tissue enginee-
ring” har dven framgangsrikt anvénts for att terskapa skadade och avldgsnade menis-
ker 1 knédleden pa patienter. Meniskimplantat framstélls av kollagen och fors sedan in i
knéleden dér det tjdnar som bas for vidvnadsinvixt och bildning av en ny menisk. Ett
annat koncept ar tillforsel av omogna celler (forstadieceller) for att stimulera brosk-
bildning vid skador pa ledbrosket. Forstadieceller kan utgéra en multipotent cellresurs
1 skadad vdvnad infor ldkningen, dven av vdavnader som normalt anses svarldkta, som
t.ex. senor och ledband.

Tissue engineering har ocksé anvénts i1 forsok att reparera skador pa perifera nerver.
Nervlimning som alternativ till kirurgisk som har studerats liksom syntetiska nerv-
guidningskanaler 1 kombination med tillférsel av olika nervldkningsfaktorer, d& for att
overbrygga ldngre defekter i en skadad nerv (se kapitel 5.7 om traumatiska nerv-
skador). Likasa har tissue engineering kommit till anvédndning, 4tminstone experimen-
tellt, for att skapa stents (gjutformar) av egen vidvnad for anvindning inom urologisk
kirurgi vid skador pé urinledare och urinror.

Genteknologins landvinningar har ockséd kommit till anviandning inom traumatologin.
Salunda har genmodifierade, odlade fibroblaster anvénts experimentellt for att for-
béttra sarlikningen. Aven om det ligger vid sidan om traumatologin, kan hir nimnas
att konstgjorda celler innehallande genetiskt modifierade mikroorganismer har
anvints for att behandla sdvil uremi (urinforgiftning) som diabetes hos forsoksdjur.

Framtida applikationer och forskning

Utveckling av nya ldkemedel, t.ex. tillvaxtfaktorer, for att forbéttra och paskynda
lakningen av olika typer av trauman kan i den framtida férsvarssjukvarden vara en
onskvird utveckling. Framtidens soldater kommer att vara svarersattliga, hogt utbil-
dade specialister, och med de snabba forlopp som det framtida kriget kan tankas f8,
kan en forkortad konvalescens vara av virde. Nedan foljer nagra exempel pa forsk-
ning och utveckling inom biotekniken som kan leda till forbéattringar vid omhénder-
tagande av traumapatienter:

1. Konstgjort blod

Léangst har utvecklingen kanske hunnit gédllande artificiella, syrebérande plasma-
expanders, s.k. “konstgjort blod”. Flera varianter, som bygger pd naturligt hemoglobin
eller pa perfluorokarboner, genomgar i nulidget kliniska provningar. Dessa produkter
ar inte bara fria frdn smittimnen, utan dven léttare att transportera och forvara, egen-
skaper som inte minst gor dem attraktiva i utvecklingslander. Blodgruppering och
korstestning &r heller inte nédviandig. En vidareutveckling i en néra framtid mot
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kliniskt anvdandbara produkter, inte minst i akut omhéndertagande pé slagfaltet, kan
medfOra stora forbéttringar for forsvarssjukvarden. Framtida mdjligheter att genom
rekombinant DNA-teknologi framstilla syntetiskt hemoglobin som utgdngsmaterial ar
1 detta sammanhang av stort intresse.

2. Karltransplantat

Bland andra bioteknikapplikationer med potentiellt intresse inom traumatologin kan
dven nimnas odling av kérltransplantat. P4 insidan av ett konstgjort kérl (t.ex. av
Goretex) sés celler fran blodkérlsviggen ut och pa sa sétt dstadkoms en inre mantelyta
med battre biokompatibla egenskaper dn hos det obehandlade kérlgraftet. Odling av
artificiella blodkérl, dir kérlvdaggens olika cellkomponenter odlas tillsammans har
nyligen borjat dra till sig 6kat intresse och kan ségas vara en ytterligare vidareut-
veckling av ovanstdende koncept, med potentiell betydelse for behandling av trauma-
tiska karlskador 1 framtiden.

3. Minskning av metabolisk aktivitet

Ett biotekniken nérstdende omrade som tilldragit sig ett 6kande intresse dr att inducera
hibernering (minskad metabolism) hos en skadad patient i akt och mening att genom
den forlangsammade metabolismen och den reducerade syrekonsumtionen skapa ett
storre tidsfonster for dtgérder som t.ex. transport fran skadeplats till sjukhus. Hiberne-
ring kan dstadkommas genom inducerad hypotermi (sdnkning av kroppstemperatur)
och har de facto redan anvints i kliniken vid behandling av skallskador och post-
traumatisk lungsvikt, ARDS.

4. Diagnostiska sensorer och nya tekniker for administrering av likemedel

Ett annat biotekniken nérstdende omrade med betydelse for sjukvards- och sjuk-
transportledning i krig och krigsliknande situationer ar utvecklingen av personliga
diagnostiska sensorer (se ocksa kapitel 3.1). Konceptet, som bl.a. r under utprovning
av US Marine Corps, innebdr att den enskilde soldaten utrustas med ett antal sensorer,
t.ex. for hjértfrekvens, blodtryck och andningsfrekvens men dven for yttre mekanisk
paverkan (impact sensors). Data fran sensorerna telemetreras i realtid till sjukvérds-
ledaren, som kan initiera ldmpliga atgérder. Eventuellt kan dven av sjukvardsledaren
fjarrstyrd (eller t.0.m. automatiskt initierad) administrering av likemedel genom
nagon form av vidareutveckling av autoinjektorkonceptet vara tinkbar.

5. Immunoterapi

Trots intensiv forskning kring posttraumatiska inflammatoriska tillstdind som ARDS
(se kapitel 5.4), systemiskt inflammatoriskt syndrom (systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) och omfattande organsvikt (multiple organ failure, MOF), dr dodlig-
heten 1 dessa syndrom ofordandrat hog. Hopp har satts till s.k. immunoterapi, vilket i
korthet innebér att neutraliserande antikroppar mot nagon av de mediatorer som for-
medlar inflammationen tillfors patienten (se ocksa kapitel 5.4). Till skillnad fran
inflammatoriska tillstind inom reumatologin, dar immunoterapin drastiskt forbattrat
sjukdomsforloppet har man i traumatologiska sammanhang @nnu inte sett ndgra en-
tydigt positiva resultat. Forskningen inom detta omrade har dock pé intet sitt
avstannat och mojligheten att detta dr en framkomlig vig finns fortfarande. I ett langre
perspektiv arbetar man ockséd med mdjligheten att framstilla s.k. bioartificiella organ,
som under en period av organsvikt eller i vintan pé transplantation, skulle kunna
ersdtta det skadade och icke fungerande organet.
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Utveckling pa 5 och 10 ars sikt

Biotekniken har redan idag medfort vissa tydliga framsteg for behandlingen av
trauman. Tekniken befinner sig emellertid dnnu i sin linda, och sannolikt kommer
fortsatt forskning att medfora betydligt storre landvinningar inom savél traumatologin
som andra medicinska discipliner. Den bioteknologiska forskningens karaktir kraver
emellertid ett vil utvecklat samarbete, inte bara mellan medicinare, biologer och
tekniker utan dven mellan akademi och industri.

De utvecklingslinjer som kan antas komma att ha stor betydelse for den framtida
traumatologin torde vara:

e tissue engineering inklusive bioartificiella organ och artificiellt blod — 5 érs
sikt,

e hibernering inf6r transport/kirurgisk atgérd t.ex. genom inducerad hypotermi -
10 ars sikt,

o tillvaxtfaktorer for paskyndande av ldkningsférlopp vid olika skador - 10 ars
sikt eller ldngre,

e immunoterapi vid posttraumatiska inflammatoriska tillstand - 10 &rs sikt,

e personliga diagnostiska sensorer - 5 ars sikt.

5.6 Behandling av sarskador
Artur Schmidtchen

Bakgrund

Traditionell behandling av sér har alltid existerat parallellt med méanniskosléktet.
Egyptierna beskrev tidigt medel for behandling av olika sar. Recepten innehdll en del
gemensamma substanser, sdsom olika véxtfibrer, fett och honung. Fibermaterialet
hade troligen en absorberande och stddjande roll, medan fettet utgjorde en barridr mot
yttre kontamination och holl inne fukten. Honung fanns i manga beredningar, for-
modligen p.g.a. sina antibakteriella egenskaper. Idag vet vi att honung kan fungera
antibakteriellt. Galen fran Pergamum (120-201 e.Kr.), som behandlade sarade gla-
diatorer i Pergamum, var den forste som beskrev principen om fuktig sarbehandling,
nagot som fortfarande dr huvudprincip for de flesta av dagens kompresser och sarbe-
handlingar. Nitton drhundraden senare visade en svensk, Oscar Gilje, att kroniska sar
lakte battre 1 en fuktig miljo under en skyddande film. Hans data fick tyvérr inte
mycket genomslag pa den kliniska behandlingen. Studier under 1960-talet, dir bl.a.
Winter péavisade att fuktiga sar ldker snabbare 4n sar som lamnas torra, ledde till en
snabb utveckling framfor allt under 1970-talet av olika forbandsmaterial baserade pa
polymerer (varianter av cellulosa, pektin, alginater m.m.) med olika fuktighets-
bevarande och absorberande egenskaper och denna utveckling pagar fortfarande.

Ur epidemiologisk synvinkel ger olika typer av sar stora kliniska problem i Sverige.
Omkring 30-40 000 personer lider av sdr relaterade till olika cirkulatoriska rubb-
ningar. De vanligaste saren, de som dr relaterade till &derbrack (vendsa bensér), utgor
den storsta gruppen (~60 %), bland dvriga orsaker finns bristande genomblddning
(aderforkalkning) och diabetes. Denna grupp av patienter har uppméarksammats under
senare ar p.g.a. den hoga samhillskostnaden (ca 1-2 miljarder kronor i Sverige per ar),
men dven beroende pa ett storre intresse for grundldggande sarldkningsforskning. Vér
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okade kunskap om sarldakningsprocessen pa molekylir niva, nya biotekniska land-
vinningar samt en 6kad medvetenhet om sarproblematiken ur bade klinisk och sam-
hillelig synvinkel har ocksa inneburit att flera bioteknikbolag och storre likemedels-
foretag fokuserar pa att utveckla olika sarvardspreparat eller tekniker som kan
tillimpas pa patientgruppen med kroniska sér. En annan stor patientgrupp utgors av
personer med olika typer av brinnskador. Man berdknar att ca 20 000 personer per ar
soker sjukvérd i1 Sverige p.g.a. brinnskador, varav 1500 laggs in for specialistvard.
Andra sarskador ér relaterade till tryckskador (s.k. trycksar eller liggsér) eller olika
trauman. Vid kirurgi framkallas en sarskada som med olika metoder forsluts for att
minimera rr och infektion. Aven hir genomgar hudskadan sérlikningens alla faser.

Dagens sarbehandling

Kunskap om sérldkningsprocessen och vilka dtgiarder som krévs for att uppnaé sarlék-
ning och ett gott funktionellt och kosmetiskt resultat 4r nddviandig inom ménga olika
delar av medicinen. Manga olika personalkategorier inom sjukvéarden méter f6lj-
aktligen sirpatienter. Akuta skador genererade i freds- eller krigstider hanteras inom
kirurgin (allmén eller plastikkirurgin), medan brannskador av olika grader behandlas i
egenvard, primérvard, hudklinik (vid léttare skador), eller pa brannskadeavdelningar
inom specialistvarden (for svéara skador).

Sar har olika orsaker och behandlas beroende pa orsak, lokalisation eller utbredning
med olika atgirder inom olika delar av sjukvardsapparaten. Aven om det p4 molekylir
niva finns skillnader i sjukdomsutvecklingen mellan olika sér, s& finns det likvil
manga gemensamma ndmnare nir det giller behandlingen.

Sarlakning hammas av infektion och denna gamla traditionella kunskap har under
senare ar kunnat verifieras i ett antal vetenskapliga studier. Nar det giller kroniska sar
har det exempelvis bevisats att hoga bakteriedoser (>10° milj/gram vévnad) himmar
sarldkningen och att bakterier forsenar eller forhindrar inldkningen av hudtransplantat.
Det ér i1 detta sammanhang intressant att notera att manga traditionella behandlingar,
baserade pa empirisk kunskap, delvis kan vara antibakteriella. Saledes noterade falt-
skdrer under Napoleonkrigen att soldater med infekterade sar dverlevde om de fick
fluglarver i saren, och larver har anvints fore antibiotikaeran i antibakteriellt och upp-
rensande syfte. Dagens restriktiva anvindning av antibiotika samt uppkomsten av
resistenta stafylokocker har under senare ar medfort att detta behandlingsalternativ har
borjat testas igen 1 liten skala.

Hudtransplantation

Ett konkret sitt att ldka sar &r att tdcka ett uppkommet sar med patientens egen hud
(autograft) eller med hud frin annan avliden individ (allograft, kadaverhud). I det
forsta fallet tillimpas denna princip direkt vid olika former av plastikkirurgi (delhuds-
eller fullhudstransplantation) dar huddefekter relaterade till missbildningar, tumdorer
eller skador behover tickas med hud. En annan form av direkt transplantation &r s.k.
pinch grafting, som framfor allt tillimpas vid hudtickning av kroniska sér. Smé hud-
bitar (~0,5 cm) flyttas fran patientens lar till bensaret och inldkning sker efter cirka 1
vecka. Vid brannskador tillimpas i USA vid de flesta centra principen att snabbt
ersitta d5d hud med allograft’'. Denna frimmande hud utgor dock en temporir 16s-

21 Vivnad eller organ (t.ex. hud, hornhinna, njure) eller konstgjort material (t.ex. kirlprotes) som
opereras in pa en patient
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ning p.g.a. avstotning inom nagra veckor och méste erséttas med patientens egen hud.
Problem med kadaverhud (tillgéng, lagring, okénda virus, bakterier, svampar) vid
behandlingen av stora huddefekter (som bréannskador) har dock medfort att man sokt
andra behandlingsalternativ.

Den snabba utvecklingen inom bioteknikomradet under det senaste artiondet har
medfort att biotekniskt tillverkad hud blivit ett attraktivt alternativ som huderséttning.
Den kan anvéndas till savél akuta hudskador (brannskador, hudskador efter kirurgi
eller trauman), som kroniska sar (vendsa bensar, diabetesfotsér, trycksar, arteriella
sar). Artificiell hud kan besta av endast ett epidermalt lager (keratinocyter, 6verhuden
eller epidermis), ett dermalt lager (innehallande kollagen och fibroblaster, liderhuden
eller dermis) eller bada (ett bilaminirt lager). I tabell 4 nedan listas ett antal kommer-
siella produkter.

Majoriteten av de artificiella hudtyperna ar testade och godkinda i forsta hand for
brannskador (USA). Studier med Apligraf pd vendsa bensar har pavisat en statistiskt
sakerstdlld effekt. Mdnga av preparaten har testats i olika multicenterstudier och
pagaende utveckling syftar till att vidga indikationerna for produkterna. Till exempel
har AlloDerm anvénts med viss framéing for att tacka uppkomna hudsér efter viss
tumorkirurgi i ansiktet och Apligraf har testats som hudtickning efter operation for
hudcancer.

Tabell 4. Olika kommersiellt tillgéngliga hudtyper

Typ av syntetisk hud  Kommersiell produkt Beskrivning Anviandning

Odlad epidermis Epicel (Genzyme) Odlad autolog hud Brannskador

Dermal ersittning AlloDerm (LifeCell) Behandlad kadaver hud, Bréannskador
Dermagraft (Adv Tissue enbart dermis, ¢j celler I kliniska studier

Sci/Smth & Nephew (ej i USA) Odlade fibroblaster pa diabetessar

Dermis+ syntetisk Transcyte (Adv Tissue Fibroblaster i ett membran  Brénnskador
epidermis Sci/Smith & Nephew) (nylon+kollagen)
Integra (Integra Life Sci) Kollagen+polysackarid Briannskador,
+silikonyta rekonstruktiv
kirurgi

Bilaminér hud

Apligraf (Organogenesis/

Epidermis (neonatal

Venosa bensar.

Novartis) forhud)+dermis (bovint Kliniska studier:
kollagen) diabetessar,
epidermolysis
bullosa

Kompositodlad hud (Ortec Int) Keratinocyter+fibroblaster I kliniska studier

Tillvixtfaktorer och genterapi i sarliikning

De senaste tva artiondena har karakteriserats av en stark utveckling av var kunskap
om signaldmnen som styr tillvéxten av olika celler i huden. Det ledde under 1990-talet
1 sin tur till en optimistisk tro pé att tillforsel av tillvaxtfaktorer skulle 16sa manga sér-
problem. Kliniska forsok har skett med omkring dussinet olika faktorer, men bara en,
Platelet derived growth factor BB (PDGF-BB, Regranex) har blivit godkédnd i USA
och dven i Sverige for att dka sarlikningen vid diabetessar av begrinsad storlek. Aven
om manga Ovriga tillvixtfaktorer visat uppmuntrande resultat har den kliniska verk-
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ligheten och heterogeniteten 1 patientmaterialet orsakat svirigheter. Problem med
direkt tillforsel av tillvaxtfaktorer, exempelvis kroniska sér har varit relaterade till
dalig penetration och snabb nedbrytning av faktorerna samt att kroniska sar inte alltid
beror pa brist pa tillvaxtfaktorer.

Beroende pa dessa svérigheter har fokus idag skiftats till genterapi. Principiellt vill
forskarna tillfora genetiskt material till cellerna 1 saret, varvid de proteiner som detta
DNA kodar for, t.ex. tillvixtfaktorer, borjar uttryckas. Detta DNA sitts in 1 virus
(retro, adeno) eller plasmider. I vissa fall kan man anvénda ett direkt bombardemang
av mikropartikuldrt DNA (associerat med guldpartiklar) via en heliumgaspistol. For-
delen med denna "gene transfer" jamfort med topisk® applikation av tillvixtfaktorer
ar att det dr (a) billigare, det &r ldttare att tillverka storre méngder av DNA, som dess-
utom uttrycks under nagra veckor i saret, &n rekombinant protein och (b) effektivare
p.g.a. langre halveringstid samt djupare penetration.

Manga studier inom sarldkning har hittills utforts utanfoér kroppen. Kliniska studier
pagar for nérvarande i syfte att utvardera genterapi med PDGF-BB for kroniska
vendsa sar.

Framtida utveckling

Vér 6kade kunskap om sarlakningsprocessen och om de molekyldra avvikelserna vid
kroniska sar har medfort att vi idag pa ett mer riktat och effektivt sitt kan designa
olika behandlingar for olika sartyper. Den i ett historiskt perspektiv snabba utveck-
lingen inom bioteknik och informationsteknologi har medfort att vi borjar 1dra oss
skriaddarsy molekyler, celler och till och med vdvnad som hud, for att paskynda sér-
lakning. En 6kande kostnadsmedvetenhet inom sjukvéarden har medfort att d&ven dyra
behandlingar vid kroniska sér kan ha sin plats p.g.a. sin kostnadseffektivitet. En
okande andel dldre i befolkningen kommer att leda till att forekomsten av kroniska sar
okar, vilket stéller storre krav pé effektiva behandlingar.

Hur ser det ut idag? Dagens behandlingar inom den stora gruppen kroniska sér ar
huvudsakligen baserade pa traditionella principer som har varit accepterade lénge,
rena bakteriefria sir i lagom fuktighet liker bist. Aven om vi idag ser introduktionen
av nya kompresser, har dessa visentligen en passiv verkan. Ur omvérdnadssynvinkel
forekommer det dessutom ménga olika sarbehandlingar, vissa ej vetenskapligt be-
provade vid kroniska sar, vilket ger regionala kvalitetsskillnader i vardkvalitet. Sam-
tidigt utvecklas den prekliniska, experimentella sarldkningsforskningen snabbt och
potentiella terapier i form av transplantation, modulering av tillvixt, vdvnadsned-
brytning eller himning av infektion kan komma att visa sig vara effektiva i kontrolle-
rade framtida kliniska studier inom en 5-20-arsperiod. En framtida utmaning blir dér-
for att inom en sjukvardsapparat med begransade resurser kunna ta till sig nya (dyra)
terapikoncept och inféra dem 1 den kliniska vardagen. Det dr mgjligt att vissa behand-
lingar, som exempelvis artificiell hud, initialt kommer att inforas pa specifika omra-
den (kirurgi, brannskador) men senare overforas till omradet kroniska sar. Det dr
ocksa troligt att vendsa sar kommer att krdva andra insatser dn akuta sar. Eftersom
vendsa sar har en kraftig vivnadsnedbrytning och hoga halter bakterier kan terapier
som motverkar detta vara intressanta i framtiden. Dagens forskning kring ménniskans
viktiga priméra skydd mot infektioner, de antibakteriella peptiderna i huden, kan leda

2 Lokalt begransad administrering av likemedel, i detta fall applicering pa huden
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till utveckling av nya peptidbaserade lidkemedel med mojliga anvindningsomraden 1
kroniska séar och i akuta infekterade sér eller brannskador.

5.7 Behandling av traumatiska skador i nervsystemet
Fredrik Piehl

Bakgrund

Antibiotikabehandling och moderna intensivvardsmetoder gor att &ven patienter som
forlorat stora blodmédngder eller som har sviktande organfunktioner kan rdddas till
livet. Det 4r mycket sémre prognos for ménniskor som drabbas av skador i nerv-
systemet. Skallskador utgor ca 15 % av krigsskadorna och ér den skadetyp som upp-
visar hogst dodlighet. I det civila samhéllet dr skallskador en av de vanligaste orsa-
kerna till att méanniskor vardas pé sjukhus. I Sverige far arligen 191 av 100 000 in-
vanare hjarnskakning. Flertalet av dessa &r lindriga skador dér den drabbade blir helt
aterstélld. Allvarliga skallskador dr dock den vanligaste orsaken till for tidig dod hos
unga mén 1 véstvdrlden och traumatiska nervskador, 1 forsta hand ryggmairgsskador, dr
den viktigaste bakomliggande orsaken till neurologiskt funktionshandikapp hos unga
vuxna. Personer som dverlever svéra skallskador 16per stor risk att drabbas av perma-
nenta funktionsbortfall och kan ofta vara extremt vardkravande under mycket lang tid.
Sammantaget dr neurotrauman inte bara nagot som fororsakar stort lidande for den
drabbade individen utan de medfor ocksé stora direkta och indirekta kostnader for
samhillet 1 stort.

Nervsystemet kan delas in 1 tvd delar; det centrala nervsystemet (CNS), som omfattar
storhjérna, lillhjérna, hjarnstam och ryggmaérg, och det perifera nervsystemet (PNS),
som bestar av de nerver som agerar forbindelselink mellan CNS och kroppens ovriga
vavnader. Perifera nervskador uppkommer i samband med penetrerande eller trubbigt
vald, vanligen vid skador pa extremiteter, vilket leder till ndgon typ av kontinuitets-
brott for nervfibrerna. Skadan dr ofta mer eller mindre total fran skadedgonblicket.
Skallskador utgér en mer heterogen grupp dir de priméra skademekanismerna vid
trubbigt vdld kan omfatta diffusa skador pd nervtradar, punktformiga blodningar i
hjarnvdvnaden (fokala kontusioner), storre utrymmeskravande blodningar i vivnaden,
under eller utanfor hjdrnhinnorna. Till detta kommer de direkt penetrerande skadorna.
Den priméra skadan f6ljs av sekundéra skademekanismer som leder till att fler nerv-
celler riskerar att do och fler funktioner slés ut.

Aktuella tillimpningar och forskning

De senaste decenniernas forskning har genererat omfattande kunskaper om neuro-
degenerativa mekanismer efter nervskador, men detta har &nnu inte resulterat i nagra
patagliga forbéttringar av det kliniska omhéndertagandet av hjarnskadade patienter.
Nedan ges fem exempel pa aktuella forskningsstrategier som syftar till att finna
kliniskt anvdndbara metoder att paverka de mekanismer som leder till celldod i CNS:

1. Blockering av intracelluldrt kalcium (kalciumjoner anvinds av nervceller for
att reglera aktiviteten i manga enzymsystem och forhojda nivaer har pétriffats i celler
som undergar s.k. programmerad celldod).

2. Minskning av glutamatnivder (glutamat ar en stimulerade signalsubstans 1
hjarna som vid for hoga nivaer kan framkalla celldod).
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3. Hdamning av fria syreradikaler (grupp av mycket reaktiva amnen som frigors
vid cellskada och som kan skada kringliggande vdvnad).

4. Blockering av inflammatoriska mekanismer i nervsystemet (t.ex. har man
provat att blockera den inflammatoriska signalsubstansen TNF-a).

5. Hdamning av intracelluldra signalvigar (en heterogen grupp som omfattar t.ex.
mitogen-aktiverat protein kinas, ett protein vars effekt ar kopplat till inflammatorisk
aktivering och induktion av programmerad celldod).

Flertalet av de kliniska studier som har utforts har emellertid gett nedsldende resultat.
En av orsakerna dr en 6veroptimism avseende mojligheterna att dversétta djurexperi-
mentella data till kliniska tillimpningar. Viktiga kunskaper har dock genererats om
bl.a. studiedesign och vikten av att ha relevanta matt for terapeutiska effekter. Dessa
kunskaper ér viktiga for att testa konceptuellt nya hypoteser som genererats ur bas-
forskningen. De forskningsfalt dér viktiga framsteg sannolikt kommer att goras det
ndrmaste decenniet dr betydelsen av genetiska faktorer fér neurodegeneration, immu-
nomodulerande behandling, tillvixtfaktorer och genterapi samt stamceller.

Forskning och tillimpningar i framtiden

1. Lakning av skador i perifera nervsystemet

Forutséttningarna for lakning av perifera nervskador ar betydligt battre &n for skador 1
CNS. Grunden for att kunna ldka en perifer nervskada &r att man kirurgiskt atmin-
stone grovt kan reparera uppkomna kontinuitetsbrott pa den skadade nerven. Detta har
framfor allt skett genom att anvidnda sig av bitar av nerv frdn andra delar av kroppen.
Kunskaperna har 6kat om att interaktionen mellan nervceller och s.k. Schwannska
celler (stodjeceller i perifer nervvdvnad) ér viktig, da de senare producerar &mnen som
underlittar atervixten av nervfibrer. Genom odling av Schwannska celler kan man
helt komma ifrédn behovet att anvinda nervtransplantat. Ett ytterligare steg ar att ut-
veckla helt syntetiska transplantat, ddr man deponerat tillvaxtfrimjande faktorer,
vilket skulle mojliggora akut kirurgisk rekonstruktion och darmed optimera forutsatt-
ningarna for ldkning.

2. Likning av skador i centrala nervsystemet

Genetik

Det langsiktiga resultatet av en hjarnskada, &ven om den initiala skadan varit likvér-
dig, skiljer mellan olika individer. Orsaken till detta dr delvis omgivningsfaktorer,
som vi dnnu har begrinsad kinnedom om, men dven genetiska faktorer har stor be-
tydelse. En gen som paverkar forloppet efter nervskador har pévisats, apolipo-
protein(apo)E4. Bérare av genen uppvisar ett sdmre utfall efter skallskada &n bérare av
andra varianter av samma gen. Orsaken till denna riskokning &r oklar, men troligen ar
inflammatoriska mekanismer involverade. Intressant nog ar bade apoE4 och upp-
repade hjarnskador oberoende riskfaktorer for utveckling av Alzheimers sjukdom,
vilket lett till hypoteser om att vissa av mekanismerna kan vara delade mellan
demenssjukdom och risk for restsymptom efter neurotrauman. Sannolikt finns i
normalbefolkningen betydligt fler genetiska faktorer som har inverkan pa forloppet
efter neurotrauman. S&lunda har det 1 djurforsok visat sig att reaktionen pa en relativt
enkel och standardiserbar nervskada i hogsta grad paverkas av genetiska faktorer.
Genom att under kontrollerade former korsa djur fran olika stammar och anvinda sig
av metoder for genkartering erhalls ett verktyg for att identifiera de gener som ar
viktiga for att reglera inflammation och nervcellsdod efter mekaniska skador i nerv-
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systemet. En metod som utvecklats pd senare r och med vars hjdlp man kan studera
uttrycket av tusentals olika gener, s.k. mikromatriser eller genchip, utgor ett be-
tydelsefullt komplement till de genetiska analyserna. Gener och genprodukter som pa
detta sitt identifieras kommer att utgora viktiga mal for lakemedelsutvecklingen.

Tillviixtfaktorer och genterapi

Substanser med olika tillvaxtbeframjande egenskaper, s.k. tillvixtfaktorer, anvinds av
kroppens samtliga vivnader for att styra celldelning och celldifferentiering. Nerv-
systemet skiljer sig i viss grad frdn andra vdvnader 1 det att nybildningen av celler 1
den vuxna individen dr extremt lag, liksom forekomsten av tillvaxtfaktorer. Detta star
1 motsats till situationen under fosterlivet, da den embryonala utvecklingen av CNS 1
hog grad paverkas av tillvaxtfaktorer, vilket leder till en kontrollerad expansion av
olika typer av nervceller och bildandet av komplicerade neuronala natverk. Ett mycket
stort antal &mnen, bl.a. olika proteiner och peptider med effekter - i forsta hand pa
omogna nervceller - har nu identifierats. Vid skador i nervsystemet ser man ett okat
uttryck av receptorer for tillvixtstimulerande substanser pa skadade nervceller och
nervtridar. Aven om dessa faktorer inte kan form4 mogna nervceller att dela sig, har
det visat sig att de minskar dod av skadade nervceller. Ett mindre antal olika nervtill-
vaxtfaktorer har testats i kliniska provningar for neurodegenerativa tillstdnd, men inga
gynnsamma effekter har pavisats. Detta kan delvis forklaras av att det ideala admi-
nistrationsséttet dr forhallandevis komplicerat och det sitt varmed dessa &mnen natur-
ligt verkar inte har kunnat efterliknas. Ett attraktivt alternativ for framtiden kan vara
att modifiera uttrycket av tillvaxtfaktorer i nervsystemets egna celler genom genterapi.
Det ger mgjlighet att lokalt 6ka produktionen av vissa substanser med dverlevnads-
eller tillvixtbeframjande effekter 1 syfte att minska sekundir degeneration av skadade
nervceller eller att forbéttra mojligheterna till att skadade nervfibrer aterbildas. Denna
teknik &r speciellt attraktiv vid behandling av ryggmargskador, eftersom behandlingen
skulle kunna ges i samband med det akuta operativa ingrepp som ofta gors i stabili-
serande eller dekomprimerande syfte.

Immunomodulering

Autoimmuna reaktioner mot myelin kan utlosa inflammatoriska reaktioner i CNS. Ett
sadant tillstdnd ar sjukdomen MS, som innebir att immunforsvarets celler angriper
nervtradarnas fettskidor. Pa ldngre sikt uppstar dven nervskador, vars omfattning
sannolikt dr den parameter som bést korrelerar till graden av neurologiskt funktions-
hinder. Paradoxalt nog har det visat sig att genom att stimulera en autoimmun reaktion
mot myelin kan nervceller som utsatts for en mekanisk skada under vissa omstandig-
heter raddas. Immuniseringen leder till en betydligt mer omfattande rekrytering av
immunceller, diribland antigenspecifika lymfocyter, d4n vad som annars skulle vara
fallet. Det dr d4nnu oklart vad som gor att denna typ av immunreaktion 1 vissa fall dr
skadlig och i vissa fall utovar skyddande effekter pa nervceller. En faktor som kan
vara av betydelse for den skyddande effekten ar att vita blodkroppar kan producera ett
flertal olika nervtillvaxtfaktorer. I djurmodeller har nyligen visats att normalt fore-
kommande autoreaktiva celler har en viss skyddande effekt vid nervskada. Detta
Oppnar for ett mycket intressant perspektiv, dir immunsystemet kan spela en aktiv roll
for att begrdnsa skadeutbredningen vid neurotrauman. I terapeutiskt syfte kan man
tanka sig immunisering eller vaccinering” for att stirka den skyddande effekten.
Planer finns pa att inleda kliniska provningar med “vaccinering” vid ryggmargsskada,
men ur bade etisk och praktisk synvinkel dr det viktigt att inte starta denna typ av
provningar innan mekanismerna dr kdnda. Nyligen tvingades man att avbryta prov-
ningar med ett ”vaccin” mot Alzheimers sjukdom p.g.a. uppkomsten av ej tolererbara
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biverkningar i form av inflammation 1 nervsystemet. Sjdlva idén med att anvédnda sig
av ett immunsvar som behandling dr dock i sig mycket elegant, d& man kan utnyttja
immunsystemets inneboende specificitet for att rikta terapin direkt mot det skadade
omradet i CNS.

Nybildningsstodjande atgérder

Efter en skada i CNS tillbakabildas nervfibrerna en bit fran det ursprungliga skade-
stillet. Dér avstannar hela processen och skadade nervceller och nervtrddar kan finnas
kvar aratal efter skadan. Vi bdrjar nu forsta varfor de Gverlevande nervcellerna inte
laker i och med att flera substanser som aktivt himmar dtervéxt av skadade nervtradar
har kunnat identifieras. Detta ger mojligheter att med hjilp av modulering av de inhi-
bitoriska substanserna lokalt i skadeomradet forbéttra l1dkningen. Salunda har man
observerat att moss som utsatts for ryggmargsskada och samtidigt ”vaccinerats” med
myelinkomponenter bildar antikroppar som blockerar dessa substanser, vilket leder
till forbattrad regeneration. Andra végar att minska forekomsten av dessa proteiner
kan vara behandling med korta bitar av arvsmassa, som binder till och inaktiverar
motsvarande budbirar-RNA-molekyler, alternativt utveckling av substanser som
blockerar interaktionen mellan myelin och nervtrdd pé proteinniva. Likartade tekniker
for lakemedelsadministrering som beskrivits for tillvixtfaktorerna kan da bli aktuella.

Stamceller

Utvecklingen inom stamcellsforskningen dr nu inne i en mycket intensiv fas och
ofantliga resurser satsas pa detta forskningsfilt. Anvéindning av stamceller for att
reducera skadeverkningarna efter neurotrauman &r en av de mest lovande vigarna for
framtiden. Jaimfort med de tidigare beskrivna teknikerna ligger detta dock langt fram i
tiden, da flera stora problem forst méste dvervinnas (se vidare diskussion 1 kapitel
2.2).

Utveckling pa 5 och 10 ars sikt

Den starkt expanderande neurovetenskapliga forskningen har lett till en betydande
Okning av var kinnedom om olika sjukdomstillstdnd och skador i nervsystemet. Trots
den Okade forstaelsen for de mekanismer som &r betydelsefulla har det &nnu inte lett
till kunskaper som kunnat 6verforas till det kliniska omhéndertagandet av hjarn-
skadade personer. For de kommande decennierna kan man dock forutse att detta radi-
kalt kommer att fordndras. Mycket stora forskningsresurser satsas inom vissa forsk-
ningsomraden, t.ex. inom demensforskningen, och det ar rimligt att tro att framsteg
inom avgransade omraden av CNS-forskningen dven kommer att ha en mera allméan-
giltig relevans for mojligheterna att behandla andra neurologiska sjukdomar. Detta
géller bade specifika ldkemedel, men dven generella applikationer sdsom nya tekniker
for att administrera ldkemedel, t.ex. genterapi, eller nya behandlingstekniker, t.ex.
“vaccination” eller stamceller. Det dr sannolikt att effektiv behandling kommer att
droja ldngre for neurotrauman én for sjukdomar inom de neurodegenerativa eller
neuroinflammatoriska grupperna. Pa kort sikt finns dock férhoppningen om att prepa-
rat i pagdende kliniska provningar, som bygger pa modulation av mer vedertagna eller
klassiska mekanismer, kommer att uppvisa atminstone moderata behandlingseftekter.
Under den ndarmaste 5-arsperioden kan man ocksa forutse att forutsattningarna for att
kliniskt kunna tillimpa de nya behandlingsstrategier som presenterats ovan narmare
kommer att definieras. I den mén detta kommer att bli framgéngsrikt for ndgon eller
ndgra strategier kommer denna fas att f6ljas av sedvanligt arbete med klinisk prov-
ning, sa att anvandning i kliniskt bruk inte kan férvéntas inom ytterligare en 5-10-
arsperiod. Med tanke pé forekomsten av hjarnskador i katastrofsituationer som krig
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och massolycksfall och de langsiktiga konsekvenserna av dessa skador for drabbade
individer och samhillet i stort bor neurotrauman vara ett viktigt omrade for den medi-
cinska forsvarsforskningen.
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6 Utveckling av biomaterial
Anders Lindblad

En av de, ur totalforsvarssynpunkt, mycket intressanta applikationerna av biotekno-
login har varit framstillning av biomaterial. Begreppet innefattar en méngd olika
typer av material med synnerligen varierande anvindningsomraden. Biomaterial for
medicinska tillimpningar har beskrivits tidigare, se. kapitlen 5.5, 5.6 och 5.7. Det hir
kapitlet tar upp nagra andra exempel pa material av biologiskt ursprung som nu kan
framstéllas artificiellt och i storre méngder.

Forskningen inom biomaterialomrédet ror sig 1 ett grinsland mellan materialteknik,
bioteknik, medicin, elektronik och datateknik. Det finns idag ménga potentiella bio-
material. I det moderna begreppet biomaterial ligger att material kan modifieras,
genetiskt eller kemiskt. Ett stort intresse for biomaterial finns t.ex. inom textil-
industrin. Spindelsilkets extraordindra egenskaper har minga ginger framhéllits som
ett illustrativt exempel. Spindelsilkesfibrer kan idag produceras bl.a. i vixter och
bibehéller da den naturliga styrkan och elasticiteten. Problemet med att finna metoder
for att framstilla ett helt likvardigt material som det spindeln spinner kvarstar dock.
Totalforsvarsapplikationer som diskuterats ér ldtta och starka kldder och skydds-
material, bl.a. fallskdrmar och skottsékra véstar samt specialkompositer for flyg-
industrin. Biomaterial kan dven fa en framtida anvéndning inom elektronikomradet.
Ytterligare ett exempel utgor en speciell skalbagge med ett intressant yttre skal.
Denna har studerats framfor allt p.g.a. skalets styrka och slagtilighet. Det finns moj-
ligheter att utveckla ett kompositmaterial som skulle kunna leda till framtagande av
t.ex. littare flygplan med en lingre livsldngd. Aven ett snickskal har studerats och
keramikmetallaminat, framstillda enligt detta skals uppbyggnad, testas.

En helt annan typ av biomaterial utgors av kombinationen av enzym och polymerer
som bl.a. kan anvéndas i skyddskldder och vid sanering av kemiska stridsmedel.
Exempelvis har ateranvindbara saneringssvampar som bygger pa detta koncept
utvecklats. Forsok pagar ocksé for att utnyttja annan typ av material till textil for litta
och smidiga C-skyddsdrikter.

Fran forsvarsforskningssynpunkt bor biomaterialomridet bevakas med en medveten-
het om att mycket som lanseras som idéer idag antingen inte kommer att kunna reali-
seras eller har en mycket lang utvecklingstid (10 ar eller ldngre).

Bakgrund

Minskligheten har dnda sedan forhistorisk tid utnyttjat naturmaterial for olika dnda-
mal. Manga av dessa material har ett biologiskt ursprung som trd, gummi, olika fibrer,
lader osv. Under senare ir har mycket forskning angdende mojligheten att anvdnda
biotekniska och molekyldrbiologiska metoder for att forédndra egenskaperna hos nagra
av dessa material genomforts. Samtidigt har nya tekniker gjort det mojligt att produ-
cera, hitintills svarframstillda, biomaterial i storre kvantiteter och till ett 6verkomligt
pris. Merparten av de material som diskuteras ér olika former av strukturella poly-
merer men dven mer sofistikerade forslag har framforts. Mycket av forskningen om
biomaterial ror olika medicinska tilldmpningar (se kapitel 5), men det finns dven en
del arbeten som ror nya material for t.ex. kldder. I vissa fall kombineras dven ett mate-
rial av biologiskt ursprung med exempelvis en syntetisk polymer. I avsnittet nedan
behandlas uteslutande externa material och inte sdédana som kan komma att finna
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tillimpningar 1 den ménskliga kroppen eller for t.ex. sirldkning. Avsnittet ska inte ses
som en fullstindig genomgéng av olika biomaterial utan som en provkarta pa vad
dessa kan dstadkomma. Urvalet belyser ocksé olika tekniker som anvinds for att
producera denna typ av material.

Dagens applikationer

Spindelsilke

Ett biomaterial som ldnge tillskrivits framtida tillimpningar som t.ex. en oerhort stark
superfiber &r silkestradarna (spindelndt) som spinns av vissa spindelarter. Spindelsilke
ar 1 styrka jamforbart med kevlar (kolfiber) men uppvisar samtidigt mycket bra elas-
tiska egenskaper. Olika spindelarter har olika typer av silke och de nitspinnande
arterna kan dessutom producera flera olika sorters silke for olika &ndamal. Den sdker-
hetslina (eng. dragline silk) som spindlar kan ses hinga i dr den starkaste typen och
har ca fem génger hogre draghdllfasthet &n stdl om man tar silkets ldgre densitet med 1
berdkningen. Vidare “tillverkas” spindelsilket vid atmosférstryck, i rumstemperatur
och med endast vatten som losningsmedel till skillnad mot ménga helsyntetiska fibrer
som kréaver hoga tryck och temperaturer. Detta har avsevédrda implikationer avseende
miljo- och energifaktorer. Tankbara framtida anvindningsomréden for spindelsilke &r
som en mycket stark fiber 1 t.ex. kldder. Det spekuleras bl.a. i mgjligheten att tillverka
litta skottséikra material och skyddsklider. Aven inom omraden dir mycket tunna
men starka fibrer behovs, t.ex. olika mikrotekniker och inom medicinska tillimp-
ningar, kan spindelsilke komma till anvindning.

Spindelsilke bestar av proteiner (spidroiner), ddr olika aminosyror dominerar olika
upprepade sektioner av proteinet. Alaninrika sekvenser ger t.ex. silket dess starka
mekaniska egenskaper medan glycinrika sekvenser ger silket dess elasticitet. Alanin
och glycin dr tva olika aminosyror, d.v.s. proteinernas byggstenar.

Det ér av uppenbara skél mycket arbets- och kostnadskrédvande att producera silke 1
storre mangd enbart med hjdlp av domesticerade spindlar, vilket faktiskt har forsokts.
Idag stravar man darfor efter att overfora de gener som innehéller strukturinformation
for de proteiner som bygger upp silket till andra organismer &n spindlar. Férsok har
gjorts med att infora liknande, syntetiskt konstruerade, gener i tobaks- och potatis-
plantor och dirigenom skapa s.k. transgena véxter (se kapitel 2.5). Fordelen med att
anvinda syntetiska gener ar bl.a. att det 4r mojligt att dndra silkets egenskaper genom
att designa om generna. Genom att &ndra DNA-sekvensen 1 en gen kan aminosyra-
kompositionen 1 proteinet dndras och dirigenom kan 6nskade egenskaper erhéllas.
Med ovan beskrivna metod har stora méngder spindelsilke producerats i tobaksblad
och potatisknélar. Silket gér sedan att renframstélla med relativt enkla metoder
(extraktion och varmebehandling). En ovéntad egenskap hos detta silke &r att det ar
relativt varmetaligt.

Aven om det redan idag eller inom en snar framtid ir méjligt att producera storre
mingder spindelsilke till en rimlig kostnad aterstar problemen med att spinna pro-
teinerna till trddar och skapa anvédndbara material. Flera olika forsok har gjorts for att
astadkomma en spunnen fiber men med relativt déliga resultat. I en rapport fran 2002
presenteras dock en metod dér silkesproteinerna produceras i odlade celler fran ko och
hamster, s.k. cellinjer. En vattenbaserad metod anvénds sedan for att producera
silkestrddar, som uppvisar egenskaper som ligger relativt ndra det naturliga spindel-
silket.
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Sammanfattningsvis borjar forskningen ndrma sig en billig storskalig produktion av
spindelsilke. Ytterligare grundforskning maste utforas bl.a. for att visa hur aminosyra-
kompositionen och efterbehandlingen, spinnandet, av silket paverkar dess egenskaper.
Den genetiska kartan 6ver de gener som behovs for att en spindel ska kunna tillverka
silket dr &nnu dock bara delvis karakteriserad. Anviandandet av spindelsilke i nya
material ligger troligen minst ett tiotal ar in 1 framtiden.

Enzym — polymermaterial for t.ex. nervgassanering

En helt annan typ av biomaterial 4r den kombination av enzymer och polymerer som
har visat sig kunna fungera som ett hjadlpmedel vid bl.a. sanering av nervgaser. Denna
typ av material dr inte 1 sig sjdlv nddvandigtvis av biologiskt ursprung, dven om t.ex.
stiarkelse anvénds som supportmaterial i vissa fall. Den aktiva substansen 1 dessa
material utgdrs dock av enzymer (proteiner) eller hela bakterieceller. Processen kan
kortfattat beskrivas sé att enzymerna och/eller bakterierna fasts pd nagon form av
supportmaterial som sedan kan anvéndas for att konstruera t.ex. ett skyddande skikt i
ett klidesplagg eller en nervgasnedbrytande tvéttsvamp.

De flesta organismer har flera olika grupper av enzymer som interagerar med organo-
fosfatforeningar (OP-foreningar), t.ex. nervgaser och vissa pesticider. Enzymerna kan
delas in 1 tva huvudgrupper:

e Iden ena aterfinns de enzymer (t.ex. acetyl- och butyrylkolinesteras) som
binder starkt till OP-foreningar.

e Iden andra gruppen aterfinns enzymer som hydrolyserar (bryter ner, spjilkar)
OP-foreningar och brukar bendmnas organofosfathydrolaser.

Med hjélp av genteknik har forskare dessutom lyckats modifiera enzymer ur den
forsta gruppen (butyrylkolinesteras) till att forutom att binda till OP-foreningar dven
hydrolysera dessa. Det bor tilldggas att de olika hydrolaser som hittills anvénts inte adr
sa effektiva mot nervgas som mot de similidmnen for nervgas som brukar anvéndas i
forskningen. Med hjilp av rutinméssigt anvdanda molekylarbiologiska metoder &r det
idag relativt latt att producera stora méngder av enzymerna.

Den fysiologiska rollen for manga av enzymerna ur den forsta gruppen ovan r att
delta 1 6verforingen av nervimpulser hos hogre organismer. De gor detta genom att
mycket effektivt bryta ner de &mnen (signalsubstanser) som 6verfor en nervimpuls
fran en cell till en annan. Amnet som frislipps av en nervcell binder till en receptor
som sitter pa ytan pa nésta cell varvid nervimpulsen fors vidare. Efter 6verféringen
bryts signalsubstansen ner av enzymerna ur grupp 1 varpa receptorn &r redo att binda
en ny molekyl och dverfora en ny nervimpuls. En nervgasmolekyl binder pd samma
sitt som en signalsubstans till receptorerna men enzymet klarar inte av att bryta ner
nervgasmolekylen utan denna sitter bunden till enzymet som nu ér inaktiverat™. Detta
medfor att en organism som utsétts for nervgas far standigt aktiva dverforingar av
nervimpulser eftersom signalmolekylen inte kan brytas ner. Situationen leder slutligen
till allvarliga muskelkramper.

Formdgan hos dessa enzymer att binda till nervgaser och andra OP-foéreningar kan
utnyttjas i sanerings- och skyddssyfte. Oavsett om enzymerna ska utnyttjas som skydd
eller for sanering krévs att de &r stabila under en lang tid. Bland annat av denna anled-

3 For en orientering om nervgaser se: FOI Orienterar om nr 2, Kemiska vapen - hot, verkan och
skydd, ISBN 91-7056-108-7 (2002)
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ning kombinerar man dem med ett supportmaterial, som dessutom i vissa fall 6kar
enzymernas aktivitet. En del av dessa supportmaterial som t.ex. polyuretan absorberar
dven 1 sig sjalv nervgaser.

Tvittsvampar, som &r tdnkta att anvidndas i saneringssyfte, anvander sig av de OP-
bindande enzymerna (se ovan) och kan ateraktiveras med en oximldsning. Oximer
anvinds bl.a. som ett medicinskt motmedel mot forgiftning av OP-féreningar och
verkar genom att spjdlka bort den bundna OP-féreningen fran enzymet som da ater
blir funktionsdugligt. Genom &teraktivering med oximer har "enzymsvampar" aterfatt
sin funktion igen efter att ha ateranvints upp till 20 ganger. Preliminéra forsok har
ocksa gjorts med att binda in en genetiskt modifierad form av butyrylkolinesteras till
en polymer. Det hidr enzymet skiljer sig frdn vanligt butyrylkolinesteras genom att det
dven kan bryta ner nervgasen. P4 sa sitt behovs ingen oxim for att "ateruppliva"
svampen efter anvdndning.

Genom att forma polyuretanenzymskum till granulat (smé korn) och lata dessa inga i
hudkrdm har det i laboratorieforsok visats att det gér att skapa en hudkrdm som skulle
kunna utnyttjas som skyddsbarriér och forhindra nervgas att penetrera huden. De
aktiva komponenterna, som pa forsoksstadiet dr tankt att bestd av en blandning av
inbindande acetylkolinesteras och muterad butyrylkolinesteras, skulle dirmed kunna
binda samt dven bryta ned nervgas till ogiftiga substanser.

Ett flertal forsok att binda aktiva enzym till material for skyddsklader mot OP-fore-
ningar har gjorts. Avsikten med detta &r bl.a. att finna ett l4ttviktsalternativ till den
treskikts C-stridsdrakt som anvinds av det amerikanska forsvaret. Mellanskiktet hos
denna skyddsdrékt bestér idag av absorberande polyuretan-aktivt kol.

Det dr inte bara polymerer 1 kombination med olika enzymer som har studerats for
OP-saneringsdndamal. En 16sning &r att fésta hela bakterieceller pa ett support-
material. Escherichia coli har modifierats gentekniskt till att exponera OP-hydrolas pa
cellytan (normalt finns dessa enzymer inuti cellen). Bakterierna har direfter genom
adsorption satts fast pd polypropylenfibrer. Materialet gér att lagra i minst en ménad
utan att tillsitta nagot annat dn en buffert och de kan anvéndas vid upprepade
destruktionscykler. Materialet har gjorts effektivare genom att enzymet har modifie-
rats genetiskt och da bryter ner OP-foreningar upp till 25 ganger effektivare. Ett tankt
anvandningsomrade ir filter for att rena processvatten fran nervgasdestruktions-
anldggningar.

En annan 16sning har uppnatts genom att kombinera OP-hydrolas med en ankrings-
funktion fran ett annat enzym. Genom att sammansmalta arvsmassan for hydrolaset
med arvsmassan for en del av ett cellulosabindande protein erhélls ett s.k. fusions-
protein som bade kan binda till cellulosa och bryta ner OP-féreningar. Kombinations-
enzymet blir relativt ldtt att rena fram; olika typer av cellulosafibrer tillsdtts och enzy-
met fiskas upp i ett enda steg. Upprepade tester visar att fusionsenzymet behaller ca
85 % av sin aktivitet efter en ménad och att det tl upprepade cykler av OP-
nedbrytning.

Enzympolymerbaserade material utgor en lovande teknik och kommer sannolikt att
utvecklas under de ndrmaste aren. Det ar troligt att man kommer att stréva efter att ta
fram en blandning av olika enzymer som ger skydd mot ett brett spektrum av nerv-
gaser i samma material. Dessa material kommer troligen att kombineras med andra,
icke enzymbaserade saneringssystem. Kommersiella applikationer kommer sannolikt
att finnas tillgénglig inom en tioarsperiod.
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Genetiskt modifierad starkelse

Ytterligare ett material med biologiskt ursprung som ar en kandidat f6r genetisk modi-
fiering &r starkelse. Denna polymer dr det priméra sittet for grona vixter att lagra den
energi de har omvandlat genom fotosyntesen fran koldioxid och ljus till socker. I
véxterna lagras stirkelsen oftast som sma korn. Starkelse anvénds redan idag i stor
utstrackning inom livsmedelsindustrin eller t.ex. som en icke oljebaserad ravara i
delar av plastindustrin och som en rdvara i pappersindustrin. For ménga applikationer
dar stirkelse idag anvénds maste dess egenskaper fordndras kemiskt eller mekaniskt.
Forskning pagar for att genetiskt forsoka forandra stiarkelsekompositionen redan i
véxten och pa sé sitt erhalla en 1dmplig industriellt anpassad utgdngsprodukt.

Stéarkelse bestar av tva olika polymerer uppbyggda av sockerarten glykos. Den ena
polymeren, amylos, dr en lang, 1 stort sétt ogrenad, kedja av glykosmolekyler. Amylo
pektin, som den andra polymeren kallas, dr ddremot starkt grenad och utgér normalt
mellan 70-80 % av stérkelsen. Bland annat beroende pé kvoten mellan de tva olika
polymererna samt hur grenade dessa ér fér stirkelse olika egenskaper. Merparten av
den naturligt forekommande starkelsen i véxter ldimpar sig dock déligt for att
framstélla industriellt anvdndbara polymerer varfor olika forsok har gjorts for att
manipulera stirkelsekompositionen. Det har t.ex. dnda sedan 1950-talet med hjélp av
traditionell vaxtforddling varit mojligt att producera stirkelse med ett amylosinnehall
pa dnda upp till 90 %. Stirkelse med ett hogt amylosinnehall anvinds 1 bl.a. livs-
medelsindustrin for att gora geler och som ytbehandlingsmedel.

Idag forsoker man med hjélp av modern genteknik éndra starkelsens egenskaper. I
t.ex. en vixt finns ett flertal olika enzymer som &r inblandade i syntesen av stirkelse.
En del av dessa enzymer (samt regleringen av dessa) bestimmer bl.a. hur grenade
starkelsekedjorna blir. Genom att modifiera dessa enzym och deras reglering hoppas
man erhalla en starkelseprodukt som battre ska passa for produktionen av olika mate-
rial.

En stor del av intresset runt produkter av stirkelse beror pé att dessa ar biodegrader-
bara, vilket innebér att de &r fullt nedbrytbara i1 naturen och inte ldmnar négra giftiga
eller skadlig restprodukter. Det sdger sig sjdlv att detta &r en mycket intressant egen-
skap som bl.a. patagligt kan reducera de problem som ér relaterade till virldens
vixande sopberg. Ett anvindningsomride for stiarkelsebaserade produkter som ofta
ndmns dr som forpackningsmaterial for dagligvaror.

Sammanfattning och bedomning av utvecklingen

De generella framtidsutsikterna for denna typ av material ér troligen goda. Det finns
ett antal stora foretag som satsar stora forskningsresurser dels pa att kunna framstélla
biomaterial billigt och dels pa att forbattra dess egenskaper. Tyvérr medfor detta att en
hel del information runt denna typ av material inte publiceras i Oppen litteratur innan
de skyddas av patent. Det kan dérfor vara ganska svart att exakt faststélla hur langt
forskningen hunnit inom detta omrade.

Kommersiella tillimpningar av material som t.ex. spindelsilke ligger troligen minst
10 ar in 1 framtiden. Applikationer for totalférsvaret av denna typ av material for t.ex.
skyddsdndamal ar mycket intressanta och bor bevakas.

Aven kombinerade material som t.ex. de saneringssvampar innehéllande enzymer som
ovan ndmns ar intressanta. Kommersialiseringen av denna typ av produkter ligger
troligen relativt néira i tiden. De forsta produkterna kommer troligen att finnas pa
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marknaden inom de ndrmaste 5 aren. Om dessa produkter ar intressanta for Forsvars-
makten &r 1 nuldget mer tveksamt. Den positiva utvecklingen av mer traditionella
saneringsprodukter som t.ex. saneringsskum gor att dessa under de nidrmaste aren
troligen ar ett battre och billigare alternativ. Omradet bor dock bevakas.

Biodegraderbara produkter for t.ex. forpackning av foda ar redan i1 nuldget 1 viss mén
tillgdngliga. Det ar fortfarande forenat med en hel del kostsam efterbearbetning av det
biologiska utgangsmaterialet. Forbittrade vaxtgenetiska metoder och dkad kunskap av
de biologiska processerna kommer med storsta sannolikhet att dka tillgdngligheten av
denna typ av produkter inom en 5-10-arsperiod. Fér en modern, miljomedveten
organisation dr denna typ av material naturligtvis av stort intresse.
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7 Molekylar elektronik - bioelektronik - biodatorer

Goran Wendin

Det moderna samhallet har blivit oerhort beroende av datorer och elektronik for att
fungera. Systemen ska klara av att hantera en stdndigt 6kande mingd information och
detta krdver nya koncept. Ett expansivt forskningsomrade ar bioelektronik eller mole-
kylér elektronik som &r starkt tvdrvetenskapligt till sin natur med influens frn kemi,
elektroteknik, optisk teknik och nanoteknologi. Molekylar elektronik innebér att
information pd molekyldr eller makromolekyldr niva utnyttjas. Det kan rora sig om
bade biologiska och icke biologiska molekyler, men i det hir kapitlet fokuseras pa
anvindning av biologiska molekyler inom elektronik - biotronik. Forskningen ror
naturliga eller modifierade biologiska molekyler, t.ex. DNA och proteiner.

Biotronik kan definieras som integrering av biologiska, mekaniska, elektroniska,
optiska och kemiska system till hybridsystem med specifika funktioner. En visentlig
del kan betecknas som bioelektronik, men utvecklingen gar mot mer generella system
baserade pd bioMEMS?* och lab-on-a-chip. P4 kort sikt, 5-10 &r, kommer dessa
system att tillata olika former av tvavigskommunikation - elektrisk, kemisk och
mekanisk - mellan biologisk materia och artificiella system. De viktigaste tillamp-
ningarna blir sannolikt medicinska, t.ex. diagnos, medicinering och styrning av bio-
logiska processer. Pa langre sikt, sdg 20 ar, kommer det sannolikt att utvecklas avan-
cerade granssnitt som mdjliggor generell hopkoppling av naturliga och artificiella
biologiska system med system fran "den mikroelektroniska kiselvirlden". Detta kan
forvintas leda till integrerade system av kopplade biologiska, biomimetiska och nano-
elektromekaniska system och processorer. Det bor da finnas realistiska mdjligheter att
lata biologiska system styra elektromekaniska system och tvartom. Viktiga tillimp-
ningar blir att koppla artificiella sinnesorgan, sensorer och proteser till biologiska
nervsystem. Inom 20 ar bor det vara praktiskt mojligt med tankestyrda processer via
implantat och externa sensorer for nerv- och neuronsignaler kopplade direkt till nerv-
stammar utgdende fran hjarnan. P4 dnnu lidngre sikt bor formodligen signaler fran
grupper av hjarnceller for styrning av processer direkt kunna tolkas och utnyttjas.
Grundforskningsexempel pa detta finns redan.

Bakgrund

For narvarande pagar en teknisk revolution som inom ett par generationer kan komma
att fordndra ménniskans villkor. I skdrningen mellan mikroelektronik, materialfysik,
datorteknologi, kemi och biologi sker en utveckling av komponent- och system-
teknologi pd mikro- och nanometerskala. Denna utveckling har ldnge varit uppenbar
inom mikroelektronik och VLSI?- teknologi: nedskalningen av halvledarkretsar
("top-down" metoder) forvéintas ndrma sig 10 nanometer kring 2015, varefter kvant-
fenomen kan komma att kriva radikalt nya 16sningar.

Genom forskning och utveckling inom fysik och kemi har metoder utvecklats for att
bygga strukturer atom for atom, molekyl fér molekyl, via styrda instrument eller
sjdlvorganiserande processer, bottom-up-metoder. Metoder utvecklas for att efterlikna
biologiska system och processer. Kombinationer av konstgjorda och naturliga struk-

2% Mikroelektromekaniska sensorelement

¥ Very Large Scale Integration. Teknik for att framstilla integrerade kretsar med tiotusentals
komponenter
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turer, t.ex. halvledare och biologiskt material, kommer att leda till mojligheter att

styra biologiska processer via elektronik och elektronik via biologiska processer. Till
detta kommer hur kunskapen om biologiska system - DNA, proteiner och celler - kan
komma att direkt eller indirekt paverka utvecklingen av artificiella komplexa system.

Samtidigt pagér en intensiv utveckling av modeller for komplexa system, artificiell
intelligens och artificiellt liv. Kombinationer av mikro/nanoelektronik/optik, mikro-
mekanik och mikromotorer med flexibla datorarkitekturer, genetiska algoritmer och
artificiell intelligens kommer sannolikt att under de kommande 20 aren revolutionera
den tekniska utvecklingen inom informations-, robot- och rymdteknologi. Pa ldngre
sikt, 1 kombination med naturlig och artificiell biologi, dr det bara fantasin som sétter
grinser.

Datorsystem och datorarkitekturer

Som ndmnts kommer nedskalningen av halvledarkomponenter att nd svérforcerade
fysikaliska barriirer kring 2015. Aven om mingder av tekniska genombrott kan
komma att forskjuta denna tidpunkt 10-20 ar framét, sé kan det knappast fordndra
problemet i grunden: utvecklingen kommer att plana ut vad géiller processorhastig-
heter och packningstéthet och istdllet ga mot 6kande komplexitet och flexibilitet.
Detta betyder dels flexibla parallella, rekonfigurerbara arkitekturer med konventionell
CMOS?*-teknologi, t.ex. FPGA?’, dels nya typer av nanoelektronik, molekyl-
elektronik och kvantkomponenter. Den 6kande komplexiteten kommer att tvinga fram
feltoleranta och sjdlvkorrigerande teknologier, arkitekturer och programvaror. Redan
nu borjar det bli mycket svért att verifiera funktionen hos stora processorer och
program. Den 6kande komplexiteten leder till att bioinspirerade system blir alltmer
aktuella och intressanta, alltsé olika typer av s.k. neuromorfa system. Dylika system
kan implementeras i1 konventionell CMOS-VLSI-teknologi genom att simulera
neurala nédtverk i mjukvara eller cellautomater eller genom genetiska algoritmer och
genetisk programmering, d.v.s. sjdlvutvecklande och sjélvldarande program. Utveck-
lingen gar alltsd mot bade sjdlvutvecklande hardvara och mjukvara. Biologiska
levande system ér di uppenbara forebilder.

Molekylelektronik, bioelektronik, biotronik och biodatorer

Molekylelektronik dr en bred samlingsbeteckning for olika sitt att inkorporera mole-
kyler i system for elektronik och informationsbehandling. Det kan innebéra allt fran
att forsoka bygga nanometerstora molekyltransistorer och minnesceller for digital
elektronik till att bygga molekyldra neuromorfa komplexa nédtverk. Molekylerna ar
typiskt organiska molekylkedjor och kolnanorér, men kan dven vara DNA-fragment. I
det har sammanhanget representerar DNA molekylelektronik och inte bioelektronik.
Bioelektronik involverar transportprocesser i naturliga och artificiella biologiska
system, t.ex. membraner, celler och nerver. Biotronik kan definieras som integrering
av biologiska, mekaniska, elektroniska, optiska och kemiska system till hybridsystem
med specifika funktioner. En visentlig del kan betecknas som bioelektronik, men ut-

" Complementary Metal-Oxide Semiconductor. Bendmning p4 halvledarkretsar som bygger pa s.k.

MOS-teknik. CMOS-kretsar dr mycket stromsnala och anvénds i ndstan all elektronik.

Field Programmable Gate Array. En generell krets som innehéller en matris av logikelement som
kan konfigureras, d.v.s. laddas med information som beskriver vilka funktioner som ska utnyttjas
och hur de ska kopplas samman.
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vecklingen gar mot mer generella system baserade pa bioMEMS och lab-on-a-chip,
vilket dven inkorporerar flodessystem, mekanik och optik 1 mikro- och nanoskalor.

Nir det giller biodatorer &r det lamplig att begrinsa begreppet till att gélla informa-
tionsbehandling med naturliga (och artificiella, nér sa blir mojligt) cellkulturer, kopp-
lade till naturliga eller artificiella sensorer och motorer. Pa sa sitt blir biodatorer allt
fran naturliga hjarnor till levande hjarncellspreparat till uppodlade cellkluster.

En rapport fran NIH*® ger foljande definition och sammanfattning av omradet bio-
tronik: Grundldggande biomolekyléra livsprocesser skapar, behandlar och férmedlar
information med hog tithet och noggrannhet. Storskalig analys av arvsmassa och det
framvéixande omradet bioelektronik visar att biologins framtid ar en fraga om att
forsta hur celler behandlar information lagrade i molekyler. Kiselbaserad elektronisk
information &r en av orsakerna till denna molekylbiologiska revolution, frimst genom
mikrochipbaserade analysinstrument och informationsbehandling med datorer.
Samverkan mellan konstgjorda och naturliga informationssystem kommer att driva
fram en utveckling mot att férstd hur man kan nirmare koppla ihop elektronik med
cell- och molekylarbiologisk funktionalitet, genom att t.ex.

e anvinda biologiska maskiner for att konstruera nanomaskiner,
¢ integrera biologiska maskiner med nanomaskiner,
e anvinda proteiner for att konstruera nanomaskiner,

e modifiera cell-elektronikgrianssnittet sa att cellen kénner igen elektroniken
som en del av sig sjédlv och elektroniken kénner igen cellens signaler och kan
paverka ("kontrollera") dess funktioner,

e forstd hur information passerar ut och in genom ett system av neuroner> och
hur neuronerna vixelverkar med varandra.

Det finns ménga hinder pa vigen mot bioelektroniska granssnitt, vilket blir uppenbart
om man jaimfor funktionsséttet hos dagens elektroniska system med biologiska
system. Den centrala komponenten i halvledarelektronik &r falteffekttransistorn
(FET), vilken bestéar av en tvadimensionell lagerstruktur med litografiska
komponenter. Den integrerade kretsen utfor ett fixt tva-dimensionellt nidtverk av
komponenter (ca 10 FET/um?). Adressering och datatransport sker via elektriska falt
och fasta metalledare.

Biologiska system, & andra sidan, utfor sin informationsbehandling 1 vattenbaserade
tredimensionella medier dar diffusion av budbirarmolekyler spelar rollen av metall-
ledare och databussar. Adressering sker genom ett kédnsligt system for igenkdnning av
former, inbyggt 1 vixelverkan mellan molekylara receptor-ligandstrukturer. Denna
biologiska adresseringsmetod &r mycket ldngsammare én den elektroniska, men
vinner genom sin enorma tdthet av informationsbérare och sin funktionalitet. Att
konstruera ett robust och effektivt grianssnitt mellan sé olika teknologier som biologi
och halvledarelektronik kommer att kridva en myriad av verktyg fran olika discipliner.
Négra nérliggande steg pa vigen kan inkludera inkorporering av biomolekyler 1 elek-
troniska kretsar, och biomimetiska byggsétt for halvledarelektronik och algoritmer,
t.ex. utvecklingsbar hardvara och genetisk programmering.

% Nanoscience and Nanotechnology: Shaping Biomedical Research June 2000 Symposium Report
http://www.becon.nih.gov/nanotechsympreport.pdf

" En neuron 4r en nerveell dir nervimpulser formedlas
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Framtida forskning

Kontaktering av cellkulturer av levande neuroner och biologiska neuronniit via
mikroelektroder och FET

Kommunikation med levande celler kan dels ske elektroniskt via strominjektion
(injektion av joner) och elektriska félt, dels kemiskt via injektion av kemiska sub-
stanser i celler och synapser. Pdverkan kan dven ske mekaniskt och optiskt.

En mycket viktig utveckling dr samverkan mellan biologi och fysik, nimligen att fysi-
kaliska metoder (mikro- och nanoteknologi) anvénds 1 6kande grad for att studera och
paverka biologiska fenomen. Exempelvis har experiment beskrivits dir sma neuronala
ndtverk odlats pd mikrostrukturerade substrat med integrerade nitverk av metall-
elektroder och FET (se figur 10). Den elektriska aktiviteten i cellen ger tillskott av
energi via kapacitiv koppling till metallelektroderna och detekteras via kapacitiv
koppling till FET styrelektroderna.

Samma typ av integrerat mikroelektroniskt substrat har utnyttjats for att studera den
elektriska signalaktiviteten 1 hjarnvdvnad fran réttor (se figur 11). Tatheten av mét-
punkter pa substratet medgav en upplosning pé cirka 5 pm, vilket rackte for att kunna
identifiera elektrisk aktivitet frdn enskilda synapser. Forvintningen inom omrédet &r
att rums- och tidsupplosning av den elektriska aktiviteten i neuronala nitverk ska ge
direkt inblick i den neuronala informationsbehandlingen.

Figur 10. Bilder pa nervceller som placerats pé olika typer av mikro-  Figur 11. En nervcell
chipstrukturer. En nervcell hélls pa plats av ett ”plaststaket”. Om en fran en ratthjarna pa
cell stimuleras av en signal leds signalen via synapserna till nér- matris av FET. Strom-
liggande nervceller. Figurerna 10 och 11 kommer fran Peter From- signaler i cellen

hertz, institutet for biokemi, Max-Planck-institutet, Tyskland. Med interagerar med den
vederborligt tillstand. elektriska kretsen.

Ett annat exempel ar studier av tvavagskommunikation med kulturer av hjarnceller
frén réttor odlade pé substrat med nitverk av metallelektroder. Rums- och tidsupp-
16sta aktivitetsmonster i cellkulturen utnyttjas for att styra en varelse (animat) som
lever i en datorgenererad simulerad verklighet (virtual reality). Sinnesintryck till ani-
maten aterkopplas till cellkulturen via ett rums-tidsmonster av elektrisk stimulering i
realtid (brakdelen av en sekund). Inldrning definieras som en beteendeforandring som
ett resultat av erfarenhet. Genom att forse en cellkultur med en kropp och en omgiv-
ning visar det sig mojligt att betrakta fordndringar i cellnitverkets elektriska aktivitet
som resultat av inldrning. Bestdende fordndringar kan betraktas som minnen!

I smé mikrostrukturerade komponenter med mikroelektroder och kanaler for vitske-
transport har man observerat tidsberoende ménster av synaptisk®® aktivitet av signal-

3% T synapsen 6verfors nervimpulsen
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substanser som funktion av biokemisk péverkan via nivan p4 magnesiumkon-
centrationen.

Kontaktering av biologiska neuronniit i en levande hjirna via mikroelektroder

Forskare vid Goteborgs Universitet har tillsammans med en amerikansk grupp
implanterat ett knippe mikroelektroder i en aphjirna och tagit ut signaler fran motor-
centra. De har lyckats fjérrstyra en robotarm med signaler direkt fran hjdrnan via
signalbehandlig med artificiellt neuralt ndtverk (ANN) och robotarmen foljer rorel-
serna dd apan mandvrerar en spak eller plockar upp ett dpple. Direktkoppling av in-
och utsignaler mellan hjdrnan och perifera enheter dr alltsa i viss utstrackning tekniskt
mojligt redan nu. Relativt snart bor det bli mdjligt att koppla in sinnesintryck (syn,
horsel, kédnsel) och koppla ut motorsignaler for avancerade fors6k med proteser. Hur
de nodvindiga grinssnitten ska konstrueras for att kunna integreras i hjarnvédvnad utan
skadliga effekter aterstar att finna ut. En mdjlighet &r mikrochip av typen lab-on-a-
chip med nétverk av mikroelektroder, FETs och vitskekanaler for elektrisk och
kemisk stimulans och detektering, alltsé ett nédtverk av artificiella synapser. Flera steg
i denna riktning har beskrivits i foregadende avsnitt.

Utveckling av grianssnitt for koppling av muskler och nerver till mikroelektronik
for styrning av handproteser

Denna forskning pdgar pd manga hall 1 viarlden och den beskrivs i mer eller mindre
fantasifulla termer pa Internet. Ett gott exempel dr utvecklingen av en handprotes som
styrs av ytliga muskelsignaler vilka kopplas och aterkopplas via genetisk programme-
ring av ett FPGA-chip. Denna typ av biomimetisk hdrdvara kallas ofta EHW
(evolvable hardware) och ar ett sitt att simulera och evolvera ett neuralt natverk. En
liknande verksamhet pagér i Lund (ArtHand-projeket)’!, dér man ocksa utvecklar ett
grianssnitt mellan nerv och kisel for direktkoppling av nervsignaler till ANN och
proteser. Denna verksamhet har d&nnu en bit kvar nér det giller att styra proteser.
Metoden att styra medelst muskelsignaler och ANN é&r dock pa grinsen att bli
kommersiellt tillganglig.

Kontaktering och manipulering av artificiella och naturliga celler

Vid Chalmers pagér mycket aktiv forskning for att tillverka och manipulera néatverk
av vitskefyllda sfiarer av cellmembran pé olika typer av substrat och dven 1 kontakt
med levande celler. Forskningen kommer att leda till biokemiska reaktorsystem,
konstgjorda celler och hybridsystem med levande celler, kontakterade via grénssnitt
byggda med bioMEMS-teknologi. I detta ssmmanhang bor ocksa ndmnas "Biomi-
metic Materials Science", ett mycket framgéangsrikt svenskt konsortium, finansierat av
Stiftelsen for strategisk forskning. Déar kan man bl.a. finna exempel pa hur levande
celler med viss funktionalitet kan isoleras och anvéndas som sensorer och detektorer
for biokemiska dmnen, och dven att @&mnet cellen reagerar pa kan kontrolleras via
genmanipulation.

Framtida utveckling

Generellt gir utvecklingen mot 6kad forstaelse och kontroll av dubbelriktat informa-
tionsutbyte mellan artificiella system och naturliga biologiska system. Nyckelbegrepp
kommer att utgoras av styrd cellutveckling, styrd biokemi och cellkemi, styrd vév-
nadsodling och -regenerering samt styrd tolkning och omsittning av genetisk informa-

31 http://www.elmat.lth.se/forskninge/MikrosysE/neuralE.html
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tion. De artificiella systemen kan vara baserade pa méanga variationer av mikro-
elektronik (halvledare, speciellt kisel, polymerer, biomolekyler; konventionell elektro-
nik eller biomimetiska system) och pa savél litografiska (top-down) som sjdlvorgani-
serande (bottom-up) tillverkningsprocesser. Mikroelektroniken kommer att utvecklas
mot mikro- och nanoteknologi for integrerade system med optoelektronik, mekanik
och fluidik (MEMS, MOEMS>?, NEMS*). For nirvarande utvecklas bioMEMS som
plattformar for biomolekyldra, biologiska och medicinska analyser, med vélkdnda
begrepp som exempelvis lab-on-a-chip, total analysis systems (TAS) och DNA-chip.
Pé lite sikt kommer ur detta att utvecklas kontrollsystem for biologiska funktioner,
och pa langre sikt regler- och kommunikationssystem for neurala funktioner. Dylika
system kan 1 vid mening kallas biodatorer. Vad betrdffar informationsbehandling med
biologiska neuronnét dr det emellertid for narvarande ganska meningslost att forsoka
gissa om och nir man kan skapa hjarnor med processorkapacitet liknande naturliga
hogre staende biologiska system. Vigen mot artificiell intelligens och medvetna
maskiner kommer att bli mycket 1&ng och det &r omdjligt att sia om och nér artificiella
biologiska system kommer att vinna over kiselvirlden nér det géller ren
informationsbehandling.

Det dr bara alltfor latt att hinge sig at spekulationer pa gransen till science fiction nér
det giller bioelektronik, biodatorer, intelligens och konstgjorda hjdrnor. Som en jim-
forelse: Arthur Clarke skrev boken 2001 kring 1960, samtidigt med fodelsen av den
integrerade kretsen. Under de foljande 40 aren har det skett en explosiv utveckling av
informationsteknologin, men den tdnkande medvetna (?) datorn HAL ér fortfarande
avldgsen. Man kan forvénta en liknande utveckling inom bioelektronik: en explosiv
utveckling inom tvavigskommunikation mellan artificiella system och naturliga bio-
logiska system vars konsekvenser dr svara att dverblicka, men som troligtvis kan leda
till langtgaende integration och 6msesidig kontroll. Daremot dr det inte troligt att det
pa mycket lange &n gar att uppnd den komplexitet som dr nédvéndigt for att skapa
sann artificiell intelligens. Det krdvs formodligen en langvarig teknisk utveckling pa
bred front under kanske 50 ar for att finna forutséttningarna for sjadlvmedvetna konst-
gjorda hjarnor. For 6vrigt har vi problem med definitioner: tdnker en hund? en mus?
en fagel? en fisk? en mask? Var gar gransen?

En mojlig tidtabell for bioelektronik for de ndrmaste tjugo &ren skulle kunna ha
foljande hallpunkter:

Utveckling pa 5 ars sikt
e Utveckling av bioMEMS for kroppsinbdddade komplexa sensorer, detektorer
och injektionssystem for medicinsk diagnostik och for styrning av specifika
biologiska funktioner

e Utveckling av granssnitt for koppling av nerver till mikroelektronik for styr-
ning av proteser

e Detaljstyrning av proteser via sensorer inbdddade 1 muskler

e Styrning av proteser via signaler fran granssnitt mellan nerver och mikroelek-
tronik

e Tvavagskommunikation med enskilda nervceller och sma neuronnit

e Elementdra logiska operationer pd smé neuronnét - elementir biodator.

32 Mikrooptiska elektromekaniska sensorelement

3 Nanoelektromekaniska sensorelement
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Utveckling pa 10 éars sikt

Utveckling av avancerade cell-chip kommunikationsgranssnitt
Kopplade biologiska och nanoelektroniska system och processorer
Biomimetiska (konstgjorda) celler

Avancerade varnings- och kontrollsystem for biologiska funktioner och
felfunktioner

Styrning av sinnesorgan via signaler fran grianssnitt mellan nerver och mikro-
elektronik

Styrning av vidvnadsodling och vivnadsregenerering.

Utveckling pa 15-20 ars sikt

Integrerade system av kopplade biologiska och nanoelektroniska system och
processorer

Integrerade bioelektromekaniska system (robotar)
Informationsbehandling med biologiska neuronnit
Tankestyrda processer via implanterade och externa sensorer

Styrning av inlérningsprocesser via implanterade och externa sensorer och
informationssystem

Avancerade konstgjorda sinnesorgan

Styrning/péverkan av kdnslor, tankeverksamhet, forestéllningsvérld, med-
vetande.
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8 Miljosanering

Per Wikstrom

Bakgrund

Det finns idag ett brett spektrum av tekniker for sanering av fororenade marker och
vattendrag. Orsaken till att det finns flera tekniker snarare dn en universalmetod é&r att
inget fororenat omrade &r det andra likt. Bade kvaliteten, kvantiteten och komplexi-
teten pa fororeningen kan variera hogst dramatiskt. Dessutom dr matrisen, d.v.s.
marken/vattnet/sedimentet, ifrdga av stor betydelse for vilken saneringsmetod som ska
anvindas. Andra aspekter som maéste beaktas dr klimatet och féroreningens utbred-
ning. Det &r ocksd viktigt att veta vad det fardigbehandlade omrédet ska anvéndas till.
Att anvinda bioteknik for sanering av fororenade omraden dr dock lockande eftersom
metoderna kan vara kostnadseffektiva och miljovénliga. Potentiellt kan mikro-
organismer ta upp ett kemiskt &mne med en komplex struktur, metabolisera detta och
gora sig av med avfallsprodukterna vatten och koldioxid, s.k. mineralisering. Forore-
ningar som innehaller halogener eller kvdveatomer ger dock andra nedbrytnings-
produkter och dess nedbrytningsvégar dr ofta mer komplexa. Det dr inte ovanligt att
biprodukter som dr onedbrytbara och som séledes ackumuleras i naturen bildas.

En begransning for anvidndandet av mikroorganismer vid miljosanering &r att alltfor
fororenade miljoer kan, beroende pa dmne, vara for toxiska. Dessutom dr biosane-
ringstekniker ofta tidskrdvande.

I princip alla saneringstekniker som anvinds storskaligt idag baseras pd bioteknik som
syftar till att stimulera tillvixtférhallandena for de naturliga mikroorganismerna som
redan finns 1 det fororenade omradet. Mikroorganismernas naturliga levnadsfor-
hallanden ir alltid begrinsade med avseende pa nagon/nagra parametrar, t.ex. syre,
néringssalter, temperatur, vatten och kolkélla. Tillforsel av naringssalter (kvive,
fosfor, kalium), vatten, 6kad syretillgdng samt temperaturhdjning &r de basala kom-
ponenterna i alla biosaneringstekniker. I undantagsfall dr syrefattig miljo att foredra.
Vilken saneringsmetod som slutligen anvénds é&r till stor del en ekonomisk frdga. Det
billigaste &r att biosanera jorden eller vattnet pa plats (in sifu) utan att grava och
transportera bort. Platsens beskaffenhet, fororeningens natur osv. avgor dock vilken
teknik som dr mest lamplig.

For att mikroorganismer ska kunna metabolisera miljogifter kravs det att dessa &r
biotillgéingliga. Ju storre kemisk struktur féroreningen har desto svérlosligare i vatten
ar den och ddrmed mer problematisk for mikroorganismen att tillgodogora sig.
Undantag fran denna regel &r om féroreningen innehaller s.k. funktionella grupper
(t.ex. grupper med syreatomer) 1 sin kemiska struktur. Funktionella grupper gor att
vattenlosligheten 0kar och att reaktiva enzymer lattare kan attackera molekylen.

Inom begreppet mikroorganismer finns forutom bakterier ocksa svampar. Det finns
exempel pa rotsvampar som istillet for upptag av fororeningar kan producera enzymer
som utsondras till svampens omgivning. Svampen anvéinder dessa enzymer for att till-
godogora sig tillvaxtsubstrat fran trad. Trd innehéller lignin som i sin kemiska struktur
paminner om s.k. polycykliska aromatiska kolviaten (PAH). Det ar kemiska strukturer
med tva eller flera ringar, som &r toxiska, carcinogena och i vissa fall onedbrytbara for
mikroorganismer. Det pdgar forsok med att anvénda dessa enzymproducerande
svampar for att bryta ned PAH.
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Petroleumprodukter, d.v.s. bensin, diesel, smorjmedel och raolja, innehdller &mnen
som dr relativt lattnedbrytbara for mikroorganismer. Majoriteten av kemikalierna kan
tas upp och metaboliseras och det finns kiinda enzymatiska nedbrytningsvagar for
dessa amnen. PAH férekommer dock ocksa i petroleumférorenade omraden.

Manga kemiska losningsmedel som anvénds/har anvints inom industrin dr halogene-
rerade. Dessa d&mnen dr sma, toxiska, ofta cancerogena och svarnedbrytbara.

Explosivimnen innehaller amnen med nitrogrupper som &r svéra att mineralisera.
Forsok har gjorts med en kombination av syrerik/syrefattig miljo for att styra nedbryt-
ningsvagarna till ofarliga nedbrytningsprodukter. Mikroorganismer producerar
reaktiva nedbrytningsprodukter som reagerar med varandra och séledes polymeriseras
for att slutligen bindas hart till humusdmnena i marken. Den detoxifiering av marken
som detta leder till skulle kunna vara tillracklig som saneringsmetod.

Gamla industritomter med trdimpregneringsanldggningar dr ofta fororenade med
kreosot som ir en blandning av klorfenoler och PAH. Eftersom anvindningsomradet
ar att forhindra mikroorganismer att bryta ned trd sd ligger det i sakens natur att dessa
dmnen &r toxiska for manga mikroorganismer. Det finns dock tekniker som mdjliggor
bionedbrytning dven av dessa &mnen.

Gamla gasverkstomter dr ocksa ofta starkt fororenade med PAH. Det har dock visat
sig att biosanering ér olamplig som saneringsmetod eftersom fororeningarna har
aldrats och endast tunga PAH finns kvar i marken och i hga koncentrationer*”.

Tungmetaller, sdsom nickel, zink och koppar, gér inte att bryta ned i egentlig mening.
Vixter, som med hjélp av bakterier tar upp tungmetaller i rotterna och ackumulerar
dem 1 vixtens blad, kan dock anvindas. De skordas efter en tid och marken ar da
sanerad. De skordade véxterna forbranns vid en kontrollerad process dédr metallerna
kan tas om hand.

Generellt dr fororenat vatten léttare att behandla dn mark eftersom i) om vattnet ar
fororenat innebdr det att fororeningen dr vattenldslig och ddrmed biotillgidnglig, ii) det
ar lattare att distribuera t.ex. niringsdmnen till vatten, iii) féroreningarna sitter ofta
hart bundna till markpartiklar i mikroporer och iv) det blir ett mindre slitage pa
processutrustning om det dr fororenat vatten som behandlas.

Bioteknik

Det finns idag god kunskap om hur miljogifter kan brytas ned av mikroorganismer,
bl.a. vilka enzymsystem som gor vad och nér. Det har darfor i manga ar funnits en
tanke pa att kunna designa mikroorganismer pa genetisk vdg sd att dessa enzym-
system blir effektivare, kan bryta ned fler imnen snabbare, fungera vid lagre tempe-
raturer osv. Internationell forskning har pagatt i minst 10 ar och pagér fortfarande for
att ta fram superbakterier som ska kunna anvéndas vid riktiga biosaneringsprojekt.

Det finns flera aspekter pé detta. En viktig aspekt &r att genetiskt modifierade mikro-
organismer (GEM) inte far sldppas ut i en naturlig miljo hur som helst. Det krivs att
det dr ként hur GEM paverkar den 6vriga mikrofloran samt att de gar att spéra i
miljon mot bakgrund av alla naturliga mikroorganismer. Forskningsresultaten av ned-
brytningsstudier kan se lovande ut i laboratoriet, men vid anvéndning i stor skala i en

** " Soil remediation in a cold climate, COLDREM-projektet
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verklig miljo ser man ofta ingen effekt. Det forklaras med att GEM inte klarar sig i
miljon p.g.a. att det gar at mer energi for bakterien att béra nyintroducerat genetiskt
material, vilket leder till utsatthet i konkurrens med naturliga mikroorganismer.

Det finns en dokumenterad faltstudie ddar en GEM sattes till en naturlig miljo for att
bryta ned PAH. Bioluminescens anvéndes for att detektera denna GEM i miljon,
varvid man konstaterade att den bryter ned PAHer samt 6verlevde i1 konkurrens med
andra mikroorganismer. GEM kunde pévisas dven efter 1% ar vilket anses vara en
lang tid och dr ett tecken pa att det finns potential att anvinda GEM f6r
miljosaneringsapplikationer.

Viaxtforadlingsforskning pagar med malet att hitta vaxter och individuella vaxtkloner
som har anpassat sig till en hog fororeningsgrad samt har formagan att ta upp for-
oreningen ifrdga genom rdtterna. Att genom systematisk undersékning, i laboratorie-
skala, hitta 1ampliga viaxtkandidater for biosanering och darefter anvénda dessa for
storskalig miljosanering skulle kunna vara en anviandbar metod vid ytlig spridning av
fororeningar.

Fors6k med transgena véxter, d.v.s. viaxter som pé konstgjord vig fatt frimmande
gener, har gjorts for att bryta ned organiska fororeningar t.ex. explosivimnen. Genom
att introducera en bakteriell gen, som bér information for ett trinitrotoluen (TNT)-
nedbrytande enzym, i tobaksplanta lyckades man fa plantan att omvandla TNT till ett
ofarligare 4mne. Tillstandsforfarandet for att odla transgena vixter ute i en naturlig
miljo dr dock strikt pd samma sitt som for GEM.

Framtidens utveckling

Trots relativt manga ars forskning kring bioteknik/molekylér biologi och milj6-
sanering dr ldget fortfarande ”lovande” och ”med hog potential” snarare én att det
finns fardiga applikationer. Utvecklingen inom miljosaneringen har framst handlat om
ingenjorsmissiga tekniska framsteg som att blanda, pumpa, tillsitta ndringsémnen pa
effektivare sitt &n tidigare for att optimera for den naturliga mikrofloran.

Nu finns dock genom molekylidrbiologiska metoder stora mdjligheter att skriddarsy
bade mikroorganismer och véxter till att producera enzymer som kan bryta ned olika
typer av miljogifter. Den stora utmaningen ligger dock i att g& fran laboratoriemiljo
till en tuff mikrobiell verklighet.

Framtida applikationer

Utveckling pa 5 ars sikt

Fler tors6k kommer sannolikt att genomforas dir GEM designas for att kunna bli
effektivare pd att bryta ned miljogifter och samtidigt klara sig i konkurrensen med
naturliga mikroorganismer. Dessutom maste det bevisas att dessa GEM inte paverkar
den naturliga mikrofloran pa ndgot negativt, okontrollerat sétt.

Bioteknikutvecklingen avseende viaxter som med bakteriers hjélp tar upp och ackumu-
lerar tungmetaller kommer troligtvis att vixa 1 och med att forskningen inom
transgena vaxter generellt dr pa frammarsch.
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Utveckling pa 10 éars sikt

Det ir troligt att det finns ett antal GEM-kandidater, s.k. superbakterier, vilanpassade
med hog nedbrytningskapacitet, som visat sig vara harmlosa att sprida i naturliga
miljoer och som &r anpassade for vissa miljosaneringssituationer.

Ett analogt resonemang kan foras angaende transgena vaxter.
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9 Biologiska energikallor: Fornyelsebar vatgas,
morgondagens energibarare fran biologiska
system?

Peter Lindblad

Det moderna samhéllet slukar energi och trenden for framtiden &r ett allt mer okat
behov. Den energi vi forbrukar kommer idag dels fran de fornyelsebara energikéllorna
biobrénsle, sol, vind och vatten och dels frén de icke fornyelsebara, dndliga energi-
kéllorna olja, biogas och kol. Den dominerande energikéllan utgdrs av fossila
brénslen. Forekomsten dr ojamnt spridd och anvindningen orsakar lokal och global
miljopaverkan. Dessutom dr resurserna inte outtdmliga och vi ser redan idag en
osdkerhet 1 var morgondagens olja ska komma ifrén och till vilket pris.

Idag 4r miljoaspekten av olika energikéllor omdiskuterad, speciellt effekten av kol-
dioxidutsldppen. I framtiden kommer det att finnas ett enormt behov av att skapa ett
héllbart energisystem som medger att utnyttjandet av nuvarande dominanta energi-
kéllor reduceras och att dirmed vixthuseffekten minskar. Under de tva senaste decen-
nierna har forskningen intensifierats i syfte att finna tekniker som gor att vi kan nyttja
energin effektivare och som utgoér miljovénliga alternativ. Vilka dr morgondagens
priméra energikéllor och 1 vilken form kommer denna energi att anvandas?

I detta kapitel behandlas en mojlig framtida energibérare, vitgas. Gronalger och
cyanobakterier, som dr naturliga vitgasproducenter, kan med biotekniska verktyg
modifieras till en 6kad produktion. Denna vitgas skulle kunna driva brénsleceller som
omvandlar kemisk energi direkt till elektricitet. Detta ger en betydligt hogre verk-
ningsgrad dn andra energikéllor, upp till 80 %. En branslecell dr uppbyggd pd samma
princip som ett batteri, med den skillnaden att den inte blir urladdad, da nytt brinsle
tillfors hela tiden och restprodukterna avldgsnas, sa att den kemiska processen fort-
16per kontinuerligt. Forskningen har tagit ny fart de senaste dren och speciellt bil-
industrin satsar pé brinsleceller som en framtida erséttning av fossila brianslen. Det
skulle innebéra en stark reducering av miljéféroreningarna, da betydande delar av
vérldens utsldpp kommer fran transportsektorn.

Utvecklingen av teknik for alternativa energikéllor befinner sig idag pd en forsknings-
maéssigt basal niva och konkreta applikationer for totalférsvaret bedoms ligga i en
relativt avldgsen framtid (15-20 ar).

Bakgrund

Vitgas (H;) ar en framtida, miljoméssigt ren, energibédrare. Anledningen till att vitgas
ofta diskuteras som en av de mojliga stora energibdrarna i framtiden &r inte vitgasen i
sig utan utvecklingen av brinslecellen. Forenklat fungerar en brianslecell genom att
vétgas och syrgas forbrukas medan elektricitet och vatten bildas. Vétgasproduktion
blir dérigenom ett stt att lagra elektrisk energi. Idag finns inga kommersiella pro-
dukter dér vétgas och brénsleceller anvinds. Under de ndrmaste &ren kommer vi att se
ett flertal demonstrationsprojekt for att prova tekniken, utveckla systemen och helt
enkelt se hur tekniken fungerar. Dessutom maéste stora insatser goras for att fa ner
priset pa sjdlva bréanslecellerna. I Sverige kommer forsok att genomforas med brénsle-
cellsbussar/vitgas 1 Stockholm, Visby, Goteborg och troligen ocksd Malmo. De stora
personbilstillverkarna har borjat testa brinslecellsbilar och de forsta exemplaren ér
redan tillgingliga (p& nigra f4 marknader) som leasingbilar. Ar 2010 anges ofta som
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det ar de forsta kommersiella branslecellsbilarna gor entré. Tekniken gar dven att
anvédnda 1 mobila applikationer, bl.a. utvecklas mindre bréinsleceller for anvdndning i
t.ex. mobiltelefoner och portabla datorer. Drivkraften for denna utveckling dr mojlig-
heten till betydligt langre kontinuerlig drift 4&n med dagens batterier.

Framstillningen av vatgas

Framstéllningen av vitgas dr pa kort sikt inget problem. Bade fossila brianslen och
elektrisk energi kan anvéndas i beprovad kommersiell teknik for att producera vitgas.
Intressant dr den méngfald av sitt som finns for att tillverka fornyelsebar vitgas:

e fornyelsebar elektricitet (t.ex. solceller, vattenkraft, vindkraft),

e biologiska system (allt fran biologisk nedbrytning/kompostering till en
kombination av fotosyntes och vétgasproduktion),

e fOrgasning av biomassa. Kopplat till fornyelsebar elektrisk energi blir vétgas
ett sétt att lagra elektricitet som sedan kan genereras vid behov i en
bréinslecell.

Solens energi kan anvindas antingen i fotokemiska® eller i fotobiologiska®® system
for att t.ex. spjdlka vatten till bestdndsdelarna protoner och elektroner vilka sedan till-
sammans kan bilda vitgas. En fordel med att anvinda biologiska system, och inte
t.ex. solceller, &r att det inte behovs ndgra avancerade material utan de olika organis-
merna véxer av sig sjilva i ett helt fornyelsebart system. Ett annat alternativ ar att
plocka ut olika nyckelkomponenter fran de biologiska organismerna och skapa artifi-
ciella system for vitgasproduktion baserat pa vad som har utvecklats i naturen genom
evolutionen. Ett problem é&r att verkningsgraden for nérvarande dr mycket lagre i bio-
logiska system &n motsvarande solcellsbaserade system. Har finns dock en stor
potential och samtidigt en utmaning infor framtiden.

Manga mikroorganismer kan bade tillverka och ta upp vétgas, processer som katalyse-
ras av en grupp enzymer, s.k. hydrogenaser. Vitgas kan dven bildas som biprodukt
vid andra biologiska reaktioner i cellen, t.ex. kvédvefixering. Evolutionen har, férutom
enzymerna som producerar vitgas, dven utvecklat effektiva upptagshydrogenaser,
som ser till att organismen kan aterutnyttja, ta upp, den energirika molekylen igen.
Dérfor kan man sdga att 1 naturen sker en stor vatgasproduktion men ingen vitgas
lamnar systemet, det tillverkas och tas upp igen inom systemet/organismen/det lilla
ekosystemet.

Minga olika fotosyntetiserande mikroorganismer®’ (fotosyntetiserande bakterier,
cyanobakterier samt gronalger) kan liksom grona vixter omvandla solens energi till
kemisk bunden energi. Hos cyanobakterier och gronalger spjélkas vatten till protoner
och elektroner genom fotosyntesen. Dessa produkter kan sedan anvédndas vid syntesen
av vatgas (figur 12).

> System dar ljus framkallar kemiska reaktioner
3% System med organismer som reagerar pa ljus, t.ex. fotosyntetiserande bakterier

7" Organismer som utnyttjar ljus som energikilla
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Figur 12. Forenklad bild 6ver fotosyntesen med tillkopplad vétgasproduktion; Vattenspjélkning i foto-
system II, PS2 elektrontransportkedja till fotosystem I, PS1 och sedan ett aktivt hydrogenas som
utvecklar vitgas.

Tva biologiska processer kopplas ihop, fotosyntes och vitgasproduktion i en
mikroorganism som bildar vitgas frén sol och vatten.

fotosyntes hydrogenas
H,0 ----->2H" +2¢ + 1/2 0, 2H" +2¢ ----->H,

Detta sker inte i naturen. Eftersom det vore ett stort energisloseri av organismen att
slappa ut den producerade vitgasen i omgivningen ateranvinds energin i gasen med
hjélp av de ovan nimnda hydrogenaserna. Ett bra exempel dr cyanobakterier vars hela
genuppsattning ar kind (t.ex. Nostoc punctiforme) och som kan bade tillverka och ta
upp vitgas.

Med utgéngspunkt frén cyanobakterien kan man med biotekniska verktyg skapa en
mikroorganism som kontinuerligt producerar vitgas frén sol och vatten enligt
foljande:

e identifiera de delar av arvsanlaget som behovs for att tillverka upptags-
hydrogenas,

e gdra en mutant dir dessa gener inaktiveras,

e Karaktirisera mutanten och visualisera att den kontinuerligt tillverkar vétgas
frén sol och vatten (se figur 13).
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Figur 13. Vitgasutveckling fran den naturligt forekommande (nedre kurvan) och den fordndrade
varianten (6vre kurvan) av cyanobakterien Nostoc punctiforme. Pilen visar nir lampan (solen) téndes.
Notera att i bada varianterna sker en stor vitgasproduktion men det &r bara i den fordndrade varianten
som vitgasen ldmna systemet p.g.a. avsaknaden av ett upptagshydrogenas som kan ta upp vitgasen
igen.

Det hir systemet ger inte mycket vitgas. Mindre bioreaktorforsok, genomforda utom-
hus under en sommar, visade en kontinuerlig vitgasproduktion sa fort solen kom upp,
med en maximal produktion pd 14,9 ml vitgas per timma och liter celler.

Exemplet ovan visar en cell med en genetisk fordndring. Forsok pagar att gora
ytterligare genetiska fordndringar med malséttningen att 6ka vétgasproduktion och
minska/stoppa tillvixten av nya celler — d.v.s. en stdende kultur som kontinuerligt till-
verkar vétgas. Men det mest visionéra &r artificiella system. Forsok gors idag att
plocka ut nyckelkomponenter for energiproduktionen (fotosyntes, vattenspjilkning)
och formégan att bilda vétgas (hydrogenaser). Nyckelkomponenterna placeras pa ett
membran/support, se figur 14.

o
,wo - d_

Figur 14. Schematiskt artificiellt system som tillverkar vitgas frén sol och vatten med olika kompo-
nenter fran fotosyntesen (PSII och PSI) samt ett hydrogenas. Solljuset fangas in och vatten spjélkas i
fotosystem II, med hjilp av hydrogenaser tillverkas vatgas.

Systemet kan dven forenklas ytterligare exempelvis genom att enbart fotosystem II
och hydrogenas sammankopplas. Svérigheterna &r manga: Hur ska man bygga det
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artificiella PSII, vilket hydrogenas ska man utgd ifran och hur stor del av det ska man
bygga, hur linkar man de tva aktiviteterna etc.? Detta &r intressant d& vitgas &r en
framtida energibarare som kan tillverkas fran biologiska system, t.o.m. direkt fran sol
och vatten. Vid behov kan lagrad vitgas anvéndas i bransleceller for att alstra elektri-
citet. Utvecklar man ett icke vixande biologiskt system eller ett artificiellt system kan
vitgasen vid behov genereras fran solen. Detta kan utgéra ett mycket intressant kon-
cept for applikationer i falt, framfor allt under ldngre perioder, dér det finns behov av
elektrisk energi for att driva olika mindre och storre apparater/maskiner.

Hur verklig ir biologisk vatgas idag?

En forskargrupp 1 USA har lyckats att visentligt 6ka vétgasproduktionen hos Chlamy-
domonas reinhardtii, en encellig gronalg, genom att utsétta den for en stressituation.
De har fatt cellerna att stéinga av fotosystem II (syrgasutvecklingen) men fortfarande
ha ett fungerande fotosystem I (kan fortfarande finga in ljusenergi och omvandla det
till kemisk energi i form av molekylen ATP). Det betyder att cellerna tillverkar ATP
(frén solenergin) men det sker ingen syrgasutveckling (ingen spjilkning av vatten).
Gruppen bakom upptiackten och deras finansidr, Department of Energy, USA, anser
att detta arbete &r av yttersta vikt och kan ge stora potentiella ekonomiska mojligheter.
Ett forsta bolag, vars mal ar att tillverka och sdlja miljovénlig elektricitet fran
biologiskt producerad vitgas, har bildats, www.melisenergy.com. Med hjilp av
betydande riskkapital byggs for nérvarande den forsta, mindre anldggningen i
Kalifornien, USA.

I korthet sker detta genom att man odlar gronalgerna i stérre bassanger. Darefter
pumpas celler till ett mindre utrymme dér de koncentreras. Samtidigt byts odlings-
mediet till ett nytt som inte innehaller svavel. Bristen pa svavel gor att gronalgerna
utsitts for en stressituation vilket fir syrgasutvecklingen att avstanna. Cellerna dver-
fors sedan till en fotobioreaktor, syrgashalten sjunker och hydrogenaset och ddrmed
vétgasutvecklingen induceras. Utvecklad gas samlas upp (innehéller 99 % vétgas) och
efter ett antal timmar aterfors cellerna till de storre, 6ppna bassidngerna, svavel finns
ater 1 mediet, gronalgerna borjar vixa och fotosyntetisera igen och vi ar tillbaka dér vi
startade. Hela processen dr reversibel.
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10 Teknikutvecklingens inverkan pa hotbilden
avseende biologiska och kemiska stridsmedel

Lena Norlander

Bakgrund

De forsta gentekniska experimenten genomfordes 1973 1 bakterier och inom nagra fa
ar restes farhdgor kopplade till de nya teknikerna. Det var i forsta hand etiska fragor
som debatterades men de foljdes snabbt av alarmerande artiklar om risken for att de
nya teknologierna skulle kunna utnyttjas for konstruktion av forstiarkta eller nya
stridsmedel. I en artikel fran 1982 framfordes exempelvis att teknikutvecklingen med-
fort att det blivit nédvéndigt att omvérdera potentialen hos biologiska vapen; de fakto-
rer som gjort dessa vapen mindre attraktiva kan elimineras med hjilp av de nya tekni-
kerna. Det uttrycktes farhagor om nya mdjligheter att forbéttra specificitet, effekt och
spridningsegenskaper hos stridsmedlen samt att utveckla skyddet fér anvindaren.

Utveckling, produktion, lagring och anvéndning av biologiska och kemiska strids-
medel &r strikt forbjuden enligt tva konventioner. Det dr konventionerna mot biolo-
giska och toxin vapen (BTWC, som triddde 1 kraft redan 1975) och mot kemiska vapen
(CWC, fran 1997). Det ér framst biologiska vapen som diskuterats i samband med
teknologiutvecklingen inom bioteknikomradet. Ett bekymmer ar att BTWC saknar
kontrollmdjligheter och att det forslag till verifikationsprotokoll som utarbetats inte
antogs vid nedrustningsférhandlingarna hosten 2001. Mgjligheterna att uppticka en
offensiv verksamhet inom det biologiska omradet ar starkt pdverkade av den s.k. dual-
use-naturen hos den utrustning och de tekniker som fordras for utveckling och fram-
stdllning av biologiska vapen. Med dual-use-begreppet avses att utrustning och tek-
nologi till storsta delen d4r desamma som finns inom lakemedelsindustrin f6r produk-
tion av antibiotika och vacciner. Det dr svart att utan mer detaljerad granskning kunna
skilja mellan offensiv och defensiv forskning.

Bioteknikens utveckling har medfort enorma potentialer for forbéttrat skydd i form av
nya mer effektiva och sékra vacciner, forbattrade mdjligheter till diagnostik av strids-
medel samt nya behandlingsmedel och -strategier. Denna forbattring av skyddet mot
biologiska och kemiska stridsmedel méste viagas mot de 6kade hot som mélas upp. En
balanserad hotbild innehaller bdda komponenterna. I den tidigare delen av rapporten
har olika framsteg avseende skydd och behandling beskrivits. I detta avsnitt redogors
for de teknologiska framsteg som kopplats till ett 6kat hot och vad detta kan utgoras
av.

Tidigare farhigor har besannats

I det vetenskapliga samhillet har kontinuerligt riskerna f6r molekylarbiologiskt for-
dndrade biologiska stridsmedel belysts under de tva senaste decennierna. Tidigt tala-
des det om

e mdjligheterna att fordndra smittdmnen sd att befintlig diagnostik misslyckas,
e att forsimra behandlingsmgjligheterna genom att infora antibiotikaresistens
e att forbattra stridsmedlens dverlevnad 1 miljon och vid utspridning.

Sovjetunionen, som var en av de stater som undertecknat och ratificerat BTWC, ut-
vidgade sitt pagdende offensiva biologiska program och inforde under 1970-talet de
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nya teknikerna. I det omfattande program som l6pte fram till statens sonderfall 1
borjan av 1990-talet utvecklades bl.a. antibiotikaresistenta smittdmnen. Molekylar-
biologisk forskning bedrevs pa en méngd olika virus och bakterier medan en handfull
av dessa dven anpassades till vapen.

Dagens situation avseende nya hot

Bakterier sdvil som virus kan relativt enkelt tillféras nya gener som béar information
for nya egenskaper, exempelvis ett toxin. Detta kan drastiskt fordndra organismens
egenskaper sa att den ger upphov till nya svardiagnosticerade symtom. Senare har far-
hagorna dven rort mdjligheterna att forstérka den sjukdomsalstrande formagan genom
negativ paverkan pé viardens immunforsvar. Kunskapen om ménniskans
immunforsvar och dess olika komponenter dkar stadigt och manga av immun-
komponenterna &r idag identifierade, generna dr sekvenserade och komponenternas
effekter ar dtminstone till del kénda.

Under de senaste aren har flera vetenskapliga publikationer gett ndring &t framférda
farhagor. 1997 publicerade ryska forfattare en artikel dir de beskrev konstruktion av
antraxbakterier som tillforts en gen fran en besldktad jordbakterie. Férsoksdjur som
vaccinerats mot mjdltbrand visades sakna skydd mot den rekombinanta bakterie-
stammen medan de fortfarande var skyddade mot dvriga naturliga antraxbakterier.
Denna bakteriekonstruktion var utvecklad vid ett av de tidigare offensiva forsknings-
instituten 1 Sovjetunionen, det statliga institutet for tillimpad mikrobiologi i Obo-
lensk™®. Detta institut har under det senaste decenniet genomgatt omfattande konver-
tering till fredlig verksamhet med hjdlp av medel frdn USA och Visteuropa.

Australiensiska forskare rapporterade 2001 att de modifierat ett timligen harmlost
smittdmne till ett dodligt muskoppsvirus. Detta virus angriper inte ménniskor, men &r
trots det néra besliktat med smittkoppsviruset. Denna sliktskap har bidragit till att
modifieringen i virusets arvsmassa ront stor uppmarksamhet runt om i vérlden. Det
har givit upphov till farhdgor om att tekniken skulle kunna utnyttjas i andra samman-
hang och dirigenom 6ka hotet fran biologiska vapen. Nir de vetenskapliga resultaten
forst presenterades i januari 2001 beskrevs det som ”one step away from the ultimate
bioweapon”. Syftet med forskningen var att utveckla bekdmpningsmedel for moss
vilket skulle dstadkommas genom att géra mossen sterila efter infektion med modifie-
rade muskoppsvirus. For att omdirigera och forstirka mossens immunsvar i dnskvard
riktning utnyttjades en gen som bér information fér en av immunsystemets styr-
signaler, interleukin-4 (IL-4). Forekomst av IL-4 forstirker antikroppsproduktionen,
men hammar samtidigt andra delar av immunsvaret. Dessa immunmodifierande virus
gav upphov till en situation ddr mossens immunologiska reaktionsvig inte ledde fram
till ett skydd. Forskargruppen fann dven att vaccinering mot muskoppsvirus gav ett
ofullstidndigt skydd mot den nya virusvarianten. Det vaccin som normalt gav mossen
ett fullstdndigt skydd visades sig skydda enbart hilften av de mdss som exponerades
for den genmodifierade virusvarianten. Aven detta tyder pa att en annorlunda immu-
nologisk process framkallas dir ett vaccin baserat pa ursprungsvirus inte skyddar mot
infektion av den rekombinanta virustypen. I férlingningen kan detta innebéra att vél
fungerande vacciner kan bli verkningslosa lika vil som att effekten av ett vaccin kan
forstérkas.

¥ The All-Union Research Institute of Applied Microbiology
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Framtidens hot

I dagens hotbild beaktas dven inverkan av den omfattande kartldggningen av genomen
hos en lang rad sjukdomsalstrande organismer. Kartliggningen ger en detaljerad
information om méngder av gener som bér information for sjukdomsalstrande egen-
skaper hos ménniska, djur och véxter. Denna information kommer att medfora for-
djupad insikt och kunskap om biologin hos smittdmnen. Samtidigt som kunskapen ger
enorma fordelar for skyddsforskningen finns oron for att den dven skulle utnyttjas i
offensiv utveckling. Kunskap om och mojlighet att syntetiskt framstilla arvsmassa
Oppnar nya perspektiv dir formagan att konstruera helt syntetiska organismer ar en
realitet. I juli 2002 rapporterades att amerikanska forskare utnyttjat genomsekvensen
hos ett virus — poliovirus — fOr att framstélla ett syntetiskt virus. Detta konstruerade
virus forokades i1 en cellfri 16sning och gav upphov till infektidsa poliovirus. Det ar
sannolikt mojligt att folja ett liknande tillvigagangssétt dven for andra virus,
atminstone virus av begrinsad storlek och dirmed mindre komplicerad struktur. Det
skulle sdledes vara mdjligt att framstilla viruspartiklar baserat pa den publicerade
genetiska sekvensen utan att ha tillgang till levande organismer som utgangsamne.
Déarmed skulle de exportrestriktioner for mikroorganismer, som inforts i merparten av
vérldens ldnder och som har till uppgift att begrinsa mdjligheterna att bygga upp
offensiva program, vara verkningslosa.

Det vetenskapliga samhillet har idag tillgéng till information om och mdjlighet att
identifiera manga olika klasser av molekyler som har visentliga roller i cellens fysio-
logi och hur cellen regerar under olika forhdllanden. Baserat pé fakta frdn genomik
och proteomik (som beskrivits i kapitel 2) dr det mdjligt att forutsdga sdidana moleky-
lers tredimensionella strukturer och funktioner. Detta leder till en enorm kunskapsbas
for hur cellens fysiologi regleras och vilka de reglerande komponenterna ar. Ett flertal
s.k. bioregulatorer har idag identifierats och kan framstillas i olika produktions-
system. Dessa bioregulatorer, som normalt verkar i mycket ldga koncentrationer,
skulle utdva en toxisk effekt om de tillfordes i hoga koncentrationer. Bioregulatorer
betraktats darfér som &mnen som skulle kunna bli attraktiva som stridsmedel.

Datorbaserade modeller kan utnyttjas for att designa sma molekyler som interagerar
med kroppens fysiologiska processer. De har en uppenbar nytta som terapeutiska
dgmnen men risken finns dven att sddana reglerande @mnen skulle kunna utgoéra strids-
medel. Datormodeller kan dven utnyttjas for att finna den mest stabila strukturen for
en molekyl. Exempelvis kan datorer anvéindas fOr att pa ett rationellt sétt finna den
mest stabila och biologiskt aktiva strukturella varianten av ett protein eller en peptid.
Detta har stor betydelse for utveckling av nya terapeutika men kan dven anvindas for
att utveckla nya stridsmedel.

En annan farhdga som ndmnts i samband med utvecklingen av de moderna moleky-
lara teknikerna och avancerad datorteknik ar att kunna utnyttja synergin mellan tva
var for sig ofarliga komponenter som tillsammans ger dodlig effekt.

Nya potentiella komponenter genereras stindigt inom lakemedelsindustrin bl.a.
genom s.k. kombinatorisk kemi. Det finns snabba effektiva system for att “’skilja
agnarna frin vetet”, d.v.s. plocka bort de mindre ldmpliga varianterna. Bland dessa
finns exempelvis produkter med toxisk effekt som skulle kunna utvecklas till effek-
tiva stridsmedel.

Ytterligare en grupp av @mnen som diskuterats i ett hotbildsperspektiv ér toxiner.
Bland naturligt forekommande toxiner finns ett fatal som ér tillrackligt giftiga och
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stabila for att vara attraktiva stridsmedel. Teknologiutvecklingen har medfort ett nytt
perspektiv pa toxiner som vapen; med molekylarbiologiska metoder kan savél stabi-
litet som toxicitet forstarkas. Det dr dven mojligt att konstruera nya toxiner dir den
bindande enheten ersatts med en ny enhet som gor det mdjligt att styra toxinet till
onskvird vdvnad 1 ménniskans kropp. Sddana konstruktioner har med framgang
anvints inom cancerterapin men skulle dven kunna konstrueras i syfte att generera
nya stridsmedel.

Spekulationer har férekommit om mojligheterna att konstruera och anvénda genetiska
och genspecifika vapen. En sddan utveckling antogs kunna ske parallellt med att gen-
terapeutiska metoder blev mer effektiva och anvinda i storre omfattning. Genterapins
utveckling (se kapitel 2) har dock karakteriserats av problem och framgangarna later
vénta pa sig. Dessutom har kartliggningen av ménniskans arvsmassa visat att gene-
tiska skillnader mellan individer inom en population &r storre dn skillnaderna mellan
olika populationer. Sannolikheten for att finna ett lampligt mal for ett etniskt selektivt
genetiskt vapen dr darfor ytterst sma. Daremot finns det potentialer f6r den typen av
vapen riktade mot djur och véxter, dér variationen inom arterna minimerats genom
avel.

Utvecklingen inom dagens likemedelsforskning gar mot individanpassade ldkemedel.
Som framgétt 1 rapporten kommer kartldggningen av ménniskans arvsmassa att
kraftigt bidra till den utvecklingen. Det finns dédrmed en risk for att den genererade
kunskapen pa lang sikt kan utnyttjas for utveckling av populationsspecifika strids-
medel i form av substanser som &r aktiva pa en population och helt verkningsldsa pé
andra.

Slutligen konstateras att den moderna biotekniken mojliggér framstillning av ménga
av de tidigare svarframstdllda mikroorganismerna och substanserna. Det innebér att
det idag dr mojligt att framstélla ett 6kat antal organismer och komponenter som teo-
retiskt sett skulle kunna anvéndas som stridsmedel.
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11 Diskussion och bedomning av applikationer for
totalforsvaret

Detta kapitel presenterar en sammanfattning och bedomning av det material som
behandlats i de tidigare kapitlen. I den avslutande delen ges forslag pa biotekniska
applikationer som beddmts vara av viarde for svenskt totalforsvar i framtiden. De
dmnesomraden som har behandlats identifierades under studiens inledande fas som
kritiska utvecklingsomréden néra forknippade med den expansiva bioteknikutveck-
lingen. Dessa omraden har kategoriserats under dversiktliga teman, som anger nyttan
(anvdndbarheten) for méinniskan, exempelvis medicinsk behandling av olika typer av
skador, framstéllning av biomaterial och metoder att pavisa organismer och substan-
ser. | ménga av avsnitten framgér att det dr det kommersiella intresset som driver
utvecklingen framat och inte primért vilken nytta omradet eller produkten har for
manniskan. Likemedelsindustrins intresse dr en av de faktorer som i hogsta grad
paverkar utvecklingstakten. Det géller bade rent biotekniska produkter som utveckling
inom det icke biologiska omradet av exempelvis miniatyrisering av biosensorer. Inom
flera av omradena &r informationen begrénsad p.g.a. att minga patent tiacker den
pagéende utvecklingen. Karakteristiskt for dagens utveckling dr en 6kad samverkan
mellan olika @&mnesomraden — biologi, kemi, fysik — och ett talande exempel pa detta
ar den expansiva nanoteknologin.

En generell trend inom bioteknikassocierade forskningsomraden dr att teknikerna har
forfinats och blivit mer avancerade och att synergieffekter mellan olika forsknings-
omraden utnyttjas i storre omfattning. Exempelvis kunde informationen i méanniskans
arvsmassa tolkas mycket snabbare &n vad som planerats p.g.a. synergieffekter mellan
genetisk forskning och utveckling av datorer och datorprogram. Kartldggningen av
olika organismers arvsmassa har skapat forhoppningar om stora framsteg framfor allt
inom det medicinska filtet. Informationen om alla arvsanlag hos en ménniska i kom-
bination med avancerade tekniska analysinstrument, som exempelvis DNA-matriser
(mikromatriser) ddr aktiviteten hos en stor méngd arvsanlag kan analyseras parallellt,
innebar helt nya mojligheter att klarligga mekanismer bakom olika fysiologiska for-
héallanden. Kunskap om t.ex. olika sjukdomar eller forsvarsmekanismer vid skada eller
infektion kan utnyttjas for utveckling av nya typer av behandling f6r skador och
sjukdomar.

Genterapi &r ett exempel pd en ny behandlingsmetod ddr man forsoker bota en sjuk-
dom genom att géra sma fordndringar i arvsmassan. Denna teknik har ront en viss
framgang, men &dnnu kvarstar en hel del svarlosta problem, bl.a. risken for att metoden
kan framkalla cancer, vilket skett hos tva barn som behandlats med genterapi. Darfor
finns 1 dagsldget storre forhoppningar om att tillforsel av nya hela celler kan vara en
framkomligare vég att bota genetiska defekter. Forskningen kring stamceller och
mdjligheten till styrning av dessa till olika typer av celler har lett till stora férhopp-
ningar om att det inom en overskadlig framtid ska finnas bot mot sjukdomar respek-
tive mdjlighet till att reparera skador dir det idag inte finns nadgon bra behandlings-
metod. Ett exempel pa ett sidant omrade dér det idag nistan helt saknas behandlings-
mdjligheter ar neurotrauman, frimst i sddana fall dar skadorna intréffat i det centrala
nervsystemet. Idag finns ocksa en enda fungerande stamcellsterapi som ocksd anvénds
i rutinbehandling och det #r benmérgstransplantation. Aven detta forskningsomréde
har stott pa svarlosta problem och andra typer av medicinska applikationer berdknas
ligga relativt langt fram i tiden.
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Den bioteknologiska utvecklingen har medfort att en méngd olika biomaterial for
behandling av kroppsskador dr mdjliga att framstilla. Detta kommer att ha starka
implikationer for behandling av framfor allt omfattande kroppsskador dér olika typer
av vavnader skadats. Det omrade dér utvecklingen kommit ldngst ar utvecklingen av
artificiellt blod. Redan idag finns prototyper som genomgar kliniska prévningar. Ett
annat omrade under stark utveckling dr framstillning av artificiell hud. Genom att
odla celler som behandlats pa olika sétt, bl.a. med olika tillvaxtfaktorer, kan artificiell
hud skapas och sddan hud finns kommersiellt tillgénglig redan idag. Tillvaxtfaktorer
som paskyndar ldkningen av sar och kroppsskador kan i ett kortare tidsperspektiv (5-
10 ar) ocksé forvantas bli mojliga att tillfora direkt till en sdrskada med genterapi.
Redan idag pagér kliniska tester av genterapi av tillvéxtfaktorer till kroniska sér. I
framtiden kommer det troligen ocksa att finnas tillgang till artificiella transplanterbara
bioorgan, vilket kommer att innebéra stora forbéttringar vid behandling av bl.a. trau-
matiska kroppsskador. Aven inom detta omride ir genterapitekniken ett viktigt
redskap.

Genterapiteknik och annan genetisk manipulering dr ocksa viktig for utveckling av
olika biotekniska metoder for produktion av ldkemedel. Kraven okar pé kvalitet och
kvantitet hos biotekniskt producerade produkter for det farmaceutiska omradet. Det
finns idag en forhoppning att ldkemedel ska kunna produceras i djur och vaxter dar
komplicerade molekyler kan ges den modifiering som gor att de accepteras som
artegna produkter av médnniskans organ och vivnader.

Bioteknikens snabba tillvixt har ocksd genererat en mangd hypoteser for nya behand-
lingsvagar vid infektioner. Infektionsbehandlingen bedoms dock inom de ndrmaste 15
aren ske med dagens lakemedel eller smérre variationer av dessa. For behandling av
bakteriella infektioner har vi sedan efterkrigstiden haft tillging till ett flertal olika
antibiotika, medan tillgdngen till antivirala medel har varit ytterst begransad. Dock
har det dven inom det antibakteriella féltet varit svért att f4 fram nya typer av anti-
bakteriella &mnen. Detta dr ett problem da utvecklingen av antibiotikaresistens har
gétt snabbare dn vad man kunde ana. I takt med den 6kande kunskapen om arvs-
massan hos olika organismer samt nya tekniker for att analysera funktionen hos olika
arvsanlag dr forhoppningen att de sjukdomsframkallande mekanismerna ska kunna
klarlaggas. Detta kommer att leda till identifiering av ménga nya sjukdomsfram-
kallande faktorer som ar givna mal for utveckling av nya behandlingsmetoder.
Parallellt erhalls troligen ocksa en storre insikt om immunforsvaret hos den infekte-
rade vdrden. Ett komplement till specifik behandling av smittdmnets interaktioner
med véardceller kan vara att stimulera immunsvaret pa ett korrekt sitt. Denna forsk-
ning kommer naturligtvis ocksa att leda till utveckling av forbattrade vacciner. Exem-
pel pa nya forskningsomraden 4r DNA-vacciner och behandling av infektioner genom
kombinationer av substanser med olika verkningsmekanismer (t.ex. antibiotika till-
sammans med inhibitorer av resistensmekanismer).

Utvecklingen av biosensorer och chipteknologi har tillsammans med den explosions-
artade kunskapen om arvsmassan hos ett flertal smittdimnen 6ppnat nya mojligheter
till diagnos av infektionssjukdomar. Det dr exempelvis mojligt att samtidigt méta sma
fordndringar 1 kroppen i samband med infektioner och f4 en helhetsbild. Specifika for-
andringar i monster kan indikera en speciell infektion och denna upplysning kan
erhallas innan symtomen indikerat sjukdomen. Aven andra typer av sjukdomar
kommer sannolikt att kunna diagnosticeras betydligt tidigare i framtiden. Det hér ar
en utveckling som ligger langt fram i tiden. Betydligt tidigare kommer det att vara
mojligt att testa en individs risk for att utveckla specifika sjukdomar, t.ex. diabetes.
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Enkla tester, som riskpersoner kan utfora pa sig sjdlva, kommer att tas fram for detta
dndamal. Farmakogenomikens utveckling ger information om den mest optimala
behandlingen for en individ och varnar samtidigt for 6verkénslighet for vissa typer av
farmaceutiska preparat. Det hir dr information som kommer att vara av stort varde for
att undvika att utsitta genetiskt predisponerade individer for potentiella risker i
samband med t.ex. internationella uppdrag.

Det finns ett stort behov av utveckling av smé snabba instrument for att pavisa fore-
komst eller exponering av skadliga kemiska dmnen eller smittdmnen. Under ndgra
decennier har en rad olika biosensorer utvecklats for dessa syften. Instrumenten kan
hantera prover fran luft, vatten, livsmedel och ménniskor (blod, urin m.m.). Det finns
goda fOrutséttningar att 10sa de tidigare stabilitetsproblemen genom att anvinda nya
bindande komponenter och strukturférandrade varianter. I ett kortare tidsperspektiv
(5-10 ar) ar det mojligt att utveckla analysinstrument, t.ex. biosensorer, som samtidigt
méter forekomst av flera olika &mnen, exempelvis selekterade kemiska och biologiska
stridsmedel. Betydligt mindre instrument kommer att utvecklas eftersom den teknolo-
giska utvecklingen gor det mgjligt att miniatyrisera de ingaende komponenterna. I
nidsta utvecklingsfas integreras flera olika steg i den analytiska processen till en enhet,
bl.a. lab-on-a-chip, dér flera olika tekniker for analys kan kombineras pa en mycket
liten yta. I framtiden kan kanske vattenprovtagning och analys ske i ett integrerat falt-
anpassat system av en CD-skivas storlek. Inom dessa omraden ér det uppenbart att det
finns attraktiva applikationer for svenskt totalforsvar.

Kraven okar pé att ldkemedel ska administreras sé effektivt som mojligt och med
minsta mojliga biverkningar. Nanoteknologins frammarsch och det tvirvetenskapliga
arbetssdtt som priaglar omradet har inneburit forhoppningar om nya administrerings-
system for lakemedel. Utvecklingen av miniatyriserade system gor det exempelvis
mdjligt att i framtiden integrera biosensorer i olika dvervakningssystem, kopplade till
kroppsinbdddade instrument for ldkemedelsadministrering. Detta skulle kunna astad-
komma kontrollerad ldkemedelsdosering nér nivéer av kritiska &mnen i kroppen blir
for hoga eller laga. Ett sidant sensorsystem kan dven larma vid fordndringar orsakade
av exponering for skadliga &mnen och detta kan bli virdefulla verktyg for att fore-
bygga skador.

Ett omrade som kommer att fa betydelse for sjukvards- och sjuktransportledning i
kris- och krigssituationer ar utvecklingen av personliga diagnostiska sensorer. Forsok
pagar inom den amerikanska marinen dér den enskilde soldaten bar sensorer for bl.a.
hjart- och andningsfrekvens och for blodtryck. Via sensorerna nar data till sjukvards-
ledningen som mycket tidigt kan initiera relevanta atgédrder. En optimistisk prognos
utlovar en prototyp om 5 ar och en utprovad produkt inom 10 ar. Andra potentiella
resultat av dagens forskning dr mojligheterna att skapa en tidsbuffert for omhander-
tagande av en skadad person genom att lata andning och &mnesomséttning verka pa en
lagre niva, vilket pa sikt kan fa stor betydelse for framgéangsrik behandling vid t.ex.
svéra skallskador.

Utvecklingen av biomaterial har inneburit att material kan modifieras, genetiskt eller
kemiskt. Det finns ett stort intresse inom textilindustrin, som ser mdojligheter till fram-
stillning av latta och tiliga textilier. Bland de mer spektakuldra biomaterialen finns
spindelsilket, vars extraordinira egenskaper har attraherat forskare under det senaste
decenniet. Spindelsilkesfibrer kan idag produceras i bl.a. vixter och bibehéller da den
naturliga styrkan och elasticiteten. Problem kvarstar dock med att finna metoder for
att framstélla ett material som &r likvardigt med spindelns tradar. Totalforsvars-
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applikationer som diskuterats ar litta och starka klader och skyddsmaterial, bl.a. fall-
skdrmar och skottsékra véstar. Biomaterial kan dven fa en framtida anviandning inom
elektronikomradet.

En helt annan typ av biomaterial utgors av kombinationen enzym-polymer som bl.a.
kan anvéndas i skyddskléder och vid sanering av kemiska stridsmedel. Exempelvis
har ateranvindbara saneringssvampar utvecklats. Forsok pagér for att utnyttja kon-
ceptet genom att binda nedbrytande enzymer till textil for litta och smidiga C-
skyddsdrékter.

Utveckling och framstéllning av funktionell foda &r ett resultat av biotekniskt inriktad
forskning avseende transgena viéxter. Vixter kan idag forses med nya arvsanlag, t.ex.
for vaccinkomponenter. Framtidens vacciner skulle kunna bli 4tbara och vara an-
passade for den vérldsdel dir malgruppen lever. Funktionell foda kan ocksé vara
ndringsberikad foda — ménniskan far i1 sig dagsbehovet av essentiella ndringsdmnen 1
en minskad méngd foda. Dessa tva koncept skulle innebéra stora fordelar f6r ménni-
skor 1 tredje virlden, men har knappast ndgot kommersiellt intresse. Det har ddremot
framstéllning av funktionell foda for industrildnderna och dd framfor allt med
avseende pa prestationshdjning. Amerikanska armén har exempelvis i flera ar bekostat
forskning och utveckling av mat som innebar minskade férvaringsproblem och har
hogre energiinnehall. Den enskilde soldaten ska ges forutséttningar att prestera mer
och ha storre uthllighet. En rad vetenskapliga rapporter har slagit fast sambandet
mellan vélbalanserad och néringsriktig kost och den individuella prestationen. Den
fortsatta utvecklingen inom genomik och proteomik kommer att vara avgdrande for
att forsta betydelsen av funktionell foda pa individniva. Pa 10-15 ars sikt finns
forhoppningen att det ska vara mdjligt att skraddarsy individanpassad kost for vistelse
i specifika miljoer. Genom genetiska fordndringar kan ocksa skordar av exempelvis
sad okas. Detta har ett globalt intresse och flera applikationer finns idag men inget ar
annu kommersiellt tillgédngligt.

En attraktiv applikation av bioteknik dr sanering av fororenade omraden. Idag finns
god kunskap om hur miljogifter kan oskadliggéras av mikroorganismer, som kan ta
upp ett kemiskt &mne och bryta ned det till harmlosa avfallsprodukter. Mikroorga-
nismer som naturligt har enzymsystem for detta kan genetiskt modifieras 1 syfte att
optimera nedbrytningen. Begransningar for konceptet dr att starkt fororenade miljoer
kan vara for toxiska och att tillférda organismer paverkar den naturliga mikrofloran pa
nagot negativt sitt eller att de forokas okontrollerat. Pa 10 till 15 &rs sikt dr det troligt
att det finns ett antal kandidater med hog nedbrytningskapacitet, som dr anpassade for
vissa miljosaneringssituationer.

Ett relativt nytt biosaneringskoncept &r att finna vixter som har anpassat sig till en
hog fororeningsgrad samt har férméga att ta upp fororeningar genom rétterna och
lagra dessa i vixten. Dessa vaxter kan i likhet med mikroorganismerna modifieras
genetiskt till en forbattrad formaga att ta hand om milj6féroreningar. En variant ér att
véxter tar bakterier till hjdlp for upptag av miljogifter. En fortsatt utveckling med
koppling till bioteknik bedoms ske parallellt med de generella framstegen avseende
transgena vaxter generellt.

Forskningen kring nya energikéllor har exemplifierats i rapporten med vatgasprodu-
cerande mikroorganismer som modifierats med gentekniska metoder. Det dr en rele-
vant applikation att bedoma ur biotekniskt perspektiv. I likhet med andra alternativa
energibérare som diskuteras idag ligger dock ett genomarbetat koncept for anvind-
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ning 1 praktiken mycket langt fram i tiden och bedéms inte vara aktuell inom den har
givna 15-arsperioden.

Det 6kade behovet av datorkraft har resulterat i en utveckling mot allt mindre struktu-
rer dér bl.a. biologiska molekyler kan bli byggstenar i data och minneschip. Biolo-
giska byggstenar ingar i levande system som alltsa kan bli forebilder for framtidens
datorer. Dagens forskning stravar efter en 6kad forstaelse av dubbelriktat informa-
tionsutbyte mellan artificiella och biologiska system. Det gér idag att artificiellt
koppla signaler till/fran en hjarna och perifera enheter, t.ex. en muskel, vilket kommer
att foljas av avancerade forsok med proteser. Aven andra typer av sinnesintryck, t.ex.
frén kénsel, syn och horsel, kommer 1 framtiden att kunna kopplas pa artificiell vig.
Pé sikt kommer kontrollsystem for biologiska funktioner att utvecklas och detta leder
till utveckling av kommunikationssystem for neurala funktioner. Men det aterstir en
mycket lang vig innan det 4r mdjligt att utveckla en artificiell hjarnfunktion med den
biologiska hjiarnans processorkapacitet. De applikationer som ligger narmast i tiden
(pé 5 ars sikt) ar kroppsinbdddade komplexa sensorer for medicinsk diagnos och for
styrning av specifika biologiska funktioner. Nerver kommer att kunna kopplas till
mikroelektronik for styrning av proteser via sinnesintryck. I nésta steg kommer vi att
se utvecklingen av avancerad cell-till-chip kommunikation med kopplade biologiska
och nanoelektroniska system, bl.a. kontrollsystem for felfunktioner. Langt senare kan
konstgjorda sinnesorgan bli verklighet.

I rapporten presenteras en miangd spdnnande potentiella utvecklingslinjer och applika-
tioner. Merparten av dessa applikationer ger oss nya aspekter pa de mojligheter som
framtiden erbjuder. Det har varit ett grannlaga arbete att utifran all denna information
finna de applikationer som forefaller mest sannolika i ett 15 érs tidsperspektiv. I
tabellen nedan presenteras en beddmning av de totalforsvarsapplikationer som priori-
terats fran det genomgangna materialet.
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Applikation

Prognos om 5 ar

Prognos om 10 ar

Prognos om 15
ar

Kapitel-
héinvisning

Sensorer
Lab-on-chip, biochip
for identifiering av
biologiska och
kemiska agens
Kroppsinbaddade
sensorer for
exponering av C-
stridsmedel

Nya material

Svampar for sanering
av C-stridsmedel

Skyddsmaterial av
spindelsilke

Prestationsh6jande
foda

Behandlingsmetoder

Kroppsinbaddade
sensorer kopplade till
distribution av
lakemedel
Artificiella
sinnesorgan, t.ex. for
horsel och syn
Artificiell hud for
behandling av sér

Bioorgan, vivnader
Artificiellt blod

Biotekniskt
framstéllda lakemedel,
exempelvis
tillvdixthormoner
Orala och DNA-

vacciner

Genterapi for
traumatiska skador

Forskningsstadium

Forskningsstadium

Kommersiellt
tillgéngliga
Forskningsstadium

Forskningsstadium

Forskningsstadium

Forskningsstadium

Kliniska forsok
Forskningsstadium
Prototyp
Kommersiellt
tillgéngliga
Forskningsstadium

Forskningsstadium

Prototyp

Forskningsstadium

Prototyper

Kliniska forsok

Kliniska forsok

Kliniska forsok

Kommersiellt
tillgénglig
Prototyper

Kommersiellt
tillgéngligt

Kliniska forsok

Kliniska forsok

Kommersiellt
tillgénglig

Prototyp

Kommersiella
produkter

Individuellt
anpassat

Utveckling av
prototyp

Prototyper

Kommersiellt
tillgéngliga

Kommersiella

Kliniska forsok

2.6,3.2

3.1

4.2

25,7

5.6

5.5,5.6

5.5

2.4

4.1

2.3,55,5.7

Tack

Ett stort tack till Maiken Karlsson som med ett glatt humor atagit sig att redigera
denna rapport. Karin Hjalmarsson har gett oss utmérkta synpunkter som opponent av
rapporten. Ake Forsberg, Sture Sundstrom, Elisabeth Frithz och Asa Lundvall har pa
olika sétt ocksa bidragit till denna rapport. Vi vill ocksa tacka Carin Stenlund som
varit de olika forfattarna behjélplig med underlag samt korrigerat litteraturlistan.
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Bilaga 1. Ordlista
Adsorption — upptag (bindning) till en yta

Affinitet - bendgenhet att kemiskt reagera med annat &mne
Alveol — lungans finaste luftrorsforgrening
Antibiotika — antibakteriellt medel, stoppar tillvédxt eller dodar bakterien

Antikropp - protein som produceras av kroppens immunforsvar och som har till
uppgift att verka mot for kroppen frimmande d&mnen, antigener

Antiviralt medel — forhindrar virus tillvaxt
Aptamer — kort nukleinsyrastring som specifikt binder till molekyler och partiklar

B- och toxinvapenkonventionen (BTWC) - internationellt avtal som forbjuder
utveckling, produktion och lagring av B- och toxinvapen. Triadde i kraft 1975 och 143
stater dr anslutna.

Biochip — biosensor for att samtidigt méata en stor méngd parametrar

Bioinformatik — datorstodd hantering och analys av DNA-, RNA- och
proteinsekvensdata

Biomaterial - ersidttningsmaterial som anvinds i kroppen eller biotekniskt framstallt
artificiellt material av biologiskt ursprung

Bioregulatorer — kroppsegna substanser som reglerar biokemiska och fysiologiska
processer hos médnniska

Biotronik — integrering av biologiska, mekaniska, elektroniska, optiska och kemiska
system till system med specifika funktioner

B-stridsmedel - utgors av levande organismer, frimst mikroorganismer (bakterier,
virus eller mikrosvampar), avsedda att valla sjukdom eller dod bland ménniskor, djur
eller vixter.

Cellkultur — kontinuerligt vixande celler (cellinje)

Degeneration - omvandling av celler, vavnader eller organ si att funktionen nedsitts
eller upphor

Desorption - desorption innebir att molekyler som ar fysikaliskt bundna
(adsorberade) till ytan av ett fast &mne avlagsnas t.ex. genom temperaturhdjning eller
genom att de upptas av en forbistrommande vétska eller gas

DNA - deoxyribonukleinsyra, arvsmassemolekyl

DNA-vaccin — bestdr av arvsanlag/delar av arvsanlag som inducerar skydd efter
vaccinering

Dual-use — dubbelanvéindning, &ven bendmnt PDA, produkter med dubbel
anvandning

Embryonal — har att géra med embryon, dvs. ett tidigt utvecklingsstadium
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Enzym - dmne som katalyserar kemiska reaktioner i1 levande organismer

Eukaryota organismer - grupp organismer med kdrnforsedda celler. Till de
eukaryota organismerna riknas djur, véixter, svampar, alger och encelliga djur

Expressionssystem — system dér ett rekombinant protein framstélls
Expressionsvektor — bérare av genetiskt material for ett rekombinant protein
Farmakogenomik - genuttrycket vid behandling med likemedel
Fluorescens — utsindande av ljus

Funktionell foda (livsmedel) - livsmedel som péstas ha hélsobringande effekter,
genom modifiering for att ge vissa bestimda fordelar, t.ex. berikning med vitaminer,
mineral och fibrer

Gen — informationsbirande enhet 1 arvsmassan
Genetiska vacciner — innehéller arvsmassa i form av DNA eller RNA

Genetiskt stridsmedel — verkar direkt pa arvsmassan och/eller dess
informationsoverforing

Genom — arvsmassa hos en organism

Genomik — det totala genuttrycket vid ett visst tillfalle

Genteknik — teknik som mojliggdr ingrepp 1 arvsmassan hos levande organismer
Genterapi - ingrepp 1 arvsmassan i syfte att reparera en skadad gen

Heterolog - artfrimmande, olikartad, kommande fran annat hill

Immunoassay — immunologiskt baserad méitmetod

Immunoregulator — signalimne i immunsystemet

Implantat - material som har planterats in i kroppen som erséttning f6r ndgot som
inte langre fungerar

Inhalator - apparat som innehéller finfordelat ldkemedel och kan f6ras upp i nidsan
for inhalering ofta genom sprejning

Komponentvaccin — vaccin bestaende av komponenter (proteiner) fran ett smittdmne
Lipofil - fettloslig

Liposom — sfarisk partikel uppbyggd av ett dubbelt fettlager

Lymfkortel — kortel i lymfsystemet

Metabolism — dmnesomséttning

Metabolomet — koncentration av metabola produkter

Metabolomics — studier av metabola processer med hjilp av proteomik

Molekylelektronik — molekyler integreras i system for elektronik och
informationsbehandling
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Monoklonal antikroppar — identiskt lika antikroppar som producerats av celler som
ursprungligen kommer fran en och samma cell, dvs. en klon

Mutation — foréndring i det genetiska materialet

Neuron - nervcell, cell som skapar och férmedlar impulser i nervsystemet
Nukleotid - byggsten i arvsmassa (DNA, RNA)

Orala vacciner — vacciner som tillférs via munnen

Patogen — sjukdomsframkallande

Peptid - kemisk forening som bestér av tva eller flera aminosyror. En dipeptid bestar
av tvd aminosyror, en tripeptid av tre osv. Oligopeptider innehéller upp till 10-20
aminosyror och de med fler kallas polypeptider

Polymer - syntetiskt eller naturligt, oftast organiskt imne som bestar av kedjeformiga
molekyler

Polymorfism — skillnader mellan individer avseende exempelvis DNA-profil som
fungerar som markorer for olika egenskaper

Profylaktisk — medicinering i forebyggande syfte

Prokaryota organismer — organismer med en mer primitiv organisationsniva, saknar
membranavgrinsad cellkérna, t.ex. bakterier

Proteinchip — affinitetsyta med bundna proteiner vilka specifikt kan binda ett
smittdmne eller ett toxin

Proteiner - dggviteimnen, makromolekyler uppbyggda av aminosyror
sammanbundna till kedjor

Proteomik — studier av de slutgiltiga produkterna (proteinerna) frdn arvsmassan

Receptor - molekyler pa cellers yta med uppgift ar att finga upp och 6verféra
signaler

Regeneration - den process genom vilken forlorad vdvnad ersitts genom nybildning
av strukturellt och funktionellt identiska celler

Rekombinant — DNA-molekyl som framstillts pd konstgjord vig med DNA fran
olika kéllor

RNA - ribonukleinsyra, arvsmassemolekyl
Sekvensera — kartligga DNA-sekvensen, dvs. byggstenarnas inbordes ordning
Sepsis - blodforgiftning

Stamceller - omogna celler som genom delningar ger upphov till mer differentierade
celler, t.ex. organspecifika celler

Stamcellsplasticitet - formaga att differentieras

Synaps - kontaktstélle dir en nervimpuls dverfors fran en nervcell till en annan cell
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Syndrom - en grupp av sjukdomssymtom som hor ithop och som upptrader
tillsammans hos en och samma patient mer frekvent 4n som kan forklaras av slumpen

Toxin — giftigt imne som bildas av bakterie, svamp, alg, vaxt eller djur
Transgen — vixt eller djur med egenskaper (gener) fran annan art

Trauma - piverkan av ménniskokroppen fororsakad av yttre faktorer och/eller
hindelser som ger en dvergdende eller kvarstaende effekt

Vektor - birare

Virulent - sjukdomsframkallande
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