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Pionjarer i global hadlsa

Virlden &r sig inte lik. En simpel indelning i indu-
strilander och utvecklingslander - rika och fattiga
- ar inte gangbar langre. Enorma forandringar
i global ekonomi och hélsa under de senaste
decennierna kréaver nya begrepp och forhallnings-
satt.

For femtio &r sedan bildade vérldens ldander
tva ratt tydliga kluster — ett med hogt BNP och
hog medellivslangd och ett med lagt BNP och lag
medellivslangd. I dag forekommer ett betydligt
jamnare spektrum med ett stort antal ldnder i
transition mot allt béttre hilsa och langre liv. Det
ar speciellt fascinerande att flera léander, t.ex. Kina,
Vietnam och Thailand pa kort tid uppnatt en
livslingd som narmar sig vistvarldens, men med
betydligt mindre ekonomiska resurser (Figur 1).

En av hemligheterna bakom den positiva ut-
vecklingen ar ett allt friare flode av information
och kunskaper. Avancerande utvecklingsldn-
der med gynnsam ekonomisk utveckling (eng.
emerging economies) har genomfort effektiva
vaccinationer, forbéttrat hygienen och hélsoun-
dervisningen, dvs de grundldggande atgidrder som
tidigare visat sig vara sa effektiva i vara lander.
Globalt sett har antalet barn som dor fore fem
ars alder halverats sedan 1960, frdn 20 miljoner
arligen till 9 miljoner (1).

Humanitéra hjdlpinsatser, bistdndsarbete och
ekonomiskt stod har starkt bidragit till den positi-
va utvecklingen. En stor del av det gap som upp-
stod mellan utvecklings- och industrilander mel-
lan 1870 och 1950 har 6verbryggats. Men trots
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Figur 1.

Medellivsldngd i forhallande till BNP ar 2007. Fér ndrmare uppgifter se Hans Roslings informationsverk-

tyg Gapminder (www.gapminder.org).
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att levnadsstandarden okar med en oférutspadd
hastighet for ndrmare fem miljarder ménniskor,
lever fortfarande narmare en miljard ménniskor i
extrem fattigdom. Den fattigaste miljarden (”the
bottom billion”), aterfinns framst i linder i Afrika
och Centralasien, dir folk pga. inbordeskrig,
svagt styre och lika fattiga grannlidnder &r ovéntat
resistenta mot bistdnd och hjalp utifran (2).

De avancerande utvecklingsldnderna kan fort-
sdttningsvis komma att dra nytta av vara erfaren-
heter. Vi kan redan nu férutsdga vad den dkande
medellivslingden kommer att féra med sig da
det giller "nya” hidlsoproblem och sjukdomar i
de tidigare utvecklingsldnderna. Depressioner,
diabetes, cancer, obesitas, lungsjukdomar och
kardiovaskuldra sjukdomar férutspés oka fran
40 procent av sjukdomsboérdan ar 2002 till nér-
mare 75 procent ar 2020 i tidigare u-lander.

Statistikexperten och professorn i global hilsa
Hans Rosling vid Karolinska Institutet har lyft
fram just detta; att vi vet en hel del om vad som
foljer da valstandet okar till den nivé vi har upp-
natt. Daremot finns det ingen som vet vad som
vantar oss sjédlva i de ekonomiskt mest vélbéargade
landerna. Vi saknar i stort sett forebilder, vi vet
inte vad som foljer pa en eventuell ytterligare

ekonomisk tillvaxt. “Ingen har &nnu varit dar”,
for att citera Rosling. Kommer vi att kunna ta
vara pa olika mojligheter till bittre hilsa? Kan
livslangden och speciellt det kvalitativt goda livet
bli langre? Formar vi atgédrda de hédlsoproblem
som dar resultatet av hogre levnadsstandard? El-
ler kommer hela vérldens hélsa bara att bli mer
jamlik?

Johan Lundin
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Idé och ork i forskningen

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva firar sitt
50-arsjubileum i ar. I detta nummer av Handling-
arna presenteras ett antal artiklar med tonvikt

pa aktuell medicinsk forskning med anknytning
till Minervas verksamhet. Artikelforfattarna ar
lakare, kolleger och forskare som é&r aktiva pa
Minerva i de olika forskargrupperna eller tidigare
har varit det men som nu verkar pa annat hall.

De teman som tas upp spanner Gver ett brett falt
av medicinsk forskning frn genetiska fragestall-
ningar och sjukdomsgener till kliniska studier av
diabetes, blodtrycksreglering, samt forskning om
cellmembraner och cellsignalering. Nya ron om
stamcellsforskningen presenteras dven liksom en
ny metodik for analys av genuttryck i patientmate-
rial. Déarutover skriver professor Ralph Grasbeck
om hur det hela en gang begav sig, och ger en kort
tillbakablick pa forskningen pa Minerva och dess
utveckling under arens lopp till dags dato.

Som det framgér av artiklarna saknar forsk-
ningen som bedrivs och har bedrivits p4 Minerva
varken bredd eller djup. Det grundldggande syftet
med den &r att studera medicinskt betydande
sjukdomars uppkomstmekanismer och behand-
lingsmojligheter genom att utnyttja séval kliniska
som prekliniska forskningsmetoder. Hur man i
de enskilda fallen lyckats med detta &r ofta svart
att saga med bestamdhet eftersom forskningen
kraver en insats under langre tidsperioder. Ett
sétt att méta vetenskaplig aktivitet dr dock att
se pa bibliometriska faktorer dar Minerva trots
sin litenhet star sig vél i konkurrensen dven med
storre enheter. Den andra aspekten dr att fraga
sig vilken roll Minerva spelar som ett oberoende
forskningsinstitut i den inhemska vetenskapliga
miljon och for dess utveckling. Man kan pa goda
grunder hédvda att Minerva sedan sin tillkomst
fungerat som en inspirationskélla och hemvist for
flera forskarintresserade ldkare. Darutéver har
Minerva en funktion som forvaltare av en genuin,
finlandssvensk medicinsk forskningsmiljo, om an
spraket i och for sig inte dr av betydelse for veten-
skapen som sddan. Kdnnetecknande for verksam-
heten pa Minerva dr den unika konstellationen

av forskargrupper med moijlighet att bedriva fri
men malinriktad forskning med ett minimum av
byrakratisk reglering och belastning. Fordelarna
med Minerva som forskningsmiljo gar darfor inte
att underskatta i det allt kdrvare ldage som kdnne-
tecknar utvecklingen pa universiteten i dag och
pa de kliniska institutionerna i synnerhet. Dessa
oldgenheter har att gora med en alltfér knapp
forskningsfinansiering, en tilltagande styrning
samt 0kade svarigheter med att rekrytera enga-
gerade unga forskare och begavade studenter till
forskningen. Det sistndmnda har dven kénts av
pa Minerva, dir det inte forekommer négon di-
rekt undervisning av medicinare och andra stude-
rande pé grund av institutets fristdende stéallning
i forhallande till universitetsviarlden. Man har
saledes pa Minerva forsokt 16sa detta problem pa
annat satt bl.a. genom att skapa nya kontaktytor
till studenterna sa att Minervaforskare har delta-
git i olika forskarskolor och i den Ovriga verksam-
heten pa universiteten

Fran officiellt hall har man nyligen med rétta
papekat att det finns en risk for att den akade-
miska och kliniska forskningen utarmas och att
ett allt farre antal unga ldkarestuderande kan
eller vill borja forska (1, 2). Orsakerna till detta
dr komplexa, men en brist pa forskarkompetens
inom lakarkaren kan pa sikt leda till en margina-
liserad klinisk forskning med forsdmrad vard och
behandling av patienter som f6ljd (2, 3). For att
underlatta laget har statsmakten och universiteten
darfor forsokt satsa pa béttre utbildning och nya
undervisningsprogram med inrédttandet av fors-
karskolor i olika &mnen. Rétt omhédndertaget kan
detta leda till en 6kad forskaraktivitet och bidra
till mojligheten att attrahera dven de allra basta
formagorna till forskningen. Som ett led i detta
kan man &dven se uppréattandet av forsknings-
inriktade magisterprogram bl.a. inom Helsingfors
universitet. Sddana satsningar har utomlands visat
sig vara utomordentligt lyckade, och utbildningen
av forskarstuderande inom omradet biomedicin
vid de medicinska fakulteterna i Sverige &r ett
bra exempel pa detta. Det allra senaste tillskottet
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inom medicinsk utbildning vid Helsingfors uni-
versitet dr det internationella programmet inom
translationell medicin i syfte att 6ka forstaelsen
for kliniska problem inom grundforskningen och
med en direkt tillampning av resultaten inom var-
den (4). Denna utvecklingslinje badar gott for den
kliniska forskningen vid universitetet. Minerva
har av hidvd understott just denna typ av forskning
i grainsomradet mellan preklinik och klinik och
kan sékerligen delta i denna utveckling framover.

Forutom den kliniska forskningen upplever
aven grundforskningen i Finland stora for-
andringar och nya utmaningar. I den senaste
utvdrderingen av forskningen i landet gjord av
experter vid Finlands Akademi faste man sig
bl.a. vid att det totala antalet referenser till fin-
landsk forskning sjunkit oroviackande pa senare
tid (5). Darutover ingav den okade splittringen
av forskningsfinansieringen inom vissa omraden
bekymmer, liksom den starka slagsidan at till-
lampad forskning pé grundforskningens bekost-
nad. Expertkommittén efterlyste darfor kraftfulla
atgdrder for att stimulera forskningen med bl.a.
storre satsning med forbéattrade synergier, en
Okad kritisk massa i projekten, flera internatio-
nella kontakter och néatverk, béattre ledarskap,
samt mer medel for att uppritthalla en fungeran-
de infrastruktur pa universiteten och inom andra
forskningsmiljoer (5). Detta innebér enligt Aka-
demins generaldirektor Markku Mattila ett arbete
med "utarbetandet av en ny nationell forsknings-
strategi i Finland med vdgledning fram till dr
2016 ”(5). Hur det blir med detta aterstar dock
att se med tanke pa att det nuvarande prekara
ekonomiska ldget dar forskningen liksom mycket
annat vager ldtt. Besluten om nysatsningar kom-
mer dven att kréva en politisk vilja och samstdm-
mighet i syfte att forbéttra de nuvarande premis-
serna for bl.a. grundforskningen. Trots allt ar de
verkliga nycklarna till framgéng och nya idéer en
langsiktig satsning pa kvalitativ forskning, utover
ett representativt antal engagerade forskare med
en valutvecklad kompetens och en god portion
frihet parad med disciplin och kreativt tankande.
Vidare behovs en stimulerande forskningsmiljo
och en god infrastruktur samt finansiella resurser
och en mojlighet att 16sa praktiska problem pa
ett smidigt och obyréakratiskt sétt. Minerva som
ett privat forskningsinstitut som upprétthélls av
Minervastiftelsen har alla forutséttningar att bidra
till att vidareutveckla denna typ av skapande
forskningsmiljoer.

I diskussioner med lekmén men dven med kol-
leger kan man ibland ana en tudelad instéllning

till forskningen. Dels ses mojligheten att bedriva
forskning som ett privilegium f6runnat endast

ett fatal, dels kan forskning upplevas som alltfor
svart eller betungade. Forvisso dr forskningens
vardag ingen dans pa rosor, inte heller kan ge-
nomforandet av ett projekt vara ett sjalvindamal.
Kraven pé publikationsverksamhet och mgjlighe-
terna att hdvda sig i den internationella konkur-
rensen har med tiden blivit allt hardare. Den som
vill &stadkomma en artikel med stort genomslag
i de bésta tidskrifterna forutsétts behérska ett
stort antal intrikata metoder och tekniker, eller
en genomgang av storre patientmaterial, vilket
inte dr mojligt for den enskilda forskaren. Darfor
ar samarbete och nétverk bade inom landet och
utomlands nufortiden absolut nédvéndiga for att
man ska sté sig i konkurrensen. Darutover har
sjdlva arbetsméngden per publicerat arbete tillta-
git enormt under de senaste dren och detta kraver
dven sin tribut i form av tid och moda. Dessvarre
kan den Kkliniskt aktiva likaren/forskaren och
den engagerade grundforskaren uppleva att den
tillgéngliga tiden ofta splittras upp av skél som
inte direkt har att gora med den vetenskapliga
verksamheten. Dock ér tidsbrist och energi bara
den ena sidan av saken, den andra dr den grund-
laggande idén vars tillkomst kraver bade fantasi
och fordjupning. Forskaren behover darfor sa-
ledes bade idérikedom och uthallighet for att
kunna fullfélja sina projekt. Orkidén kan med sin
bedarande skonhet och livsvilja béast symbolisera
dessa behov av ork och ide” som kravs for att
bedriva god forskning (6).

Med 50 &r av framgangsrik forskning i back-
spegeln star Minerva vil rustat att mota de nya
och spannande utmaningarna &dven i framtiden.
Forskningen, som den beskrivs i detta nummer,
kan pé sikt ge 6kad kunskap om grundldggande
sjukdomsmekanismer och leda till en béttre medi-
cinsk vard och behandling, en allt storre grupp av
patienter till fromma.

Dan Lindholm
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Haller nagot stort pa
att ske inom prediktiv medicin?

ALBERT DE LA CHAPELLE

Det medfér uppenbara medicinska och preventiva férdelar om man kan férutsdaga individers
bendgenhet att insjukna i en given sjukdom. Bendgenheten bestams av yttre faktorer (livsstil)
och inre faktorer (gener). Tills nyligen har de gener som bidrar till de vanliga sjukdomarna
(folksjukdomarna) varit i stort sett okdnda. Framsteg inom genforskningen har lett till att
sjukdomsalstrande mutationer och polymorfier kan sparas med stor tillforlitlighet. Det visar sig
att manga sjukdomar uppstar som ett resultat av talrika samverkande genforandringar som
var for sig har en svag effekt. Enbaspolymorfier Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) tjanar
som markorer for de mestadels oidentifierade verkliga mutationerna. Man kan férestalla sig
att personlig hélsovard i framtiden baserar sina prediktioner pa individens SNP-uppsattning. |
den raddande SNP-euforin torde det vara hdlsosamt att understryka att SNP endast ar markorer
medan de underliggande mekanismerna ar okdnda. Det ar for tidigt att basera medicinska
beslut pa dessa SNP. Den nyligen uppflammade kommersiella exploateringen av enbaspoly-
morfier borde stoppas eller kontrolleras.

Arv eller miljo (Nature versus nurture)

Bendgenheten att insjukna i sjukdomar be-
stdms av yttre faktorer (livsstil) och inre fakto-
rer (gener). Den relativa andelen av dessa risk-
faktorer varierar markant. Genernas betydelse
ar nédra 100 procent hos méanga s.k. mendelskt
arftliga sjukdomar (langst till vanster pa dia-
grammet) (Figur 1). Hit hor t.ex. de sjukdomar
som utgor det mangomtalade “finlindska
sjukdomsarvet”. I Minervasammanhang ar
det lampligt att som exempel ndmna selektiv
malabsorption av vitamin B12 som orsakas av
mutationer i en av tre gener (1), och som vi
kénner som Imerslund-Gréasbecks syndrom.
For denna typ av sjukdomar géller regeln att
alla eller néstan alla som har genmutationen
insjuknar, medan de som inte har genmuta-
tionen inte kan fa sjukdomen. Mutationens
penetrans ligger alltsd ndra 100 procent.
Mairk dock att penetransen kan vara betydligt
lagre vid manga mendelskt drftliga sjukdo-
mar, sarskilt vid dem som nedédrvs dominant.
Bland personer som &r bérare av mutationer
for cancersjukdomen Lynchs syndrom (dven
kallad é&rftlig icke-polypds kolorektal cancer,
HNPCC) insjuknar ”endast” ca tva tredjede-
lar. Orsakerna bakom varierande penetrans &r
for det mesta outredda men bestar sannolikt

av en kombination av modifierande gener och
yttre faktorer (t.ex. diet).

Langst till hoger pa diagrammet (Figur 1)
har jag placerat infektioner. Olyckshandelser
kunde ocksé placeras langt till hoger. Men
de yttre faktorernas andel av bendgenheten
dr inte 100 procent. Bendgenheten att raka
ut for olyckor &r ju ocksa en karaktérs- och
temperamentsfraga ddr gener spelar en liten
men Kklar roll. Bendgenheten att insjukna i
infektionssjukdomar dr i méanga fall tydligt
bunden till immunologiska och andra gene-
tiskt betingade egenskaper.

Vi har nu begrundat de tva ytterligheterna
i diagrammet. Men det intressantaste finns
i mitten: de vanliga sjukdomarna, folksjuk-

FORFATTAREN

MKD Albert de la Chapelle dr specialist i
invdrtesmedicin och klinisk genetik. Professor

i medicinsk genetik vid Helsingfors universitet
1974-1997 dérjamte dverldkare i klinisk gene-
tik. Professor i cancergenetik vid The Ohio State
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Sjukdomsorsaker:
ett spektrum fran gener till "livsstil”

Gener

A

Imerslund-Grasbecks sjukdom

Hemofili

Hereditar bréstcancer

Forekomst

Ovanliga

Predisposition Mendelskt arftliga

Familjara/
sporadiska

Familjara

Figur 1.

Folksjukdomarna
Hjart- och kérlsjukdom
Manga former av cancer
Diabetes, psykoser etc.

"Livsstil”

\

Infektioner

A-vitaminbrist

OchksfaII—‘

Vanliga Vanliga
Multifaktoriella "Livsstil”
Familjara och sporadiska Sporadiska

Vara sjukdomar kan placeras pa ett spektrum som anger andelen gener jamfort med yttre faktorer, "livsstil”
Langst till vanster ar genernas andel storst, langst till hoger de yttre faktorernas. De flesta vanliga sjukdomar

placerar sig i mitten (multifaktoriell uppkomst).

domarna. Vi tinker d& genast pa hjart- och
kérlsjukdomar, diabetes, manga cancerformer,
neurodegenerativa sjukdomar och psykoser.
Typiskt for denna kategori &r att benédgenhe-
ten dr uppenbart multifaktoriell med starka
inslag av bade genetiska och yttre faktorer.
Det &r ingen hemlighet att man inom den
medicinska forskningen ldnge satsat stort
pé att utreda mekanismerna bakom dessa
sjukdomar. Framsteg har noterats, men varje
steg har varit odndligt kort, och man maéste
medge att framstegen har varit blygsamma i
forhallande till insatserna. Tank bara pa kom-
plexet obesitas, hypertension, diabetes, lipider
och hjart-karlsjukdom. Nagot tillspetsat kan
man séga att forskningen kring uppkomstme-
kanismerna har lett till tdimligen blygsamma
praktiska konsekvenser, medan bl.a. kérlki-
rurgin (t.ex. bypassoperationer) dstadkommit
underverk. Vi ska heller inte glomma den allt
viktigare roll radgivning inom halsovarden
och publicitet kring livsstilens andel i dessa
sjukdomar kan spela.

Nya vindar

Vi kommer nu in pa fragan om vi eventuellt
star infor ett nytt skede dar djupare insikter

kan vintas i accelererande takt. Jag tdanker
snarast pa att genmutationer som bidrar till
de multifaktoriella sjukdomarna har borjat
upptéickas allt oftare. Detta ger hopp om att
de kemiska och metabola signalkaskaderna
kan identifieras ndarmare, vilket dramatiskt
Okar chanserna att utveckla specifika ldke-
medel. Men dven om framstegen just nu syns
svindlande, dr vdgen lang och besvirlig, inte
minst ifrdga om framtagningen av mediciner.
Innan vi kommer dit ska vi rekapitulera hittills
anvédnda metoder och strategier.

Metoder att bestimma
geners andel i sjukdomar

For att karakterisera vilken andel gener (iden-
tifierade och oidentifierade) har vid uppkom-
sten av en sjukdom tillimpas framst fall-kon-
troll, s.k. case control study. Man identifierar
en kohort patienter (probander; t.ex. n=500)
med sjukdomen, och identifierar probander-
nas slaktingar (t.ex. av forsta graden: foréaldrar,
syskon och barn, t.ex. n =2 000). Med hjélp
av register bestimmer man hur manga av
sldktingarna som har samma sjukdom som
probanderna (t.ex. 300/2 000). Dérefter iden-
tifierar man en kohort individer som inte har
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sjukdomen (kontrollprobander, t.ex. n=500),
identifierar deras motsvarande sldktingar och
bestdmmer hur manga av dem som har sjuk-
domen (t.ex. 100/2 000). Med dessa siffror pa
hand rdknar man ut den sa kallade familjara
riskfaktorn (family risk ratio) som i exemplet
blir 300/2 000 dividerat med 100/2 000, dvs.
3,0. Detta &r ett matt pa genernas andel i sjuk-
domen, dock med den viktiga reservationen
att miljofaktorer kan medverka till att hoja
vdrdet eftersom sldktingar ofta paverkas av
liknande yttre faktorer. — For de flesta vanliga
sjukdomar ligger denna riskfaktor mellan 2
och 5.

For att eliminera effekten av yttre faktorer
kan man ga in for tvillingstudier. Man iden-
tifierar monozygota och dizygota tvillingpar
och undersoker hur ofta bada tvillingarna
har fatt samma sjukdom (konkordans). Ju
hogre konkordansen dr hos monozygota par
i jamforelse med dizygota par, dess storre dr
genernas inflytande. Yttre faktorers roll ar
liten darfor att tvillingar i allménhet lever
i samma milj6 och har samma vanor. Med
denna metodik berdknas den s.k. proportio-
nen av varians som i procent uttrycker geners
andel i sjukdomsmekanismerna. For ménga
vanliga multifaktoriella sjukdomar ligger vér-
dena mellan 20 och 60 procent.

Bada de beskrivna metoderna ger en allmin
bild av genetikens andel, men sédger ingenting
om vilka och hur manga gener det &r fraga
om.

For att identifiera gener som leder till
sjukdomar har kopplingsanalysen (linkage
analysis) under de senaste 50 aren varit den
forhdarskande metoden. Principen &r enkel
och bygger helt pa férekomsten av afficierade
familjer. De familjemedlemmar som har sjuk-
domen ska ha samma mutation, eller i varje
fall d4rva det DNA-segment diar mutationen
finns. Vid hog penetrans ska de familjemed-
lemmar som inte har sjukdomen inte alls eller
endast i undantagsfall ha mutationen. Kopp-
lingsanalys ledde under 1980- och 1990-talen
till att den genetiska bakgrunden till ett stort
antal drftliga sjukdomar kunde klarldggas, inte
minst exempelvis de s.k. finldandska sjukdo-
marna, dir den sista av ca 40 torde ha blivit
klarlagd sa sent som 2009. Kopplingsanalysen
dr fortfarande en viktig metod. Men den stora
nackdelen dr att den fungerar endast d& en gen
har hég penetrans. Om penetransen ddremot
dr lag, patriffas av lattforstaeliga skdl ménga
individer med mutationen men utan sjukdo-
men, och analyserna blir omgjliga att tolka.

Det nyaste nya

Fost bor vi introducera ett par allménna be-
grepp. Alleler &r alternativa former av en given
DNA-sekvens. For det allra mesta &r vara tva
alleler (en fran far, en fran mor) identiska.
Men om de &r olika, t.ex. nukleotiden A fran
den ena och nukleotiden G fran den andra
fordldern, har vi tva olika alleler, i detta fall
en A-allel och en G-allel. Flertalet sjukdoms-
framkallande mutationer dr just en enda
fordandrad nukleotid i ndgon gen. Men vart
genom bestar endast till <5 procent av gener;
resten har for det mesta ingen klar funktion.
Till och med inom de kdnda generna &r stora
delar av DNA-sekvensen icke-kodande intro-
ner. Variationer i dessa sekvenser saknar ofta
biologisk effekt och kallas da polymorfier. Den
vanligaste formen av polymorfier dr just en
enda fordandrad nukleotid, pa engelska Single
Nucleotide Polymorphism eller SNP (ofta
uttalat snip). Med en lindrig overdrift kan
man sédga att den medicinska forskningens
modeord framfor andra idag &r SNP, varom
mera i det f6ljande.

Associationsstudier av alleler i stor skala
dr det nya men sjdlva principen dr inte ny.
Om man identifierat en kandidatmutation,
t.ex. en SNP och om man har anledning att
tro att precis samma SNP/mutation nedarvts
under manga generationer (vilket dr typiskt)
och den bidrar till en viss sjukdom, bor den
ena allelen vara vanligare hos patienter (fall”)
dn hos friska ("kontrollpersoner”), och for
att bevisa detta behévs inga familjer som vid
kopplingsanalys. S& om man har en SNP (t.ex.
A/G) vars eventuella sjukdomsframkallande
effekt man vill undersoka, jamfér man helt
enkelt allelerna hos fallen och kontrollper-
sonerna. En typisk associationsstudie kunde
ge resultatet att A-allelen forekommer hos
40 procent av fallen och hos 30 procent av
kontrollpersonerna. P4 detta kalkyleras en
oddskvot (odds ratio, OR) som ett matt pa
riskens ”styrka”. Tillforlitligheten uttryckt som
t.ex. 95 procent konfidensintervall &r starkt
beroende av det studerade antalet fall och
kontrollpersoner. Om resultatet vore 40/100
bland fallen och 30/100 bland kontrollperso-
nerna vore OR = 1,55, konfidensintervallet
0,83; 2,9 och p-vdrdet 0,18. Med tiofalt fler
fall och kontrollpersoner blir oddskvoten
densamma, men konfidensintervallet blir
1,29; 1,88 och p blir 3,37 x 10°.

Vad som ovan beskrivits giller alltsd un-
dersokning av en SNP hos ett antal fall och
kontrollpersoner. Man undersoéker alltsa en
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kandidatmutation dér det pa olika grunder
finns anledning att tro att den &r sjukdoms-
framkallande. Det dr emellertid viktigt att
observera att det &ven om association forelig-
ger, dr langt ifran sédkert att den undersokta
SNP-forandringen dr ”skyldig” till sjukdoms-
benégenheten. Sjdlva mutationen kan vara en
annan SNP eller annan sekvensvariant som
befinner sig i ndrheten av den undersokta
SNP. Mutationen nedadrvs da for det mesta
tillsammans med den undersokta SNP tack
vare fenomenet kopplingsobalans (linkage
disequilibrium) Den undersokta SNP fungerar
som “markor” och sjdlva mutationen kan
ibland hittas relativt latt.

Associationsanalys
som omfattar hela genomet

Den eufori som just nu rader i frdga om allel-
associationer dr baserad pa en utveckling
som redan &gt rum pa ménga hall. Det stora
genomprojektet fullbordades pa sétt och vis
ar 2002 da néstan hela genomet hade blivit
sekvenserat. Undersokningar av individer
fran olika méanskliga populationer har fortsatt
under namnet HapMap. Redan nu har detta
lett till att hela 3 miljoner SNP blivit identifie-
rade. D& vart genom omfattar ca 3 miljarder
nukleotider betyder detta att man redan har
funnit en SNP per 1 000 nukleotider. Dessa
SNP gor det mojligt att utféra allelassocia-
tionsstudier som tdcker hela genomet. Man
letar alltsa ”anonymt” igenom hela genomet
for att hitta en eller flera SNP som associeras
med den undersokta sjukdomen. Den teknik
som gor detta majligt har tills helt nyligen varit
baserad pa mikrochip, och den akronym som
mangen ldsare redan sett och kanske undrat
over a&r GWAS vilket star for Genome Wide
Association Study. Gér man en studie med
1 miljon SNP och tusentals fall och kontroll-
personer, har man en god chans att nagot
fastnar i haven. I sjdlva verket fastnar det alltid
négot i haven, fragan 4r bara vad som ar vik-
tigt och vad som mojligen ér tillfalligheter utan
betydelse. Litteraturen om GWAS efter bara
ett par tre ar dar redan ganska omfattande. Jag
anvénder nedan koloncancer som exempel pa
vad slags fynd man gjort. Det nedanstaende
dr baserat fraimst pa tre GWAS beskrivna i
tidskriften Nature Genetics augustinummer
2007 (2-4) och négra uppféljande artiklar
(sammanfattade i ref. 5).

Tomlinson et al. (2) samlade in 930 fall av
koloncancer med viss anrikning av familjart

upptrdadande fall. Studien omfattade tva faser.
I den forsta studerades ca 550 000 SNP hos
de 930 fallen och hos 960 kontrollpersoner.
Har upptidcktes manga (antalet inte publi-
cerat) SNP som uppvisade association med
ett p-vérde <0,0000001, ett allmént utnyttjat
gransvirde for signifikans i dessa studier. I
den andra fasen bekriftades dessa utpekade
SNP i tre nya serier av fall (n =4 361, 1 901
och 1 072) och kontrollpersoner (n =3 752,
1 079 och 415). Resultatet var att en SNP
(kallad rs6983267) visade ytterst Gvertygande
association (p = 1,27 x 10*). Observera yt-
terligare nagra fakta:

*Qddskvoten (OR) var endast 1,21 (95 pro-
cent konfidensintervall 1,15;1,27)

* Den allel som var vanligare hos fallen &n
hos kontrollpersonerna (“riskallelen”, i detta
fall G vid en G/T polymorti) dr ytterst vanlig
hos européer (ca 55 %)

*Den utpekade SNP befinner sig pa langa
armen av kromosom 8 (8q24) och ligger langt
frdn nédrmaste gen. Den ligger faktiskt i ett
omréade som kan betecknas som en genetisk
oken (inga gener, ingen kénd funktion).

*En kdnd cancergen (MYC) ligger dock
inom rimligt avstand (ca 350 kb) fran SNP,
men preliminédra forsok kunde inte pévisa
skillnader i uttrycket av MYC mellan barare
av G jamfort med individer utan G.

Ganska ovéntat utpekades samma SNPi de
béda andra samtidigt publicerade GWAS-ba-
serade artiklarna (3, 4). D4 man kombinerar
alla tre blir OR ca 1,18. Det pavisades ocksa
att G-allelens frekvenser hos amerikaner av
afrikansk harkomst var ytterst hog (85 %) och
hos hawaianer betydligt ldagre (31 %), alltsa
starkt variabel.

Vad betyder nu allt detta? Olika perspektiv
ger olika konklusioner.

1. Betydelse for enskilda individer. En OR
kring 1,2 har knappast ndgon betydelse
alls. Mark att over hilften av alla européer
har denna ”riskallel” och den antas ge en
1,2-faldig 6kning av risken fér koloncan-
cer, vilket dr sa gott som forsumbart. Den
kumulativa incidensen av koloncancer
ar ca 5 procent. Fér den som har den
“farliga” G-allelen &r risken kanske dnda
upp till 6 procent, en skillnad helt utan
praktisk betydelse. Ndgon med G kanske
tdnker mera pa sin diet eller pa koloskopi,
medan andra kanske upplever fyndet som
oroande eller irriterande utan att for den
skull @ndra pa livsstilen. Lakare ger knap-
past specifika rad till barare av G.
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2. Betydelse for populationer. Om mork-
hyade i USA har hogre frekvens av G dn
ljushyade, och koloncancerfrekvensen
anses vara hogre hos morkhyade, betyder
detta nagot? Det kommer att krdva storre
undersokningar for att utreda vilken roll
rs6983267 eventuellt spelar for dessa frek-
venser. Detta ska ses mot bakgrunden av
att yttre faktorer (“livsstil”) kan medféra
betydligt storre variation. Likvidl har man
kalkylerat att den etiologiska fraktionen
for populationen (population attributable
risk), dvs. den andel av all koloncancer
som hos européer dr associerad med
rs6983267, skulle vara hela 20 procent

(5).

3. Betydelse for forskning. Ingen som helst
insikt i vad rs6983267 astadkommer eller
leder till tycks ha vunnits under de tva
ar som forflutit sedan de forsta publika-
tionerna utkom. Har finns dock de stora
mojligheterna. Forr eller senare kommer
vi att veta om SNP madjligen trots allt lig-
ger i en hittills oidentifierad gen (t.ex. en
RNA-gen) som har en cancerframkallande
effekt. Alternativt kan det tdnkas att SNP
paverkar en sddan DNA-sekvens som
utdvar kontroll over uttrycket av andra
gener, t.ex. MYC (i ndrheten) eller vilken
annan gen som helst i genomet. Nya me-
tabola signaler kan bindas till disposition
for koloncancer, t.ex. i form av cellernas
interaktioner med tarminnehallet, tarmflo-
ran eller dieten. Nar detaljerna har utretts
kan man kanske sétta in lidkemedel som
ingriper i processerna. For att forhindra
uppkomsten av koloncancer dr det av pri-
mér betydelse att patogenesen dr kénd pa
molekylniva. Hir kan GWAS-upptéckta
nya “riskassocierade” DNA-regioner eller
gener spela en avgorande roll. Ett antal
ytterligare arbeten har redan publicerats.
Minst 10 associerade kromosomregioner
har beskrivits, av vilka 6 finns uppriknade
i Tabell I.

GWAS har utforts vid ménga vanliga sjuk-
domar. Inga forskare har blivit tomhénta:
varje undersékning har lett till upptédckten
av mer eller mindre starkt associerade SNP.
Mycken aktiv forskning har bedrivits pa t.ex.
Crohns sjukdom dér ett 30-tal mutationer och
SNP &r kdnda. Vid Crohns sjukdom skymtar
man redan detaljerade beskrivningar av pato-
genetiska sammanhang (6). Genetisk associa-
tionsanalys vid diabetes av typ 1 och typ 2 har
bedrivits lange, och vissa firska resultat synes

ge hopp om kommande genombrott. Neuro-
degenerativa sjukdomar som Alzheimers och
Parkinsons sjukdomar undersoks intensivt
och genombrott kan mojligen vantas. Nar det
giller psykoser ser det kanske mindre ljust ut.
Mojligen kan det bero pé att sjukdomarna ar
svara att definiera med strikt objektiva matt
(jfr histologi vid cancer och blodsocker vid
diabetes).

Nya perspektiv

Vi har fatt nya slagord, som prediktiv medicin
och personlig héilsovdrd (Personalized Health
Care). Bada koncepten baserar sig delvis pa
de nya SNP-markorerna med lag penetrans
som har upptéckts via GWAS. Jag tvivlar inte
pé att detta omrade kommer att utvecklas
lavinartat i en néra framtid, men processen ar
inte enkel. Man har beridknat att antalet SNP
som signifikant associeras med en sjukdom
(t.ex. koloncancer) kan stiga till 200-400
(5). I de flesta fall ar det mer 4n oklart hur
dessa paverkar varandra, med andra ord om
effekten #r additiv eller multiplikativ. An mer
oklar dr interaktionen mellan markérer som
0kar och markorer som minskar risken for en
sjukdom. Interaktion med livsstilsfaktorer ar
inte latt att bedoma. For prediktiva test hos
rddsokande individer krévs att testerna kan
upprepas tillforlitligt, har solid vetenskaplig
bakgrundsinformation, och roner stod fran
lakare och annan sjukvardspersonal. For
nédrvarande uppfylls dessa krav nidstan inte
alls. Exempelvis ldkarkarens kunskaper om
betydelsen av allelassociationer &r obetydliga
av forstaeliga skal.

Det verkar riktigt att proklamera att dorren
till ndgot stort star pa glint. Lika rétt 4r att i
detta skede avstd frdn balda 16ften om en ny
sorts individualiserad hélso- och sjukvard. Vi
bedriver ju redan i verkligheten just detta men
med verktyg som vi forstar (blodtryck, koles-
terolvirde, blodsockervirde, familjeanamnes,
sldakttrdd). De nya verktygen behdver dnnu
utvecklas innan de kan tas pa allvar.

Kommersialiserad prediktion

Till slut &r det viktigt att komma med en skarp
varning for den kommersialism som héller
pa att utvecklas i denna bransch. Det kostar
idag mindre &dn 1 000 euro att utgdende fran
ett salivprov undersdka en miljon SNP hos
en individ. Dylika ”tester” har lanserats av
ett par dussin foretagare, framst i USA men
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Tabell 1.

Ett urval kromosomregioner dar SNP associerade med koloncancer har pavisats.

Kromosom- SNP Oddskvot* Gener i omradet Referens
region (95 % konfidensintervall)
8924 rs6983267 1,26 (1,12-1,38) Inga kdnda generi omradet Haiman et al. 2007 (4)
rs7842552 1,21 (1,15-1,27) POUSFIPJ i ndrheten men Tomlinson et al. 2007 (2)
rs7014346 1,17 (1,12-1,23) inget samband pavisat Zanke et al. 2007 (3)
1,19 (1,15-1,23) MYC ligger 350 kb fran SNP  Tenesa et al. 2008 (9)
1,24 (1,17-1,33) men inget samband pavisat Tomlinson et al. 2008 (7)
18921 rs4939827 0,85 (0,80-0,91) En av dessa SNP ligger i Broderick et al. 2007 (8)
rs12953717 1,20 (1,16-1,24) intron 3 av SMAD7, men Tenesa et al. 2008 (9)
rs4464148 0,85 (0,81-0,89) samband ej sdkert pavisat  Tomlinson et al. 2008 (7)
15913 rs4779584 1,23 (1,14-1,34) | ndrheten av ett omrade Tomlinson et al. 2008 (7)
rs10318 som tidigare visat koppling
till koloncancer
10p14 rs10795668 0,89 (0,86-0,91) Inga gener av intresse Tomlinson et al. 2008 (7)
8923 rs16892766 1,25(1,19-1,32) Flera gener i narheten, Tomlinson et al. 2008 (7)
inget pavisat samband
11923 rs3802842 1,11 (1,08-1,15) Mycket genrik region; inget Tenesa et al. 2008 (9)

pavisat samband

*OR 6ver 1 innebar predisposition medan OR under 1 innebér protektion.

dven i andra ldnder. Man kan gott tédnka sig
att denna mani snart sprids i de stora asiatiska
lainderna med avancerad teknik. Intresserade
ldsare vill kanske bekanta sig med ett par av
dessa foretag (se t.ex. www.23andme.com och
www.navigenics.com). Vad dr det frdga om?
Ja, kunden skickar in ett salivprov och far i
retur en forteckning 6ver SNP-resultaten. Sa
langt paminner foretagens utbud om varan-
dra. Dédremot &r det stora skillnader mellan
bolagens sétt att kommunicera med kunderna.
Somliga séger sig ge ut alla” resultat medan
andra ger ut ett obetydligt antal SNP-resultat
med motiveringen att det bara dr deras pre-
diktiva forméga som &r vél dokumenterad
och tillforlitlig. Den ovanbeskrivna markdren
rs6983267 som ir associerad med koloncan-
cer finns pé vissa listor. Vidare marknadsfors
sddana nonsensbetonade SNP som associe-
rats med t.ex. oronvaxets konsistens (tjockt
eller tunt). Ett bolag marknadsfor en SNP
som pastéas forutsdga kroppsldangden. Somliga
bolag uppmanar kunderna pé det skarpaste att
inte dndra sin livsforing pa basis av resultaten

(av réddsla for atal) medan andra marknadsfor
kunskapen om risk som ett sétt att motar-
beta sjukdom. Det &r alltsé rena villervallan.
Helt forkastligt finner jag att minst ett bolag
meddelar resultat av markérer som i sjdlva
verket utgor genmutationer for brostcancer
med hog penetrans. Samma bolag uppmanar
kunden att inte lata resultaten péverka sitt
handlande!

Denna kommersiella verksamhet har pa
sina hall motts med beréttigad skepsis och
kritik. Mycket av den lagstiftning som reglerar
sddana drenden i USA sker pa delstatsniva.
Vissa delstater (t.ex. Kalifornien) forbjod i ett
skede all marknadsforing av dessa tester di-
rekt till kunden (”Direct To Customer”, DTC).
Léget i USA dr i detta avseende kaotiskt och
debatten livlig. De viktigaste reservationerna
mot marknadsforingen av den hér typen av
undersokningar dr foljande:

« Det normala séttet att initiera medicinska
tester dr att ldkare ordinerar dem, inte att
bolag gor reklam for dem.
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+ Resultaten av medicinska tester ska tolkas
av lakare. Genetiska tester ska helst tolkas
av genetiker eller utbildade genetiska rad-
givare. Vad bolagen gor kan jamféras med
attta EKG eller EEG av kunden och sedan
ge dem kurvorna.

+ Vissa bolag erbjuder genetisk radgivning.
Genetisk radgivning per e-post eller telefon
rekommenderas inte av experter.

+ De allra flesta resultaten dr inte vetenskap-
ligt tillforlitliga och kan alltsé inte tolkas.
Markorernas effekt pa sjukdomsbenédgen-
heten &r i de flesta fall oklar.

« Det dr i skrivande stund oklart om DNA
frdn ett postat salivprov ger tekniskt sa
tillforlitliga resultat som bolagen hév-
dar (>99 % konkordans med DNA fran
blod).

 Direkt marknadsforing av detta slags tester
till kunder borde inte alls férekomma och i
synnerhet inte nédr det géller barn.

Konklusion

Det &dr uppenbart att, ndgot stort haller pé att
ske inom prediktiv medicin men védgen ir lang
och slingrande.

Prof. Albert de la Chapelle
Human Cancer Genetics Program
Comprehensive Cancer Center
The Ohio State University

460 W. 12th Ave., Room 804
Columbus, OH 43210

USA
albert.delachapelle@osumc.edu
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Nanoflottar i cellmembraner:
en ny organisationsprincip

KA1 S1iMONS

Allt liv pa denna planet bestar av celler; cellen ar livets grundenhet. Det finns organismer som
bestar av en enda cell,som amébor, eller multicellulédra species,som Homo sapiens med biljoner
celler. Alla eukaryotiska celler &r uppbyggda enligt samma principer. Cellen kan forliknas vid en
stad med cellkdarnan som radhus. Dar lagras den genetiska informationen och darifran skickas
meddelanden ut i form av budbé&rar-RNA som styr proteinsyntesen i cytosolen.

Cellen é&r ett nanoteknologiskt underverk dar
det myllrar av nanomaskiner som bestar av
proteiner som utfor all produktion, regulation,
metabolism, energiférsorjning, kommunika-
tion, nedbrytning och ateranvdndning. Det
finns kraftverk i cellen: mitokondrier, pro-
teinfabriker for export; det endoplasmatiska
retiklet, postanstalter for distribution av pro-
teinpaket till olika adresser; Golgikomplexet,
lysosomer for atervinning av avfall osv.

Alla dessa olika organeller i cellen d&r om-
slutna av membraner som bildar en barridr
kring organellen. Cellmembranet utgérs av
ett dubbelskikt av lipider bestaende av gly-
cerofosfolipider, sfingolipider och kolesterin
och ér fullbelamrat med proteiner som flyter
omkring i lipiderna och utfor olika funktioner
bundna till membranet. Ungefdr 30 procent
av vart DNA kodar for membranproteiner,
och flera icke membranproteiner tillbringar
en del av sin livscykel dédr for att utfora sitt
arbete membranbundna. Det betyder att en
stor del av alla funktioner i vara celler sker i
cellmembraner.

FORFATTAREN

MKD Kai Simons har varit professor i biokemi vid
Helsingfors universitet 1976—1979. Gruppledare
och chef for cellbiologiprogrammet vid European
Molecular Biology Laboratory 1975-1998, direktor
for Max Plack Institute of Molecular Cell Biology
and Genetics i Dresden 1998—-2006, sedan 2006
gruppledare vid samma institut.

Membranforskning forr och nu

Membranforskningen har djupa anor i Fin-
land. En modell med dubbelskikt (bilayer)
for biomembraner stidlldes upp redan 1925
av Gorter och Grendel och baserades bl.a.
pa viktiga experiment av var landsman Rune
Collander. Vid denna tidpunkt stod lipiderna i
férgrunden. Proteinerna i membranerna kom
in i bilden senare. I Singer och Nicolsons
membranmodell fran 1972 illustrerades for
forsta gdngen membranernas vitskekaraktér
(1). Dubbelskiktet dr ett 5 nanomillimeter
tunt vitskeskikt dir de enskilda lipiderna och
proteinerna flyter omkring.

Har kommer véara studier in i bilden. Min
forskning har alltsedan tiden pa Minerva
befattat sig med cellmembraner. Ar 1988
stidllde vi upp en banbrytande hypotes som
postulerade att dubbelskiktet av lipider inte
bara &r en vitska i vilken proteinerna simmar
omKkring pa méafa utan att det i detta fluidum
bildas smaé flottar av sfingolipider som trans-
porterar specifika proteiner (2). Senare fann
vi att kolesterin dr en viktig bestandsdel i
dessa flytande flottar (3). Flottarnas vatske-
plattformar innehaller lipider i dubbelskiktet
och forekommer déar tdtare packade dn i det
omgivande vitskeskiktet. En av kolesterinets
funktioner &r att packa samman de lipider och
proteiner som bildar dessa flottar. Det bérjar
bli klart att en av de viktigaste uppgifterna for
kolesterin i var kropp é&r att fungera som ett
molekyladrt lim for att binda ihop flottarna.

Véra arbeten med cellpolaritet i epitelcel-
ler gav mig idén till flottarna. Epitelcellerna
bildar skikt som técker alla vara organ och
fungerar som en barridr mellan den externa
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och den kroppsinterna miljon. I till exempel
tarmen bildar epitelet ett skyddsskikt déar
den del av plasmamembranet som vetter mot
tarmlumen, det sd kallade apikala plasma-
membranet, dr isolerad fran det basolaterala
plasmamembranet, riktad mot insidan och
blodforsorjningen. Mellan de apikala och de
basolaterala membrandoménerna finns en
diffusionsbarridr, zonulae occludentes, som
ocksa bildar en forbindelsezon mellan celler-
na i epitelet. De apikala och den basolaterala
membranerna har olika funktioner och dérfor
ocksé olika proteinsammansittning. Aven
lipiderna &r olika apikalt och basolateralt.
Glykosfingolipider &r starkt anrikade apikalt
och bildar en tétt packad skyddsbarridr mot
tarminnehallet.

Vi var intresserade av hur nysyntetiserade
proteiner och lipider transporteras apikalt och
basolateralt. Hur klarar cellen av detta sorte-
ringspussel? For att alla funktioner ska fungera
normalt byter cellen sténdigt ut sina bestands-
delar genom nysyntes, precis som delar i ett
flygplan ersétts. For att forklara hur apikala
proteiner och glykolipider skickas ut i paket
fran postanstalten i cellen, Golgikomplexet,
postulerade vi att dessa lipider tillsammans
med sina proteinpassagerare bildar plattfor-
mar i Golgimembranet, dvs. flottar for apikal
transport. Forst trodde vi att det hér enbart
var ett fenomen i epitelceller, men det visade
sig att flottarna var generella och utgjorde en
allmént funktionerande princip i véra celler.
De hade inte bara transportfunktioner utan
var verksamma i ett flertal membranprocesser,
t.ex. signalering och metabolism.

Var nya modell var tekniskt svar att pavisa
och ledde ldnge till meningsskiljaktigheter
och kontroverser. En orsak var att flottarna
med sina lipider och proteiner visade sig vara
svarlosliga i detergentia. Denna pavisnings-
metod borjade anvidndas som ett bevis for att
demonstrera att en membranprocess skedde i
sfingolipid-kolesterinflottar. Pl6tsligt uppkom
en trend att utféra dessa enkla detergens-
experiment och ibland manipulera resultatet
sé& att proteinet blev svarlosligt(4). Det ledde
till en uppsjo av publikationer vars tillforlit-
lighet var svar att bedéma (5).

Denna fas dr nu forbi. Nya sofistikerade
metoder har gjort sitt intdg pa filtet. Framst
dr det frdga om att avancerad singelmolekyl-
mikroskopi och spektroskopisk teknik har
revolutionerat forskningen. Dessa metoder
har visat att membranflottarna dr dynamiska
strukturer. De dissocierar och associerar i
millisekundhastighet (6). Vidare har det visats

att dessa fluktuerande nanoflottar kan stabi-
liseras for att bilda mera héllbara plattformar
som fungerar i membrantrafik, cellsignalering
och manga andra membranprocesser.

Ett exempel for en process dar dessa flottar
spelar en viktig roll dr T-cellssignaltransduk-
tion. Nar en T-cell méter en antigenpresen-
terande cell bildas mellan dessa celler en
kontaktzon - en immunologisk synaps - dér
T-cellsreceptorn binder till antigenet i MHC-
proteinet (7). Denna process leder till en an-
hopning av nanoflottar med T-cellsreceptorer
som smalter ihop till en synaps dar ett kompli-
cerat maskineri av proteiner aktiverar T-cellen
for att astadkomma ett specifikt immunsvar.

Lipidforskning i framtiden

Ett omrade som har kommit pa efterkdlken
i den snabba utvecklingen av genomik och
proteomik &r lipidanalytiken. Utvecklingen
av nya metoder har revolutionerat analys-
metodiken i molekyldrbiologin. Och nu goér
masspektrometrin sitt intag i lipidanalytiken
och kommer att revolutionera lipidologin.
Vart Max-Planckinstitut i Dresden har varit
en banbrytande pionjidr pa detta omrade,
och med den metodologi vi dér har utvecklat
kan vi analysera de hundratals olika lipider
som utgodr byggstenarna i cellmembraners
lipiddubbelskikt och dessas flottar. I ett sam-
arbete med Thomas Harders forskargrupp
i Oxford har vi isolerat T-cellssynapser och
demonstrerat att lipider som vi postulerat
ska finnas i membran flottarna i sjdlva verket
anrikas i synapsen (8). Efter alla kontroverser
speciellt pa detta omrade dr det ett synnerligen
tillfredsstéllande resultat for var forskning.
Flottarna anvands som funktionsprincip i
flera olika immunologiska processer, bland
annat ocksa i B-cellsimmunsvar och allergiska
reaktioner.

Det fascinerande i all denna komplexitet
som moter oss i dag i den biomedicinska
forskningen ar att grundprinciperna trots allt
ar relativt enkla, medan den kemiska sam-
manséttningen dr komplicerad. Den mole-
kyldra diversitet som vi patréffar i naturen &r
enorm. Tdnk bara pa alla olika slags proteiner
som finns i olika organismers proteom! Men
genom att denna komplexitet har uppstatt
under evolutionen fran en enda urcell kan vi
spara sldktskapet pa all nivéer i biologin. Inte
bara det genetiska spréket, kodat i vira geners
DNA, é&r identiskt i alla levande organismer.
Manga andra slaktdrag kan ocksé pavisas om
vi bara tranger tillrackligt djupt i vara analyser.
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Singer och Nicolsons membranmodell. Har ser vi proteinerna simma omkring i ett lipiddubbelskikt av fosfopider,

sfingolipider och kolesterin.

Det giller ocksa for var modell for dynamisk
membrankompartmentalisering. Den grundar
sig egentligen pa fasseparering, det fenomen
som far olja och vatten att separera i tva olika
faser. Nar nanoflottarna i cellmembranen
smalter ihop till storre plattformar bildas ett
mera téttpackat men flytande dubbelskikt som
skiljer sig fran det omgivande membranet.
En vitske-vitske imiscibilitet formulerade
att antalet faser i ett slutet system i jamvikt
forenklat uttryckt dr n-1 ddr n dr antalet
kemiska komponenter i systemet. Det skulle
betyda att ett cellmembran som innehaller
over 1 000 lipid- och proteinkomponenter
kunde uttrycka bortat 1 000 olika faser. Men
sd ar det inte! Vi har visat att vi, om vi pro-
ducerar “ballonger” av plasmamembraner
fran celler, kan inducera en fasseparation i
plasmamembranet som vi kan iaktta i mikro-
skop: en fas dar flottarna har smélt samman
och en annan fas dir membranets andra be-
standsdelar har flutit ihop. Dessa bada faser
dr segregerade fran varandra (9). Med andra
ord uppfor sig plasmamembranets kemiska
komponenter som tva kollektiv. Det kunde
betyda att membranets lipider och proteiner
under evolutionstrycket har utvecklats sa att
egenskaper med formagan att fasseparera
har fokuserats pé tva eller ett fatal kemiska
grupperingar som gor det mojligt for cellen
att med en obetydlig energiinsats dynamiskt
kompartmentalisera sina membraner for att
genomfora olika funktioner. Trots den mo-
lekyldra komplexitet som dr nédvéandig for
att uppritthalla alla membranfunktioner &r
grundprincipen fér membrankompartmenta-
lisering i princip dérfor ratt enkel. Flottarna

mojliggor att parallella processer samtidigt
kan dga rum i samma cellmembran; plattfor-
marna skapar separerade reaktionsrum for
olika celluldra processer. Dessa konstruk-
tionsprinciper for dynamisk membranarki-
tektur har ocksa stor betydelse i patogenesen
for olika sjukdomsprocesser. Lipidnivierna,
inte bara kolesterinkoncentrationen, maéste
regleras exakt for att kroppen ska fungera
normalt. Vi vet att denna homeostas tar en
avsevird del av vart genom i ansprak.

Mebranflottar

Vi har studerat en sjukdom dar membranflot-
tarna spelar en viktig roll, ndmligen Alzhei-
mers sjukdom. Vi vet att familjar alzheimer
orsakas av genetiska mutationer som géller
APP (amyloid precursor protein). Detta
membranprotein spjdlkas av tva protoly-
tiska enzymer, beta- och gammasekretas, i
ett fragment - beta-amyloid. Beta-amyloid
ar svarlosligt och kan avlagras i hjirnan om
produktionen blir for hog. Denna amyloid
ar ocksé toxisk for neuroner. Vi har visat att
beta-sekretasspjdlkningen &dger rum i endo-
somer, det kompartment som bildas genom
endocytos fran plasmamembranet. Dar sker
produktionen av beta-amyloid genom en sam-
mansmaltning av sfingolipid-kolesterinflottar
som &r bérare av bade beta-sekretas och en
minoritetspopulation av APP (10). Beta-
amyloid produceras under hela vart liv i stort
sett i alla celler i kroppen, men vid nigon
tidpunkt efter ca 65 ars alder blir belastningen
for stor for de patienter som far alzheimer,
och hjdarnan klarar inte av renhéallningen av
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Figur 2.

En schematisk bild av sfingolipid (réda) — kolesterin-
membranflottar — utan proteiner. Flotten flyter i ett
dubbelskikt av omattade fosfolipider (bla).

Lipid och protein vaxelverkan

Aggregat-
bildning

L TE LY

Figur 3.

Schematisk bild av en plasmamembran dér dyna-
miska nanoflottar (rdda) med proteiner (gula och
latt roda) flyter omkring. Dessa flottar kan aktiveras
genom att oligomerisera proteiner eller lipider i flot-
tar sd att dessa nanoflottar smalter samman till en
stabilare plattform (r6d) dar t.ex. en T-cellsreceptor
aktiverar en signalprocess som fors vidare in i cellen.

beta-amyloid. For patienter som har arftlig
alzheimer upptriader sjukdomen redan i &l-
dern 40-50 ar for att produktionen av beta-
amyloid &r genetiskt forhojd.

For nédrvarande finns inga verksamma
lakemedel for patienter med Alzheimers
sjukdom. Om man kunde inhibera beta-
sekretasenzymet dtminstone partiellt, vore
en alzheimerterapi potentiellt mojlig. An sa
lange existerar inga effektiva beta-sekretasin-
hibitorer pad marknaden. Ett problem &r att
en beta-sekretasinhibitor méste passera tva
cellmembraner for att né sitt mal. Forst méste

likemedlet transporteras genom plasmamem-
branet och sedan maste det nd endosomens
inre genom endosomens membran. Vi héller
pa att utveckla en ny strategi for att finna en
16sning pa detta problem. For att underldtta
transporten till endosomerna och for att slussa
in inhibitorn i endosomflottarna har vi forsett
en beta-sekretasinhibitor som biter pé isolerat
enzym men som inte dr aktiv i cellf6rs6k med
ett ankare som bestar av ett kolesterinderivat.
Och det fungerar! Genom att férankras inne i
plasmamembranet dker inhibitorn snalskjuts
in i cellen rakt till endosomen dér den via
sitt sterolankare ocksad inkorporeras i APP-
sekretasplattformen for att inhibera proteo-
lysen (11). Nu soker vi efter vigar att slussa
in en sadan forankrad inhibitor i hjarnan. Vi
hoppas att pa detta sétt kunna anvdanda den
kunskap vi har vunnit genom véra biokemiska
och cellbiologiska experiment till att utveckla
nya strategier for ladkemedelsutveckling.

Prof. Kai Simons

Max Planck Institute

for Molecular Cell Biology and Genetics
Pfotenhauerstrasse 108

01307 Dresden

Tyskland

simons@mpi-cbg.de

Referenser

1. Singer SJ, Nicolson GL. The fluid mosaic model of the struc-
ture of cell membranes. Science 1972;175(23):720-731.

2. Simons K, van Meer G. Lipid sorting in epithelial cells. Bio-
chemistry 1988;27(17):6197-202.

3. Simons K, Ikonen E. Functional rafts in cell membranes.
Nature 1997;387(6633):569-72.

4. Lingwood D, Simons K. Detergent resistance as a tool in
membrane research. Nat Protoc 2007;2(9):2159-65.

5. Munro S. Lipid rafts: elusive or illusive? Cell 2003;115(4):377-
388.

6. Eggeling C, Ringemann C, Medda R, Schwarzmann G,
Sandhoff K, Polyakova S, et al. Direct observation of the na-
noscale dynamics of membrane lipids in a living cell. Nature
2009;457(7233):1159-62.

7. He HT, Marguet D. T-cell antigen receptor triggering and
lipid rafts: a matter of space and time scales. Talking Point
on the involvement of lipid rafts in T-cell activation. EMBO
Rep 2008;9(6):525-530.

8. Zech T, Ejsing CS, Gaus K, de Wet B, Shevchenko A, Simons
K, et al. Accumulation of raft lipids in T-cell plasma membrane
domains engaged in TCR signalling. Embo ] 2009;28(5):466-
476.

9. Lingwood D, Ries J, Schwille P, Simons K. Plasma mem-
branes are poised for activation of raft phase coalescence
at physiological temperature. Proc Natl Acad Sci U S A
2008;105(29):10005-10.

10. Ehehalt R, Keller P, Haass C, Thiele C, Simons K. Amyloidog-
enic processing of the Alzheimer beta-amyloid precursor
protein depends on lipid rafts. J Cell Biol 2003;160(1):113-
123.

11. Rajendran L, Schneider A, Schlechtingen G, Weidlich S,
Ries J, Braxmeier T, et al. Efficient inhibition of the Alzhe-
imer‘s disease beta-secretase by membrane targeting. Science
2008;320(5875):520-523.

16

Finska Lékaresillskapets Handlingar



Vad var och en bor veta
om preanalytiska faktorer

BeNoIT DUGUE

De faktorer som paverkar resultatet av laboratorieprover kan indelas i 1) In vivo-preanalytiska
faktorer (t.ex. alder, kronobiologisk rytm, diet, sjukdom 0.s.v.), 2) In vitro-preanalytiska faktorer
(t.ex. provtagning, utrustning, transport, lagring o.s.v.) och 3) analytiska faktorer (analysmetod
0.s.v.) samt 4) postanalytiska faktorer (t.ex. hur resultaten rapporteras och tolkas). For att
forbattra laboratoriediagnostiken maste de faktorer som kraftigt inverkar pa resultaten kunna
kontrolleras. Detta kan astadkommas genom anvandning av standardiserade metoder for
analys och provtagning.

| den kliniska verksamheten beaktar man tyvarr inte tillrackligt ofta de preanalytiska fak-
torerna. Denna Oversikt understryker darfor hur mycket dessa faktorer inverkar pa resultatet
av laboratorieprover och hur viktig inverkan ar. Speciellt framhalls undersékningar som har
initierats och utfoérts av nuvarande eller tidigare medlemmar i Biokemigruppen vid Minerva.

Inledning

Nir jag ldamnade Minerva for nédstan 10
ar sedan ordnades en liten fest. Institutets
medlemmar och Ralph Grasbeck, chef for
Biokemigruppen och min handledare, gav
mig en avskedsgéva som sades vara en lista
over de stillen ddr jag borde foreldsa om
hur preanalytiska faktorer, dvs. faktorer som
verkar under perioden mellan beslutet att ta
ett prov och den slutliga analysen, inverkar
pa resultaten av laboratorieprover. Denna
maérkliga present var en vérldsatlas!

Jag har forsokt folja denna apostoliska
mission att gora laboratoriepersonal (t.ex.
tekniker, laboratorieskdtare, studerande)
och kolleger som ansvarar for tolkningen av
laboratoriedata (t.ex. likare, vetenskapsmén)
medvetna om betydelsen av de talrika pre-
analytiska faktorer som kan péverka labora-
torieresultaten och séledes ocksé tolkningen
av dem. Denna uppgift 4r verkligen inte létt;
ocksd nara kolleger kan forbli skeptiska.
Studerande verkar vara de som lattast kan
acceptera, ldra sig och ocksa arbeta med pre-
analytiska faktorer. Detta géller i sjdlva verket
hela filosofin med referensvirden, som dldre
kolleger har svart att tilldgna sig.

Denna artikel &dr darfor en del av en serie
framstéllningar om betydelsen av preanaly-
tiska faktorer vid laboratoriearbete och da
man tolkar laboratoriedata.

Referensvarden och preanalytiska
faktorer - tva viktiga begrepp
utvecklade vid Medicinska
Forskningsinstitutet Minerva

Begreppet eller paradigmet referensvarden ar
i grund och botten filosofiskt; det uppfanns
av Ralph Grasbeck vid Minerva och utveckla-
des sedan vidare i samarbete med inhemska,
skandinaviska och internationella kolleger.
Begreppet kan definieras som att man fast-
stiller och anvédnder relevanta data for att
tolka medicinska iakttagelser. Ett annat satt
att uttrycka saken ar att kliniska iakttagelser
ska tolkas med anvidndande av ett ordentligt
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kontrollmaterial, i likhet med experimentella
data. Begreppet behover inte nodvandigtvis
begrédnsas till laboratoriemedicin (1-3). I
grund och botten &dr det frdgan om att tolka
ett métresultat (ett observerat viarde) genom
att jamfora det med en eller flera samlingar av
data (referensviarden) som har insamlats med
samma teknik fran lampliga kontrollpersoner
(referensindivider). Referensvarden bor darfor
noggrant samlas in fran ett tillrackligt stort
antal representanter for den population som
ska undersokas. Det dr viktigt att inte bara
bestimma referensvirden for subjektivt friska
personer (héilsorelaterade referensvirden),
utan ocksa for personer som lider av olika
slags sjukdomar (sjukdomsrelaterade refe-
rensvarden). Referensviarden kan ocksa vara
statiska (resultat vid en viss tidpunkt) eller
dynamiska, da de aterspeglar en tidsrelaterad
process. Det nya begreppet referensférandring
(reference change) har pa senare tid anvénts
for den sistndmnda situationen (4). Man kan fa
gruppbaserade referensvirden genom att dela
upp referenspopulationen i mindre grupper.
Det kan till exempel vara relevant att under
vissa forhallanden ha olika referensvarden for
mén och kvinnor eller for olika aldersgrupper.
Personbaserade (individuella) referensvarden
som tidigare har uppmitts pa individen sjilv
kan verka vara idealiska, speciellt om det
populationsbaserade referensintervallet for
ett métviarde dr for stort. Man bor studera
resultatens noggrannhet med avseende pa
olika material och omstédndigheter. Olika
medicinska specialiteter och olika kliniska
och preventiva medicinska situationer kan
kréva olika slags procedurer (1, 5, 6).
Variationer i resultaten av laboratoriepro-
ver kan bero av ett stort antal olika faktorer
som kan kategoriseras som i Figur 1. De kan
indelas i preanalytiska, analytiska och post-
analytiska faktorer (5, 7, 8). Preanalytiska
faktorer inverkar fore den slutgiltiga analysen,
och de kan indelas i in vivo- (biologiska) och
in vitro-faktorer. In vivo-faktorer inverkar
i den undersokta personen fore och under
provtagningen; en del av dessa faktorer kan
kontrolleras, som diet, lidkemedelsbehandling,
tysisk aktivitet och kroppsstidllning, medan
andra inte dr kontrollerbara, som genetiska
faktorer, kon eller alder. In vitro-faktorerna
omfattar provtagningen och provtagnings-
utrustningen samt behandlingen av provet
(transport, lagring, férberedelse for analysen).
En lista 6ver en del in vivo- och in vitro- pre-
analytiska faktorer visas i Tabell I. Eftersom
det viktigaste dndamélet med laboratorie-

undersokningar dr att sdrskilja patologiska
(eller avvikande) resultat och bakgrundsdata
fran kontrollpersoner (eller fran tidigare data
frdn samma person), dr det viktigt att minska
bruset (variationen) som beror pa icke-pato-
logiska faktorer.

Hur kan man minska de
preanalytiska faktorernas inverkan?

De finns flera sétt att minska inverkan av
dessa faktorer. Man kan mycket strikt stan-
dardisera forberedelsen av patienterna for
testerna, insamlingen och behandlingen av
data samt de analytiska metoder som anvands.
For att utveckla standardiseringsprocedurerna
maste faktorer som potentiellt inverkar pa
resultatet upptdckas och studeras. Om de
orsakar en klar forskjutning av data borde
man utveckla strategier for att undvika att
saddana faktorer inverkar pa resultaten. Om
det dr frdgan om kontrollerbara faktorer
kan man anvédnda procedurer som dampar
dessa faktorers inverkan, och sedan forbattra
standardproceduren med ldmpliga nya regler.
Om faktorerna inte kan kontrolleras, borde
undersokningar genomforas for att klarldgga
hur mycket (t.ex. i procentuell forandring) en
faktor eller en kombination av faktorer kan
paverka data. Mgjligheten att anvénda speci-
ella set av referensvarden eller att korrigera
data bor 6vervidgas. Om en inverkande faktor
konstateras fore eller under métproceduren,
borde detta &tminstone meddelas klinikern
eller forskaren som utnyttjar data for att fatta
beslut, till exempel genom att bifoga en var-
ning till laboratoriesvaret.

Borde inverkan av preanalytiska faktorer
utvdrderas sa snart en ny undersdkning blir
kommersiellt tillgdnglig? Vem borde ansvara
for en utvardering?

Den preanalytiska fasen har storre inverkan
pa resultatet av laboratorieunderékningar 4n
sjdlva analysen; det analytiska felet dr alltsta
mycket mindre dn den preanalytiska variatio-
nen. Jag anser att kvalitetskontrollen for ett
laboratorieprov borde omfatta preanalytiska
faktorer langt mer &n vad nu &r fallet. Inte ens
internationella standarder beaktar tillrackligt
detaljerat patientens fysiologiska tillstdnd och
hur patienten forbereds innan provtagningen.
Klinikern borde vara medveten om att en
fordandring i laboratorieresultaten inte nod-
vindigtvis innebar en fordndring i patientens
hilsotillstand. Kliniska beslut borde basera
sig pa fakta snarare dn péa erfarenhet och vél-
grundade gissningar. Man kan dérfor fraga sig
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Figur 1.
Faktorer som paverkar resultatet av laboratorieprover.

om inte undersdkningar av de preanalytiska
faktorerna borde finnas med i valideringspro-
cessen for en ny undersdkning. Min asikt &r
att sddana studier borde krévas. Till dags dato
har ett sadant krav tyvérr inte dvervégts. En
annan frdga dr vem som borde ansvara for
sddana undersdkningar, en officiell instans,
foretaget som séljer undersokningsmetoden,
eller ndgon annan?

Nagra exempel pa bidrag av
nuvarande eller tidigare medlemmar
av Biokemigruppen vid Minerva till
studiet av inverkan av preanalytiska
faktorer

Vi har studerat inverkan av ett rétt stort antal
preanalytiska faktorer, som kroppsstéllning
(9-12), tysisk och psykisk stress (13-18), fy-
sisk anstrangning (18-23), ndringsupptag (6,
24) eller tid pa dygnet (6, 24), pa resultatet av
manga prover som anvands rutinmassigt eller
som haller pa att utvecklas.

En av de mest framgangsrika undersokning-
arna studerade kroppsstdllningens inverkan;
den presenteras nedan mer i detalj. Redan un-
der min tid vid Minerva diskuterade vi mycket

PRE-

FAKTORER

ANALYTISKA

FAKTORER P  VARIATION

POST-
ANALYTISKA
FAKTORER

den sammanlagda effekt som en kombination
av preanalytiska faktorer har pé resultatet
av laboratorieprov. Det star klart att flera
preanalytiska faktorer samverkar vid prov-
tagningen, t.ex. ndringsintag, kroppsstéllning
och anvindning av stasslang. En av mina stu-
derande skrev nyligen sin doktorsavhandling
om faktorer (eller kombinationer av faktorer)
som paverkar den endogena produktionen av
androgener hos kvinnor.

Som jag tidigare har ndmnt vore det viktigt
att preanalytiska faktorer dntligen skulle stu-
deras da ny teknologi utvecklas. Vi har nyligen
framlagt preliminéra resultat som Kklart visar
att fysisk anstrdngning &r en preanalytisk
faktor som bor beaktas dd& man undersoker
metabolomik med urinprov.

Inverkan av kroppsstillningen

Med avseende péa referensviarden &r det av
grundldggande betydelse att provtagnings-
forhéllandena dr desamma for referensperso-
nerna och patienterna: viarden for sittande pa-
tienter ska jamféras med varden fran sittande
kontrollpersoner och vérden fran liggande
patienter med vérden fran liggande kontroll-
personer. Men i praktiken tas rutinblodprov
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Tabell I.
Exempel pa preanalytiska faktorer som orsakar variation.

IN VIVO-FAKTORER

IN VITRO-FAKTORER

alder
blodtyp

kronobiologiska faktorer
diet (typ, mdngd)
sjukdom

miljo

etnisk grupp

motion och fysisk kondition
feber

genetiska faktorer
menstruation, menopaus

farmakologiskt aktiva amnen
kroppsstallning

graviditet

pubertet

kon

socioekonomisk stdllning
stress

koagulation (tid, temperatur, underlattande
agens) utrustning (provtagningstillbehor: typ,
storlek, form, material; forvaringskarl: kapillarror
eller storre ror av glas, plast; tillsatsamnen)

forberedelse for analys (upptining, blandning)

separation av serum, plasma och fasta bestands-
delar

element (centrifugkraft, tid, temperatur)
forvaring (behallare, varaktighet, temperatur,
konserveringsmedel)

teknik (punktering, uppsamling: fritt flode eller
sug)

transport (behallare, konserveringsmedel,
temperatur, tid)

ofta pa& morgonen pa rorliga polikliniska pa-
tienter som har anstrdngt sig mattligt fysiskt
(vanligen genom att komma géende), medan
sjukhuspatienter ofta ligger i sina badddar
nastan helt utan fysisk aktivitet (11).

Sma molekyler paverkas minst av kropps-
stdllningen vid blodprovtagningen eftersom
de fritt kan rora sig mellan interstitiella rum-
met och blodbanan (10). Medan den fria
fraktionen av en metabolit, ett lakemedel,
ett hormon eller en metalljon vanligen inte
paverkas av kroppsstédllningen, paverkar
kroppsstéllningen den fraktion som dr bunden
till protein, t.ex. albumin. I blodprover fran
personer i sittande stéllning ses i allmédnhet en
O0kning av de flesta celluldra och makromole-
kylara substanserna jamfort med blodprover
fran personer i liggande stdllning (10).

Behovet att standardisera patientens
kroppsstéllning vid provtagning dr uppenbart.
Atminstone maste man veta i vilken omfatt-
ning och riktning fordndringarna sker da
stdllningen dndras fran liggande till sittande.

Enligt den skandinaviska rekommendationen
for sammanstéllning av referensviarden (25)
borde rorliga patienter sitta i minst 15 minuter
fore provtagning. Fordndringar i plasmavoly-
men i samband med fordndrad kroppsstéll-
ning eller vid anvidndning av stasslang kan
péverka koncentrationen av flera substanser.
Det har foreslagits att blodprov borde tas
sedan patienten suttit i 15 minuter, utan stas-
slang och helst pa morgonen pa fastande mage
(26). Detta forfaringssatt minskar effekten av
ménga preanalytiska faktorer, vilket vi har
visat for en del substanser (9-11). Tyvérr bryr
man sig ofta inte om saddana procedurer. Det
finns ett anmérkningsvart undantag: Idrotts-
mén verkar vara mycket noga med att inta
en standardiserad kroppsstillning innan de
ldmnar blodprov for métning av hemoglobin-
koncentrationen (3).

Samuverkan av flera preanalytiska faktorer

Vi har nyligen hos unga kvinnor undersckt
inverkan av menstruationscykeln, oral kon-
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traception och fysisk trdning pa tranings-
inducerade (kort- och langvariga intensiva
ovningar) forandringar i cirkulerande de-
hydroepiandrosteron (DHAE) -sulfat samt
testosteron, urinutsondring av DHEA, dess
metabolit androsteron och nandrolonmeta-
boliter (19-norandrosteron och 19-noretioc-
holanon) (8, 20-22). Nandrolonutsondringen
paverkades inte av menstruationscykelns fas
(tidig/follikulédr jamfért med mellan/luteal),
foregdende motion, oral kontraception eller
akut fysisk anstrdngning. Hos alla forsoks-
personer orsakade langvarig anstrdngande
motion en signifikant stegring av cirkulerande
DHEA-s och testosteron samt av androste-
ronutsondringen i urinen. Kortvarig motion
orsakade en signifikant stegring i cirkulerande
DHEA hos otridnade forsokspersoner och
hos viltrdnade férsckspersoner med fysiolo-
gisk menstruationscykel. Oral kontraception
minskade de fordndringar som orsakades av
kortvarig motion.

Dessa resultatserier ar av vikt niar man tolkar
data fran dopingkontroll pa idrottare.

Fysisk anstringning och metabolomik

Metabolomik #r det systematiska studiet av
de unika kemiska fingeravtryck som speci-
fika celluldra processer lamnar efter sig; mer
specifikt studiet av metabolitprofiler med av-
seende pa sma molekyler (27). Metabolomik
dr dirfor en vittomfattande metod for meta-
bolitanalys, ddr man méter biologiska provers
overgripande metabola profil. Vi anvdnde
detta tillvagagangssitt for att undersoka for-
dndringar i urinens biokemiska profil orsakad
av fysisk anstrdngning (23). Den anstréangning
vi undersokte var intensiv men kortvarig (30
sekunder). Proverna analyserades med 1H
NMR-spektroskopi, och multivariata sta-
tistiska metoder anvéndes for att analysera
data. Som véntat orsakade intensiv fysisk
anstrangning ménga forandringar i prover-
nas metabola profil, bdde hos otrdnade och
véltranade forsokspersoner. Fordndringarna
forblev signifikanta mer 4n en timme efter
avslutad anstrdngning. Darfor borde hard
fysisk anstrdngning beaktas som en viktig
biologisk faktor som paverkar experiment-
resultaten vid studier i metabolomik inom
farmakologi och toxikologi samt vid kliniska
studier, och betydelsen av att undvika denna
faktor borde beaktas da en studie planeras. I
ljuset av vara data dr metabolomik & andra
sidan ett lovande verktyg med vilket man kan

profilera idrottares urin for att f4 en insikt i
det fysiologiska tillstandet samt klargora de
forandringar som orsakas av kortvarig inten-
siv fysisk anstrdngning.

Nuvarande och framtida forskning om
preanalytiska faktorer

Antalet publikationer om preanalytiska fak-
torer i Medline &r for nirvarande over 500.
Detta antal &r globalt sett ratt litet, men det
dr intressant att 20 procent av artiklarna har
publicerats under de tva senaste aren, vilket
aterspeglar den okande forstaelsen av hur
viktigt omradet dr. Ett tidigt undantag dr Do-
nald Youngs bok (28). Det &r ocksa lovande
att forfattare nu for tiden beaktar inverkan
av preanalytiska faktorer d& nya tekniker
utvecklas (29, 30). Dessutom publiceras allt
fler artiklar om faktorer som kan inverka pa
resultatet av laboratorieprover, ocksd om de
oftast inte kallas preanalytiska faktorer. Dér-
for har vart pionjararbete inte varit forgéves,
och det star klart att mycket mera sadan
forskning &r i antdgande.

Slutsats och budskap att ta till sig

Andamaélet med denna 6versikt dr att upp-
mirksamma ldsaren pa inverkan av det stora
antal preanalytiska faktorer som kan paverka
resultatet av laboratorieprover och andra kli-
niska tester. For att forbéttra testernas véirde
borde man dérfor bemdda sig om att begrénsa
inverkan av forvrdngande faktorer, nér detta
ar nodvandigt. En nyckelstrategi dr att infora
och folja (!) standardiserade procedurer for
hur prover ska tas och behandlas, och att
rutinméssigt rapportera till klinikern d4 man
har avvikit fran de rekommenderade proce-
durerna. Flera andra problem borde ocksa
angripas, som behovet av en standardisering
av de analytiska metoderna och utvecklingen
av lampliga samlingar av referensviarden och
referensintervall.

Prof. Benoit Dugué

Université de Poitiers

Faculté des Sciences du Sport et Laboratoire
des Adaptations Physiologiques aux Activités
Physiques (EA 3813)

4 alleé Jean Monnet

86000 Poitiers
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Renin-angiotensinsystemet
- en uppdatering

FRE] FYHRQUIST OCH OUTI SAIJONMAA

Renin-angiotensinsystemet (RA) ar av central betydelse fér regleringen av hela kroppens
vatskebalans och blodtryck men ocksa fér den lokala regleringen av funktioner i flera organ
och vdvnader, t.ex. blodkérl, njurar, hjarta och hjarna. Laikemedel med hammande verkan
pa renin-angiotensinsystemet — har kallat RA-systemet — har visat sig effektiva bade vid
prevention och behandling av kardiovaskuldra sjukdomar, framst hypertension och hjartsvikt,
vilket har understrukit RA-systemets patofysiologiska roll vid dessa tillstand. Detta &r relativt
vél kdnt, medan de nyaste forskningsronen om RA-systemets nyupptackta komponenter och
deras funktioner ar relativt okdnda. Detta galler negativa, proinflammatoriska effekter, sasom
induktion av oxidativ stress, hypertrofi och fibros, men ocksa positiva verkningar, t.ex. vasodi-
laterande och antihypertrofiska. Den uppdaterade bilden av systemet dr synnerligen komplex
och dess mangfasetterade funktioner ar delvis outredda. Nya lovande molekyler utvecklas
med sikte pa ytterligare forbattring av vara terapeutiska mojligheter genom modulering av
RA-systemets funktioner.

Inledning

Robert Tigerstedt, sedermera medlem av
och ordférande for Finska Lékareséllskapet,
beskrev 1898 en blodtryckshdjande substans
extraherad ur kaninnjure och kallade denna
substans renin (1). Han rapporterade helt kor-
rekt, att renin &r ett protein och antog att renin
dr av betydelse for blodtryckets reglering och
hjdrthypertrofi, vilket senare visade sig vara
riktigt. P4 den tiden fanns inte de protein-
kemiska och molekylbiologiska metoder som
har mojliggjort identifieringen och karakteri-
seringen av komponenterna i det komplexa
renin-angiotensinsystem som vi i dag kénner
till det over 110 ar senare. Likemedel som
blockerar RA-systemet, forst ACE-hdmmare,
sedan angiotensinreceptorblockerare har
spelat en viktig roll vid behandling av hyper-
tension och hjartsvikt, de har dven visat sig
effektiva vid prevention av hjért- och kérl-
sjukdomar. Nyligen har dven reninhdmmare
visat sig sdnka blodtrycket, men &n sa lange
saknas uppgifter om deras preventiva effekt.
Fortfarande upptidcks nya funktioner och
aspekter av RA-systemet.

Angiotensin(er)

Inte forrdn sent pa 1930-talet, ndra 40 ar efter
upptédckten av reninet, kom forskningen péa
renin-angiotensin i gdng pa allvar. Tva forskar-
grupper, en i Argentina och en i USA, visade
att renin inte har direkt vasokonstriktiv effekt
utan enzymatiskt spjalkar en vasokonstriktiv
dekapeptid fran ett postulerat substrat, angio-
tensinogen (som identifierades langt senare).
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MKD Frej Fyhrquist &r professor emeritus och
specialist i invartesmedicin. Han har forskat i
renin-angiotensinsystemet och vasoaktiva pepti-
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Figur 1.

Ett forenklat schema 6ver det "klassiska” renin-angio-
tensinsystemet och dess samband med kallikrein-
kininsystemet. Kliniskt obevisad relevans anges med
streckad pil och fragetecken. CNS = Det centrala
sympatiska nervsystemet (Modifierat fran ref. 2, med

tillstand).

Figur 2.

De argentinska forskarna kallade denna pep-
tid angiotonin, medan den amerikanska grup-
pen bendmnde den hypertensin.;man enades
till slut om en kompromiss, angiotensin.

Det "klassiska” renin-
angiotensinsystemet

Intensiv forskning ledde till fordjupade insik-
ter om RA-systemet, och i borjan av 1970-talet
hade bilden av det "klassiska” renin-angioten-
sinsystemet (Figur 1) tagit form. Man ansag
att dess komponenter framst finns i blodom-
loppet och att dess verkningar huvudsakligen
medieras av angiotensin typ 1l-receptorn
(AT1R). Det hade klarlagts att renin bildar en
biologiskt inaktiv dekapeptid, angiotensin 1,
fran vilken angiotensinkonvertas (ACE) dar-
efter spjélkar tva aminosyror, vilket resulterar
i oktapeptiden angiotensin II (Ang II), som

> IRAP

Den nuvarande uppfattningen om RA-systemet. Observera att endast
heldragen pil anger kliniskt val dokumenterad effekt, medan streckad pil
anger verkningar som hérletts ur experimentell forskning men dnnu inte
verifierats kliniskt. (Modifierat fran ref 2, med tillstand)

fortfarande anses vara den viktigaste medi-
atorn av RA-systemets verkningar. Betydelsen
av angiotensin typ 2-receptorn (AT2R), som
medierar motsatta effekter jamfort med AT1-
receptorn, dr dnnu oklar.

RA-systemet uppdaterat

Var uppfattning om RA-systemet har diver-
sifierats (2) och blivit langt mer komplex dn
péa 1970-talet (Figur 2). Nya komponenter
som identifierats &r bl.a. heptapaptiderna
angiotensin III (Ang III) och angiotensin 1-7,
samt hexapeptiden angiotensin IV (Ang IV),
och enzymet ACE2. Dessutom har man iden-
tifierat och karakteriserat "nya” receptorer:
renin/prorenin-, mas-, och IRAP-receptorn
(Figur 2) och beskrivit talrika biologiska verk-
ningar medierade av dessa receptorer (Figur
3). Intensiv forskning pagar for att klarldgga
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Figur 3.

Biologiska verkningar medierade av angiotensin-peptider och renin/prorenin via motsvarande receptorer (modi-

fierat fran ref. 2, med tillstand).

den fysiologiska och kliniska betydelsen av
dessa senare upptédckta renin-angiotensin-
komponenter.

Efter 1970-talet har det ocksé klarlagts att
det utom det ”klassiska, cirkulerande” RA-
systemet finns lokala RA-system i néstan alla
organ och vivnader. Aven intracellulidrt har
RA-systemets komponenter pavisats, systemet
har alltsa savél en endokrin och en parakrin,
som en intrakrin dimension. Speciellt in-
tressant dr att flera lokala RA-system, t.ex.
njurarnas, hjarnans och hjartats, har en hog
grad av autonomi.

RA-systemets manga funktioner

RA-systemet intar en central position vid
regleringen av blodtryck och vitskebalans.
Mindre vil kdnd &r systemets betydelse for
cellproliferation, hypertrofi, fibros, oxidativ
stress och inflammation bl.a. i aterosklero-
tiska blodkidrl. RA-systemets aktiva kom-
ponenter utdvar sina komplexa effekter via
olika receptorer. Dessa verkningar kan vara
motsatta (Figur 3), vilket kan uppfattas som
en "ny” niva (yin och yang) for en balanserad
reglering av RA-systemets funktioner. D&
man beaktar att de olika receptorernas ut-
tryck vid organskada varierar fradn organ till
organ till f6ljd av alder och paverkan av vissa
lakemedel, blir den sammanlagda "nettoef-
fekten” av RA-systemet mycket svarbedomd.
Resulateten av kliniska undersékningar med
inhibitorer (ACE-hdmmare, AT1R-blockera-

re) kan hérvidlag vara av nytta till vilket vi
aterkommer.

Angiotensin IT (Ang II) kvarstdr som den
kliniskt viktigaste och bést dokumenterade
peptiden inom RA-systemet. Ang II verkar
via AT1- och AT2-receptorerna, som medierar
principiellt motsatta verkningar (Figur 3).
Ang II reglerar blodtrycket och vitskebalan-
sen via vasokonstriktion, sympatikusstimu-
lering, aldosteronsyntes och 6kad bildning
av antidiuretiskt hormon. Senare har man
observerat att Ang II &ven stimulerar cellpro-
liferation, hypertrofi och fibros. Okad produk-
tion av oxidativa radikaler leder sannolikt till
accelererad inflammation och ateroskleros.
Tack vare tillgangen till ACE-hdmmare och
AT1R-blockerare har den frimsta kliniska
betydelsen av Ang II och dess verkningar
via AT1R-receptorn blivit vdl dokumenterad,
medan den kliniska betydelsen av Ang III,
Ang IV och de Gvriga receptorerna inom RA-
systemet (Figur 3) dnnu &r oklar.

Angiotensin III (Ang III), en heptapeptid,
verkar liksom Ang II via bdde AT1R- och
AT2R-receptorerna. Vissa djurexperiment
tyder pa att Ang III kan spela en viktig roll
i njurarna genom att inducera natriures via
AT2R-receptorer (3) och genom att stimulera
frisdttning av ADH ur hypofysen (4).

Angiotensin IV (Ang IV) dr en hexapeptid
och verkar via en receptor kallad IRAP (In-
sulin Regulated Amino Peptidase) (5). Ang IV
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orsakar renal vasodilatation, hypertrofi, och
inducerar transkriptionsfaktorn NF-kB, vilket
leder till 6kad syntes av proinflammatoriska
faktorer sasom PAI-1, interleukin-6 och tumor
necrosis factor-a (6, 7). Sannolikt har Ang IV
en roll i kardiovaskulér patofysiologi.

Angiotensin 1-7 (Ang 1-7), uppkommer
framst ur Ang II genom enzymatisk spjalk-
ning via ACE2 (Figur 2). Denna heptapeptid
ansags ldnge vara biologiskt inaktiv. Verkning-
arna av Ang 1-7 dr motsatta jimférda med
Ang I1 (8-10) och medieras av mas-receptorn
(Figur 3). Ang 1-7 &r vasodilaterande, for-
béttrar endotelfunktionen och stimulerar
NO-bildning samt inhiberar proliferation
och fibros. Darmed kan Ang 1-7 betraktas
som en positiv faktor inom kardiovaskuldr
patofysiologi, men de kliniska bevisen for
detta saknas dn sa ldange.

Angiotensinkonvertas (ACE eller ACE 1) &r
genom sin centrala position i RA-systemet
(Figur 2) ett naturligt mal for utvecklandet av
inhibitorer, vilket vi aterkommer till. Regle-
ringen av ACE och dess uttryck i olika vdvna-
der och organ har studerats med intressanta
resultat. Uttrycket av ACE okar bl.a. i lungor
och njurar vid behandling med ACE-hdmmare
(11), och i myokardiet vid hjértinfarkt. Ator-
vastatin minskar ACE-uttrycket i makrofager
(12). Det dr oklart om dessa observationer har
klinisk betydelse.

Angiotensinkonvertas 2 (ACE 2) upptacktes
ar 2002 (13-15). Den viktigaste uppgiften for
ACE 2 anses vara att bilda Ang 1-7 frdn Ang I1
(Figur 2). Detta intressanta "nya” enzym ut-
trycks rikligast i njure, hjarta, hypotalamus
och stora blodkérl. ACE 2 har rapporterats
vara visentligt for hjirtats normala funktio-
ner (16), vilket vissa forskare har betvivlat
(17). ACE 2 antas reglera balansen mellan
Ang 2 och Ang 1-7 i hjarta, blodkérl och
njurar och anses utgéra en motvikt till Ang 2
(18, 19). Uttrycket av ACE 2 6kar i myokar-
diet vid hjartinfarkt (20) och vid behandling
med ACE-hdmmare eller AT1R-blockerare.
Dessa och liknande iakttagelser har lett till
antagandet att ACE 2 har en kardiovaskulért
balanserande och skyddande funktion.

Alternativa uppkomstsitt for Ang 2 och Ang
1-7 (Figur 2) har beskrivits, men deras even-
tuella kliniska betydelse har inte klarlagts. Till
exempel kymas kan enzymatiskt bilda Ang II
fran Ang I in vitro, men solida bevis saknas

for att detta kunde ha klinisk betydelse. Ang
1-7 kan &ven bildas ur Ang 1 och Ang 1-9
med hjilp av neutralt endopeptidas och ACE
(Figur 2).

Renin/proreninreceptorn (RPR) klonades
ar 2002 (21). Denna receptor binder bade
renin och inaktivt prorenin, som aktiveras da
det binds till receptorn (22). RPR-receptorn
aktiverar generna for TGFR, PAI-A, och kol-
lagen, och befordrar inflammation och fibros.
Det finns rikligt med RPR-receptorer i hjarta,
hjdrna och placenta, mindre mingder finns
i njure, lever och visceral fettvdvnad (22).
RPR-receptorn anses bidra till den lokala bild-
ningen av angiotensiner i olika vdvnader.

Lokala RA-system

Lokala RA-system har identifierats i de
flesta organ och vidvnader (23). Dessa system
innehaller alla RA-systemets komponenter,
men storsta delen eller t.o.m. 100 procent av
reninet torde hiarstamma fran njurarna (23).
Vissa lokala RA-system fungerar autonomt,
t.ex. i hjdrnan och binjurarna, medan andra
lokala RA-system anses samverka med det
cirkulerande RA-systemet (23). Lokala RA-
system har lokala vdavnadseffekter som omfat-
tar reglering av proliferation, hypertrofi och
organfunktion, t.ex. i njurar, hjirta, hjarna
och pankreas (23, 24). Det cirkulerande RA-
systemet anses ndrmast vara en reglerare av
blodvolym, elektrolytbalans och blodtryck
(23).

Aktuell forskning har speciellt intresserat
sig for RA-systemen i hjdrta, hjérna och fett-
vdvnad. ACE 2 induceras vid myokardiet vid
hjartinfarkt (20), vilket leder till 6kad koncen-
tration av den protektiva peptiden Ang 1-7 i
den periischemiska zonen. Ocksa behandling
av hjirtsvikt (25) med ACE-inhibitorer (26)
inducerar ACE 2 i hjartmuskel. Eventuellt
forklarar detta delvis den gynnsamma effekten
av ACE-inhibitorer vid dessa tillstdnd. Hjar-
nans RA-system medverkar via AT1-receptorn
till regleringen av blodtryck, intag av salt
och vatten samt frisdttning av antidiuretiskt
hormon (27), medan AT2-receptorn medie-
rar regeneration av nervceller (28). Ang II,
III, IV och Ang 1-7 anses paverka vissa
centralnervosa processer, bl.a. inlirning och
minne (28). Fettvidvnad innehaller ocksa alla
RA-systemets komponenter. Systemet anses
reglera ackumuleringen av visceralt fett, och
kan spela en viktig roll i det metabola syndro-
mets patofysiologi (29).
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Figur 4.

RA-systemet kan blockeras pa tre- punkter. ARB =
AT1-receptorblockerare (modifierat fran ref. 2, med
tillstand).

Mutationer

Mutationer inom RA-systemet har visat sig
ha signifikanta samband med hypertension
och kardiovaskuléra sjukdomar (30-32), inte
ovintat med tanke pé systemets betydelse for
hemodynamiken och cirkulationens fysiologi.
Singel-nukleotid polymorfier i generna for
angiotensinogen, AT1- och AT2-receptorerna,
ar relaterade till hogt blodtryck. En muta-
tion i AT2-receptorn visades nyligen leda till
mental retardation (33) medan en mutation
i RPR-receptorn leder till mental retardation
och epilepsi (34). Dessa och andra observa-
tioner har avslgjat att RA-systemet &r viktigt
ocksa for hjarnans utveckling och kognitiva
funktioner.

Farmakologiska synpunkter

Farmakologisk inhibiton av RA-systemet
blev kliniskt mojligt genom utvecklandet av
den forsta oralt verksamma ACE-hdmmaren

kaptopril (35), som for en tid blev varldens
mest sélda likemedel. Kaptoprilets utveck-
lingshistoria fran ett ormgift till lakemedel
ar fascinerande (35). Andra ACE-hdammare
med forbdttrade egenskaper utvecklades
snabbt. ACE-hdmmare hor nu till de mest
anvidnda blodtrycksmedicinerna i Finland.
ACE-hdmmarnas svaghet &dr biverkningarna
(hosta och mycket sillan angioneurotiskt
O0dem). AT1-receptorblockerare kom i borjan
av 1980-talet, forst losartan, senare foljt av
andra ”sartaner”. Sartanerna har erdvrat en
betydande del av marknaden och kar alltjamt
sin andel. De dr sa gott som fria fran biverk-
ningar. Ar 2008 lanserades den forsta renin-
inhibitorn (36) i Finland, ocksa den néstan
fri fran biverkningar. ACE-héimmare, sartaner
och renininhibitorer séanker blodtrycket lika
effektivt (37). Medan bade ACE-hdmmare
och AT1-receptorblockerare minskar kar-
diovaskuldr morbiditet och mortalitet, finns
det dnnu inga kliniska bevis for detta nér det
géller renininhibitorer.

ACE-hdmmarnas och AT1-receptorblock-
erarnas gynnsamma effekter anses av en del
forskare bero nastan uteslutande pa blod-
tryckssdnkning (37), medan andra anser att
béade ACE-hdmmare och AT1-receptorblock-
erare har gynnsamma verkningar oberoende
av blodtryck (38-41). Speciellt hos patienter
med diabetes har dessa lidkemedel klart reno-
protektiva effekter som inte helt kan forklaras
med en sdnkning av blodtrycket (42, 43).
Det har ocksa visats att ACE-hdmmare och
AT1-receptorblockerare minskar risken for ny
diabetes jamfort med andra blodtrycksmedi-
ciner (15, 40). Mekanismerna bakom denna
iakttagelse har inte d&nnu helt forklarats, men
gynnsamma effekter pa insulinfrisdttning,
insulinresistens, muskelgenomblodning, ka-
lium- och magnesiumbalans samt minskad
uppkomst av oxidativa radikaler har foresla-
gits (43).

Utom minskad risk for utveckling av
diabetes har AT1-receptorblockerare visat sig
forhindra slaganfall (stroke) béttre &n beta-
blockerare (15). Detta har forklarats med att
AT1-receptorblockerare sdnker det centrala
blodtrycket betydligt mera &n betablockerare
(44), men ocksa andra gynnsamma effekter av
AT1-receptorblockad kan medverka. I LIFE-
studien visades ocksa att risken for utveckling
av formaksflimmer minskade med 33 procent
hos patienter som behandlades med AT1-re-
ceptorblockerare jamfort med atenonol (45).
Detta kan forklaras av att angiotensin II kan
framkalla arytmier via AT1-receptorn .
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Vi har hdr ndmnt négra viktiga fordelar
av att behandla hypertension med ACE-
hdmmare eller AT1-receptorblockerare.
Dessa och andra fordelar kan forklara dessa
ldkemedels allt starkare position bland blod-
tryckssankande mediciner och en allt mer
restriktiv instédllning till betablockerare vid
okomplicerad hypertension. Eftersom majori-
teten av patienter med hogt blodtryck kraver
terapi med minst tva ldkemedel, &r valet av
rétt lakemedelskombination en av de hetaste
fragorna inom behandlingen av hypertension.
Det har varit ett axiom att ACE-blockerare
eller AT1-recptorblockerare helst kombineras
med diuretika. ACCOMPLISH-studien visade
nyligen att en kombination med kalciumka-
nalblockerare kan vara dnnu béttre (46).

Framtiden far utvisa om pagéende forskning
leder till ytterligare mojligheter att modulera
RA-systemets aktivitet och forbéttrad behand-
ling av kardiovaskuldra sjukdomar. Ett intres-
sant exempel dr stimulering av AT2-receptorn,
som férmedlar gynnsamma verkningar (Figur
3). En sddan AT2-receptoragonist har nyligen
visat sig skydda myokardiet mot apoptos och
inflammation vid experimentell hjartinfarkt
(47) och kommer att genomgé klinisk prov-
ning. Agonister foér mas-receptorn (Figur 3)
kan dven komma ifraga, likaséd blockad av
renin/proreninreceptorn. Vi kan vénta oss
en intressant ytterligare utveckling av vara
kunskaper och terapimdijligheter relaterade
till RA-systemet.
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Hjartats stamceller och
regeneration vid hjartskada

ILKKA TIKKANEN, PA1vi LAKKISTO, HELI SEGERSVARD,
JuHA-MATTI SIREN, HANNA FORSTEN, EEVA PALOJOKI OCH MIKA LAINE

Nya forskningsresultat har visat att hjdrtat, benmargen och vissa andra vavnader innehaller
stamceller eller progenitorceller som kan aktiveras for att bilda nya hjartmuskelceller och
blodkarl vid hjartskada. Denna upptackt 6ppnar en alldeles ny mojlighet for att forhindra
och behandla hjartsvikt efter hjartinfarkt eller vid andra hjartsjukdomar.Genom forstarkning
av hjartats egen regenerationsférmaga kan det i framtiden bli mojligt att betydligt forbattra
behandlingsresultaten vid hjartsjukdomar. Detta kan dstadkommas antigen med cellterapi
dar man injicerar isolerade, kardiomyogena stam/progenitorceller i hjartcirkulationen eller
direkt i hjartmuskeln eller genom att stimulera hjartats egna stamceller och regenerationsme-
kanismer. Det sistnamnda alternativet tycks for tillfallet vara mer lovande eftersom effekten
av direkt cellterapi pa hjartats funktion och hjartinfarktens storlek hittills har varit begransad i
kliniska studier.Fortsatt forskning behovs for att utreda regleringen av hjartats stamceller eller
deras och andra progenitorcellers roll i regenerationen av hjartat vid olika hjartsjukdomar.
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Inledning

Viasentliga strukturella fordndringar vid ut-
vecklingen av hjartsvikt innehaller hjartcel-
lernas 6vervixt och 6kad bildning av bind-
vidvnad samt forlust av hjartceller pa grund
av programmerad celldod, apoptos. Dessa
forandringar dr typiska for fenomenet med
ombyggnad (remodelling) efter hjartinfarkt
men férekommer i alla former av hjartsvikt.
Ischemisk hjértsjukdom, hypertension med
hypertrofi av hjértat, idiopatisk dilaterande
kardiomyopati, samt diabetisk kardiomyopati
kan alla leda till dessa forandringar i hjértat
och till kronisk, irreversibel forlust av hjartats
funktion. Liknande fordndringar ser man &ven
i det aldrande hjértat vid hog alder. Nuva-
rande kardiovaskuldra mediciner kan férdroja
utvecklingen av dessa mélorganskador men
slutligen endast delvis férhindra morbiditet
och mortalitet i hjédrt- och kérlsjukdomar.
Man har tidigare ansett att hjértceller inte
kan fordelas eller fornyas efter hjartinfarkt
eller vid andra kroniska hjirtsjukdomar. A
andra sidan vet man att den apoptosinduce-
rade forlusten av hjartmuskelceller leder till
minskningen av cellantalet om nya celler inte
bildas. Man har beréknat att apoptos med en
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Figur 1.

Hjartat reagerar mot patologisk 6verbelastning
genom kardiomyocyt hypertrofi och kardiomyo-
cyt proliferering

Nya forskningsresultat har visat att hjartat innehaller stamceller som kan aktiveras for att bilda nya hjartmuskel-

celler och blodkarl vid hjartskada (1).

hastighet av 0,1-0,3 % leder till en forlust av
hela hjdrtat inom nagra ar. Darfor har man
foreslagit att hjdrtat maste innehalla en rege-
nerationsmekanism som bildar nya hjartceller
efter hjartskada. Nya forskningsresultat har
faktiskt kunnat bevisa att det finns stamceller
i hjartat som kan aktiveras och foérdelas for
att bilda ny hjartvdvnad vid hjartskadan (1,
2), (Figur 1).

Upptédckten av hjértats egna stamceller 6pp-
nar en alldeles ny moijlighet for att férhindra
och behandla hjartsvikt efter hjéartinfarkt och
vid andra kroniska hjartsjukdomar. Genom
att kombinera nuvarande behandlingsprin-
ciper for hjartsvikt med mojliga behand-
lingsmetoder for att forstdrka hjartats egen
regenerationsforméga blir det kanske mojligt
att betydligt forbéattra behandlingsresultat av
hjartsjukdomar i framtiden. En alternativ be-
handlingsmoijlighet 4r att tillimpa cellterapi
med stamceller eller progenitorceller isolerade
fran vdvnaden utanfor hjirtat. For ndrvarande
vet man dock alldeles for litet om regleringen
av hjdrtats stamceller eller deras och andra
progenitorcellers roll i regenerationen av
hjartat vid olika hjartsjukdomar (3).

Ursprunget till hjartats stamceller

Kardiomyogena stamceller utanfor hjdrtat

Utover att dkta embryonala stamceller kan
bilda alla former av hjartceller och blodkérls-
celler, har man kunnat identifiera manga olika
stamceller som forekommer vid vuxen alder

(adult type) och har kardiomyogen potential
(4, 5). Dessa celler kan vara antingen hjértats
egna stam/progenitorceller eller celler som
har ursprung utanfor hjartat i andra vav-
nader (non-resident), sarskilt i benmérgen.
Benmaérgen innehaller olika cellpopulationer
som har forméga att proliferera, migrera och
differentiera till hjartmuskelceller, bindvav-
nadsceller, endotelceller och blodkérlens
glattmuskelceller. Hematopoetiska stamceller,
endotelialaprogenitorceller, mesenkymala
stamceller, multipotenta adulta progenitorcel-
ler och sa kallade side population-celler kan
alla ge upphov till celler som beh&vs for hjar-
tats regeneration och nyformation av blodkérl.
Navelstrangen innehaller flera progenitor-
cellspopulationer inklusive hematopoetiska
stamceller, mesenkymala stamceller samt
endoteliala progenitorceller. Cirkulerande
endoteliala progenitorceller visar ocksa viss
kardiomyogenisk potential. Nyligen har man
kunnat bevisa att dven fettvdvnadsceller har
kapacitet att forvandlas till hjartmuskelceller
och blodkaérl. Vid cellterapi for hjartskada har
man ytterligare anvént skelettmyoblaster som
har potential for differentiering till fungerande
myotuber och skelettmuskelfibrer (Figur 2).

Hjdirtats egna stamceller

Pa grund av uttrycket av speciella stamcells-
markorer i celler isolerade fran hjartat har
flera forskningsgrupper kunnat demonstrera
att hjartat sjdlvt innehéller stamceller eller
progenitorceller. Dessutom kan dessa celler
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aktiveras for att proliferera och bilda nya
hjartmuskelceller och blodkérlsceller (1,
4, 5). Fyra av hjartats olika stamcells- eller
progenitorcellspopulationer har isolerats: 1)
c-Kit-celler (the receptor tyrosinekinasec-Kit),
2) Sca-1-celler (stem cell antigen-1) 3) side
population-celler, och 4) Isl-1-celler. Skep-
tiska forskare har dock kritiserat dessa fynd
for att vara artificiella pa grund av cellfusion
eller t.ex. dedifferentiering av hjartmuskelcel-
ler beroende péa experimentférhallandena.
Man har ocksé pastatt att &ven hjértats "egna”
stamceller d&nda kan ha sitt ursprung utanfor
hjartat.

Cellterapi vid hjartskada

Experimentella studier har visat att cellterapi
med kardiomyogena celler kan férbéttra hjért-
perfusion och hjartats kontraktilitet (6, 7). Det
finns flera olika mojligheter for cellterapin att
kunna paverka hjartats funktion och struktur
(Figur 3). Stam- eller progenitorceller kan
transdifferentieras till hjartmuskelceller, endo-
teliala celler och glattmuskelceller samt bilda
nya blodkérl och fungerande ny hjartmuskel
(4, 7). En annan mekanism skulle vara fusion
med existerande hjartmuskelceller eller blod-
kérlsceller. Under bade experimentella och
kliniska forhallanden bevaras endast ett fatal
av de injekterade stamcellerna, och storsta
delen inforlivas- inte i hjartvdvnaden pa lang
sikt. Man har darfor foreslagit att effekten av
cellterapi pa hjartats struktur och funktion

till storsta delen beror pa parakrina meka-
nismer genom sekretionen av proangiogena
cytokiner eller mobiliseringen av hjartats
egna stamceller eller aktiveringen av andra
regenerationsmekanismer (4, 7, 8). A andra
sidan kan cellterapi forhindra det negativa
fenomenet med remodelling efter hjartskada
genom att forhindra hypertrofi och ofordel-
aktig drrbildning.

Olika celltyper inklusive benméargsceller,
skelettamyoblaster, hjdrtats egna progenitor-
celler, fettvavnadsceller, navelstrangsceller
och embryonala stamceller har provats for
hjartreparation bade experimentellt och i
kliniska studier. Vid kliniska studier kan cell-
terapin ges intravenost, genom intrakoronar
infusion eller genom direkt injektion i hjért-
muskeln (4, 7).

I kliniska undersokningar tycks cellterapin
med benmargsceller vara trygg bade pa kort
och pé lang sikt. Transplantation av skelett-
myoblaster har varit associerad med en 6kad
risk for biverkningar i form av ventrikulédra
rytmstorningar, som ventrikuldr takykardi.
Funktionella resultat av kliniska celltrans-
plantationsundersokningar har ddremot varit
en besvikelse. Effekten pa hjartats funktion
eller hjartinfarktens storlek efter hjartinfarkt
i olika kliniska serier har varit kliniskt obe-
tydlig eller ytterst bristfillig (7). Orsaken for
misslyckade resultat kan vara antingen att
antalet celler som anvénts for celltransplan-
tation redan teoretiskt sett har varit for litet
eller att cellernas overlevnad i ett ischemiskt

Fettvdavnadsderiverade celler

o i

k:

Benmargsceller

Navelstrangsceller

Skeletal myoblaster

__-_'\.o:

l;:ﬁ’ﬂﬂ >

" Embryonala stamceller

-.ga Hjartats egna stamcelleer

Figur 2. Ursprunget till celler som har anvants for hjdrtregeneration (7).
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Differentiering av hjartmuskelceller
HJARTATS REGENERATION

KARDIOMYOGENESIS

N - I -
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Differentiering av endoteliala
och glattmuskelceller —>

VASKULOGENESIS

Figur 3.

NEOVASKULARISERING

Mojliga mekanismer som forklarar hur cellterapi kan dstadkomma hjartats regeneration efter hjartskada (8).

omrade i hjértat har blivit omojligt eller alltfor
kort for att astadkomma ny muskelvdavnad
och nya blodkérl.

Forstarkning av hjartats endogena
regenerationsformaga

Eftersom effekten av exogen cellterapi har
varit mer eller mindre begridnsad, har man
foreslagit en alternativ strategi som baserar sig
pa att forstdrka hjdrtats egen regenerations-
férmaga (1). Man har kunnat visa att vissa
tillvaxtfaktorer (framfor allt HGF, hepatocyt-
tillvaxtfaktorn; och IGF-1, insulinliknande
tillvaxtfaktorn-1) stimulerar mobiliseringen
och proliferationen av hjartats progenitorcel-

Figur 4.

Hjartats regeneration efter experimentell
hjartinfarkt. Hjartmuskelceller, som uttrycker
de hjartmuskelcellsspecifika antigenerna MHC
eller cTnl, uttrycker ocksa proliferationsmarko-
rerna Ki67 (A) eller PCNA (B). C): En hjartmus-
kelcell i mitos (HistH3P+). D): BrdU-positivitet
anvandes for att marka nya, nyligen uppkomna
hjartceller efter hjartinfarkt (14).

ler (9). Genom att behandla hjirtats stam-
celler med HGF och IGF-1 har man lyckats
astadkomma regeneration av hjartskada efter
experimentell hjirtinfarkt. Nygenererat, fung-
erande myokardium i stéllet for drrbildning
kunde pévisas i kombination med forbattrad
hjértfunktion (5, 9).

Man vet att stamcellerna sjdlva utsondrar
flera olika cytokiner och andra parakrina
och angiogena faktorer (4, 5, 8). Dessa cy-
tokiner och tillvixtfaktorer kan inducera
cellprotektion och regeneration samt neo-
vaskularisering. Deras roll i regleringen av
stamcellssignalering, differentiering och
mobilisering tycks vara komplex, vilket man
bara preliminért har borjat forsta. Stamcel-
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Figur 5.

Hemoxygenas (HO)-1 och biologiska aktiva molekyler som bildas genom nedbrytningen av hem.

DAPI

Figur 6.
Ackumulering av C-kit-positiva stamceller i infarktom-
radet (10).

ler och deras parakrina faktorer kan dven
péverka fenomenet remodelling i hjartat,
kontraktilitet och hjidrtmetabolism. A andra
sidan vet man alldeles for litet om hur andra
regleringsmekanismer och faktorer paverkar
hjdrtats stamcellsfunktion.

Egna studier. 1 vara egna studier har vi
ocksa kunnat bevisa att nybildning av hjart-
muskelceller definitivt 6kar efter experimen-
tell hjéartinfarkt och att denna process kan
paverkas genom olika interventioner (10).
(Figur 4).

En intressant ny mekanism som géller
hjartats regeneration och cellprotektion i
detta sammanhang dr axeln hemoxygenas-
1-kolmonoxid (HO-1-CO). Man har kunnat
bevisa att HO-1 fungerar som en endogen
skyddsmekanism i olika stressituationer.
HO-1 har antioxidativa, antiapoptotiska, anti-
inflammatoriska och antiproliferativa egen-
skaper genom nedbrytningen av prooxidativ
hem och produktionen av biologiskt aktiva
molekyler, biliverdin och CO (11, 12), (Figur
5). HO-1 och CO deltar ocksé i regleringen
av angiogenes (13).

Vi har tidigare kunnat pévisa att HO-1
(mRNA, protein) induceras efter akut hjértin-
farkt (14). Vara nya forskningsresultat antyder
att HO-1-férmedlade skyddsmekanismer
paverkar inte bara antiapoptotiskt utan dven
Okar nybildningen av hjirtceller och blodkérl
i det ischemiska omradet i hjdrtat efter hjart-
infarkt. En del av dessa skyddseffekter tycks
vara CO-beroende, eftersom behandling med
en CO-donator (metylenklorid) verkade syn-
nerligen stimulerande pa antalet stamceller i
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Figur 7.

Induktion av hemoxygenas-1 med CoPP-behandling 6kar angiogenes (A), medan behandling med en CO-dona-
tor stimulerar nybildningen av storre blodkarl (B) efter hjartinfarkt i ratta. C: Obehandlade kontrollinfarktgruppen

(10).

hjartat (Figur 6) och deras differentiering till
hjartmuskelceller och blodkérl i infarktom-
radet (Figur 7). Samtidigt 6kade genuttrycket
av tillvaxtfaktorn VEGF (vascular endothelial
growth factor) och SDF-1 (stromal cell deri-
ved factor 1), vilket star i samklang med den
centrala roll dessa faktorer har i aktiveringen
av stamceller och regleringen av angiogenes
(10).

Till slut

Stamcellsforskningen har blivit ett av kidrn-
omradena inom kardiovaskulidr medicin i hela
vérlden. I fortséttningen blir det aktuellt att
ytterligare undersoka regleringen av hjértats
stamcellsfunktion och deras roll i regenera-
tionen vid hjértskada och i utvecklingen av
kronisk hjdrtsvikt vid olika hjartsjukdomar.
Prognosen vid svar systolisk hjartsvikt dr dalig
trots effektiv behandling med nuvarande kar-
diovaskuldra likemedel. Genom forstédrkning
av hjdrtats egen regenerationsformaga blir det
kanske mgjligt att i framtiden astadkomma
betydligt battre behandlingsresultat vid hjart-
sjukdomar.

Docent llkka Tikkanen

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva
Biomedicum 2U

Stockholmsgatan 8

00290 Helsingfors

ilkka.tikkanen@hus.fi
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Sfingosinfosfat
och cellsignalering

NINA BERGELIN OCH KiD TORNQUIST

Sfingomyelin férekommer i cellmembranet hos alla eukaryotiska celler. Linge antog man att
dess funktion narmast var strukturell. De senaste femton aren har vi dock kunnat ta del av ett
enormt uppsving i intresset for denna lipid. Speciellt har forskning rérande metaboliterna
ceramid, sfingosin och sfingosinfosfat (S1P) visat att dessa utgor synnerligen viktiga intracel-
luldra och extracelluldra signalmolekyler. Ceramid och sfingosin har ndrmast visat sig inhibera
cellers proliferation och delta i initieringen av programmerad cellddéd (apoptos). Flera olika
typer av jonkanaler blockeras ocksa av dessa metaboliter. Effekten av S1P ar dédremot den
diametralt motsatta, och S1P anses allmant vara en molekyl som stimulerar éverlevnad, prolife-
ration och migration.Dessutom ar S1P en effektiv reglerare av cellernas kalciumhomeostas.Da
dessa metaboliter pd ett sa markant satt paverkar cellernas funktion, har de dven vackt mycket
intresse som mal for lakemedelsutveckling.

Inledning kopplar till olika typer av G -protein (G

Sfingomyelin bildas i cellerna genom de novo
-syntes i det endoplasmatiska nitverket utga-
ende fran serin och palmitat med hjilp av flera
transferaser, reduktaser och syntaser (1). En
viktig mellanprodukt &r ceramid, som ocksa
kan hydrolyseras till sfingosin med hjélp av
ett ceramidas. Sfingomyelin hydrolyseras till
ceramid med hjilp av flera olika sfingomye-
linaser. Metaboliterna ceramid, sfingosin och
sfingosinfosfat (S1P) dr mycket bioaktiva
lipider som péverkar sa gott som alla celler
i organismen (1, 2). S1P, som bildas genom
att sfingosinkinaser fosforylerar sfingosin,
stimulerar cellernas proliferation och modu-
lerar mangsidigt cellers kalciumhomeostas.
Forutom detta kan S1P reglera bl. a. neu-
ritretraktion, hjidrtats embryonalutveckling
samt stimulera angiogenes. Vid ischemi har
S1P ockséa en markant kardioprotektiv effekt.
Dessutom kan S1P antingen stimulera eller
inhibera cellers migration.

S1P utsondras fran trombocyter och er-
ytrocyter till cirkulationen dir det binds till
albumin och HDL. Utsondrat S1P uppnéar
fysiologiskt relevanta koncentrationer i
blodet, vilka 6verskrider EC,-virdena for
S1P-receptorerna. De flesta effekterna av
S1P medieras troligtvis via aktivering av G
-protein-kopplade receptorer. Fem receptorer
for S1P (S1P, ) har klonats (2). Receptorerna

3 q/11°
G, eller G, ,), och olika receptorer har en

klar preferens for vissa typer av G -protein.
Receptor-G -proteinkomplexet kan sedan
aktivera olika effektorer i cellerna och leda
till t. ex. aktivering av mitogenaktiverande
proteinkinaser (MAP-ERK1/2 -kinaser) el-
ler inhibering av stress-aktiverade kinaser.
Receptorerna kan via aktivering av fosfolipas
C och produktionen av inositol 1,4,5-trisfosfat
(IP,) mobilisera intracellulért bundet kalcium
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(2). Receptorerna kan dven aktivera smé
GTPaser. Flera olika S1P-receptorer uttrycks
ofta i samma cell, och stimuleringens slutre-
sultat beror pé vilka receptorer som uttrycks
och vilka G -proteiner som finns i cellerna.
Situationen kompliceras av att man dven har
identifierat dven intracelluldra effekter av
S1P, om 4n foérekomsten av en intracelluldar
receptor for S1P inte &r péavisad. Eftersom
de flesta celltyperna i organismen uttrycker
receptorer for S1P, d&r denna metabolit en
betydelsefull reglerare av cellernas funktion.
Detta antagande stods @ven av de resultat som
erhallits frdn S1P-receptor "knock-out” mdoss:
avsaknad av receptorer (eller kombinationer
av receptorer) leder till grava stérningar i em-
bryogenesen och kan vara embryonalt letala
(2). Likasé dr "knock-out” av sfingosinkinas
embryonalt letal (3).

De tva andra metaboliterna, ceramid och
stingosin, inhiberar vanligen cellernas proli-
feration och medverkar ofta vid initieringen
av apoptos. I vissa celltyper blockerar de ka-
liumkanaler och kalciumkanaler (4). Ceramid
har dérfor ansetts fungera som en endogen
tumorsuppressor. Man antar att aktiviteten
av sfingosinkinas tillsammans med den
relativa forekomsten av ceramid, sfingosin
och S1P utgor en "rheostat” i cellerna: ifall
sfingosinkinaset dr inaktivt, 6kar mdngderna
av sfingosin och ceramid, proliferationen
blockeras och cellerna kan bli apoptotiska.
Ifall sfingosinkinas aktiveras, produceras
S1P som transporteras ut fran cellen och
stimulerar cellerna, tillvéixer och prolifererar.
Eventuellt fungerar S1P som en intracellulér
budbirarmolekyl, men de flesta effekterna
uppstar da S1P transporteras ut fran cellen
och stimulerar celler via en autokrin eller
parakrin mekanism (5).

Sfingosinfosfat som
intracelluldar budbararmolekyl

Flera studier tyder pa att S1P kan fungerar
som en intracelluldr budbérare (6, 7). Normalt
dr koncentrationen av intracelluldrt S1P lag
i cellerna. Troligen uttrycker alla celltyper
stingosinkinas och enzymet aktiveras av flera
mitogener (t.ex. VEGF och PDGF) och G
-protein-kopplade receptorer. Aktiveringen
ger upphov till en snabb 6kning i intracellulért
S1P, som sedan kan frigora kalcium fran det
endoplasmatiska nitverket eller stimulera
cellernas proliferation. Cellerna uttrycker
ocksé ett S1P-fosfatas och ett S1P-lyas, som

nedbryter S1P. Dessa enzymer gor att pro-
duktionen av S1P vid stimulering enbart ar
transient (s& som det bor vara for en bud-
bararmolekyl) (2). Tva isoformer av sfingosin-
kinas har klonats och den mera undersokta
isoformen (sfingosinkinas-I, SKI) aktiveras
via en kalcium-kalmodulin- och protein kinas
C-beroende mekanism. Den SKI-inducerade
produktionen av S1P har visat sig betydelse-
full for regleringen av cellernas proliferation
och for inhiberingen av apoptos. SKII har
en diametralt motsatt effekt till SKI, emedan
den inducerar apoptos da den &veruttrycks
(se (1)). Mycket tyder pa att SKI &dr av stor
betydelse for cellernas kalciumhomeostas och
proliferation, och att detta eventuellt regleras
via en intracellulér effekt.

Sfingosinfosfat och regleringen av
intracellulart fritt kalcium

Maénga undersokningar har visat att flera
G-proteinkopplade receptorer 6kar intracel-
luldrt S1P genom att aktivera sfingosinkinas
och att detta S1P mobiliserar kalcium fran
intracelluldra forrad (2). En O0kning i intra-
celluldrt fritt kalcium erholls ocksa da S1P
mikroinjicerades i celler. Mekanismen for hur
S1P frigor kalcium fran intracellulédra férrad
i det endoplasmatiska nétverket (ER) &r for
tillfallet okdnt, men eventuellt samverkar
S1P med IP; (8). Intracellulédrt S1P har visats
aktivera inflode av kalcium 6ver plasmamem-
branen genom att fungera som en kalcium-
influxfaktor (9). Detta &r intressant emedan
sfingosin, prekursorn till S1P, inhiberar de s.k.
CRAC-kanalerna (calcium release-activated
channels); (10)). Mycket tyder alltsd pa att
S1P kan vara en del av en komplex signal-
kaskad som reglerar cellers fria intracellulédra
kalciumniva, antingen genom att mobilisera
bundet kalcium fran ER eller genom att oka
inflodet 6ver plasmamembranen. I denna
reglering har sfingosinkinas troligen en vik-
tig roll. I vaskulédra glatta muskelceller kan
S1P daremot aktivera TRPC5-kanalen (en
icke-selektiv katjonkanal horande till TRP-
superfamiljen av jonkanaler) via aktivering
av en G-proteinkopplad receptor (11). Denna
aktivering dr nodvéndig for cellernas motilitet.
Mycket tyder ocksa pé att infléde av kalcium
via TRPC-jonkanaler reglerar icke-exciterbara
cellers motilitet. Dessa observationer &dr av
klinisk betydelse da flera TRPC-kanaler &r
overuttryckta i cancerceller. Vi har ocksa
resultat som tyder pa att S1P kan aktivera
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Figur 1.

Schematisk framstéllning av sfingosinfosfat-inducerad signalerar via sina olika receptorer. Da de flesta celler ut-
trycker flera olika receptorer for sfingosinfosfat, blir signaleringsménstret i cellerna mycket komplicerat. | cancer-
celler uttrycks ofta STP1 och S1P3 starkt, vilket 6kar sannolikheten for cellmigration och metastasering.

en medlem av TRPC-familjen av jonkanaler
i skoldkortelceller via en autokrin receptor-
reglerad mekanism (12). Denna aktivering
ar troligen betydelsefull fér produktionen av
skoldkortelhormon (Figur 1).

I exciterbara celler, s& som myocyter och
hypofysceller, inhiberar sfingosin spannings-
reglerade kalciumkanaler (13, 14) och ger i
myocyter upphov till en negativ inotrop effekt.
Sfingosin forldnger den tid kanalerna haélls
stingda via en effekt som &dr beroende av in-
tracellulért kalcium (alltsa nadgon form av ater-
koppling mellan intracellulart fritt kalcium
och kanalproteinet) (14). Vi har ocksa visat,
att da vi uttrycker ett inaktivt SKI i GH,C,-
hypotfysceller, minskas inflédet av kalcium
via spanningsreglerade kalciumkanaler (15).
Det har visats att sfingosin inhiberar ryano-
dinreceptorer i exciterbara celler (16). Dartill
kan bade ceramid och sfingosin blockera na-
trium-kalcium utbytarproteinet, och ceramid
inducera en internalisering och inaktivering
av HERG-kaliumkanaler (17). Sammanfatt-
ningsvis tyder resultaten pa att aktiviteten
av sfingosinkinas dr av storsta betydelse for
regleringen av cellernas exciterbarhet, och da
det géller t.ex myocyter, deras kontraktions-
forméaga. Detta kan vara av betydelse vid olika
patologiska tillstand. Till exempel har man
visat att méangden ceramid 6kar i myocyter vid

ischemi, vilket i sin tur kraftigt kan modulera
béade kalium- och kalciumkanalers funktion.
En intressant observation dr att S1P har visat
sig ha en markant kardioprotektiv effekt vid
ischemi. Denna effekt dr troligen foljden av
en autokrin- eller parakrin signalering, da
inhibering av sfingosinkinas i myocyter klart
forsamrar cellernas Gverlevnad vid ischemi
béde in vitro och in vivo (18).

Sfingosinfosfat och cancer

S1P paverkar uppkomsten av cancerceller
och metastasering genom att inducera cen-
trala processer sasom tillvaxt, overlevnad,
adhesion, migration, samt vaskulogenes och
angiogenes till tumorer. Exogent S1P kan
stimulera migration via S1P - och S1P.-re-
ceptorerna, medan migrationen kan inhiberas
via S1P,-receptorn (1, 5). Verkningsmekanis-
merna for hur S1P inducerar migration har
beskrivits for S1P -receptorn. S1P aktiverar
via S1P -receptorn PI3-kinas, som i sin tur
rekryterar Akt till cellmembranen, ddr Akt
aktiveras och vidare aktiverar Rho-kinaset
Rac (19). Akt kan via positiv aterkoppling
aktivera S1P -receptorn, och uttrycket av
Akt dr ofta uppreglerat i t.ex. cancercellinjer
frdn skoldkorteln (20). S1P,-receptorn kan
dven aktivera Rac via p38 -MAP-kinas (21).
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Signalering via S1P,-receptorn ddremot inhi-
berar cellernas motilitet, antingen genom att
stimulera ett Rac-GTPas aktiverande protein
eller genom att inhibera Akt (22). S1P-recep-
torer kopplar dven till flera andra nedstroms
effektormolekyler som férknippas med mig-
ration och proliferation, t.e.x. MAP-ERK1/2
-kinaskaskaden. Dartill kan S1P-signalering
ocksé reglera andra centrala processer som
dr involverade i migration och metastasering,
sasom aktivering av matrix metalloproteinaser
vilka bryter ner det extracelluldra matrixet,
samt aktivering av integriner (23).

I den follikulédra skoldkortelcancercellinjen
ML-1 inducerar S1P (10-100 nM) migration
via S1P - och S1P.-receptorerna. Motsva-
rande koncentrationer av S1P 6kar dven den
kemotaktiska effekten av fetalt kalvserum.
Migrationen kan inhiberas av pertussistoxin
(Ptx), vilket indikerar att ett G, -protein &r
involverat. S1P-inducerad migration medieras
via PI3-kinas och Akt, medan S1P-inducerad
migration inhiberas av Rho och ROCK. Mig-
rationen hos ML-1 -celler paverkas dven av
PKCa, ERK1/2 och sfingosinkinas. Daremot
paverkar S1P inte migrationen av normala
skoldkortelceller (24).

Sasom tidigare namnts uppratthélls normalt
en balans mellan de pro-apoptotiska moleky-
lerna ceramid och sfingosin, och S1P genom
enzymet sfingosinkinas. Ett 0kat uttryck av
sfingosinkinas i MCF7 bréstcancerceller har
kopplats till kad proliferation och migration,
och i NIH 3T3- celler, i vilka sfingosinkinas
overuttrycks, stimuleras en snabbare 6vergang
fran G1-fasen till S-fasen i cellcykeln (25),
vilket stimulerar cellproliferationen. Okat
uttryck av sfingosinkinas dr ocksé en markor
for forsamrad prognos vid brostcancer (26),
och sfingosinkinas har ddrmed klassats som
en onkogen (25). Sfingosinkinas paverkar
migrationen och proliferationen av ML-1
celler. I SKI-6veruttryckande ML-1 celler
utsondras S1P via transportoren ABCC1 och
cellerna har en uppreglerad basal migration
(samt en 6kad basal fosforylering av ERK1/2),
vilket indikerar att SKI har en central roll i
progressionen av cancer (27).

Sfingosinfosfat och tillvaxtfaktorer

S1P:s roll i den vaskuldra utvecklingen har
faststéllts med hjélp av S1P -receptor “knock-
out”- moss (28). Eftersom den optimala till-
véxten av en tumor dr beroende av tillforsel av
syre och nédringsdmnen dr det av intresse att
understka mekanismerna bakom angiogene-

sen. S1P har foreslagits delta i bildningen och
mognaden av blodkarl. Kapilldrer i tumorer
och storre blodkérl pd tumorer uttrycker S1P, -
receptorn, och en optimal tillvixt av tumGren
ar beroende av S1P,-receptorn (29). Studier
som gjorts i endotelceller och glatta muskel-
celler visar att S1P stimulerar proliferationen,
migrationen och bildningen av blodkarl. S1P
kan tillsammans med vaskuldr endotelcells-
tillvixtfaktor (VEGF) bidra till bildningen
av nya blodkarl till tumorer. En samverkan
mellan aktiverade S1P-receptorer och tyros-
inkinasreceptorer, t.ex. VEGF -receptor- 2 har
foreslagits for aktiveringen av intracelluldra
signalkaskader (30).

Flera typer av skoldkortelcancercellinjer
producerar VEGF. S1P har tidigare visats sti-
mulera cellmotilitet i samverkan med PDGF
(31) och i andra cellinjer i samverkan med
VEGF (32). Det &r darfor troligt att S1P i
samverkan med VEGF inducerar angiogenes
vid metastasering. I ML-1 -skoldkortelcancer-
celler modulerar VEGF- receptor- 2 uttrycket
av mRNA for S1P - och S1P.-receptorerna
(33), vilket kan Oka cellers sensitivitet for S1P-
signalering. ML-1- cellerna bade utsondrar
VEGF och uttrycker receptorer fér VEGE,
och S1P stimulerar utsondring av VEGF-A
(33) och expressionen av VEGF- receptor- 2
i dessa celler (Bergelin et al., manus). Bade
S1P-inducerad aktivering av Akt och ERK1/2
dr beroende av VEGF- receptor- 2, vilket tyder
pa att bade Akt och ERK1/2 spelar en roll i
samverkan mellan receptorerna. Mycket tyder
pé att migrationen av skoldkortelcancercel-
ler regleras via ett komplext samspel mellan
S1P- och VEGF-receptorer, mojligtvis via en
autokrin signalering. Forutom att skoldkor-
telcancercellers migration minskar, erhélls
ocksd en minskad proliferation d& VEGF
-receptor- 2 inhiberas.

Korsaktivering mellan S1P-receptorer och
tillvaxtfaktorreceptorer kan antingen ske
sekventiellt eller integrativt. Sekventiell ak-
tivering innebdr att en tillvixtfaktorreceptor
binder sin ligand varpa receptorn kan aktivera
sfingosinkinas. Kinaset fosforylerar sfingosin
till S1P som utséndras och kan ddarmed ak-
tivera S1P-receptorer och nedstromssigna-
lering. Vid integrativ aktivering befinner sig
receptorerna i ett komplex pa cellmembranet
och aktiveringen av nedstromssignalering
initieras frdn komplexet, antagligen genom
bidirektionell signalering, s& att vardera re-
ceptorn kan aktivera den andra. Den ena me-
kanismen utesluter dock inte den andra, och
bada formerna av korsaktivering férekommer
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antagligen samtidigt i cellen (34). I ML-1 -cel-
ler bildar S1P -receptorn tillsammans med
VEGF -receptor- 2 ett signaleringskomplex
pa cellmembranen. Via detta komplex regleras
béade aktiveringen av effektormolekyler och
cellernas migration. Liksom S1P-inducerad
migration och aktivering av Akt- och ERK1/2-
kaskaderna dr beroende av VEGF -receptor- 2,
dr ocksa VEGF- A- inducerad fosforylering av
ERK1/2 och migration (haptotaxis) beroende
av S1P -receptorn. Dértill &r bidde migrationen
och fosforyleringen av ERK1/2 beroende av
G, ,-protein. Det &r darfor troligt att korsak-
tiveringen mellan S1P -receptorn och VEGF
-receptor- 2 i ML-1 -celler &r integrativ och
bidirektionell (opublicerat ron).

Forutom ett uppreglerat uttryck av sfingo-
sinkinas, har dven 6kade koncentrationer av
fosfolipider i vissa cancertyper pavisats (35).
Ett okat intresse for S1P-signaleringen har
déarfor under det senaste artiondet resulterat i
utvecklingen av inhibitorer for sfingosinkinas
(35) och en antikropp som &r specifik for S1P
(36). Dessa har foreslagits vara kandidater
for en mer specifik cancerbehandling. Trots
lovande in vitro -resultat dr sfingosinkinas-
inhibitorerna fortfarande i den pre-kliniska
fasen. S1P-antikroppen (ASONEP™) har
ddaremot framskridit till fas 1 -kliniska studier.
Antikroppen torde fungera genom att med
hog affinitet binda det S1P som cirkulerar i
blodet, vilket hindrar S1P-receptorerna fran
att aktiveras. Detta forvéntas minska bade
tumorvolymen och méngden metastaserande
celler, samtidigt som inga nya blodkérl kan
bildas till tumoren. Potentiellt kunde anti-
kroppen dven motverka S1P-stimuleringens
anti-apoptotiska effekt och ddrmed dven oka
effekten av de pro-apoptotiska kemoterapeu-
tika som normalt anvénds vid cancerbehand-
ling (37).
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Fettlever vid metabola
syndromet och typ 2-diabetes

ANNA KOTRONEN, ROBERT BERGHOLM OCH HANNELE YKI-JARVINEN

Overviktsepidemin har lett till 6kad férekomst av metabola syndromet och typ 2-diabetes.
Det ar dock mindre kdnt att den icke ej alkoholutlésta fettlevern (non-alcoholic fatty
liver disease, NAFLD), som hoér ihop med metabola syndromet (insulinresistensen) ar den
vanligaste formen av fettlever. Metabola syndromet utvecklas kanske inte utan en fettlever.
Elva prospektiva studier har visat att fettlever predisponerar for typ 2-diabetes oberoende
av overvikt. En fettlever kan inflammeras och utveckla en ej alkoholrelaterad leversteatos
(non-alcoholic steatohepatitis, NASH), som i sin tur kan leda till cirros.| USA uppskattar man
att cirros som orsakats av NAFLD blir den vanligaste orsaken till levertransplantation ar 2020.
Leverns fettmangd kan effektivt minskas genom viktminskning, behandling med glitazon
samt eventuellt med fettsnal diet och till ndgon grad med insulinbehandling. Pioglitazon ser

ut att forhindra progressionen av NASH.

Karnbudskap

* Den e¢j alkoholrelaterade fettlevern (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD) som
hor ihop med metabola syndromet (insu-
linresistensen) ar den vanligaste orsaken
till fettlever.

+ Leverns fettprocent dr avsevért hogre hos
personer med metabola syndromet och typ
2-diabetes, oberoende av alder, kon och
kroppsvikt.

« NAFLD kan utvecklas till steatohepatit och
vidare till cirros.

« En person med metabola syndromet eller
typ 2-diabetes loper 3—-4 ganger hogre risk
att utveckla en steatohepatit.

* Om en NAFLD-patient visar tecken pa
fibrosfordndringar i levern bor patienten
remitteras till en gastroenterolog.

Inledning

Flera epidemiologiska studier har visat att
risken for hjart- och kéarlsjukdomar &dr for-
hojd speciellt hos Gverviktiga personer som
har anlag for att lagra extra intraabdominellt
fett och som visar tecken pé insulinresistens,
som hyperinsulinemi, hypertriglyceridemi,
lagt HDL-kolesterol, hypertension eller hy-
perglykemi (1). Detta &r orsaken till att det
i den nuvarande definitionen av metabola

syndromet ingar bukfetma (midjeomfang) i
stédllet for viktindex som ett kriterium (2). Feta
lider oftare av metabola syndromet eller typ
2-diabetes, men det betyder inte att alla feta
ar insulinresistenta. Aven normalviktiga kan
vara insulinresistenta (3).

Insulin forhindrar normalt produktionen
av glukos och VLDL i levern. I en lever med
forhojd fettméngd (steatos) fungerar insulinet
sdmre, (4-6), vilket leder till ovanndmnda
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manifestationer av insulinresistens. Levern
producerar &ven ménga andra kardiovasku-
lara riskfaktorer, som CRP, plasminogenak-
tivatorhdammare 1 (PAI-1), fibrinogen, och
koagulationsfaktorer (7). En fettlever produ-
cerar for mycket dven av dessa faktorer och
dr mojligen darfor en gemensam nédmnare
fér metabola syndromet, typ 2-diabetes och
hjért- och kérlsjukdomar.

Diagnostisering av
insulinresistensrelaterad fettlever

Definitionen av ej alkoholrelaterade fettlever
innefattar hela skalan fran ren ej alkohol-
relaterad fettlever till ej alkoholrelaterad
steatoshepatit och levercirros. Diagnosen
forutsétter att andra vanliga orsaker som
kan leda till steatos har uteslutits pa basis av
anamnesen (alkoholkonsumtionen éver 20 g
dagligen, lakemedel, andra toxiska d&mnen)
och laboratorieprover (8). Man talar om
fettlever d& andelen fett i levern histologiskt
overstiger 5-10 procent av leverns vikt eller
da triglyceridkoncentrationen métt med pro-
tonspektroskopi Gverstiger 5,6 procent (9).
Fettméngden i levern kan ocksad uppskattas
med MRI, datortomografi och ultraljud, men
protonspektroskopi dr den tillforlitligaste
och kénsligaste noninvasiva metoden, dven
om den inte ldmpar sig for rutinbruk. Lever-
biopsi dr den enda tillforlitliga metoden for
att konstatera inflammations- och fibrosfor-
andringar.

For tillfidllet finns det inget ldtt och bra
sdtt att uppskatta leverns fetthalt pa en

a S-ALAT

Fett i levern (%)

Figur 1.

nmol/|

mottagning. Koncentrationerna av alanin-
aminotransferas i serum (S-ALAT) korrelerar
positivt med leverns fettprocent métt med pro-
tonspektroskopi (Figur 1), men variationen i
ALAT-nivierna forklarar endast ca 20 procent
av variationerna i leverns fettprocent. Aspar-
tataminotransferas (ASAT) och gammaglu-
tamyltransferas (y-GT), korrelerar positivt
med leverns fettmidngd oberoende av fetma
(7). I en omfattande och relativt farsk ame-
rikansk studie hade 79 procent av personer
med fettlever normala ALAT-koncentrationer
(10). Fettlever gar med andra ord inte att
utesluta med normala levervirden. ASAT/
ALAT-forhallandet dr hogre vid alkoholutlost
fettlever.

Forekomsten av NAFLD och
sjukdomens forlopp

Studien Dallas Heart Study visade att 34
procent av totalt 2 349 undersokta personer
hade fettlever matt med protonspektroskopi
(9). NHANES III-studien, som gjordes for
15 ar sedan, kom fram till att forekomsten
av NAFLD var 5,4 procent pa basis av ALAT
och ASAT (11). D& man beaktar levervérde-
nas inexakthet (10), kan man uppskatta att
forekomsten av NAFLD é&r atminstone fem
génger sa hog (27 %) — det dr alltsé lika vanligt
som metabola syndromet. Motsvarande siffror
finns inte att tillga for de nordiska landerna.

Ren NAFLD har en bittre prognos dn
alkoholutlost fettlever, men dven den kan
utvecklas till steatohepatit (NASH) och vi-
dare till cirros. Det finns endast fa, kvalitativa

Fett ilevern (%)

Leverns fettprocent i férhallande till a) S-ALAT-koncentrationer hos kvinnor (n = 162, r = 0,39, p < 0,0001; gratt
streck och vita cirklar) man (n = 109, r = 0,44, p < 0,0001; svart streck och svarta cirklar) och b) C-peptid (r = 0,62,

p < 0,0001 bade kvinnor och man, streckad linje) (18).
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Forhallandet mellan leverns fettprocent och de olika komponenterna i metabola syndromet i ett studiematerial
bestaende av 271 personer (19). Leverns fettprocent korrelerar a) mycket signifikant med midjemattet hos kvin-
nor (r =0,59) och mén (r = 0,56), b) mycket signifikant med fasteblodsockret hos kvinnor (r = 0,32) och signifikant
med fasteblodsockret hos man (r = 0,22), ¢) mycket signifikant med triglycerider (r = 0,40 kvinnor och r = 0,44
man) och d) HDL-kolesterol (r = -0,44 kvinnor och r = -0,31 man). Symbolerna: se Figur 1. Streckade linjen: bade

man och kvinnor.

prospektiva studier i &mnet. I en nyligen pu-
blicerad svensk studie hade 55 procent av pa-
tienterna med konstant forhojda levervéarden
NASH dé de undersoktes med leverbiopsi.
(12). Av dessa utvecklade 10 procent levercir-
ros inom 14 ar. I en motsvarande norsk studie
var forekomsten av NASH 50 procent (13).
Enligt levertransplantationsstatistiken fran
Mayo-kliniken kommer NASH att vara den
allménnaste orsaken till levertransplantatio-
ner ar 2020 ( 14).

Patogenes

Kateteriseringsstudier har visat att storsta
delen av de fria fettsyrorna i fastetillstdnd
kommer till levern fran det subkutana fettet,
medan det viscerala fettet endast star for ca
5-10 procent hos personer med normalvikt

och for ca 30 procent hos personer med ab-
dominell fetma (15). Efter en maltid far levern
fettsyror fran lipolysen av kylomikroner i de
perifera vavnaderna och kylomikronrester
(16). Produktionen av triglycerider (de novo
lipogenes) och lipolysen i fettvdvnaden &r for-
hojd vid NAFLD jamfort med friska kontroll-
personer ( 16). Man har hittat forandringar
i gen- och proteinuttrycket i samband med
fettlever, men resultaten dr for varierande
for att man ska kunna dra konklusioner av
dem (7). Fettleverns genetik ar mycket déligt
undersokt.

Personer med fettlever har en inflam-
mation i den subkutana fettvdvnaden (17).
Makrofagernas antal och genuttrycket av
inflammationsmarkorer och makrofagmar-
korer dr forhojda hos personer med fettlever
jamfért med personer som i samma é&lder,
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med samma konsfordelning och viktindex
men normal fettméangd i levern (17). En per-
son med fettlever frisidtter mera fettsyror men
mindre adiponektin fran sin fettvdvnad (6).
Bada fordandringarna kan oka ansamlingen
av fett i levern.

Fettlever och metabola syndromet

Leverns fettprocent dr fyra ganger sa hog
(~ 8,0 mot 2,0 %) hos personer med metabola
syndromet enligt IDF-kriterierna (bukfetma
och minst tva av foljande: forhojda fasteglu-
kos- och triglyceridvirden, lagt HDL-koles-
terol och forhojt blodtryck (2) jamfort med
personer utan syndromet (18). Den forhojda
méngden fett i levern dr oberoende av alder,
kon, och viktindex. Alla komponenter vid me-
tabola syndromet korrelerar signifikant med
graden av fetthalten i levern (Figur 2). I var
egen studie bestdende av 271 personer korre-
lerade fasteinsulin och C-peptid i serum béttre
med leverns fetthalt &n med komponenterna
i metabola syndromet (Figur 1) (18). Sam-
bandet verkade vara oberoende av alder, kon
och viktindex. Det starka sambandet mellan
fasteinsulin och fettlever kan delvis forklaras
med att fettlever forsamrar insulinclearance
(19). Av véara organ ir det framst levern som
avldgsnar insulin fran blodomloppet. Eftersom
C-peptid inte bryts ner i levern, aterspeglar C-

peptid och fettméngden i levern bést leverns
insulinresistens hos icke-diabetiker (7).
Leverns insulinresistens leder som sagt till
Okad glukos- och VLDL produktion (4-6).
Den férhojda glukosproduktionen stimulerar
insulinutséndringen, som delvis korrigerar
hyperglykemin. Slutresultatet &r hyperin-
sulinemi i kombination med hyperglykemi
eller normalt fasteblodsocker. Den tkade
VLDL-produktionen leder till hypertriglyce-
ridemi och harav foljer séinkt HDL-kolesterol.
Midjemattet dr ett grovt matt pd méangden
visceralt fett, som med magnetundersokning
mitt korrelerar en aning béttre med fetthal-
ten i levern dn midjemattet. Underhudsfettet
(det subkutana fettet) korrelerar ddremot ratt
daligt med leverns fettprocent (18). Dessa fak-
torer kunde forklara varfor ej alkoholrelaterad
fettlever okar risken f6r metabola syndromet
4-11-faldigt oberoende av alder, viktindex och
alkoholkonsumtion (20).

Fettlever och typ 2-diabetes

Omkring 70-80 procent av typ 2-diabetiker
har fettlever (21, 22). Flera epidemiologiska
studier har visat att forhojda leverviarden
forutsdger typ 2-diabetes oberoende av fetma.
Dessa studier har samlats i Tabell I. Typ
2-diabetiker har 80 procent hogre fettméangd
i levern jamfort med icke-diabetiker i samma

Ec?fpl)lell.(tiva studier som visar att leverenzymerna predisponerar for typ 2-diabetes oberoende av viktindex eller
kroppsvikt.

Sampel Sampelstorlek Uppfdljningtid Predisponerande

(@r) levervarde*

Svenska man 766 13,5 ALAT
Pima indianer 451 6,9 ALAT
WOSCOPS 5974 49 ALAT
Mexico City-diabetesstudien 1441 7 ASAT
British Regional Heart Study 7 458 12,8 GGT
D.ES.L.R. 4201 3 GGT
Finldndska manoch kvinnor 20158 12,7 GGT
CARDIA-studien 4844 550ch 15 GGT
IRAS 906 5,2 ALAT och ASAT
British Regional Heart Study 3500 5 ALAT och GGT
Japanska man 6217 7 ALAT, ASAT och GGT

* korrigerat for viktindex
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Fettprocenten i levern i férhallande till a) viktindex (r = 0,45, p < 0,0001 typ 2-diabetiker [svarta cirklar, svart
streck]; r = 0,26, p = 0,029 icke-diabetiker [vita cirklar, gratt streck]), b) midjeomfang (r = 0,45, p = 0,0001 typ
2-diabetiker; r = 0,29, p = 0,017 icke-diabetiker), ¢) S-ASAT (r = 0,49, p < 0,0001 typ 2-diabetiker; r = 0,24, r = 0,043
icke-diabetiker) och d) S-ALAT? (r = 0,66, p < 0,0001 typ 2-diabetiker; r = 0,26, p = 0,027 icke-diabetiker) (18).

alder, av samma kon och med samma viktin-
dex (23). Skillnaden i leverns fettansamling
vaxer med 6kande viktindex och midjeomféng
(Figur 3). Levervirdena ser ut att underskatta
leverns fettansamling hos typ 2-diabetiker.
For varje ALAT- eller ASAT-vérde har en typ
2-diabetiker betydligt mera fett i levern dn
en icke-diabetiker (Figur 3). Denna skillnad
vaxer med stigande levervarden.

Fettlever och hjart-karlsjukdomar

Forhojda leverviarden har konstaterats predis-
ponera for hjirt-karlsjukdomar oberoende av
traditionella riskfaktorer, som LDL-kolesterol
och forhojt blodtryck (22 24). I den neder-
landska Hoorn-studien dér 1 439 personer i
aldern 50-75 ar deltog, 6kade férhojd ALAT-
koncentration i serum risken att insjukna i
koronarsjukdom inom 10 &r, dven da Ovriga
riskfaktorer beaktades (glukostolerans, HbA ,
systoliskt blodtryck, LDL-kolesterol och vikt-
index) (24). En person med NAFLD I6per en

dubbelt s& stor risk att do i hjart-karlsjukdo-
mar som normalbefolkningen (12).

Hur blir man av med fettlever?

Bantning ar utan tvekan ett effektivt satt att
minska méngden fett i levern. Minskningen av
fettet i levern sker snabbare och proportionellt
sett i mycket hogre grad &n fordndringen i
kroppsvikt (25). Exempelvis leder en vikt-
minskning pé 8 procent till att 50 procent av
fettet i levern forsvinner ( 25). Bantning har
sannolikt gynnsamma effekter pa inflamma-
tions- och fibrosfordndringar i levern, men hér
saknas &n sa lange slutgiltig bekréftelse.
Diet och motion. Leverns fetthalt stiger
redan efter en stor maltid. Tvédrsnittsstudier
har visat att leverns fetthalt ar hogre ju
mera mdattade fetter det finns i fodan ( 25).
Det finns inga interventionsstudier ddr man
skulle ha undersokt hur féda med varierande
sammansittning men med samma energiin-
nehall paverkar leverns fettméngd. I var
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Hjart- och karlsjukdomar

Ej alkoholrelaterad leversjukdom (NAFLD) hor intimt ihop med metabola syndromet och predisponerar for typ
2-diabetes, hjart-karlsjukdomar och ej alkoholrelaterad steatohepatit (NASH), som kan leda till levercirros.

egen sméskaliga studie kom vi fram till att en
isokalorisk hogfettdiet (56 % av energin fran
fett) okade leverns fettprocent med 35 procent
medan en lagfettdiet (16 % av energin fran
fett) minskade fettet i levern med 20 procent
inom 2 veckor (26). Stort intag av snabbmat,
s& som i filmen SuperSize Me (viktokning med
10 % pa 3 veckor), tredubblade fettméngden
i levern i en svensk studie (27). Motion 6kar
musklernas insulinkénslighet, men hur mo-
tion paverkar leverns insulinkénslighet och
fettméangd oberoende av vikten &r oklart.
Ldkemedelsbehandling. Fettlever dr inte en
sjukdom och behover inte skotas i och for sig.
I varden av en typ 2-diabetiker har leverns
fetthalt en klar betydelse fér behandlingen.
Vid fettlever verkar insulinet daligt, och stu-
dier har visat att leverns fetthalt forutsédger
behovet av insulin, oberoende av vikt och
blodsockerbalansen i initialskedet (5, 28). Av
de likemedel som anvands for behandling av
hyperglykemi sédnker speciellt glitazonerna
leverns fetthalt med 40 procent inom 4-6
manader (19). Patienter, som har ett stort in-
sulinbehov pé grund av fettlever, ser ut att dra
nytta av glitazoner, ndr man méter nyttan av
forbattrad sockerbalans och minskat insulin-
behov (29). Insulinbehandling i sig minskar le-
verns fettméngd en aning hos typ 2-diabetiker
(30). Med tanke pa kardiovaskulédra hdandelser
kan pioglitazon vara ett tryggare alternativ
an rosiglitazon (31). Hjartinsufficiens och
koronarsjukdom bor uteslutas innan behand-
lingen inleds. Hur behandlingen med glitazon

paverkar patienternas prognos ar dock oként.
Metformin dkar leverns insulinkénslighet men
paverkar inte fetthalten ( 32).

Viktminskning sénker fetthalten i levern
hos NASH-patienter (Tabell II), men om
bantningen paverkar graden av inflammation
eller fibros ar okant. Hos NASH-patienter
har pioglitazon nyligen pévisats minska
fetthalten i levern samtidigt som tecknen pé
inflammation minskade vid leverbiopsi (33).
Minskningen av fibros uppnéadde inte riktigt
statistisk signifikans.

Nar ska man misstanka NASH?

Om patienten lider av metabola syndromet
eller typ 2-diabetes &r risken for NASH
3-4-faldig (34). Fettlever som verifierats med
ultraljud eller andra radiologiska metoder
innebar stod for en misstanke om NASH,
dven om fetthalten i levern sjunker nér cir-
ros utvecklas. Vi saknar fortfarande en bra
noninvasiv metod for att kédnna igen inflam-
matorisk fettlever. I en rétt farsk internationell
studie kunde man utifran biopsiutlatanden om
733 NAFLD-patienter, patientuppgifter och
blodprovsresultat utveckla en rakneformel for
uppskattning av fibrosrisken vid NAFLD (35).
Om patientens alder, viktindex, ASAT/ALAT-
forhallandet, albumin- och trombocytvardena
samt glukos i serum &r kénda, kan fibros
forutspas med upptill 90 procents sdkerhet.
Genom att tillimpa denna formel kunde man
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Tabell II.

Effekten av bantning och ldkemedelsbehandling pa leverns fettmangd.

Intervention Diagnos N Behandlingstid Forandring i
leverns fettmangd
BANTNING. .. ... b b
-8 9% av kroppsvikten Kvinnor med 23 3-6 manader -49 % ('H-MRS)
overvikt
-10 % av kroppsvikten Typ 2-diabetes 8 3-12 veckor -81 % ("H-MRS)
-10-14 % av kroppsvikten kvinnor och 48 6 manader -44-58 % ('H-MRS)
man med
overvikt
GLITAZONER.............cobeiiiiiec e
Rosiglitazon jamfért med Typ 2-diabetes 33 4 ménader -45 % ("H-MRS)
placebo
Rosiglitazon jamfért med | Typ 2-diabetes 20 4 manader -51 % ('"H-MRS)
metformin
Pioglitazon jamfort med NASH + IGT 55 6 manader -54 % ('H-MRS),
placebo eller typ 2 graden av steatos |,
-diabetes (leverbiopsi)
OVRIGA ... e
UCDA jamfort med placebg NASH 166 2ar Ingen férandring i
graden av steatos
(leverbiopsi)
KOMBINATIONS-
BEHANDLING ... b e
Vitamin E jamfort med NASH 20 6 manader Graden av steatos |,
vitamin E + pioglitazon (leverbiopsi) i bada
grupperna
UCDA jamfért med UCDA NASH 48 2ar Graden av steatos
+ vitamin E jamfort med | (leverbiopsi) med
placebo UCDA + behandling
med vitamin E

'H-MRS, protonspektroskopi
IGT, férsamrad glukostolerans
UDCA, ursodeoxycholsyra

i studien undvika leverbiopsier i 75 procent
av fallen. Om fibrosférandringar misstanks i
levern, ska patienten skickas till en gastroen-
terolog for bedémning. NASH kunde vara en
tilldggsindikation for att remittera patienter
till viktminskande operationer.

Slutord

En fettlever dr resistent mot insulin, vilket
leder till 6kad fett- och sockerproduktion i
levern. Aven om 6vervikt 6kar sannolikheten
for att levern ansamlar fett, verkar det som om
kénnetecknen for insulinresistens och meta-
bola syndromet utvecklas endast hos patienter
med extra fett i levern. Hos dessa personer &r
fettvdvnaden inflammerad. Midjeomfénget &r
ofta forstorat hos personer med fettlever, men

huvuddelen av fettet hdrstammar dnda fran
underhudsfettet och fran nybildning av fett-
syror i levern. Orsaken till att vissa personer
utvecklar fettlever medan andra med samma
vikt inte gor det, dr oklar. Den grundldggande
orsaken till insulinresistensen i levern kan
ligga i vilket organ som helst, men levern &r
ett organ som i slutdndan producerar de flesta
riskfaktorerna for hjart-karlsjukdomar. En
fettlever kan inflammeras och dé okar risken
for allvarlig leverskada.

MD Robert Bergholm

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva
Biomedicum 2 U

Stockholmsgatan 8

00290 Helsingfors
robert.bergholm@hus.fi
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Inducerade pluripotenta
stamceller - nya loften och
mojligheter for forskning och

terapi

Ras Trokovic ocH DAN LINDHOLM

Stamceller ar omogna celler med férmaga till sjalvfornyelse och till att bilda kroppens olika
celltyper.Det finns olika typer av stamceller dar de nyligen beskrivna inducerade pluripotenta
stamcellerna (iPSC) har en stor potential nar det galler medicinsk forskning och cellterapier.
| denna artikel ges en kort beskrivning av bakgrunden till iPSC, deras biologi och potentiella
anvandningsmadjligheter inom medicinen och fér behandling av manskliga sjukdomar.

Vad ar en stamcell?

For att kunna besvara frdgan vad iPSC
egentligen ar for nagot, maste vi forst se pa
definitionen av en stamcell. Kdnnetecknade
for en stamcell &dr dess inneboende forméaga till
sjdlviornyelse, en odndlig forméga att dela pa
sig och ge upphov till tva identiska kopior eller
dotterceller. Stamceller kan betecknas som
kroppens celluldra byggstenar som férekom-
mer under fosterutvecklingen men dven i den
fullvuxna organismen. Embryonala stamceller
bildar alla vdvnader i kroppen medan vuxna,
adulta stamceller utgor en vivnadsreservoar
for att ersdtta andra celler efter skada eller
vid sjukdom. Denna férméaga till sjédlvldkning
har gjort terapier med stamceller medicinskt
attraktiva vid ett flertal ménskliga sjukdomar
som pavisar forlust av specifika celltyper.
Trots lovande utsikter att med stamcellsterapi
kunna lindra sjukdom och hdgja livskvaliteten
hos patienter, dr forskningen med stamceller
i flera lander kontroversiell speciellt i fraga
om de embryonala stamcellerna. Detta be-
ror pa att ménskliga embryonala stamceller
framst isolerats fran aborterade foster, vilket
har aktualiserat flera etiska fragestdllningar.
Den senaste utvecklingen pad omréadet med
odling av iPSC fran vuxna ménskliga celler
innebdar ett stort genombrott (1), och utokar
vara mojligheter for medicinsk anvdndning
av stamceller bade inom forskningen och

vid flera patientinriktade tillimpningar och
terapier.

Stamceller med olika potens

Stamcellerna delar sig i princip oéndligt men
kan under inverkan av yttre faktorer och ett
inre genetiskt program mogna ut eller dif-
ferentiera till en eller flera olika celltyper.
Beroende pa sin potential att bilda andra
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celltyper indelas stamcellerna i totipotenta,
pluripotenta och adulta stamceller.

En totipotent stamcell uppstér vid befrukt-
ning genom fusion av en spermie och en dgg-
cell som sedan delar sig vidare. Totipotenta
stamceller utgor de allra tidigaste cellerna i
embryot och kan ge upphov till alla embryo-
nala och extraembryonala organ hos fostret.

De pluripotenta stamcellerna kan isoleras
fran det inre cellagret hos blastocyten och
kan bilda de tre groddbladen under den tidiga
utvecklingen.

Adulta stamceller har en begrédnsad dif-
ferentieringsforméga och féorekommer i smé
maéangder i vdvnader hos den vuxna organis-
men, sdsom i benmérgen och i hjarnan. Dessa
stamceller lokaliseras till sdrskilda vdvnads-
nischer och kan normalt differentiera ut till
celler som &r typiska for just den vdvnaden.
Dock finns i litteraturen beskrivet att de olika
vdvnadsstamcellerna kan genomga en sa kal-
lad transdifferentiering, dvs. omvandling av
en form av celler till en annan, 4ven om detta
normalt sker i en ganska ringa utstréckning.

Vuxna stamceller har av manga betraktats
som det enda beaktansvirda alternativet for
celluldra terapier med stamceller nu och i
framtiden. De vuxna stamcellerna leder séllan
eller aldrig till tumorbildning. Terapin med
vuxna stamceller &r dérfor inte kontroversiell
och de anviénds redan nu vid transplantation
av blodstamceller vid behandling av leuke-
mier och av andra blodsjukdomar. Vuxna me-
senkymala stamceller kan anvindas i flertal
kliniska tillampningar for att ersétta vdvnad
eller fraimja ldkningsprocessen. Transplan-
tation av autologa stamceller har dven den
fordelen att man undviker immunologiska
reaktioner i form av avstotning av transplan-
terade organ, vdvnader eller celler. I Finland
gjordes nyligen en banbrytande insats nér
det giller tillimpningen av stamcellsterapi
for vavnadsrekonstruktion av kdkbenet efter
avldgsnandet av en tumér (2). Behandlingen
gick ut pa att fran bukfettet hos den opere-
rade patienten forst odla celler till att bilda
benceller inne i en titanmodell som motsva-
rade kdkbenet. Den rekonstruerade benbiten
opererades sedan nagra manader senare in i
patientens Overkédke som erséttning for den
forlorade benviavnaden (2).

Stamceller fran navelstrdngen riaknas dven
till adulta stamceller och anvinds for terapi
vid bl.a. blodsjukdomar. Med tanke pa pre-
ventiv medicin har det dven framf6rts att man
generellt kunde ta till vara stamceller fran
navelstrangen i samband med ett barns fodsel,

och frysa ner dessa celler for framtida behov
senare i livet som erséttning for vavnader efter
skada eller vid sjukdom. Denna typ av verk-
samhet finns delvis redan i USA men har inte
slagit igenom i storre utstrdckning. I Finland
dr det Roda Korsets Blodtjdanst som har hand
om verksamheten med navelstrangsstamcel-
ler, vilket regleras av Likemedelsverket och i
framtiden dven av biobanklagen som &r under
beredning (3).

Trots sina uppenbara terapeutiska fordelar
har vuxna vdvnadsstamceller dven sina be-
gransningar. Det har att gora med deras ringa
antal, svarigheten att isolera och kultivera
dem samt deras férmaga att ge upphov till
endast ett fatal vavnadsspecifika celltyper.

Embryonala stamceller (ES)-celler &r plu-
ripotenta celler som kan odlas i cellkultur
och instrueras till att under rétta betingelser
mogna ut till olika celltyper i kroppen. De for-
sta fynden nér det géller médnskliga stamceller
gjordes redan pa 1960-talet av de kanadensis-
ka forskarna, Ernest McCulloch och James Till
(4). ES-celler isolerades sedan fran moss 1981
(5, 6) och fran primater sa sent som 1995 (7).
I slutet pa 1990-talet gjordes sedan de forsta
forsoken med humana ES-celler (8).

ES-celler kan anvidndas till att besvara
grundldggande biologiska fragor om livets
ursprung, den tidiga celldifferentieringen, och
samspelet mellan gener och yttre faktorer vid
embryo- och organogenesen. Forutom detta
dr ES-cellerna viktiga i terapisyfte samt for
diagnostiska och andra @ndamal. Som ovan
namnts dr bruket av humana ES-celler for-
knippat med en hel ridcka bade etiska och
praktiska problem, vilket gjort det svarare
att forska om dem i vissa ldnder. I Finland
och i Sverige samt i vissa andra ldnder har
man tillatit forskning p4 humana ES-celler
fran befruktade dgg i syfte att lindra och bota
svéra sjukdomar. Det &r viktigt att inse att all
forskning med ménskliga ES-celler genomgar
rigoros kontroll och kriaver godkénda etiska
tillstand. Forskningen har dven gatt framat
med stormsteg och gett nya insikter sa gott som
varje manad. Med avseende pa terapiforsok
har myndigheten Food and Drug Adminis-
tration (FDA) i USA nyligen godként bruket
av oligodendrocytprekursorer frdn humana
ES-celler. Oligodendrocyterna bildar det skyd-
dande myelinet kring nervcellsaxonen, och
prekursorerna anvéinds for utvdrdering av
behandling av subakuta ryggmaérgsskador hos
ménniska. Det finns sjélvfallet dven risker med
ES-cellsterapi, dér risken for tumorbildning &r
en allvarlig mojlighet att beakta.
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Tabell I.

Framstallning av iPS-celler hos olika arter med en kombination av transkriptionsfaktorerna, KMOS.

Faktorer for induktion av iPS-celler
(referens)

Kommentarer:
IPS-celler

Celler fran MUS och MANNISKA
KMOS (1,10, 11)

Den forsta rapporten om iPS-celler med kdnscellsoverforing

KOS (12) utan c-Myc

KMOS (13) med plasmiduttryck utan DNA-integration
0S (14) tillsats av kemikalier och utan c-Myc

0O (15) fran vuxna neuronala stamceller

MOS (16) utan K-faktorn

KMOS (17, 24)
KMOS (18, 21, 22)

med tillsats av rekombinanta protein
med transposonuttryck

KMOS (23) utan virala vektorer och genom tillampning av gensystemet Cre/Lox
RATTA

KOS (19) med KOS och kemiska inhibitorer

APA

KMOS (20) fran Rhesusapan

GRIS

KMOS (39) fran gris

Nuklear reprogrammering

Humana ES-celler kan isoleras fran 6verbliv-
na provrorsembryon eller skapas genom so-
matisk cellkdrnséverforing. I det sistnamnda
fallet avldgsnas cellkdrnan hos det befruktade
dgget och ersitts med en kérna tagen fran en
vuxen kroppscell.

Historiskt sett gjordes de forsta forsoken
med nukleér programmering av John Gurdon
redan pa 1960-talet i forsok med grodyngel (8).
Han kunde visade att man genom att ersétta
cellkdrnan hos ett groddgg med en cellkdrna
fran en mogen grodcell kunde skapa en hogst
normal groda. Denna styrningsmekanism kan
liknas vid ett byte av programkortet i en dator
mot ett nytt med annan information. Praktiskt
innebér den nukledra omprogrammeringen
att den vuxna cellens information dvs. dess
uppséttning av aktiva ldsbara gener fordndras
till att motsvara den som &dr karakteristisk for
kédrnan hos en omogen cell.

Efter de forsta lyckade experimenten fort-
satta man med nukledr reprogrammering i
flera laboratorier, och man klonade bl.a. faret
Dolly, vilket skapade stora rubriker Gver hela
vérlden (9). Sedermera har flera andra djurar-
ter klonats och delar av denna verksamhet har
dven blivit kommersiell — pa bade gott och ont.
Lardomen av alla dessa forsok &r att nukleér
reprogrammering visserligen dr mojlig men att
metoden dr beméngd med tekniska svarighe-
ter, sdsom en lag frekvens av lyckade forsok

och med en otéck mojlighet att skapa ibland
mindre livsduglig avkomma. Utvecklingsbio-
logiskt sett visade experimenten med nukleér
programmering att celldifferentiering inte &r
en irreversibel process och att den kan styras
av gener som ligger latenta i vuxna celler men
som reaktiveras under vissa omstédndigheter
liknande dem i en embryonal &dggcell. Hur
manga och vilka dessa gener eventuellt var,
forblev ldnge holjt i dunkel. Ndr man sedan
fick svaren pa dessa fragor var de lika ovin-
tade som eleganta.

Inducerade pluripotenta stamceller

I experiment med cellstyrning kunde den ja-
panska forskaren Shinya Yamanaka nyligen
visa att endast fyra transkriptionsfaktorer
(protein som i ett nétverk reglerar uttrycket
av andra gener) behovs for att reprogrammera
en vuxen bindvévscell (fibroblast) till en plu-
ripotent stamcell med forméga att bilda andra
celltyper (1, 10). De fyra gener det rorde sig
om har fatt namnen Klf4, c-myc, Oct4 och
Sox2 (KMOS) och de é&r alla hogt uttryckta
i tidiga stamceller. Med hjélp av retrovirus
kunde dessa KMOS-gener uttryckas i vuxna
fibroblaster for att bilda pluripotenta stamcel-
ler som dérfoér kallades inducerade pluripo-
tenta stamceller (iPS-stamceller). De nya ro-
nen publicerades hosten 2006 och formligen
revolutionerade stamcellsforskningen (10).
For sina bedrifter tilldelades Shinya Yamaka,

52

Finska Lékaresillskapets Handlingar



nu 47 ar, i oktober 2009 det renommerade
Laskerpriset i USA tillsammans med John
Gurdon, pionjidren inom studier av nukledr
reprogrammering. The Lasker Awards anses
vara en av medicinens fornamsta utmaérkelser,
och till saken hor att flera Laskerpristagare
senare dven forldnats Nobelpriset.

De forsta forsoken med iPS-celler gjordes
med fibroblaster frdn mus och sedan med
méinskliga fibroblaster fran hudbiopsier. Det
visade sig att det tdimligen enkelt och forutség-
bart gér att framstélla iPSC hos de flesta arter
inklusive ménniska, apa, gris, gnagare efter
uttryck av de fyra KMOS-faktorerna (Tabell
I). Det har dven visat sig att iPSC gar att fa
fram utgdende fran néistan alla vuxna cellty-
per. Forutom fibroblaster har man salunda
anvént sig av celler fran blodet, levern, magen,

Forskning

betaceller hjartceller neuroner

bukspottskoérteln, nerv- och fettvdvnad, och
fran keratinocyter m.fl., (Tabell I). Nyligen
har dessutom maligna eller immortaliserade
celler anvénts for att bilda iPS—celler, och i
med detta kan man ndrmare studera grundlag-
gande fragor som géller humana cancerformer
och tumorbildning (32, 33).

iPS-cellerna och medicinen

Nér det géller forhéllandet till vriga stam-
celler dr iPS-cellerna i allt visentligt lika ES-
cellerna, och liksom dessa kan iPS-cellerna
ge upphov till i princip alla de 6ver 200 olika
celltyperna i kroppen. Den uppenbara for-
delen med iPS-celler &r att man framstéller
dem fran vuxna celler och slipper anvianda
fostervdvnad. Med tanke péa olika ménskliga

blodceller e !

Figur 1.

Maéjliga tillampningar av iPS -celler inom medicinen. Patientegna celler tas exempelvis fran hudbiopsier och
odlas i cellkulturer att bilda iPS-celler genom nukledr reprogrammering. Dessa differentieras sedan till specifika
celltyper som kan anvéndas i forskningssyften eller vid transplantation av vdavnader eller cellaggregat till pa-
tienten. De patientegna iPS-cellerna kan fungera som en modell av sjukdomen i cellkulturer samt anvandas for
farmakologisk prévning av olika lakemedel och for analys av mekanismer och signalvdgar som orsakar sjukdoms-
forloppet hos patienten. Detta forfarande kan pa sikt leda till mer rationella och skraddarsydda terapier for olika

sjukdomar i framtiden.
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sjukdomar &r en annan fordel att iPSC kan
framstillas fran patientegna celler. Dessa kan
differentieras enligt behov till den celltyp som
man Onskar studera och senare anvéandas for
cellbehandling eller vid transplantation. En
attraktiv idé hdrvidlag dr att iPS-cellerna och
deras cellderivat anviands for farmakologisk
testning av olika ldkemedel f6r behandling
av specifika sjukdomar (Figur 1). Det &r d&ven
moijligt att medels iPSC skapa sjukdomsmo-
deller i provror och forska vidare pa dessa
med géngse cell- och molekylédrbiologiska tek-
niker. Exempel pa sddana tillimpningar finns
redan i friga om ett antal viktiga ménskliga
sjukdomar (Tabell IT). Nuvarande patientnéra
mojligheter och terapigebit nédr det géller
iPS-cellerna visas schematiskt i Figur 1. Det
dr klart att andra mgjligheter for medicinsk
anvéndning och manipulation av iPS-cellerna
tillkommer framover ndr vdl kunskapen om
dessa celler okar.

I detta nu &r flera viktiga fragor obesvarade
om iPS-cellernas biologi och vilken potentiell
roll dessa celler kan spela inom medicinen.
De forsta forsoken med iPSC férutsatte retro-
viralt uttryck av de fyra KMOSgenerna (1,
10). Detta kan i princip leda till ogynnsamma
effekter pa genuttrycket och t.o.m. orsaka tu-
morbildning. Denna nackdel har man darfor
pa olika satt forsokt kringgé bl.a. genom att
anvinda sig av andra vektorkonstruktioner
eller genom att framstélla iPS-stamceller med
ett mindre antal faktorer. Bland fyrvapplingen
KMOS iér speciellt c-myc-transkriptionsfak-
torn en viktig onkogen i cellen och behdvs
for celldelningen. Men c-Myc kan dven bidra
till tumorbildning under vissa omsténdigheter
och ett transient uttryck av faktorn vore dérfor
att foredra. Darutover har fiarska fynd visat
att proteinet p53 vilket dr en kidnd tumorsup-
pressor (motverkar tumorer) dven paverkar
iPS-cellbildningen (33-35) som darfor dven
bor beaktas noggrant (36). Det dr uppenbart
att frdgor om sékerhet och kontroll av celldif-
ferentieringen och en eventuell tumorbildning
ir lika viktiga och aktuella aspekter med
hénsyn till terapier med iPS-stamceller som
de dr for ES-cellerna (37). Vi vet tyvérr dnnu
for litet om detta, men forskningen pa det héar
omréadet &r stadd i snabb utveckling och nya
ron kommer att 6ka vara kunskaper dven i
dessa fragor. Det ar troligt att det i framtiden
blir mgjligt att framstélla iPS-celler med ett
antal kemikalier eller efter tillsats av bestdmda
smamolekyléra substanser eller ladkemedel och
pa ett sdtt som dr bade snabbare och enklare
an det nuvarande forfarandet (38).

Tabell Il. Exempel pa iPS-celler fran patienter med
olika sjukdomar.

Sjukdom Referens
Gauchers sjukdom typ Il 25
Duchennes muskeldystrofi 25
Downs syndrom 25
Parkinsons sjukdom 25,26
Juvenil diabetes mellitus 25,27
Huntingtons sjukdom 25
Lesch-Nyhans syndrom 25
Amyotrofisk lateralskleros 28
Spinal muskular atrofi 29
Fanconianemi 30
Familjar dysautonomi 31
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Reglering av glukosmetabolism
i skelettmuskel hos manniskan

PAULINA SKROBUK, STEPHANIE VON KRAEMER, JOHANNES KARKKAINEN OCH HEIKKI KOISTINEN

Insulin reglerar flera metabola reaktioner i skelettmuskel, som upptag och metabolism av
glukos och fettsyror. Insulinresistens definieras som nedsatt biologiskt gensvar pa insulin,
och kdnnetecknar typ 2-diabetes och det metabola syndromet. Eftersom skelettmuskel &r
kroppens storsta metabola organ kommer en mera djupgdende forstdelse for de molekylara
reaktionsvdgarna i muskel som paverkar metabolismen att underlatta utvecklandet av nya be-
handlingsprinciper for att forbattra glukos- och lipidmetabolismen hos diabetiker;i synnerhet
da de terapeutiska alternativen vid denna vanliga metabola sjukdom &r begrénsade.

Inledning

Typ 2-diabetes mellitus (T2DM) &r den van-
ligaste metabola sjukdomen; den utvecklas
genom interaktion mellan bade miljofaktorer
och genetiska faktorer (1). Fetma, stillasit-
tande livsstil och en diet som innehaéller for
mycket fettsyror anses vara de viktigaste icke-
genetiska orsakerna till den pagéende pan-
demin av typ 2-diabetes. Insulinresistens &r
kannetecknet for T2DM, och in vivo-studier
som anvénder insulinklampteknik har visat
att upptag av glukos i skelettmuskel under
hyperinsulinemiska férhallanden &r patagligt
nedsatt hos T2DM-patienter. Dessa ron ar kli-
niskt relevanta, eftersom skelettmuskel dr den
plats dir den storsta delen av glukosupptaget
sker under insulinstimulerade forhallanden;
den star for cirka 85 procent av det glukos
som avldgsnas efter glukosinfusion (2). Vid
fullt utvecklad T2DM kan hyperglykemi och
andra metabola avvikelser sekundért hamma
insulinets verkan. In vivo samt in vitro-studier
pa normoglykemiska forsta gradens slaktingar
till T2DM-patienter tyder pa att insulinre-
sistens i skelettmuskel &r en tidig defekt vid
patogenesen till T2DM (3, 4). Studier som an-
vander kdrnmagnetisk resonansteknik (NMR)
har lokaliserat den hastighetsbegransande
defekten vid insulinstimulerad glykogensyntes
i T2DM-patienters skelettmuskel till glukos-
transporten (5).

Reglering av glukostransport:
insulinsignaltransduktion

Insulinets inverkan pé glukostransport och
metabolism regleras av aktiveringen av sig-
naltransduktionsvidgar som féormedlas av
insulinreceptorn (Figur 1). Insulinreceptorn
dr ett heterotetramert membranglykoprotein
som bestar av tva a- och tva p-subenheter
(6). Insulinet binds till de extracelluldra
a-subenheterna, vilket leder till att tyros-
inkinaset i insulinreceptorns p-subenhet
akiveras. Detta medfor att flera viktiga in-
tracelluldra proteiner fosforyleras, bl.a. olika
insulinreceptorsubstrat (IRS) som formedlar
insulinsignalen till effektorer langre fram i
reaktionskedjan.

IRS-proteiner verkar som docknings-
proteiner for signalmolekyler lingre fram i
kedjan, bl.a. den regulatoriska subenheten
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Figur 1.

En forenklad framstallning av signalvagar som reglerar glukostransport in i skelettmuskel. Bindning av insulin till
dess receptor leder till tyrosinfosforylering av insulinreceptorsubstratproteiner (IRS), vilket leder till aktivering av
lipidkinas-fosfatidylinositol-3-kinas och bildning av sekundarbudbérar-PIP3. Detta aktiverar atypiskt proteinkinas
C (PKC M) och proteinkinas B/Akt via PDK (fosfoinositid-beroende proteinkinas) och resulterar i att det framjande
glukostransportproteinet GLUT4 forflyttas till plasmamembranet. Overféring, dockning och fusion av GLUT4-
vesiklerna till plasmamembranet majliggor insulinstimulerad glukostransport in i muskelcellen. Vid insulino-
beroende stimulering av glukostransport och overféring av GLUT4 deltar AMP-aktiverad proteinkinas (AMPK),
som aktiveras av forandringar i cellens energibalans t.ex. efter hypoxi eller muskelsammandragning. AICAR &r en
allmant anvand nukelosidanalog for aktivering av AMPK vid metabola studier. p85 = reglerande subenhet till PI3-
kinas, p110 = katalytisk subenhet till PI3-kinas, AS160 = Akt-substrat 160.

fosfatidylinositol (PI) 3-kinas 85-kDa. Detta
lipidkinas dr nyckelenzymet i den klassiska
signaltransduktionsvégen for insulin, och det
reglerar ett antal biologiska processer som
omfattar glukostransport, celltillvixt och
differentiering, omorganisering av cellske-
lettet samt forflyttning av vesikler (7). Efter
insulinstimulering associeras PI 3-kinas med
tyrosinfosforylerad IRS-1 och katalyserar
bildandet av fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat.
Detta leder till aktivering av de ldngre fram
i kedjan beldgna effektorerna proteinkinas
B (PKB/Akt) och de atypiska kinas-C-iso-
formerna PKCC och PKCA\, och till sist till
overforing av glukostransportér 4 (GLUT4)
till plasmamembranet samt till 6kning av
glukostransportaktiviteten (8).

Det faktum att det finns flera isoformer av
effektorproteinerna gor att insulinsignale-
ringen blir mera invecklad och att regleringen
i human skelettmuskel blir mera specifik.
siRNA-medierad genspjélkning anvéndes for
att specifikt hamma uttrycket av IRS-1, IRS-2,
Aktl1 eller Akt2 i primdra humana muskelcel-
ler, for att bestimma deras roll i glukos- och
lipidmetabolismen. Dessa experiment av-
slojade att IRS-1 och Akt2 behovs for myo-
blastdifferentiering och glukosmetabolism,
medan IRS-2 och Aktl har en stor roll vid
lipidmetabolismen (9). Sadlunda har insulinets
signalvégar till metabola slutskeden olika iso-
formspecifika roller, vilket visas av hur IRS-1/
Akt2 kontrollerar glukosmetabolism och hur
IRS-2/Akt1 kontrollerar lipidmetabolismen.
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Tekniker for att studera
intakt human skelettcell in vitro

Det har varit en stor metodologisk utmaning
att studera de molekylédra hdndelser som leder
till insulinresistens i intakta humana vavnader.
Trots att metabola helkroppsundersékningar
dr viktiga, sa kan flera cirkulerande faktorer
som graden av glykemi, lipidemi och flera
hormonella och inflammatoriska faktorer
inverka sekundirt pd de metabola reaktio-
nerna. For att komma 6ver denna brist har det
varit nodvandigt att utveckla in vitro-metoder
for att f4 objektiva data om regleringen av
insulinets verkan. Anvidndande av isolerade
strimlor av skelettmuskel gor det mojligt att
gora metabola undersokningar under strikt
kontrollerade férhallanden. Det gar ockséa
att exponera isolerade strimlor fran samma
forsoksperson for flera olika slags storningar.
Oskadade skelettmuskelstrimlor kan fés fran
musculus rectus abominis vid operationer
eller fran vastus lateralis-muskeln med lo-
kalbeddvning (10). Studier som har anvint
preparat med hela muskelstrimlor har visat
att insulinresistenta patienter, t.ex. sjukligt
feta, T2DM-patienter och kvinnor med gesta-
tionsdiabetes, har nedsatt insulinstimulerad
glukostransportaktivitet (11). Dessa data visar
att insulinresistens i skelettmuskel beror pa
defekter i glukostransporten, vilket stimmer
vdl overens med NMR-studierna. (5).

Defekter i insulinets signaltransduktion
i human skelettmuskel

Defekter i insulinets signalhédndelser kan for-
klara insulinresistens pa glukostransportniva
i skelettmuskel. Data om defekter i sjdlva in-
sulinreceptorn &r tvetydiga, eftersom fosfory-
leringen av insulinreceptorn har rapporterats
vara nedsatt eller oférandrad i T2DM (10, 11).
Insulinstimulerad IRS-1-tyrosinfosforylering
och PI-3-kinasaktivitet 4r dock nedsatta i
skelettmuskel fran personer med T2DM, utan
nagra forandringar i IRS-1-proteininnehéllet
(12, 13). Defekter i aktivering av de atypiska
PKC isoformerna har ocksé rapporterats vid
insulinresistens i skelettmuskel vid nedsatt
glukostolerans (IGT) och T2DM (14, 15).
Insulinets inverkan p& PKB in vivo dr normal
hos personer med T2DM (16). Insulinstimu-
lerad fosforylering av PKB/Akt vid Thr3% och
Akt-substrat 160 (AS160) ar dock nedsatt
vid T2DM (17). Dessa data verkar antyda att
defekter i proximala insulinsignaleringshén-
delser leder till insulinresistens i T2DM. I

en kohort av normalt glukostoleranta forsta
gradens sldktingar till T2DM-patienter ser
man dock en frikoppling mellan glukostran-
sport och proximala insulinsignalhédndelser:
insulinets inverkan pa glukostransport ar
nedsatt med 38 procent trots att signale-
ringen pa Akt- och AS160-nivan &r normal
(18). Dessa data indikerar en mdojlighet att
minskad GLUT4-trafikering &r ett tidigt steg
i utvecklingen av T2DM.

Overféring av GLUT4

Insulin stimulerar glukostransport i skelett-
muskel genom att inducera overforing av
GLUT4 fran ett intracellulédrt vesikuldrt ut-
rymme till plasmamembranet (19) (Figur 1).
Den subcelluldra lokaliseringen av GLUT4
och dess overforing till plasmamembranet
sker pé ett avvikande sétt i T2DM-patienters
skelettmuskel (20), vanligen utan férandringar
i den sammanlagda mangden GLUT4-protein
(10, 11). Dessa data tyder pa att defekter i tra-
fikeringen och 6verféringen av GLUT4 dr en
orsak till insulinresistens i skelettmuskel. Ett
sétt att undersdka om en allmén forsdmring
i GLUT4-trafikering bidrar till insulinresis-
tensen dr att studera transportéroverforing
som f6ljd av andra stimuli &n insulin. Hypoxi
leder till en av insulin oberoende 6kning av
glukostransport och GLUT4-6verforing (Figur
1). Den hypoxi-inducerade 6kningen av celly-
tans GLUT4-innehall och glukostransport &r
ddmpad i skelettmuskel fran T2DM-patienter
(21). Dessutom har undersokningar med
anvédndning av nukleosidanalogen 5-amino-
imidazol-karboxamin-ribosid (AICAR) for att
aktivera AMPK-signalvégar (som o6kar glukos-
transporten oberoende av insulin) (Figur 1)
visat minskat insulin- och AICAR-stimulerat
gensvar pa glukostransport och GLUT4-
innehall pa cellytan hos méan med T2DM (22).
Dessa data tyder alltsa pa att en global defekt i
GLUT4-trafikering férekommer i skelettmus-
kel fran patienter med T2DM.

Effekten av cytokiner pa
glukosmetabolismen i skelettmuskel

Adiponektin dr en adipokin som okar insu-
linkénsligheten i flera cell- och djurmodeller
(23). Plasmakoncentrationen av adiponektin
ar nedsatt vid tillstaind med insulinresistens,
som fetma och typ 2-diabetes. Exponering
med adiponektinets globformade domén 6kar
insulinkdnsligheten hos gnagare och stimule-

58

Finska Lékaresillskapets Handlingar



3-O-methylglucose transport
(umol/ml/h)

> (gg 0\\(\ 0\\(\ (}g\

P
o3 ) )
P F S W

&
&

Figur 2.

'o"?} (33 R A (}g\ (\50\\(\
N
X

X\(\
Q\
?X

Oppna muskelbiopsier erhélls kirurgiskt fran muskeln vastus lateralis frdn 12 man med typ 2-diabetes (svartako-
lumner) och 15 icke-diabetiska man (6ppnakolumner ). Muskelstrimlor isolerades och exponerades fér globfor-
mat adiponektin (2,5 pg/ml), insulin (120 nM) eller AICAR (1 nM) i 60 minuter. Glukostransporten analyserades
med avseende pa ansamlingen av intracellulért 3-O-metyl-[3H]-glukos. gACRP = globformat adiponektin, * p

< 0,05 jamfort med basal, 1 p < 0,05 jamfort med respektive insulinstimulerade tillstdnd. Data presenteras som
medeltal + standardfel. Reproducerat fran originalpublikationen med vanligt tillstand (26). Copyright Wiley.

rar glukostransporten i isolerad skelettmuskel
fran ratta (24, 25) Eftersom adiponektin och
dess signalvdg verkar vara vasentliga vid be-
handling av det metabola syndromet, dr det
kliniskt relevant att utvirdera adiponektinets
metabola effekter direkt i human skelett-
muskel. Vi faststéllde effekten av globformat
adiponektin pé& glukostransport i isolerade
skelettmuskelstrimlor fran vastus lateralis-
muskelbiopsier fran en kohort av 12 mén med
typ 2-diabetes och 15 mén utan diabetes (26).
Da isolerad skelettmuskel fran man med typ
2-diabetes exponerades med globformat adi-
ponektin 6kade glukostransporten 1,3-faldigt
(Figur 2). Det var 6verraskande att globformat
adiponektin inte paverkade glukostransporten
i isolerad skelettmuskel fran icke-diabetiska
mén. Detta berodde inte pa skillnader i ut-
trycket av adiponektinreceptorn, eftersom
proteininnehéllet i bada isoformerna av
adiponektinreceptorn (AR1 and AR2) var
likadant hos icke-diabetiska mén och mén
med T2DM. Adiponektin modifierade varken
basal eller insulinstimulerad fosforylering av
Akt vid Ser*” eller Thr®%® i ndgondera grup-
pen. Dessa data ger evidens som tyder péa att
adiponektin reglerar glukosmetabolismen via
Akt-oberoende reaktionsvigar i skelettmuskel
vid typ 2-diabetes.

Interleukin 6 (IL-6) &r ett proinflammato-
riskt cytokin som har en central roll i hemato-
poesen och vid virdens forsvarsmekanismer,
och det utgdr en kraftig stimulus f6r produk-
tionen av manga akutfasproteinerilevern. P4
basis av undersokningar p& adipocyter och
hepatocyter har det antagits att IL-6 reglerar
insulinké@nsligheten negativt. Plasmanivan av
IL-6 dr dessutom f6rh6jd vid insulinresistenta
tillstdnd. For att undersdka de direkta effek-
terna av IL-6 pa glukosmetabolism i human
skelettmuskel preparerades skelettmuskel-
strimlor fran vastus lateralis-biopsier fran en
kohort friska mén (27). IL-6 6kade signifikant
glukostransporten och glykogensyntesen i
human skelettmuskel, men IL-6 inverkade
inte pa insulinstimulerad glukostransport.
Saledes okar IL-6 glukosmetabolismen di-
rekt i human skelettmuskel i vila. Eftersom
skelettmuskel kan bli en primar killa for IL-6
under anstrdngning, tyder dessa data pa en
viktig autokrin roll fér IL-6 vid regleringen
av substratmetabolism vid muskelsamman-
dragning.

AMPK och glukostransport

AMP-aktiverat proteinkinas (AMPK) dr en
central reglerare av cellens energitillstdnd och
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Figur 3.

Fosforylering av ACCB. Exponering av icke-diabetisk muskel for 10 pM rosiglitazon resulterade i 6vergaende 6k-
ning av fosforyleringen av ACC. Likartad proteinmangd i gelet bekréftades av oférandrad expression av desmin
AU = godtyckliga enheter. * p = 0,051 jamfort med basal (n = 5). Reproducerat fran originalpublikationen (32)

med vanligt tillstand. Copyright Elsevier.
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Figur 4.

Oppna muskelbiopsier erhdlls kirurgiskt fran muskeln vastus lateralis fran 15 icke-diabetiska man. Muskelstrimlor
isolerades och exponerades for 1 eller 10 uM rosiglitazon (Rosi 1 och Rosi 10), AICAR (1 mM), insulin (120 nM) eller
en kombination av 10 uM rosiglitazon och 120 nM insulin i 60 minuter. * p < 0,05 jamfort med basal. Reproduce-
rat fran originalpublikationen (32) med vanligt tillstand. Copyright Elsevier.

av olika metabola reaktionsvagar. En 6kning
av det intracellulédra forhallandet mellan AMP
och ATP aktiverar AMPK, vilket leder till sti-
mulering av metabola processer, exempelvis
glukostransport och oxidation av fettsyror,
som forsoker aterstdlla cellens energibalans
(28). I tidigare experiment anvédnde vi nukleo-
sidanalogen AICAR for att aktivera AMPK
(22). Muskelstrimlor isolerades fran Sppna
muskelbiopsier fran friska méan samt fran mén

med T2DM. T2DM-muskel var insulinresis-
tent, vilket visades av nedsatt glukostransport
och GLUT4-6verforing som svar pa insulin.
Nar T2DM-muskel exponerades for en kom-
bination av AICAR och insulin normalisera-
des dessa defekter dock helt. Sammantaget
visar dessa data att AMPK é&r ett attraktivt
mal for behandlig av insulinresistens.
Tiazolidinedioner (TZD), som rosiglitazon
eller pioglitazon, anvidnds allmént som l&-
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kemedel mot diabetes (29). TZD forbéttrar
insulinkdnsligheten i hela kroppen genom att
inrikta sig pa peroxisomproliferatoraktiverad
receptor-y (PPARYy), en transkriptionsfaktor
med hogt uttryck i adipocyter (30). Aktiver-
ing av PPARYy leder till foérdndringar i tran-
skriptionen av ett antal gener som reglerar
adipogenesen samt upptaget och lagringen
av fettsyror. Detta leder till omfordelning
av lipider fran cirkulationen, musklerna
och levern till fettvdvnad, vilket resulterar i
forbéttrad insulinkénslighet. Aven om adipo-
cyten anses vara TZD:s priméra mal, &r det
ocksa mojligt att TZD har direkta metabola
effekter p& andra vdavnader, som skelettmuskel
och lever. Akut exponering for TZD aktiverar
direkt AMPK och ¢kar glukosupptaget och
palmitatoxideringen i intakt skelettmuskel
frdn gnagare (31). Direkta metabola effekter
av TZD i intakt human skelettmuskel har
dock inte pavisats. Vi rekryterade 15 icke-
diabetiska mén for att studera om rosiglitazon
paverkar glukostransport i isolerade skelett-
muskelstrimlor (32). Isolerade muskelstrimlor
exponerades for rosiglitazon, AICAR eller
insulin in vitro. Fosforylering av acetyl-CoA-
karboxylas p (ACCp) ckade tillfdlligt som
svar pa rosiglitazon (Figur 3). Detta visar att
AMPK aktiverades i muskelstrimlor som svar
parosiglitazon, eftersom ACCg dr en valkand
malmolekyl av AMPK (28). Som véntat 6kade
AICAR och insulin glukostransporthastigheten
iisolerade muskelstrimlor. Rosiglitazon paver-
kade dock inte glukostransporthastigheten i
intakt human skelettmuskel (Figur 4). Efter-
som signalvigen AMPK-ACC é&r av central
betydelse for regleringen av fettsyreoxidatio-
nen (33), ar det mojligt att rosiglitazon kan
modifiera lipidmetabolismen akut i intakt
human skelettmuskel. Denna hypotes bor
provas i framtida experiment.

Avslutande kommentarer

Diabetes dr ett livslangt tillstdnd som kan
leda till allvarliga medicinska komplikatio-
ner, bland annat hjirtsjukdom, stroke och
njursjukdom. Den pagdende pandemin av
typ 2-diabetes innebdr en enorm ekonomisk
borda for hidlso- och sjukvéarden, och den
Okar ocksd midngden ménskligt lidande. Det
finns ett tringande behov av ett integrerat
forskningsgrepp som kombinerar bade kli-
niska och basvetenskapliga undersokningar
for att identifiera nya angreppspunkter for att
forebygga diabetes och forbattra behandlingen
av sjukdomen.
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Riktad analys av genuttryck
med genomkontrollerad RT-PCR

JAKOB STENMAN

| dag anvands en klassifikation baserad pa vavnadspatologin tillsammans med kliniska
kriterier och radiologiska undersokningar fér att dela in cancerpatienter i prognostiskt
atskiljbara grupper. Inom dessa grupper sker dock stora variationer, och det &r svart att ge
en prognos pa individnivd med nuvarande diagnostiska metoder. Under de senaste aren har
en ny typ av prognostiska tester s.k. "multigene predictors ” (multigenetisk prediktoranalys)
utvecklats for detta syfte (2-5). De hdr metoderna baserar sig pa uttrycksanalys av flera olika
gener i tumoérvavnad som avlagsnats under operation eller med hjalp av en diagnostisk
nal- eller borstbiopsi. Syftet ar att karaktdrisera tumoérens egenskaper for att kunna skraddarsy
behandling och uppfoljning pa det satt som mest gynnar patienten (1).

Bakgrund

Med hjdlp av DNA-arrayteknik har en stor
mangd gener identifierats som potentiellt
kunde anvéndas for karaktérisering av tu-
morer pa basen av mRNA-uttrycksmonster.
Genom att kombinera flera gener i samma
test och utnyttja statistiska verktyg for att
analysera resultaten har man lyckats utveckla
prognostiska tester for bl.a. bréstcancer.
Denna nya typ av tester forvantas spela en
avgorande roll for valet av behandlingsform
samt uppfoljningen av flera olika former av
cancer. Redan under ar 2008 gjordes Over
40 000 multigenetiska prediktoranalyser pa
brostcancerpatienter i USA. Flera kommer-
siella laboratorier som erbjuder centraliserad
provanalys har dessutom etablerat sig.

For att frimja utvecklingen och valide-
ringen av den hér typen av tester dr det yt-
terst viktigt att man kan analysera arkiverade
vidvnadsprover fran patienter for vilka det
redan finns uppfoljningsdata. Trots att tester
med fordel kunde utforas pa farsk vdvnad,

FORFATTAREN

MD Jakob Stenman ar barnkirurg pa enheten
for transplantation och leverkirurgi vid Kirurgiska
sjukhuset, HNS och forskar bade vid Haartman-
institutet och Minerva.

dr sa gott som allt arkivmaterial formalinfix-
erat och ingjutet i paraffin. Med nuvarande
metoder dr det svért att mita genuttrycket
i formalinfixerade vdvnadsprover pa grund
av att mRNA i proverna har spjélkts under
fixeringen och lagringen (6, 7). For detta dn-
damal har vi utvecklat en ny metod: Genome
Controlled RT-PCR som mojliggor exakt och
reproducerbar genuttrycksanalys utgdende
fran sma cell- eller vavnadsprover samt fran
formalinfixerade vdvnadsprover ingjutna i
paraffin (8, 9). Med hjilp av denna metod
kan prognostiska kandidatgener testas pa
stora arkivmaterial i syfte att utveckla en ny
typ av cancerdiagnostiska analyser for riskbe-
domning samt olika vardformers potentiella
effektivitet pa individniva. Vi stridvar efter att
karaktérisera tumorer ur flera olika perspek-
tiv genom att utveckla genpaneler for analys
av regleringen av cellcykeln, tillvdxt och
lokal invasion, metastaseringspotential samt
neo-vaskularisering. For att s& effektivt som
mojligt kunna tolka och utnyttja resultaten
utvecklar vi statistiska multivariatmodeller
for varje enskild genpanel.

Metoden genomkontrollerad
RT-PCRi ett notskal

Den kvantitativa analysen av RNA-uttrycket i
cell- eller vivnadsprover bestar av en tudelad
process: cDNA-syntes och behandling med
exonukleas samt PCR-amplifiering med kvan-
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Schematisk 6verblick ver metoden genomkontrollerat RT-PCR. Sekvensmodifierade primrar anvénds i steg 1 for
att dstadkomma en mérkning av det syntetiserade cDNAt. Dessa primrar avldgsnas genom behandling med exo-
nukleas fére amplifieringsfasen. Genomiskt DNA tillsatts varje prov som sedan uppdelas i separata genspecifika

amplifieringsreaktioner. Kvantitativ matning av PCR-produkter som harstammar fran cDNA- och genomiskt DNA

gors efter amplifieringen med analys av sméltkurvan.

titativ analys av sméltkurvan (melting curve).
Metoden baserar sig pa relativ kvantifiering
av modifierat cDNA jamfort med genomiskt
DNA. Normalt genomiskt DNA tillsatts i
varje prov och anvidnds som en universell
intern standard for ménniskans alla gener.
Under cDNA-syntesen modifieras sekvensen
i cDNA jamfort med RNA-templatet med
hjélp av primrar dir négra nukleotider bytts
ut. P4 det hér sattet kommer den modifierade
cDNA-sekvensen att inkorporeras i motsva-
rande PCR-produkter i amplifieringsfasen
ddr cDNA och genomiskt DNA amplifieras
kompetitivt i samma rér och med samma
primersekvenser. Eftersom varje gen &r lika
representerad i genomet i normalt DNA, ater-
speglar den relativa nivan av modifierat cDNA
jamfort med genomiskt DNA den ursprung-
liga mdngden cDNA. Dessa relativa cDNA-/
DNA-virden kan sedan anvdndas for att
jamfora uttrycket av mRNA frén olika gener i
det ursprungliga provet. Efter cDNA-syntesen
avldgsnas resterande modifierade primersek-
venser med exonukleasbehandling for att hin-

dra en fortsatt modifiering av PCR-produkter
under amplifieringsfasen (Figur 1). Efter att
amplifieringsreaktionen har avslutats, vdrms
proverna langsamt upp under fyra minuter
i en analys av smiéltkurvan. I det hér skedet
méter man minskningen i fluorenscens da de
dubbelstringade PCR-produkterna smiilter.
Modifierat cDNA och genomiskt DNA smél-
ter vid olika temperaturer med en skillnad pa
ca 2-3 °C (Figur 2). Midngden sméltande DNA
kan noggrant mitas genom integrering av de
toppar som uppstar efter negativ derivering
av spektret for smaltkurvan.

Provhantering och analys

RNA har isolerats fran 6ver 2 000 formalin-
fixerade vdvnadsprover ingjutna i paraffin
som arkiverats och forvarats i upp till 30 ar.
Fran de hir blocken stansas en till tva cylin-
driska provbitar men en diameter pa 1 mm.
Provbitarna kokas i 30 minuter i en kaotrop
16sning av guanidin-tiocyanat som effektivt
inaktiverar RNA:s enzymer. Fran detta ho-
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Panel a: PCR-amplifiering och analys av smaéltkurvan av en 10:1 utspadningsserie av cDNA syntetiserat fran
10 kopior trypsinogen-1 cRNA. cDNA motsvarande 10-108 kopior cRNA amplifierades kompetitivt mot 20 ng
genomiskt DNA. Panel b: Analysen av smaltkurvan sarskiljer de tva komponenterna i PCR-produkten pa basis av

en skillnad i smalttemperatur.

mogenat isoleras RNA med en modifierad
version av Chomczynskis och Sacchis klas-
siska fenolextraktionsmetod. Det kristallise-
rade RNA 16ses i renat vatten och férvaras i
-80 °C fram till analysen. For varje prov gors
cDNA-syntesen sadrskilt i 20 pl reaktioner.
Dessa behandlas med exonukleas, genomiskt
DNA tillsdtts och provet fordelas i separata
10 pl PCR-reaktioner. Vid en typisk analys av
16 gener fordelas varje prov i 48 separata PCR
reaktioner. Pipetteringen gors med hjélp av en
liten pipetteringsrobot i 384-format som pa
ca 40 min. fyller fyra 96-gropars PCR-plattor.
PCR-amplifieringen gors i 35 cykler under ca
40 min med en avslutande analys av smalt-
kurvan pa 4 min. Med fyra stycken 96-gropars
PCR-apparater klarar vi av att analysera ca
40 prover om dagen (Figur 3).

Kliniska studier

Prognosbedémning
vid tjocktarmscancer

Tjocktarmscancer dr en av de vanligaste
cancerformerna hos bade mén och kvinnor
i utvecklade ldnder. Diagnosen kommer
ofta sent i och med att sjukdomen sillan ger
upphov till symtom férrdn primdrtumoéren
redan é&r relativt stor. I detta skede genomgéar
patienterna i de flesta fall en operation dar

man avlédgsnar den del av tarmen dér tumo-
ren finns, samt dven lokala lymfkortlar for att
beddma graden av eventuell spridning. Enligt
Dukes klassifikation indelas tjocktarmscancer
i stadier fran A till D. I det vanligaste stadiet,
Dukes B, har tumoren vuxit genom tarmvéag-
gen men inte invaderat lokala lymfkortlar.
I denna patientgrupp dr risken for att sjuk-
domen ska recidivera efter operationen ca
20 procent om ingen annan behandling ges.
Cellgiftsbehandling minskar denna risk men
medfor samtidigt bade morbiditet i form av
biverkningar samt kostnader for dven de ca
80 procent av patienterna som redan botats
med operation och didrmed inte har nagon
nytta av ytterligare behandling. Syftet med
forskningsprojektet dr att vid behandling
av Dukes B koloncancer identifiera fordnd-
ringar i genuttrycket som korrelerar med
tumorens aggressivitet och med en forhojd
risk for aterfall. Vi stridvar efter att utveckla
laboratorietester som kunde underlitta valet
av behandlingsstrategi efter priméroperation
av dessa patienter. Genom att jaimféra RNA-
uttrycksmonster i arkiverade vdvnadsprover
med motsvarande kliniska data hoppas vi
kunna identifiera kliniskt relevanta gener
samt kombinationer av gener for individuell
riskbedomning.
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Figur 3.

PCR-amplifiering och analys
av smaéltkurvan gors i 10 pl-
reaktioner. Da 16 gener
analyseras, fordelas varje
prov i 48 gropar. Reaktions-
volymen &r 10 pl, och pipet-
teringen sker med robot for
att eliminera fel och paskynda
analysen.

Brostcancer, bedomning
av behandlingsstrategi och
prognosbedémning

Brostcancer dr den vanligaste formen av can-
cer hos kvinnor i Finland i dag och drabbar en
av atta kvinnor i nagot skede av livet. Under
de senaste decennierna har stora framsteg
gjorts i behandlingen av brostcancer i och med
att flera nya specifika ldkemedel har utveck-
lats. Dessutom har tidig diagnos pa grund av
sallning forbattrat behandlingsresultaten avse-
vart. Trots detta utgor sjukdomen fortfarande
ett stort problem i och med den higa inciden-
sen. Projektet dr indelat i tva separata grenar.
Malséttningen &r dels att identifiera prognos-
tiska modeller som baserar sig pa individuell
genuttrycksprofilering for patienter med tidigt
diagnostiserad brostcancer (pT1NOMO). I den
andra grenen av forskningsprojektet dr vi ute
efter att utveckla ett diagnostiskt test som
innefattar malmolekylerna for alla specifika
cytostatika som for ndrvarande anvénds.
Genom att jamfora RNA-uttrycksmonster i

arkiverade vavnadsprover med kliniska data
som insamlats i samband med olika kliniska
studier och senare kompletterats, hoppas vi
att kunna utveckla tester for att gora riskbe-
domningar men framfér allt for att kunna
skridddarsy den medicinska behandlingen av
brostcancer individuellt for varje patient.

Diagnostik av
premaligna tillstand i matstrupen

Barrets esofagus &r en fordndring av slemhin-
nan i nedre delen av matstrupen, s.k. intestinal
metaplasi, som uppkommer vid langvarig
gastroesofageal reflux. Denna fordndring
kan upptéckas kliniskt vid gastroskopi, och
diagnosen faststélls histologiskt fran biopsier
tagna frdn det drabbade omradet. Barrets
esofagus innebir en klart férhojd cancerrisk,
och dodligheten i matstrupscancer dr mycket
hog om séddan cancer utvecklas. Tidigare var
partiell esofagektomi den enda md&jligheten
till definitiv behandling. Sedan nagra ar till-
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baka dr det mdjligt att genom ett relativt litet
gastroskopiskt ingrepp skala bort den sjuka
slemhinnan om den anses innebéra en betyd-
ligt forhojd cancerrisk. Malet med projektet
dr att analysera frysta biopsier fran patienter
med Barrets esofagus samt fran kontrollpati-
enter for att utveckla ett test som béttre kunde
forutspa en forhojd cancerrisk &n nuvarande
histologiska metoder.

Diagnostik av
forandringar i gallvdgarna

Primér skleroserande kolangit (PSC) &ar en
sjukdom som orsakar inflammation och
fortrangningar i gallvdgarna. Sjukdomen f6-
rekommer ofta i samband men ulcerativ kolit.
PSC innebér en forhojd risk for gallvigscan-
cer. Denna form av cancer &r i de flesta fall en
obotlig sjukdom, och den enda kurerande at-
gdrden dr forebyggande levertransplantation.
For tillfallet finns inga palitliga markérer for
en forhojd cancerrisk hos PSC-patienter. Vi
striavar efter att utveckla unders6kningar av
genuttrycket i celler tagna som ett borstprov i
samband med en ERCP-undersokning. Syftet
dr att utveckla en metod for bedomning av
den optimala tidpunkten for levertransplan-
tation.

Prognosbedémning vid prostatacancer

Prostatacancer &r i dag den vanligaste formen
av cancer hos mén. I och med omfattande
anvéndning av PSA-tester har antalet fall av
upptickt prostatacancer okat dramatiskt un-
der de senaste tio &ren. Det finns flera olika
vardformer for prostatacancer, och dartill
anvinds aktiv uppf6ljning som ett alternativ
till behandling i ménga fall. Till de alternativa
vardformerna hor operation, stralbehandling
och hormonbehandling. De kan anvdndas var
for sig eller i olika kombinationer beroende
pa patientens alder och allmantillstand samt
sjukdomens stadium. Vi undersoker genut-
trycksmonster i operationspreparat fran arki-
verade vidvnadsprover och jamfor dessa med
motsvarande kliniska data. Mélet dr att hitta
genkombinationer vars uttryck korrelerar med
tumorens beteende pa lang sikt samt med
responsen pa olika vardformer.

Konklusion

I och med utvecklingen av ett stort antal
nya specifika ldkemedel har betydelsen av
att kunna rikta olika vardformer okat med
hénsyn till bdde behandlingsresultat och
kostnader. Genom att bestimma mRNA-
uttrycksprofiler pa grupper av prognostiskt
signifikanta gener i vdvnads- eller cellprover
striavar vi efter att forbédttra den prognostiska
precisionen och underlitta valet av behand-
lingsstrategi pd individniva. Vi forsdker bygga
upp en omfattande repertoar av genpaneler
for undersokning av centrala cellfunktioner
med tanke p& diagnos och monitorering av
olika cancerformer samt premaligna sjuk-
domstillstand. Etiska lov har beviljats for alla
delprojekt och studierna genomfors i néra
samarbete med de kliniker som har ansvarat
for insamlingen av uppféljningsdata. Forsk-
ningsprojektet har stotts finansiellt av Tekes,
Finska Likareséllskapet och Minervastiftel-
sen. Metoden Genome controlled RT-PCR
utvecklas i samarbete med Finnzymes Oy.

MD Jakob Stenman

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva
Biomedicum 2U

Stockholmsgatan 8

00290 Helsingfors
jakob.stenman@helsinki.fi
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Minerva 50 ar

RALPH GRASBECK

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva har en beaktansvard historia eftersom 50 ar ar en
sa lang period. En historik publicerades faktiskt redan 1989, da institutet fyllde 30 ar (1), och
till 50-arsfesten utgavs en broschyr pa engelska (2). Orsaken till att institutet grundades och
dess historia finns beskrivna i detalj i dessa publikationer, varfor jag i det féljande forst kort

rekapitulerar hur det hela borjade.

Pa Helsingfors universitets klinik for under-
visning pé svenska, IV Medicinska kliniken
som leddes av professor Bertel von Bonsdorff,
forskades det intensivt och seriost, men forsk-
ningslokaler saknades. Chefen kom fram med
idén att vi skulle hyra utrymmen, vilket vi
sedan gjorde med stipendiemedel. Pa inradan
av en jurist grundades en stiftelse, som var
den formella &dgaren till institutet. De forsta
lokalerna hyrdes av det lilla privata sjukhuset
Konkordia och stiftelsen doptes till Miner-
vastiftelsen. Dit flyttades bl.a. den isotopap-
paratur som den klinik som fanns p4 Maria
sjukhus hade skaffat med stipendiemedel. De
tranga utrymmena pa Maria var f.6. Finlands
forsta nuklearmedicinska laboratorium.

Det drojde emellertid inte ldnge innan
de hyrda utrymmena blev for trdnga och
Minerva maéste flytta till allt storre lokaler. I
dag befinner sig institutet i Minervastiftelsens
egna lokaliteter pA Mejlans sjukhusomrade i
Helsingfors i den nya delen av institutions-
konglomeratet Biomedicum.

Institutets forsta doktorsavhandling var
cytogenetisk och skrevs av Albert de la Cha-
pelle.

En kort tid senare anslot sig populations-
genetikern Aldur Eriksson till forskarkretsen.
Genetikernas forskning understéddes av Os-
sian och Betsy Schaumans fond, som admi-
nistreras av Samfundet Folkhélsan. Den var
avsedd for uppréatthéllandet av ett genetiskt
institut, men den krigstida inflationen hade
tdrt pa kapitalet s att idén om ett institut
maéste skrinldggas. I diskussioner som Folk-
hélsans davarande ordférande ”"Bebe” von
Bonsdorff och jag forde, uppkom idén att man
med fondens medel skulle hyra en liten del
av Minerva och kalla det Folkhilsans gene-
tiska institut. S& skedde dven ar 1962. Anda
till &r 1997 arbetade instituten i symbios. D&
hade Folkhilsans fond vuxit till sig s& att det

genetiska institutet faktiskt kunde grundas,
varefter det separerade fran Minerva och
har dérefter levt ett sjdlvstdndigt liv - dock
i ndra geografisk och personlig kontakt med
Minervakretsen.

Den forskning som bedrevs pad Minerva var
till en borjan en fortsattning pa den som skett
vid IV Medicinska kliniken. D&r hade bl.a.
Bror-Axel Lamberg med medarbetare sysslat
med mangsidig thyreoideaforskning, stallt
upp diagnostiska metoder - manga av dem
baserade pé radioaktiv teknik — och undersokt
orsaken till den endemiska struman. Lamberg,
som utnamndes till chef for institutet, samlade
kring sig en aktiv endokrinologisk grupp.

Bertel von Bonsdorffs egen forskning gillde
patogenesen vid pernicios maskanemi, och
hans elever Wolmar Nyberg och Ralph Grés-
beck sdndes forst till USA for att ldra sig de
nodvindiga parasitologiska och biokemiska
metoderna. I och med Nybergs dod 1973
avtog de parasitologiska projekten, men
dérforinnan hade maskanemins ”gata” 16sts:
masken upptar stora kvantiteter B ,-vitamin
fran ménniskans foda s att ca hélften av de
som hade mask visade tydliga tecken p& B, -
brist, d.v.s. patologiskt ldga serum-B ,-vérden.
Maskforskningen har haft manga intressanta
“avldggare”, bl.a. foljande: — De talrika se-
rumproverna frdn en stor maskinfekterad
population uppvisade en statistiskt lognormal

FORFATTAREN

Prof. Ralph Grasbeck var Minervas institutschef
dren 19711993, de tre sista dren heltidsanstalld.
Han &r den sista av Minervas grundare som dnnu
forskar dar. Ett flertal utldndska forskare har
arbetat i hans biokemiska forskargrupp.
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fordelning av serum-B ,-védrdena hos de kon-
trollpersoner som inte hade mask. Dryftandet
av detta fenomen ledde till introduceringen
av begreppet referensviarde, som har blivit
allmént accepterat vérlden over (3).

Grisbeck utvidgade B, ,-forskningen att
omfatta vitaminets fysiologi, speciellt dess
tarmupptag i vilket den mystiska principen
“intrinsic factor” deltar. Gruppen var den f6r-
sta som isolerade ménniskans intrinsic factor
ar 1965. Samtidigt pavisades existensen av ett
annat B -bindande s.k. "R-protein”, numera
kallat haptokorrin och som upptrdder i manga
kroppsvitskor och leukocyter. Vid samma
tidpunkt som institutet grundades beskrevs
en ny B ,-relaterad sjukdom, selektiv B, -
malabsorption, Imerslund-Gréisbecks sydrom.
Bland gruppens andra upptéckter kan ndmnas
beskrivningen av en receptor eller transporter
av hem (jarn-porfyrin) i tarmepitel och erytro-
blaster. Tillsammans med den cytogenetiska
gruppen intresserade man sig for mitogener
(som behdovdes for karyotypering), visade att
antileukocytserum var starkt mitogent och
isolerade i samarbete med Vesa Rédsédnen pa
Medix ett mitogent leukoagglutinin fran bo-
nor, — det forsta proteinet som kristalliserades
i Finland.

Efter denna inkorningstid har nya forskar-
grupper grundats, andra har upphort eller
flyttat. Manga av vara f.d. forskare har kléttrat
hogt i den medicinska hierarkin. En av de
dldsta @nnu aktiva grupperna leds av professor
emeritus Frej Fyhrquist, och dess huvudtema
har varit blodtrycket, speciellt komponenter
i renin-angiotensinsystemet. En annan av de
aldre grupperna leds av Kid Tornquist, numera
professor vid Abo Akademi, och den har linge
studerat membrantransporten av kalcium, for
tillfallet sfingosinets roll i detta fenomen och
skoldkortelkancer.

Bland de nedlagda grupperna kan ndmnas
de som sysslade med cellbiologi och mitoge-
ner (chef Teddy Weber), nutrition (tidigare
D-vitamin, senare kalcium, Christel Lamberg-
Allardt), reprodutiv endokrinologi (Fredrika
Pekonen, numera Forsskahl), experimentell
och klinisk nefrologi (Carola Gronhagen-
Riska) samt nuklearmedicin (chef Kristian
Liewendahl). Skéldkorteln var huvudtemat
for den endokrinologiska gruppen tills Bror-
Axel Lamberg drog sig tillbaka 1993. Han
var f.0. institutets chef d&ren 1959-1971. En
ny enhet med samma namn ledd av profes-
sor Hannele Yki-Jarvinen arbetar nu med
diabetes och en annan ”metabolisk grupp”
ledd av Heikki Koistinen sysslar ocksad med

denna sjukdom. Dessa och andra nytillkomna
gruppers forskning presenteras i olika artiklar
i detta nummer. Det bor papekas, att manga
forskare - speciellt kliniker och universitets-
larare — arbetar pa institutet bara pa deltid
eller under forskarledigheter.

Under den forsta tiden pa institutet tog man
fram talrika nya diagnostiska prov for veten-
skapliga syften men de blev s sméningom
virdefulla i praktisk medicin. Eftersom ingen
annan gjorde dem, bérjade vi bli nedringda
av kolleger som bad oss gora proverna pa pa-
tienter. Detta medforde arbete och kostnader,
men lagen tillédt inte att var stiftelse tog betalt
for denna service. Problemet lostes genom
att forskarna 1963 med lanade medel kopte
landets nést édldsta privatlaboratorium Medix,
som befann sig i vaningen under den férsta
Minervalokalen. Ett aktiebolag grundades,
men dafortiden krdvde ett sidant minst tre
dgare. Forskarna donerade dérfor sina aktier
till tre ideella institutioner: Minervastiftelsen,
Medicinska understodsforeningen Liv och
Hilsa samt Folkhalsans forskningsstiftelse
med villkoret att vinsten skulle anvéndas till
forskning pa instituten.

Medix véxte till en borjan kraftigt och vin-
sten anvindes for Minervas och Folkhélsans
forskning, men omkring 1970 bérjade det
blasa snéla politiska vindar som ville forbjuda
eller kraftigt begriansa de privata laboratorier-
nas verksamhet. Forskarna beslot da att satsa
pa tillverkning av reagenser och startade en
”preparativ avdelning”, som av myndigheterna
knappast kunde betraktas som lika ”krimi-
nellt”. Efter en tid av mattlig utveckling, stotte
man pé en guldader, monoklonala antikrop-
par. Aran av detta tillkommer Jim Schroder
som péd Folkhélsan-Minerva hade anvént
cellhybridisering och sjélv kérde in monoklo-
nalmetodiken som hade publicerats av nobel-
pristagarna Kohler och Milstein. Avdelningen
utvecklades till ett sjdlvstandigt bolag Medix
Biochemica, som &dgs av Minervastiftelsen. Bo-
laget sdljer sina produkter 6ver hela varlden,
och de ingar ofta som huvudkomponenter i
ledande firmors diagnostiska ”kits”.

Laboratoriet & sin sida har fusionerat
med andra bolag, vars aktier nu &gs av
den ursprungliga Minervakretsen, Diacor
terveyspalvelut och Forenade kliniska la-
boratorierna. Politikerna har skrinlagt idén
att begrdnsa privat analys av patientprover.
Bolagen med anknytning till Minerva har
skotts synnerligen val. Har fortjainar den nyss
avgéangne verkstillande direktoren Kaj Lybeck
en eloge.
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Vinsten fran de bégge bolagen har stétt for
hyran av Minervas utrymmen och gemen-
samma personal, dvs. de personer som betja-
nar alla forskare, bestiller rutinkemikalier,
skoter apparaturen, bokforingen o.s.v. Senast
inkOptes de nuvarande forskningslokalerna i
den nya delen av Biomedicum.

Speciellt i borjan av sin existens hade
stiftelsen en formell verksamhetsledare som
bedrev PR-verksamhet. Man lyckades ocksa
uppbada donationer och testamenten. Speci-
ellt omnédmnande fortjdnar tva stora gavor av
fru Lempi Savolainen i Virkby férmedlade av
dr Herman Skurnik samt en testamentarisk
donation av docent Ruth Wegelius. Ytterligare
instiftade Minervakretsen ett medicinskt pris,
”"Medix-priset”, som utdelas av Helsingfors
universitet och som &dr mycket uppskattat.

Under aren har Minerva genomgatt om-
fattande fordndringar, bl.a. har ett klart
generationsskifte skett. Ursprungligen var ju
institutet IV Medicinska klinikens forsknings-
avdelning. Kliniken, som var en samlingsplats
for den finlandssvenska ldkarkaren, undergick
omfattande fordndringar, den flyttade till en
borjan till Unionsgatan 38 men avskaffades
slutligen helt. Harigenom minskade kontak-
ten med undervisningen och unga svensk-
sprakiga forskare in spe. Under senare &ar
har intresset for medicinsk forskning avtagit
bland unga medicinare, och doktorsgraden
har inte ldngre lika stort meritvdarde. Rekry-
teringen av forskare — bade dldre och yngre
— dr darfor ett problem. I stéllet soker sig pro
gradu-studerande fran andra fakulteter till
Minervainstitutet.

Ursprungligen leddes institutet mer eller
mindre sjalvstdndigt av forskarna sjilva,
numera dr avstandet mellan forskarna och
stiftelsens styrelse och dess organ storre, vilket
delvis forklaras av generationsskiftet. Den
medicinska vetenskapen har genomgaende
byrakratiserats, vilket minskar forskarglddjen.
Néar Minerva startade var det t.ex. fritt fram
for djurforsok, numera kravs omfattande
pappersexercis. Numera ar avsaknaden av
forskningslokaler inte nagot stort problem,
ett betydande antal, kanske rentav alltfor
manga hogskolor med forskningslaborato-

rier har tillkommit, varfér Minervas existens
motiveras av annat &n utrymmesbrist. Hit hor
den svensksprékiga undervisningen i medicin,
som forlorat sina svenska undervisningskli-
niker, vilket i ndgon man kompenseras av
Minerva. Ett annat &r valet av forsknings-
teman, dir forskarna fortfarande har storre
valfrihet, mindre byrakrati och flexiblare tid
for forskning dn pa universitetssidan. Vidare
har forskare tillatits forska efter uppnadd
pensionsalder, vilket forvanansvirt ofta inte
ar fallet p4 hogskoleinstitutioner.

Det dr inte l4tt att spd om Minervas framtid.
Dock torde det alltid finnas plats for privat
forskning - ett stort antal nobelpristagare
kommer ju frdn privata universitet. Olika
studentgenerationer &r valdigt olika, och det
dr inte osannolikt att de unga ldkarnas intresse
for forskning ater tilltar. Potentiella forskare
bor emellertid aktivt uppsdkas. Dessutom
finns det ett stort utbud pa utlandska forskare
som gérna skulle forska i vart land men som
utgor en intelligensreserv man i Finland knap-
past tillrdckligt forstar att uppskatta.

Prof. Ralph Grasbeck

Medicinska Forskningsinstitutet Minerva
Biomedicum 2U

Stockholmsgatan 8

00290 Helsingfors
ralph.grasbeck@helsinki.fi
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INTERVJU

Mannen bakom Minervas monoklonaler

I slutet av femtiotalet var det en grupp
forhallandevis unga finlandssvenska
medicinare som skaffade sig egna forsk-
ningsfaciliteter genom att satsa sina
stipendiepengar.

Sa framstiller jag Minervastiftelsens
fodelse nér jag en dag i slutet av oktober
jubileumséret 2009 slar mig ner i soffan
hemma hos Jim Schroder, stiftelsens nu-
varande ordfoérande. Jim &r latt forkyld,
han har varit pa fasanjakt dagen innan,
men intervjun blir 4nda av.

-Jo, det var faktiskt s& det gick till.
Under de forsta aren av Minervas
historia hénde det faktiskt att arets sti-
pendiemedel var slut innan man hade
fatt klarsignal for finansieringen fran
stiftelserna for foljande ar. De unga
forskarna ldnade da sina egna pengar
till institutet, som de sedan fick tillbaka
da stipendierna betalades ut.

P4 den tiden var Jim Schroder for ung
for att vara med.

Han foddes 1945 i Helsingfors och
borjade sin skolgadng i Topeliusgatans
folkskola for att sedan fortsétta i Larkan.
Dé familjen flyttade till Grankulla bytte
han skola &n en gang.

Efter studentexamen studerade Jim
kemi, zoologi och genetik.

Jim Schroder kom till Folkhélsans
genetiska institut 1970 for att skriva sin
doktorsavhandling under handledning
av Albert de la Chapelle och disputerade
fem ar senare.

Minervainstitutet och Folkhélsans
genetiska institut hade da ett néra
samarbete med varandra utan att vara
sammanslagna. Forskarna verkade inom
samma utrymmen och anholl delvis
gemensamt om understod. Instituten
var administrativt separata institut men
fanns under samma tak.

-Det fanns inga klara grdnser och
man anvédnde varandras apparatur efter
behov. Jag har alltid uppfattat mig som
en del av Minerva men ocksa som en del
av Folkhilsans genetiska institut.

Hur kom det sig att du kom in pa institu-
tet fast du inte var lakare? Var det svart?

-Nej, jag var intresserad av medicin-
ska fragor och skrev en pro gradu-av-
handling om effekten av virusinfektioner
pé arvsmassan. Kunde man forklara en
del mutationer som uppkommer hos
manniskor med att de utsatts for vissa
virus?

-1 dag vet vi att virus inkorporeras i
vart dna, vi har fullt av virussekvenser i
vart dna. Massor!

Det hir ledde till att Jims handledare
pé universitetet tipsade Albert de la
Chapelle om honom, och han fick bérja
forska pad Folkhilsans genetiska insti-
tut. Dar larde sig Jim hantverket med
forskning, savil det tekniska som det
vetenskapliga.

Jim Schroder.

-1 borjan av 1970-talet skedde en
revolutionerande upptédckt inom hu-
mangenetiken. Da visade Torbjorn Cas-
persson att det var mojligt att identifiera
alla ménniskors enskilda kromosomer.
Fore det hade man vetat att ménniskan
har 46 kromosomer och att mannen en
X- och en Y-kromosom medan kvinnan
har tva X-kromosomer.

-D4 blev jag skickad till Caspersson
vid Karolinska Institutet i Stockholm
och fick ldra mig hans metoder att farga
kromosomerna. Néar jag kom tillbaka
var jag den enda som behirskade den
tekniken i Finland. Det berodde inte pa
mina fortjinster utan pad den moijlighet
jag hade fatt att lara mig det.

Tiden som f6ljde var aktiv. Jim borjade
urskilja sina egna intresseomraden och
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skapa en egen profil for sin forskning;
den nya tekniska utrustning som in-
forskaffades till institutet gav snabbt
resultat. Efter ett ar fick Jim ocksé anslag
frdn Finlands Akademi.

-Jag var ju inte obunden, men jag fick
min 16n pé annat hall och inte fran in-
stitutet. D4 tyckte jag att jag sjdlv kunde
avgora vad jag ville gora.

Med sin doktorsavhandling var Jim
Schroder och Albert de la Chapelle de
forsta forskarna som visade att celler
frén ett foster under graviditeten kom-
mer in i moderns blodcirkulation. Ar
barnet en pojke hittar man ett litet antal
celler med en Y-kromosom i moderns
blod.

Tack vare av den teknik Jim hade lart
sig under sin tid vid Karolinska Institutet
var det moijligt att ocksa under interfas
(dvs. i celler som inte har genomgatt
celldelning) sarskilja celler av manligt
och kvinnligt ursprung.

-Jag tog blodprov péd ungefir tjugo
gravida kvinnor och studerade massvis
av celler fran deras blod. D& och da
hittade jag celler som jag tyckte var av
manligt ursprung. Metoden var inte helt
tillforlitlig, men nér kvinnorna sedan
foédde sina barn visade det sig dndé att
mina fynd ofta korrelerade med barnens
kon.

Négot som visade sig vara besvérligt
var att manliga celler hos kvinnor som
tidigare vintat pojkar i dratal kunde bli
kvar i moderns vdvnader som négot slags
stamceller.

Cellerna jag hittade var ytterst 1agfrek-
venta, och jag forsokte anrika dem med
hjilp av olika metoder. Drommen var ju
att bara genom ett blodprov frdn modern
fa material fran fostret och kunna diag-
nostisera genetiska sjukdomar.

Pa 1960- och 1970-talen utvecklades
fostervattensprovet och blev sidkert
och tillforlitligt s att man genom prov
frdn fostervattnet kunde diagnostisera
vissa genetiska sjukdomar, t.ex. Downs
syndrom.

-Fostervattensprovet dr fortfarande
standardmetoden, sdger Jim Schroder.

Ar 1975 reste Jim for forsta gangen till
USA, dit han blev inbjuden pa grund av
sina teser i doktorsavhandlingen.

Tva ar senare, 1977, atervdnde Jim
till Finland och blev chef for den cyto-
genetiska avdelningen pa Folkhélsans
genetiska institut, och 1978 blev han
chef for hela institutet.

-Det jag sjalv uppfattar som min
huvudsakliga kontribution till Miner-
vakretsen &r att ha kunnat bygga broar
mellan grundforskningen och dess kom-
mersiella tillimpningar.

Samma ar var det igen dags for USA.
Kort innan hade César Milstein och Ge-
org Kohler beskrivit en metod att skapa
monoklonala antikroppar in vitro.

Milstein och hans medarbetare lycka-
des isolera antikroppsbildande celler hos
moss, och immortalisera dessa, sa att de
sedan kunde odlas i provrér. Immortali-
seringen dstadkoms s, att man skapade
antikroppsproducerande cellhybrider
med formaga till odndlig delning. Jim
etablerade denna teknik p& Minerva,
fore ndgon annan i Finland.

I dag dr de i medicinskt bruk, och t.ex.
50 procent av all ledgdngsreumatism
svarar pa behandling med monoklonala
antikroppar.

-Omkring femtio procent av patienter
med brostcancer har en viss mutation.
Patienterna med mutationen svarar
mycket bra pé terapi med monoklonala
antikroppar som har utvecklats for 4n-
damalet. Brostcancercellerna hos dessa
patienter uttrycker ett visst protein mot
vilket lakemedelsindustrin har lyckats
ta fram specifika antikroppar.

De hir biologiska ldkemedlen an-
vinds mer och mer, men de 4dr d4nnu
mycket dyra.

-Det har tagit lang tid frdn Milsteins
ursprungliga publikation ar 1975 till
rutinmaéssig terapeutisk anvdndning av
antikroppar.

A andra sidan har antikroppar sedan
borjan av 1980-talet fatt sina tillamp-
ningar inom den medicinska diagnosti-
ken. Har har Medix Biochemica Ab, som
till 6ver 90 procent dgs av Minervastif-
telsen, varit en foregangare.

Under en period i USA péd 1980-talet
var Jim ocksd med om att utveckla ett
ovulationstest som ligger som grund
for de ovulationstest som i dag finns pa
marknaden.

Ar 1984 atervinde han till Finland
och veterindrmedicinska hogskolan. Tre
ar senare blev han utnamnd till professor
i genetik vid Helsingfors universitet. I det
skedet hade han inte ldngre kontakter
till Minervainstitutet eller Folkhilsans
genetiska institut.

-Min forskning och min undervisning
som professor vid universitetet i Helsing-
fors har kretsat kring bdde immunologi
och medicinsk genetik.

Under 1980- och 1990-talen verkade
Jim Schrioder saledes som professor i ge-
netik vid Helsingfors universitet och fick
1993 i uppdrag att vara VD for univer-
sitetets forskarpark i Vik. Han stannade
pa den posten under byggnadsfasen men
atergick sedan till sin professur 1996.
Da hade han ocksa atervant till Miner-
vakretsen och &r alltsd nu ordférande
for stiftelsen och styrelseordférande
fér Medix Biochemica Ab (som framst
sysslar med monoklonala antikroppar!).
Dessutom har han en plats i styrelsen
for bolaget Yhtyneet Medix laborato-
riot, som bildades i somras d& landets
tva storsta privata laboratorier gick
samman.

Han &r egentligen inte inledningsvis
sd villig att prata om sig sjdlv och sin
forskning, utan tar i stéllet upp flugfiske,
jakt och sin fagelhund - som ockséa
visade sig vara en utmérkt vakthund da
jag klev in pd gérden i morkret ndgon
timme tidigare.

En bok som Jim har skrivit om flug-
fiske véintar for tillfdallet pa utgivning.

-Jag har aldrig forstatt mig pa sportfis-
kets “catch and release”, alltsa att fanga
en fisk och darefter sldppa den fri igen.
Den kan ha fétt allvarliga skador pa
huden och ha mycket mj6lksyra i krop-
pen, vilket skadar den . Min filosofi &r i
stdllet “catch and eat”. Jag dter den fisk
jag fangar, jag dter den dar jag fiskar den
och jag tar aldrig fisk med mig hem.

Tom Ahlfors
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Lennart von Wendt

10.5.1947-2.6.2009

Professor Lennart von Wendt avled i
juni vid 62 ars alder. ”Lennu”, eller hellre
”Kimmen”, som han kallades av familjen,
var pé god vég att bli historiker d& han
i slutet av gymnasiedren kom pé andra
tankar och borjade intressera sig dven for
medicin. I skolan, dvs. Abo Classicum,
var det i alla fall inledningsvis latin och
sprak som gillde. Kimmen lyste vanligen
som klassens primus men utmérkte sig
dven i friidrott. Efter studenten flyttade
han till Uleaborg for att studera medicin
och blev fardig lakare 1974.

Intresset for historia och humaniora
beholl Lennart livet ut. Nar han kunde
kombinera kunskaper i olika &mnen och
vetenskaper njot han alldeles sérskilt.
D4 kom hans stora allméanbildning
ocksa till sin ritt. Hade man tur kunde
man nagon gang pa ort och stille {4 sig
till livs en djuplodande historisk analys
med é&rtal och persongalleri.

Lennart borjade sin ldkar- och fors-
karbana i sin studiestad Uledborg och
specialiserade sig pa barnsjukdomar.
Han disputerade 1980 pa non-ketotisk
hyperglycinemi, en &rftlig &mnesom-
sédttningssjukdom som drabbar barnets
hjdrna. I sin forskning fokuserade Len-
nart tidigt p&4 barnneurologi och barn-
habilitering, vilket i mitten av 1980-talet
forde honom till Géteborg och professor
Bengt Hagbergs forskargrupp. Familjen
flyttade till Sverige och Lennart blev
overlakare vid Bricke Ostergard och
adjungerad professor vid Goteborgs uni-
versitet. Aven om han ar 1989 atervinde
till Finland for att bli 6verldkare vid
Barnets Borgs sjukhus, forblev banden
till Sverige starka och Lennart fortsatte
att arbeta i bdgge linderna under hela
sin karriér.

Lennart von Wendt byggde ocksa ti-
digt upp ett stort nitverk av kolleger och

Kkliniker runtom i Europa dér han blev en
viktig samarbetspartner for mangen kol-
lega, doktorand eller forskargrupp. De
senaste aren fokuserade Lennart allt mer
pé autismspektrets sjukdomar och han
grundade bland annat ett autismcenter
i Finland. Det tvdrtvetenskapliga samar-
bete som han inledde har gett upphov
till flera nya teorier och metoder om
just autismspektrets sjukdomar. Som
s& ménga ganger tidigare foddes forsk-
ningens fragestidllningar ur praktiska
problem och resultaten ledde ofta till
konkreta forbattringar i varden.
Lennarts formaga att inspirera och
stimulera sina kolleger till forskning
och samarbete har starkt bidragit till
barnneurologins utveckling i Europa.
Sarskilt viktiga var i alla fall alltid patien-
terna och deras familjer. De fick alltid
Lennarts odelade uppmérksamhet och
manga minns honom med stor virme.
Vi, hans vénner, kolleger och familj,
minns Lennart som en ytterst snabb-
tdankt person, vars underfundiga och
ofta lite brittiskt torra humor inte sil-
lan lockade till skratt men ocksa till
eftertanke. Det &r ett stort tomrum som
Lennart von Wendt ldmnar efter sig
savil inom familjen som bland kolleger
och vénner.
Fredrik Almqvist
Mikael Knip
Rikhard von Wendt
Hanna von Wendt
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Johan Ahlqvist
24.3.1930-20.8.2009

Professor Johan Eric Walter Ahlqvist
eller Johnny avled den 20 augusti i sitt
hem Sibbvik i Véstanfjard. Obduktionen
visade en inte tidigare diagnostiserad
pankreascancer med levermetastaser.
Johnny sorjs ndrmast av hustrun Mona,
tre vuxna barn och sex barnbarn.
Johnny foddes i Stockholm den 24
mars 1930 som son till generalkonsul
Eric Ahlqvist och hans hustru Dora,
fodd Tornroth. Johnny var dttling i
rakt nedstigande led till Olof Rudback
d.4., och hans farmor var f6dd Nobel.
Under 1930-talet bodde familjen i
Stockholm dér Johnny gick i skola,
forst i froken Karlssons forberedande
skola for gossar och sedan i Ostra Real.
Efter forédldrarnas skilsméssa, da Johnny
var 12 ar, flyttade han med pappa Eric
till Helsingfors déar han borjade i Nya
Svenska Laroverket, Larkan. Finskan
var till en borjan besvirlig for en pojke
fran Stockholm. Lérkans legendariska
larare Tonttu lar ha gett vitsordet - 14 for
Johnnys forsta prov i finska. Eftersom
fadern hade gift om sig 1946 och flyttat

till Egypten bodde Johnny inackorderad
i olika familjer, men han tillbringade
ocksd mycket tid pa Rastbole gard som
hans far dgde tillsammans med fyra
andra syskon. Dér skaffade Johnny sig
omfattande kunskaper om jordbruk och
andra praktiska sysslor pa en gard.

Johnny blev student 1948 och inledde
sina medicinska studier vid Helsingfors
universitet 1949, blev medicine licentiat
1956 och disputerade 1961 med en av-
handling om mastceller. Han arbetade
ett ar som stipendiat i London i Pears
legendariska laboratorium som var den
détida histokemins Mekka. Johnny blev
specialist i patologi 1962 och docent i
patologi 1964. Han verkade som tf. pro-
fessor i anatomi 1963-64 och i patologi
1979 vid Helsingfors universitet. Ar 1965
blev han 6verldkare i patologi pa Aurora
sjukhus, en befattning som han innehade
till sin pensionering 1990. Samma &r
forlanades han professorstitel.

Det var Johnnys fortjanst eller fel,
beroende pé frdn vems synpunkt man
ser det, att jag blev patolog. Vara vigar
mottes i borjan av juni 1966. I slutet av
maj sag jag pa Asis anslagstavla en liten
handskriven lapp ddr Johnny sokte en
sommarvikarie till patologiavdelningen
vid Aurora sjukhus. Det géllde en ma-
nad som obduktionsvaktméistare och
en manad som laboratorieskoterska.
Jag anmilde mig och blev anstélld till
nagot som visade sig bli ett fascinerande
sommarjobb.

Johnny var en entusiasmerande l&-
rare. Han var en mycket skicklig och
observant obducent. Han sig ocksa till
att Auroras hela ldkarkér, anforda av
chefslakare Erkki Klemola, alltid kom
till obduktionsdemonstrationen dér det
vanligen uppstod en ingdende klinisk-
patologisk diskussion. Johnny var ocksa
négot av en uppfinnarjocke. Han desig-
nade obduktionsinstrument och hjélp-
medel som den héndige vaktmastaren
Arvi Honkanen sedan snitsade till.

Johnny behérskade den histologiska
teknologin ldngt utdver det vanliga
bland dagens patologer. Darfor blev han
ofta anlitad att foreldsa om fargningsme-
toder och deras kemiska bakgrund. Som
morfologisk diagnostiker var Johnny
ocksa exceptionell. Han ndjde sig sdllan
med att enkelt beskriva histologin utan

inbegrep i den dven en utredning av kau-
salitet och patogenetiska mekanismer.
Hans analytiska PAD-utldtanden, som
till omfattning kunde motsvara ett kor-
tare kapitel i en bok inklusive referenser,
irriterade ibland stressade kirurger som
snabbt ville veta om det handlade om
nagot som gick att operera eller inte.

Johnny podngterade i alla ldgen vikten
av att tdnka in casu. Han ifrdgasatte
rekommendationerna om medicinsk
praxis-kédypa hoito som han ansag leder
till kokboksmentalitet och stereotypt
agerande enligt inldrda monster. Johnny
tvingade ocksé sin omvirld att tdnka. In-
tellektuell léttja och enkla, flummiga for-
klaringar hade han ingen forstaelse for.
Han stéllde sig dven kritisk till WHO:s
sjukdomsklassifikation och accepterade
inte heller sddana vedertagna dogmer
om sjukdomsmekanismer som klart
stod i strid med de morfologiska fynden.
Detta ledde ibland till friktion mellan
honom och s.k. rdttrogna.

Som privatperson var Johnny spiritu-
ell och empatisk. Medan vi d&nnu hade
snorika vintrar med gott skidfore pa
1980-talet brukade han och jag flera
ganger per sdsong aka buss till Salmi
och ta sparet over till Noux och dari-
fran vidare till Solvalla och Pirttibacka.
Det var uppfriskande sondagsutflykter.
Johnny tyckte ockséd om att segla och
var under manga somrar forddcksgast
pa Trolle Donners atta.

Johnny gick i fortidspension 1990. Ett
incitament var den stdndigt tilltagande
byrakratin som han upplevde som be-
tungande. Han berdttade att stadens
hélsovardsverk d& han tilltrddde sin
tjanst 1965 hade elva anstidllda som han
alla kénde personligen. D4 han gick i
pension hade antalet 6kat till 300 och
han kdnde ingen.

Efter pensioneringen byggde Johnny
garden Sibbvik i Vastanfjard. Déar
sysslade han bl.a. med skogsbruk och
planterade 1 300 ekplantor som han
sjilv hade drivit upp fran ollon. Men
arbetet pa gadrden minskade inte Johnnys
vetenskapliga intresse som blev allt mer
inriktat pad medicinsk filosofi med Wil-
liam Harvey, Karl Popper, Isaac Newton
och Eino Kaila som favoritforfattare.
Johnny var ocksa ledamot av Suomen
ladketieteen filosofian seura. Dessutom
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dgnade han mycken tid &t blodcirkula-
tionens fysiologi och framfor allt at
dess reologi. Att en del av hans inlagor
mottes av ofdrstaelse kan atminstone
delvis tillskrivas den yngre ldakarkarens
allt svagare kunskaper i fysiologi, nagot
som Johnny var bekymrad 6ver. Jag delar
hans bekymmer.

Med Johan Ahlgvist har en mangkun-
nig och engagerad patolog med stor
integritet gatt ur tiden. Han vagade ga
sin egen vdg och intill envishet driva
de saker han trodde pa. Han var in-
spirerande som ldrare, han var belést
och samhillsengagerad och han var en
god van.

Leif C. Andersson

Ulpu Saarialho-Kere

8.2.1960-13.9.2009

Professor Ulpu Saarialho-Kere, f6dd
1960, avled den 13 september péa
Mejlans sjukhus i Helsingfors efter en
kort tids sjukdom. Hennes ndrmaste &r
maken Juha Kere och barnen Kristian,
Markus och Maura.

Ulpu Saarialho-Kere som var profes-
sor i dermatologi vid Karolinska In-
stitutet och vid Helsingfors universitet
delade sin tid mellan dessa arbetsplatser.
Efter uppvéxten i Helsingfors studerade
Ulpu medicin och tog sin ldkarexamen
vid Helsingfors universitet 1985 och
blev medicine doktor 1988. Ett stort
forskningsintresse ledde till en trearig
postdoktorsperiod vid avdelningen for
dermatologi vid Washington University
Medical School i St. Louis, USA un-
der dren 1990-93. Efter hemkomsten
fortsatte karridren snabbt uppat; Ulpu
blev docent i experimentell dermatologi
1996, specialist i dermatologi och vene-
reologi 1998 och var dldre forskare vid
Finlands Akademi aren 1998-2003.

I samband med att &ven maken Juha
Kere fick tjanst vid Karolinska Institutet

utndmndes Ulpu till professor i derma-
tologi och venereologi vid Karolinska
Institutet, Institutionen for klinisk forsk-
ning och utbildning vid Sodersjukhuset
ar 2003. Hon blev dven professor i til-
lampad dermatologi och venereologi vid
Helsingfors universitet 2009. — Ar 2007
blev Ulpu invald i styrelsen f6r European
Society for Dermatological Research.

I fokus for hennes forskning fanns en
sdrskild grupp enzymer, matrix metal-
loproteinaser (MMP) samt deras roll
vid sarldkning och uppkomsten av hud-
cancer. Sérskilt var det mojligheterna att
med hjilp av kunskap om dessa protei-
naser kunna forbéattra diagnostiken och
utveckla nya behandlingsmetoder for
hudcancer som intresserade Ulpu. En
annan forskningslinje gédllde de under-
liggande mekanismerna for psoriasis.
Ulpu delade sitt stora forskningsintresse
med Juha, och de samarbetade mycket
néra i flera olika projekt. Forskningen
befann sig vid Ulpus fortidiga bortgang
i en mycket aktiv fas med ett stort antal
vetenskapliga artiklar publicerade just
iar.

Som privatperson hade Ulpu Saari-
alho-Kere en bred allménbildning med
ett stort intresse for konst och klassisk
musik som hon girna forde vidare till
familjen och sina kollegor. Ett annat
intresse var resor, gérna till Frankrike
eller Italien. Viktigast for henne var énda
att kunna tillbringa den lediga tid som
fanns tillsammans med Juha och den
ovriga familjen.

Pé sin arbetsplats var Ulpu en mycket
fokuserad person som var l4tt att umgas
och samarbeta med tack vare hennes
raka och &rliga sdtt. Hon kravde mycket
av sina medarbetare men dnnu mer av
sig sjilv.

En framgangsrik forskare, vdn och
kollega har ryckts bort allt for tidigt. Vi
minns Ulpu med stor saknad och tanker
sérskilt pd hennes nérmaste.

For vianner och kollegor,

Rune Toftgard

Tiina Skoog

Goran Elinder
Barbro Lundh Rozell
Bjorn Rozell
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En faltskars berattelse

av Helge Roos

Julkvillen 24.12 mottogo vi den obehag-
liga underrittelsen att vart regemente
skulle sdndas till fronten. Alla officerare
samlades pa staben till en stimningsfull
maéltid, som jag aldrig skall glomma. Ba-
taljonen erholl bendmningen I11/JR 61.
Det géllde att rusta sig for &ndamaélet och
ryggsicken blev forfarligt tung och kom-
lig. Nér vi dntligen blev fardiga skedde
avresan 23.1. Lastningen vid jarnvags-
stationen tog tre timmar, enér vi stordes
av flygalarm. Resan varade dver ett dygn
och vi hamnade (25.1) till Pyh&jarvi
station vid Kexholmsbanan. Har fick
jag min trogna vén och ledslagarinna
for hela fronttiden, histen Clara. Under
natten firdades vi sedan i motvind och
fruktansvard kold, marscherande eller
dkande, den langa vagen till spetsen av
udden vid Pyhé&jarvis norra strand dér
kompanierna forlades i byggnader, vilka
overgivits av civilbefolkningen, pa nigra
kilometers avstdnd fran varandra. Man
vande sig vid att ligga pa tribénkar eller
pa golvet, fullt pakladda med rummet
fullt av snarkande.

Vart JSP inrdttade vi i tvenne man-
skapstélt vid Rajaniitty i ndrheten av
en storre vag, langs vilken kolonnerna
passerade medforande sjuka. Vi lago
ungefar 2 mil fran stridslinjen, norr om
Vuoksen. Det var meningen, att vi forst
skulle védnja oss vid livet vid fronten,
innan man sénde oss fram till eldlinjen.
Manskapet trdnades under dvningar i

terrdngen och byggde forsvarsverk. Det
oavbrutna kanondundret fran sydost,
mest Taipale, och ideliga pahélsningar av
ryska spanarmaskiner forkunnade oss,
att vi befunno oss inom farozonen.
15.2 k1. 9 p&d morgonen kommo vi till
Tammisuo, den ndrmaste stationen fran
Viborg pd Sordavala banan. Vi kinde
oss duktigt frusna och trétta och voro
inte vidare nytra efter den besvarliga
resan, som varat i 6ver ett och ett halvt
dygn med ldngre och kortare uppehall
pa grund av tagforseningar och flyg-
storningar. Vi, officerare hade suttit
hela den sista natten i en odragligt kall
vagn. Trots den molnfria himlen stordes
vi under den foljande fdrden endast foga
av flygare. Kolonnens borjan - vi héllo
med avsikt mycket langt avstand mellan
fordonen - ldar dock ha fatt taga emot
skurar fran deras maskingevar, varvid
tvenne personer sarades. Efter nadgon
timmes fdard, merendels genom skog,
kommo vi in pa stora landsvédgen, som
gér fran Viborg osterut mot Kamiri by.
Det blev besvirligt till foljd av langa
rader av métande slddar och bilar och
den snedkoérda hala vdgen, som hotade
att stjdlpa lassen. Stagnationer och sma
kollisioner kunde ej undvikas. Vi hade
mycket svart att hélla kontakten med
véara egna fordon och voro oroliga att
réka pé villovédgar, ty endast kolonnens
ledare kdnde vart mal. Omsider ham-
nade &ven vi pa den radtta védgen. Det

borjade skymma. Kanondundret hordes
allt starkare, och framfor oss upplystes
kvillshimlen oupphorligt av artilleriets
eldflammor. Praktfullt men kusligt. Vi
passerade ett tankhinder. De jattelika
stenarna stodo som rader av valnader
pa vardera sidan av oss.

Foljande dag anséags det radligast, att
vi foro ldngre bakéat. Vi beslot darfor
att ldmna Vornanen, ehuru vi ej fatt
nagon order, ty man kunde ju ej veta,
nidr man hade stridsvagnarna inpé sig,
da forsvaret brustit. Doktor Lindholm
och san.underserganten togo hand om
en del sarade, medan jag orienterade mig
betrédffande ldget. Dem, som hade l&t-
tare blessyrer och de forbundna fick JR
62:ans sanitdrer ombesorja till forbands-
stationen vid Honkaniemivégen. Vi drog
oss tillbaka samma vdg vi kommit. Pa
stora vdgen vid Honkaniemi, passerade
vi soderifran kommande truppmassor.

Da vi kommo ut pa fdlten med de
stora bombgroparna pa andra sidan
jarnvégen, sdgo vi kvéllshimlen upplyst
av ett starkt eldsken. Stationshuset
vid Kédmaird och omgivande byggnader
brunno i full 1aga. Jag trodde att brasorna
voro ryssarnas verk. D4 jag sett véra re-
tirerande, torftigt utrustade trupper och
bevittnade den hemska synen i sydost,
erinrade jag mig huru mangen gang forut
i historien vart arma folk méast draga sig
tillbaka for fran detta hall kommande
overmalktiga fienden, som satt vara byar

Vid det finska FN-kompaniet i Suez tjanstgjorde
Gunnar Brandt ar 1957. Vid en 50-ars minnesfest for
FN-trupperna i Helsingfors kom en av hans datida
vapenbroder (Lars Hallmen) fram till honom och be-
rédttade att han vid en bouppteckning kommit 6ver en
kollegas (Helge Roos) minnesanteckningar fran sina
upplevelser som ldkare under vinterkriget 1939-1940.
Efter genomlédsning fann Gunnar Brandt ”Beréttelsen”
intressant och absolut minnesvard och fortjanade att
komma dven mojligast stora, yngre ldkares genera-

tioner till kinnedom. I sin ” Beréttelse ” har Helge
Roos skildrat hur han i vinterkriget hamnade i ett JSP
(truppforbandsstation) vid yttersta linjen. Helge Roos
var fodd ar 1892 och horde darfor till de argangar for
vilka varnplikten avskaffats. Hosten 1939 blev han
dnda som 48-aring inkallad till militartjdnst och seder-
mera sénd till fronten. Hans skildring av det tunga
arbetet vid fronten omfattar 60 sidor. Gunnar Brandt
och Barbro Scheinin har forkortat ”Beréattelsen” till en
minnessKkrift till 70-ars dagen av fredsslutet 13.3.1940.
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Helge Roos tilldelades 1940 frihetskorset
IV klass och blev under fortsattningskri-
get befordrad till sanitetskapten. Han fick
frinetskorset Ill klass ar 1944 och arbetade
till sin pensionering som distriktsldkare i
Helsingfors. Helge Roos avled 1989.

i brand. Men snart fick jag ldra mig, att
det var véra egna pionjirer, som stucko
eld pa byggnaderna, vilket var en ound-
ginglig taktisk atgird.

Snart var vi alla vid Reponotko och
fick logera i en vilbyggd korsu hos
mycket véanliga och géstfria unga finsk-
sprékiga artilleriofficerare. Manskapet
maste sprida sig i det stora korsusamhal-
let, ddr det t.o.m. fanns skyddsrum for
artillerihzstarna. At vara dragare forfair-
digade vara man stall av fallda stammar
och granris, vilket arbete jag dsdg med
intresse. Det gick snabbt och skickligt
undan och jag tror att vara Péllar dven
voro ndjda med resultatet. Plotsliga dnd-
ringar i bataljonens instruktioner &stad-
kom stor forvirring. Jag hade naturligtvis
inte reda pa alla strategiska synpunkter,
da var bataljon besatte Mustalampiasen.
Visserligen hade ryssarnas inbrytning
vid Summa varit en chock och det vi pa
néra hall fatt erfara om deras senaste
framryckning var betdnkligt.

17.2 p& morgonen kom det ett bud
fran bataljonschefen till mig, som befann
mig med sanitetsgruppen vid Rytylampi,
att vi skulle anldgga vart JSP ca 500
meter soderom stora landsvégen. Till
Rytylampi hade vi anldnt foregdende
kvéll efter var retrétt fran trakten av
Kamérd station. Ordern satte fart pa
oss. Det géllde att leta reda p& manska-
pet i det relativt stora korsusamhillet.
Vi stordes oavbrutet av nyfikna ryska

spanarmaskiner, som ofta gavo eld med
sina maskingevar. Snart fingo vi ett nytt
mera kategoriskt bud fran var stab.
Mannen beréttade, att det redan var
strid. Jag sdnde doktor Lindholm och
en sanitdr till Metsédvartija for att soka
oss en lamplig korsu for vart JSP. Vid
12 tiden for jag med fordonen i spridd
kolonn. Himlen var fullkomligt klar och
vi var rddda for de ryska spanarna, da
vi firdades i den glesa skogen och pa
den stora landsvédgen, men lyckligtvis
besvirades vi ej da av flyg. Endast stora
formationer av bombmaskiner foro pa
mycket hog hojd 6ver vara huvuden pa
vag mot avldgsna mal.

Doktor Lindholm hade fortsatt ned
mot linjen for att ordna skétseln och
transporten av sdrade, Bortom Metsin-
vartija hordes hiftig kanonad och en
man med en svar skallskada lag redan
och vidntade pa var hjélp i en korsu.
Denna var beldgen ungefar 1 Y2 km.
bakom linjen och var den enda lediga,
acceptabla i ndrheten. Men skyddsrum-
met var bristfélligt. Det saknade dorr och
inredning och taket bestod av en enkel
stockrad, troligen med ingen annan
pafyllning &n den sno som fallit under
vintern. En bér lades 6ver tva JSP-lador
och blev vart operationsbord. De ldttare
skadade fick sitta pa lador. Medan ett
par av oss skotte de sérade, vilka borjade
komma i en jamn strom, istdndsatte de
andra skyddsrummet och monterade
upp petromaxlampan. Det var bra, att vi
hade skolat och hindigt manskap med
oss, ty jag som aldrig tidigare varit i mi-
litdrtjanst, visste dnnu ej sardeles mycket
om féltutrustningen och sanitetsarbetet
ute vid linjerna. I den starka kélden
och de ytterst primitiva forhdllandena
mottes jag hdr av svara problem. Var
sanitetsgrupp bestod, enligt reglemen-
tet, forutom av tvenne ldkare av tva
sanitetsunderofficerare, vilka deltogo i
sjukvarden och skotte journalen, fyra
bérbéarare av ldgre grad, och lika manga
korkarlar, en for vart fordon (tva for
sjuktransport och tva for transport av
materielen).

Samma morgon (17.2) sa fort det
borjat ljusna, fick var bataljon sitt forsta
verkliga eldprov. Attonde kompaniet an-
greps av ryska stridsvagnar. Med tvenne
maskingevir och andra infanterivapen
kunde man ej bjuda tanksen motstand.
Man saknade pansarvdrnskanoner,
och spriangladdningar skulle anlédnda
forst foljande dag. Somliga stridsvagnar

angrepo den IV plutonen, som lig ute
i terrdngen bakom tankshindret. Andra
avancerade mot kullen bakom sjon och
riktade en moérdande eld mot de vara.
Dér de kommo at skoto de in genom
korsu6ppningarna. I ett skyddsrum
uppstod eldsvada, och om detta ej haft
tvenne ingéngar, hade alla dédrinne varit
salda.

Tanksangreppen mot vara forlagg-
ningar gévo oss vid JSP oavbruten sys-
selsdttning langt in pa kvillen. Vi fingo
ej tid eller ens mojligheter att utfora
négra operativa ingrepp i de primitiva
forhallandena. Vart arbete inskrdnkte
sig till att blottlagga saren, anldgga
sterilt férband och skena vid benbrott
och storre lesioner i extremiteterna.
Det var ogorligt att taga av de sérade
deras kldader. Det var for kallt och man
hade ddarmed kunnat skada och valla
patienten smarta. Vart basta verktyg
var en kraftig gipssax, d& det géllde att
fa de blodiga och nedsolade paltorna
avldgsnade fran sirets omgivning, sa
att forbandet kunde anldggas. Om man
franser inre blodningar yppade sig lyck-
ligtvis séllan forblodningsfara trots svara
extremitetsskador. De ombindningar,
som anlagts av sanitdrerna ute vid linjen,
kunde i allménhet utan vidare avldgsnas
vid JSP. Utom skotseln av saren, vilken
var att betrakta sdsom en forsta hjilp,
horde till vara viktigaste atgirder att
bereda véara svart skadade och forfrusna
patienter vila och viarme, ge dem négot
att dricka och lindring for smértor samt
snarast mojligt sdnda dem vidare for
sakkunnig vard. Varmt vatten eller saft
med socker kunde vi d4stadkomma och
med morfinet behovde vi ej vara njugga.
Filtarna rackte emellertid ej pa langt nir
till, och transporten av de sarade fung-
erade bristfalligt. Sanitetsbussar sago
vi sdllan. Véra langsamma héastfordon
maste sldpa de sarade savil fran linjen
till JSP som dérifran uppét till ndrmaste
sanitdra etapp. Foljden var att korsun
fylldes av stonande och yrande sarade,
som i timtal maste vinta pa evakuering,
vilket sdkerligen i manga fall var skadligt
och av 6desdiger betydelse.

Vad krigsskadorna vidkommer, domi-
nerade de trasiga saren astadkomna av
granater. Ofta var det svara skall- och
ansiktslesioner, perforerande sar genom
brostet och buken och komplicerade
skador i extremiteterna med benbrott
och forlamningar. De svéraste fallen
nadde ej oss; de blev pa valplatsen.
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Senare pa kvéllen avhdmtades de sa-
rade med bussar. Striderna mattades av
och det blev lugnt till natten. Vi drucko
kaffe och &to sura skorpor och redde
at oss granrisbdddar pa den hért frusna
marken, radidrt utstrdlande fran den
mittstdllda kaminen, som vi brassade
pa sé& den blev glodhet for att f& nagor-
lunda dréglig varme. Nagon sémn blev
det ej av, ty ndr krigandet var slut, kom
det under hela natten ideligen patienter
med allehanda krampor - frostskador
och skavanker.

Foljande morgon (den 18.2) fingo vi
ett synnerligen vilkommet besok. Man
kom med varm mat -nagonslags kott-
makaroniréra. Aptiten var god, ty vi
hade levat pa torrskaffning sedan den
15:de. Villervallan under nedférden till
fronten hade satt hela provieanterings-
maskineriet i oordning. Efter middagen
brakade striden ater 16s. Det ryska
artilleriet 6ppnade spelet. Vid vart JSP
hade vi lyckligtvis ingen direkt kdnning
av den. Hela trakten var i timtal fylld av
ett helvetiskt larm av de metallklingande
serierna fran tanksens maskingevér och
kanoner, jagande i vildaste hets om var-
andra, och dédremellan hordes dovare
dunsar i glesare takt. Senare pa efter-
middagen trdngde 3-4 vagnar genom
sparren. Bristen pa pansarvirn gjorde sig
naturligtvis gédllande. Tanksen &stadkom
stort manfall bland de vara genom att
skjuta langs skyttegravarna. Sedan artil-
leriverksamheten och tankanfallen satt
in, hade vi det ter hett pa JSP. De sarade
kommo i en jaimn strém vandrande eller
lassvis med fordonen. Korsun var full av
sérade, unga man, bleka och uttréttade.
Somliga bado, flamtande att fa vatten,
andra voro medvetslosa av sina skador
eller i morfinrus, yrande och klagande. I
det grilla ljuset under petromaxlampan
stod doktor Lindholm och arbetade
med ett svarmodigt uttryck i ansiktet.
P4 baren var en man med ett 6ppet sar
i ovre delen av vénstra lungan, genom
vilket vid varje inandning luften droga
in med ett vdsande och vid utandningen
eller hoststotar en blodstrom kvéllde
fram. Dessutom hade han i vénstra
armen ett stort trasigt granatsar och ett
splittrat overarmsben. Jag tog itu med
en man nédrmast ingadngen. Hans ansikte
var oformligt, svullet och fullproppat
med sand och krutstank. En granat
hade slagit ned tétt invid honom mot
skyddsvérnet.

Den dagen fingo vi ater vinta pa am-
bulanserna i timtal och det vérsta var, att

vi med korsun full av sarade, fingo bud
att en tank var pa vdg mot oss. Vér korsu
lag ndra viagen med ingangen vénd snett
emot denna. Nu voro goda rad i sanning
dyra. Vi kunde icke gora annat 4n att ta
Gud i hagen och fortsdtta med arbetet.
Mina tankar sysslade hela tiden med vad
som kunde hénda oss alla. Jag hade ju
ansvaret for hela hopen. Lindholm tog
saken som vanligt med ett suverdnt lugn
och intresserade sig endast for det han
hade for hidnderna. D4 vi icke hade vara
fordon till hands, uppmanade jag alla
sérade, som kunde g4, att lamna korsun
och soka sig till ndrmaste forbandsplats.
Minuterna férgingo, men tanken kom
inte. Spdnningen gav sig smaningom,
det blev lugnare vid linjen, ehuru arbetet
fortsatte hela natten. P4 kvillen kom
tvenne ambulansbussar for att avhdamta
véra sarade, vilka i sanning voro glada
att dntligen bli forda till ett varmare och
tryggare stille.

Nista dag berdttade man att ryska
tanks kommit upp pé Viborgsvégen vid
Kuusisto, ddr vi nyss varit och att vi med
det snaraste maste flytta. Lyckligtvis
hade véra pionjdrer hunnit spranga bron
vid Kalkatsaarenoja, s& faran forefoll ej
vara alldeles 6verhdngande. - I Sdinio
fick jag forsta gdngen sedan vi lamnat
Pyhijéarvi sova ut en natt i fred. De
utmarkta lottorna lagade at oss granris-
biddar pa golvet och man kénde sig val-
betjint och omskétt. Jag minns lottorna
med tacksamhet frdn de négra dagar vi
huserade tillsammans. Matlagning och
stidning gav oss inga bekymmer och
de hjélpte med de sarade. Ordningen
var helt annan, nér de voro med, &n da
karlfolk skotte om motsvarande sysslor.
Négon ridsla visade de icke.

Tisdagen den 20:nde aterupptogo
ryssarna angreppen mot sparren, som
forsvarades av sjunde kompaniet. Artil-
lerielden var mycket intensiv. Det var ett
rent inferno berdttade serg. G.Troupp,
som var med i en av de frimsta skyt-
tegravarna. Ménga stupade. Eldledaren
och telefonmanskapet blevo sirade
och bortforda, vilket hade till foljd att
de fa skott, som avskjotos frén véara
batterier forfelade sitt mal. Tanksen
traingde genom hindret och lyckades
t.o.m. sldpa slddar med infanteri efter sig
langs vdgarna pa vardera sidan av asen.
Antalet stridsvagnar pa Viborgsvégen i
ryggen pa de vara vixte och sannolikt
fordes dit dven nagot fotfolk. Minorna
torde icke fungerat. Enligt uppgift skall
de saknat knallhattar. Buntladdningar

anvindes av forsvaret, stundom med
god effekt, men tack vare den 6ppna ter-
réngen, avsaknaden av pansarvirn och
det ursinniga skjutandet fran tanksen,
voro utsikterna att rd pd dem ganska
sma. En stridsvagn placerade sig invid
var stabskorsu vid den hogra vagfor-
greningen, som den bevakade i manga
timmar. Var situation var mycket prekér.
Manskapet hade med mod och offervilja
kdmpat mot den vildiga dvermakten.
Nu syntes allt hopplost. Motstandet tog
slut mot kvillen.

Dé ingen undséttning kom till vart JSP
pd Mustalampidsen blev vistelsen déir
alltmera riskfylld pa grund av de forbi-
passerande tanksen. Man hade ingen an-
nan utvig dn att 6verge omradet. Natten
mot den 21:a sékte man sig ut ur avsnit-
tet i sma grupper &t olika hall. Doktor
Lindholm, sanitetsunderserg. Lingon-
blad och négra mén fran ldtta plutonen
sldpade de svart sarade pa bar till JR
13:s JSP, och hade turen att icke méota
nagon fiende. Tvenne av véra sanitérer
maste gomma sig under en bro, da den
passerades av en rysk patrull och en av
barbérarna &drog sig en svér forfrysning
av ena knét, dd han gémd for ryssarna
lag under en gran. Vid Lintula och Kont-
tula hade vi periodvis stor anhopning av
sérade, troligen beroende pa motanfal-
len. Fiendens artilleriverksamhet 6kade
dag for dag. Vi voro manga ldkare, vilka
delade arbetet, s& man hade mojlighet
att vila sig. De forbundna sédndes med
héstfordon till sjukhuset i Kyttild, en
manga kilometer lang och besvirlig vig,
men bittre arrangemang stod ej till buds.
Viégen slingrade sig merendels genom
skog, vilket var en stor fordel. Lyckligtvis
var det mulet, varfor vi ej behovde vara
rddda for flyget, fast husen lago oppet
pa gardsplaner. I stillet underhollos vi
av granatnedslag i var nérhet.

Efter anstrdngningarna vid fronten,
sannolikt dven pa grund av bristande,
ensidig niring borjade manskapets kon-
dition forsdamras, vilket tryckte sin pragel
pa vara mottagningar. Vara trotta och
frusna patienter follo i de varma rummen
i djup sémn pa golv och béankar. Kold-
skador forekommo, snart dven séarade.
Ryssarnas eld koncentrerades ater mot
véra forldggningar.

29.2 hade den sydliga delen av Suur-
Pero under natten satts i brand av vara
retirerande trupper och senare pa dagen
stodo alla byggnader pa slétten i lagor. Vi
hade en dyster och hemsk syn for vara
ogon. Det som fredliga ménniskor byggt
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och kanske bebott i flere generationer,
brann nu till aska under nagra timmar.
Men civilbefolkningen var lyckligtvis
evakuerad och langt borta fran forsto-
relsen.

Sanitetsgruppen (som jag senare ar-
betade med) var heterogen, av slumpen
sammansatt. Den ena underofficeren
var i det civila mejerikonsulent, den
andra restaurangportier. Av barbi-
rarna hade den dldsta officersgrad inom
Frélsningsarmén i Bjorneborg, en var
snickare och de tva aterstadende hade
mig veterligen intet yrke &nnu. Tre av
bérbararna horde till de samvetsomma,
vilka végrade béra vapen. Korkarlarna
var jordbrukssoner.

Nir vi efter stdndiga flyttningar kom
till Tervajoki maste vi taga in i ett hus,
som hade sonderslagna fonsterrutor och

allt inuti huller om buller efter ett bom-
bardemang. Sedan vi stoppat fonstren
med allskons paltor, inrdttade vi oss for
var blivande mottagning. 8.3 sokte vi en
béttre boning, men forgédves. Harvid sag
vi vid kanten av stora landsvédgen en dod
soldat i sittande stéllning i snodrivan.
Han hade uttréttad satt sig ned, domnat
av och gétt in i den eviga vilan.

Bataljonen led stora forluster i doda
och sarade. Vid krigets slut fanns endast
négon enda officer och ett fatal underof-
ficerare vid den yttersta linjen om man
franser dem vid kommendorsstaben,
men &ven for dem holl det pa att ga illa.
En sarskilt tung dag var den 11.3. Vi togo
hand om 32 sarade fran var bataljon,
men sdkerligen besokte manga dven en
annan forbandsstation i trakten.

Mellan den 11:e och 13:nde mars
fungerade jag som regementsldkare for
en kollega som blivit sjuk. I denna egen-
skap maste jag gora farder till hogre in-
stanser for att ombesorja anskaffningar
och ordna om de sarades och dodas
evakuering. Det var ingen l4tt sak att fa
kontakt med divisionens sanitetsstab,
ty den holl vid det laget pa att flytta
nordligare och telefonforbindelserna
vore darfor avbrutna.

Den 13:nde mars hade jag slumrat
en stund. D4 jag vaknade hade beskjut-
ningen upphort. En néstan kuslig stillhet
radde. Radion upplyste oss om att freden
var sluten. Vi fingo veta de harda villko-
ren och vilka omedelbara krav fienden
stéllt pa oss. Ingen kunde glddja sig over
en sadan fred.
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