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Sammandrag

Malaria ar en sjukdom som under 2013 féranledde 584 000 dodsfall. Sjukdomen
orsakas av parasiter fran slidktet Plasmodium. Det dr fem arter som kan ge upphov till
malaria 1 manniskor - Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale och Plasmodium knowlesi. Malariaparasiterna kan
infektera roda blodkroppar och orsaka ménga komplikationer. Likemedel som
anvénds vid behandling av malaria ar klorokin, sulfadoxin-pyrimetamin (SP),
artemisininer samt artemisininbaserade kombinationsbehandlingar (ACT). Klorokinet
verkar genom att hindra avgiftningen av hematin, SP bestar av tva ldkemedel som
arbetar synergistiskt och inverkar pa folsyrasyntesen och artemisinin agerar genom att
inhibera ett specifikt kalcium-ATPase. Det har uppkommit resistens mot dessa
ladkemedel och uppkomsten av resistens associeras med mutationer. Mutationer som
har studerats ar i generna pfcrt for klorokinet, dhfr och dhps f6r SP och K13 {or
artemisininet. Dessa genetiska markdrer dr viktiga for faststéllandet av
resistensutveckling. Resistensen for artemisininer och ACT kannetecknas av en storre
motstdndskraft hos parasiten men det dr definitionsméssigt inte resistens utan snarare
delayed clearance (DC), som innebér att en lingre behandlingstid dodar parasiterna.
Artemisininet dr det sista likemedlet som konsekvent ar effektivt mot malaria, med
reservation for att motstandskraften hos parasiterna ér starkare, och skulle det
uppkomma omfattande resistens mot artemisinin skulle konsekvenserna vara
forodande.

Inledning

Malaria ar en sjukdom som orsakas av parasiter i slidktet Plasmodium. 1 sliktet
Plasmodium finns det 6ver hundra arter och fem av dessa kan infektera manniskor.
Dessa dr Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale och Plasmodium knowlesi. Malaria &ar den dodligaste och mest
vanligt forekommande parasitsjukdomen hos ménniskor (White 2004) och under 2013
rapporterades 584 000 dodsfall som foljd av malariainfektion (WHO 2014). Det dr
framfor allt ett problem i Afrika som under 2015 stod for 90 % av dokumenterade
malariafall (WHO 2014). Malariaparasiterna sprids via infekterade honmyggor
(Anopheles; WHO 2015a) och vidare till ménniskor. Ungeféar 40 % av jordens
befolkning bor i regioner dédr malaria sprids (Gardner et al. 2002).

Likemedelsbehandling av infekterade individer har pa senare ar forsvarats av en
vixande resistens mot malarialikemedel. En 6veranvindning av fungerande
likemedel sasom klorokin har resulterat i ett hogt selektionstryck pa malariaparasiten
vilket har medfort att resistensmekanismer hos P. falciparum har utvecklats (White
2004). Denna resistens mot klorokin, som under méanga ar varit ett potent likemedel,
ger till f6ljd en 6kad mortalitet och morbiditet (Kim & Schneider 2013). Resistens har
dven uppstatt mot andra malarialikemedel diribland sulfadoxin-pyrimetamin (SP).



Som f6ljd av den vixande likemedelsresistensen har nya tekniker utvecklats for
behandling av malariasjuka. Dessa metoder dr Artemisinin-baserade
kombinationsbehandlingar (ACTs — for eng. Artemisinin-based combination
therapies; Mutabingwa 2005). ACT bestar av artemisinin, en substans som isoleras
fran Artemisia annua (sommarmaldrt), samt ett kombinationsldkemedel (WHO
2015b). Artemisinin uppticktes ar 1972 av en kinesisk forskargrupp som studerade
olika véxtbaserade likemedelssubstanser och de fann att artemisinin har en
inhiberande effekt pa malariaparasiten (Tu 2011). Artemisininets roll i ACT ér att
reducera parasitens slagkraft i kroppen och det komplementira lakemedlet eliminerar
de kvarvarande parasiterna. ACT dr mycket effektivt och sdnker mortalitetsrisken hos
malariainfekterade patienter (Bhattarai et al. 2007).

Trots dessa stora landvinningar 1 kampen mot malaria har det identifierats
artemisininresistenta malariaparasiter under de senaste aren (Dondorp et al. 2009,
Phyo et al. 2012). ACT-behandlingarna har fortfarande en effekt, forutsatt att det
kompletterande ldkemedlet ar starkt, men det finns en stor risk att resistensen sprids
vidare till andra regioner for att 4&samka stora skador (WHO 2015b).

Denna rapport kommer ta upp relevanta fragor relaterat till likemedelsresistens hos
malariaparasiten med inriktning pé artemisininresistens, som &r ett vixande problem i
kampen mot malaria. Hur uppkommer resistens i malariaparasiter? Skiljer sig
resistensmekanismerna mellan olika ldkemedel? Vad innebér resistensuppkomsten?
Hur kan resistens motarbetas? Rapporten tar dven upp generella begrepp med
avseende pa malaria fOr att 6ka forstaelsen relaterat till likemedelsresistensen.

Malariaparasiter

Inom sldktet Plasmodium finns fem arter som kan infektera ménniskor och orsaka
stora problem. Den globala forekomsten av malariaparasiter samt malariadverféring
beskrivs 1 Figur 1. P. falciparum ar den av arterna 1 Plasmodium-sldktet som ar mest
skadlig. Orsaken till att de andra arterna ocksa behandlas i rapporten dr for att ge en
overgripande bild av problemomradet. Forskningen &r ofta inriktad pa P. falciparum,
vilket dr berdttigat, men de andra arterna som till exempel P. vivax for ockséd med sig
stora problem (Price et al. 2007) och ar av den anledningen inkluderade.

P. vivax

P. vivax ar utbredd 1 hela vérlden och star for ungefér hilften av fallen i Asien och
Latinamerika (Kochar et al. 2005). Ett problem med P. vivax dr att den kan bilda
vilande former av parasiten (hypnozoiter) och pé det séttet uppehélla sig i kroppen i
manader och sedan bryta ut i en infektion (Dembélé et al. 2014).

P. malariae

P. malariae ar vanligt férekommande 1 Afrika sdder om Sahara, Sydostasien, 6arna i
vistra Stilla havet, vissa omraden i Amazonas, vissa delar av Europa samt de sddra
delarna av USA. P. malariae éterfinns ofta i kombination med antingen P. falciparum
eller P. vivax vid en infektion (Bruce et al. 2007).

P. ovale

P. ovale har rapporterats pa flertalet stidllen runt om i1 viarlden men dess omfattning ar
inte s& stor. Det dr framst 1 Afrika séder om Sahara som P.ovale forekommer, men har
observerats dven pa andra stillen, bland annat Asien samt 0arna 1 vistra Stilla havet
(Collins & Jeffery 2005). P. ovale kan likt P. vivax bilda hypnozoita former.



P. falciparum

P. falciparum ér den art inom sliktet Plasmodium som orsakar flest dodsfall och kan
vid infektion dven resultera i mycket omfattande hjarnskador (Idro ef al. 2010). Till
skillnad fran de andra arterna av Plasmodium kan P. falciparum infektera roda
blodkroppar av alla utvecklingsstadier vilket innebér att alla roda blodkroppar saledes
kan invaderas av malariaparasiten (McQueen & McKenzie 2006). Detta dr en av
orsakerna till att P. falciparum orsakar s& manga dodsfall.

P. knowlesi

Det har tidigare varit allmént vedertaget att det har varit de fyra ovanstdende arter
som infekterar manniskor (Cox-Singh & Singh 2008). Men upptéckten av P. knowlesi
gjordes genom DNA-sekvensering och analyser av den mindre ribosomala
underenheten. P. knowlesi ir morfologiskt mycket lik P. malariae och pa grund av de
morfologiska likheterna hade P. knowlesi ofta misstagits for att vara P. malariae
(Singh et al. 2004, Cox-Singh et al. 2008). P. knowlesi ar en art som har rapporterats
mer frekvent under de senaste aren (Assefa ef al. 2015) och har visat sig vara ett
viaxande problem i sydostra Asien. P. knowlesi 6verfors till langsvansad makak-apor
(Macaca fascicularis) samt svinmakak (Macaca nemestrina) via malariamyggor.
Sedan overfors P. knowlesi till manniskor — detta medfor att malarian, som P.
knowlesi-infektion resulterar i, dr en zoonotisk sjukdom (Ramasamy 2014).

|:| Malariadéverforing D Malariadverforing D Ingen dokumenterad
forekommer overallt forekommer 1 vissa malariadverforing
omraden

Figur 1. Karta som beskriver malariaparasiternas distribution och éverforing, globalt. Bilden omritad
frdan CDC (2010) som gdr under ’Public domain”.

Malariaparasitens livscykel och infektion

Malariaparasiten har en komplex livscykel och ar dértill genetiskt sett mycket
komplex (CDC 2015b). Infektionen borjar med att en infekterad hon-malariamygga
biter vilket gor att sporozoiter fors dver. Sporozoiter dr en rorlig form av parasiten,
som gar in 1 blodomloppet dir sporozoiterna nér levern och hepatocyterna som ér den
celltyp som forekommer mest i levern och som ér ansvariga for leverns funktion.



Denna symptomldsa form av infektion pagar i ungefér sex dagar och varje sporozoit
har gett upphov till tiotusentals merozoiter. En merozoit kan sedan infektera en rod
blodkropp (Crutcher & Hoffman 1996). I erytrocyten, den roda blodkroppen, kan
sedan merozoiten fortsitta utvecklas. Under detta stadie forekommer det tva
alternativa former av parasiten — en asexuell form samt en sexuell form som kallas for
gametocyt. Gametocyten invéntar vidareutveckling som sker nir vektorn
(malariamyggan) aterigen biter en malariainvaderad individ och pé s sitt konsumerar
gametocyten. Vektorn blir forst smittbdrande efter tva veckor. Den asexuella formen
av parasiten genomgar cykler av multiplikation och ger upphov till ett stort antal
parasiter. Antalet parasiter kan uppga till 10" i en vird (Greenwood et al. 2008). Den
sexuella formen av parasiten &r icke-patogen men daremot dr den asexuella formen
patogen och orsakar ménga foljdsjukdomar som for med sig komplikationer pa
kroppens olika organsystem. Figur 2 beskriver malariaparasitens livscykel. Varje
stadie av infektion, som har presenterats ovan, dr ett potentiellt mal for ladkemedel.
Nedan foljer d&ven en utforligare beskrivning av det erytrocytiska stadiet.
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Figur 2. Malariaparasiternas livscykel. Cykeln initieras med att en myggvektor (bdrare) biter och
sporozoiter fors in i blodet. Sporozoiterna ndr levern for att utvecklas till merozoiter. Varje sporozoit
ger upphov till tusentals av merozoiter som sedan slipps ut i blodomloppet ddir de tar sig in i de roda
blodkropparna. Ddr fortgar utvecklingen. Bilden dr omritad fran Cowman & Crabb (2006).

Erytrocytiska stadiet

Merozoiten dr mycket liten och har en karakteristisk struktur. Den dr formerad som en
ellipsoid med en mycket markerad apikal dnde (Figur 3; Hanssen et al. 2010).
Kontakt mellan den roda blodkroppen och merozoiten gors mojlig av merozoitens
ytprotein nummer 1 (eng. merozoite surface protein och forkortas till MSP-1). Sedan
sker det en forflyttning av merozoiten som gor att den apikala &ndan kommer i
kontakt med den roda blodkroppen. Efterfoljt av kontakt mellan den apikala dndan



och den réda blodkroppen formeras det tita fogar (eng. tight junctions). Organellerna
rhoptries och micronemes 1 parasitens cytoplasma medierar parasitens introduktion 1
den roda blodkroppen (Preiser et al. 2000). Figur 4 beskriver introduktionen av
merozoiten 1 den roda blodkroppen. Efter att malariaparasiten har kommit in i den
roda blodkroppen sa Gvertar parasiten maskineriet och kan siledes modifiera ytprotein
och den allménna morfologin (Pasternak & Dzikowski 2009).

Apikala dndan

Figur 3. En merozoit med merozoitens organeller och den markerade apikala dndan. Bilden dr omritad
frdn Preiser et al. (2000).

Cellkarna

Raod blodkropp

Figur 4. Detaljbild dver merozoitens invasion av erytrocyten. Formeringen av téita fogar och den
efterfoljande injektionen av innehdallet i organellerna rhoptries och micronemes. Bilden dr omritad
frdn Preiser et al. (2000).

Langden pa det erytrocytiska stadiet, ndr de rdda blodkropparna invaderas, varierar
mellan arterna. P. falciparum och P. ovale utvecklas 1 de rodda blodkropparna under
48 timmar, P. malariae utvecklas under 72 timmar och P. knowlesi utvecklas under
24 timmar. Invasionen av de roda blodkropparna for med sig stora strukturella
forandringar pa erytrocyterna (Mohandas & An 2012). Detta som konsekvens av att
parasiterna konsumerar hemoglobin som finns i cytoplasman hos cellerna.
Nedbrytningen av hemoglobinet genererar aminosyror som &r viktiga for parasitens



fortlevnad och utveckling. Aminosyrorna anvénds vid produktion av protein som
sedan kan interagera med cellkomponenter i cytoplasman och membranet. Det ar
dessa interaktioner som orsakar strukturella forandringar (Cooke et al. 2001).

En central funktion hos P. falciparum iar att de infekterade roda blodkropparna kan
fasta mot kérlviggarna (endotelceller; Miller ef al. 2002) samt fasta 1 andra
infekterade roda blodkroppar (Cooke et al. 2001). Aven P. knowlesi och P. vivax kan
binda till endotelceller (Carvalho et al. 2010, Fatih et al. 2012). Fastandet mot
endotelcellerna gors mojlig av PEEMP1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane
Protein-1) i1 P. falciparum (Pasternak & Dzikowski 2009) vilket kallas for
”cytoadherence”. Detta medfor ett strukturellt hinder for blodflédet (Dondorp et al.
2000). En av orsakerna till att de infekterade roda blodkropparna fésts i1 kirlvdggarna
ar for att undvika mjélten (Hanssen ef al. 2010) som bryter ned roda blodkroppar och
speciellt relevant 1 denna kontext, roda blodkroppar som &r infekterade med
mikroorganismer (Mebius & Kraal 2005). Fastandet i kdrlvdggarna kan dven inducera
apoptos, programmerad celldéd, i endotelcellerna (Pino ef al. 2003).

P. falciparum kan infektera en stor andel (jamfort med de andra arterna av
Plasmodium) av de réda blodkropparna vilket leder till mycket omfattande skador pa
de roda blodkropparna (Miller et al. 2002). Som konsekvens av malariaparasitens
invasion av en rod blodkropp férekommer det tva olika former av malaria -
okomplicerad och komplicerad malaria.

Okomplicerad malaria

Symptomen for okomplicerad malaria liknar symptomen relaterat till influensa — detta
ar symptom sasom feber, svettningar, huvudvark och illaméende (CDC 2015a). Av
den anledningen kan den okomplicerade formen av malaria ofta, i regioner dér
malaria inte dr sa vanligt, misstas for att vara influensa.

Komplicerad malaria

Komplicerad malaria orsakas av en P. falciparum-infektion. Vixande bevis pekar pa
att den komplicerade malarian dven kan vara resultatet av en P. vivax- (Sina 2002,
Kochar et al. 2005) eller P. knowlesi-infektion (Cox-Singh et al. 2008, Daneshvar et
al. 2009). Dock dr andelen av P. vivax- och P. knowlesi-infektioner som utfaller 1
komplicerad malaria ldgre. Symptomen for komplicerad malaria innefattar anemi,
chocklunga — som begrénsar syrgasutbytet i lungorna, orsakar avvikande
blodkoagulering, lagt blodtryck, akut njursvikt samt férsurning av blod och vavnader
(CDC 2015a). Anemi innebér en forminskad syreupptagningsforméga som foljd av
forlust av roda blodkroppar eller forlust av andel hemoglobin - hemolys. Anemi
orsakar en tredjedel av dodsfallen kopplat till P. falciparum-infektion (Haldar &
Mohandas 2009). Lokal syrebrist dr &ven vanligt forkommande som svit av att
blodtillforseln blir hindrad. Lokal syrebrist 1 hjdrnan (cerebral malaria) kan orsaka
stora skador pé hjarnan och 1 vissa fall ha fatala konsekvenser (Mackintosh et al.
2004, Idro et al. 2010).

Att infekterade roda blodkroppar kan fésta i1 kérlviaggar och endotelceller édr en av
forklaringarna till att det just ar P. falciparum, P, vivax och P. knowlesi som orsakar
komplicerad malaria. Eftersom P. falciparum ar den malariaparasit som associeras
med hogst mortalitet fokuserar studier och ldkemedelsutveckling pa just P.
falciparum.



Malarialikemedel

Vid behandling av malaria finns det ett antal 1ikemedel som anvinds. Vilket
ladkemedel som anvénds beror pé olika faktorer, diaribland komplikationsgrad. En
Overanvindning och okontrollerad distribution har medfort snabbare
resistensutveckling (Gardella et al. 2008). Resistensutvecklingen har inneburit ett
tryck pa framtagningen av nya ldkemedel.

Tillvigagangssittet har tidigare varit baserat pa behandlingar med ett enstaka
ladkemedel sasom klorokin, amodiakin och sulfadoxin-pyrimetamin (som dock &r tva
ladkemedel men anses inte vara en kombinationsbehandling) men idag baseras mycket
av behandlingen pa artemisinin-baserade kombinationsbehandlingar (WHO 2015c). 1
och med att vissa malarialdkemedel fortfarande &r 1 bruk okar risken for att mer
omfattande resistens utvecklas vilket kan medfora att lakemedlet inte kan anvindas 1
en kombinationsbehandling (WHO 2015¢).

Klorokin

Klorokin har anvénts vid okomplicerad malaria — som i regel handlar om infektion av
P. ovale, P. vivax och P. malariae (White 1996). Klorokinets roll &r att hindra
avgiftningen av hematin, som &r en biprodukt i nedbrytning av réda blodkroppar och
ar toxiskt for parasiten (Travassos & Laufer 2009). Klorokinets kemiska struktur kan
studeras i Figur 5.

Under 2000-talet borjade miangden studier som rapporterade om klorokinresistens 1 P.
vivax oka (Teka et al. 2008, Ketema et al. 2009, Price et al. 2009) vilket 1ag till grund
for att behandling av klorokin 1 fall med malaria erhéllen fran P. vivax inte langre
rekommenderades. Ett problem som uppstar nar klorokinet anvéinds mot mindre
skadliga formerna av malaria ar att P. falciparum och P. vivax utsétts for ett selektivt
tryck och kan saledes utveckla ytterligare resistensmekanismer (Takala-Harrison &
Laufer 2015).
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Figur 5. Klorokinets kemiska struktur.



Sulfadoxin-pyrimetamin (SP)

Nar spridningen av klorokinresistens uppdagades utdkades anviandningen av
sulfadoxin-pyrimetamin (SP; Travassos & Laufer 2009). SP bestar av tva likemedel
som arbetar synergistiskt och inverkar pa folsyrasyntesen. Den kemiska strukturen for
sulfadoxin och pyrimetamin kan studeras i Figur 6. De paverkar tva olika
komponenter i folsyrasyntesen. De tva komponenterna dr relaterade och SP ér siledes
definitionsmaéssigt ingen kombinationsbehandling (Travassos & Laufer 2009).

Spridningen av SP-resistens uppstod mycket snabbt efter det att ldkemedlet forst
introducerades och det tog enbart fem ar innan fall av SP-resistens dokumenterades
(Sibley et al. 2001). Den snabba resistensutvecklingen orsakas av det faktum att
halveringstiden (som &r ett matt pa hur snabbt ldkemedlet ldmnar kroppen) for SP ar
valdigt 1ang. Detta ar till fordel vid behandling mot malariaparasiter som &r kénsliga
for lakemedlet men kan dven resultera i problem. Problemen uppstar ndr mindre
maéangder (suboptimala méngder for behandling) av likemedlet finns kvar 1 blodet
vilket for med sig ett selektivt tryck for parasiter med resistens (Sibley et al. 2001).
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Figur 6. Frdn vinster, den kemiska strukturen for sulfadoxin och till héger den kemiska strukturen for
pyrimetamin.

Artemisininer och artemisinin-baserade kombinationsbehandlingar (ACTs)
Artemisinin har sitt ursprung i Artemisia annua (sommarmaldrt; Figur 7) och
upptécktes under 1970-talet av kinesiska forskare med Youyou Tu i spetsen (Tu
2011). Arbetet utgick fran artemisininderivat och de kinesiska forskarna studerade
effekt pa malariapariasiterna (Lin ef al. 2010). Det var forst under 1990-talet som
andra delar av virlden insag effekten av artemisinin som anvints under ménga ar i
Kina. Det blev centralt att konservera artemisininets funktion som malarialikemedel
innan nya resistensmekanismer utvecklades. En 6veranvéndning av artemisininderivat
som fristaende ldkemedel hade potentiellt 6kat risken for utvecklande av resistens mot
lakemedlet (Huong et al. 2003). Darfor paborjades anvindningen av artemisinin-
baserade kombinationsbehandlingar (ACT) och introduktionen av ACT har reducerat
dodsantalet mérkbart (Bhattarai et al. 2007).

ACT ir resultatet av de ovanstdende resistensutvecklingarna for klorokin och SP samt
det faktum att artemisininets effekt skulle bevaras. ACT har sedan blivit mittpunkten
for behandling av malaria (Lin ef al. 2010). ACT innebaér att artemisininderivat
anviands tillsammans med ett kombinationsldkemedel. Derivaten som anvédnds bestér



av artemether, artesunate (AS), arteether och dihydroartemisinin (DHA; Eastman &
Fidock 2009). Figur 8 illustrerar artemisininets och derivatens kemiska struktur.
Artemether och artesunate har tidigare anvénts utan nagot kombinationslikemedel
men har dérefter borjat anvéndas 1 kombination med andra ldkemedel
(Suputtamongkol et al. 2001). Artemisininderivat har vid behandling oralt en bittre
biotillgdnglighet dn artemisininet som erhélls ur sommarmaldrten (Eastman & Fidock
2009).

Artemisininderivaten i ACT dr snabbt agerande ldkemedel. Nir dessa kombineras
med ett langsammare agerande ldkemedel sé dr det en mindre méngd av parasiterna
som utsitts for kombinationsldkemedlet samt att artemisininderivaten inte agerar
ensamma. Det fordelaktiga med detta &r att det dr svarare for parasiterna att bli
resistenta. Likemedlen i en kombinationsbehandling har &ven mekanistiska skillnader
1 var och hur de verkar vilket innebér att parasiten maste utveckla flera
resistensmekanismer (White 1999, Lin et al. 2010).

Molekyldir mekanism

Artemisinin verkar genom att inhibera ett specifik kalcium-ATPase som gar under
namnet PfATP6 . PFATPG6 ir ett sa kallat SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca’"-ATPase). Artemisinin ir strukturellt mycket likt en annan substans
som heter thapsigargin. Thapsigargin dr ocksd en SERCA-inhiberare och har anvints i
studier av Ca”"-kanaler (Michelangeli & East 2011). Thapsigargin binder specifikt till
SERCA och det dr av den anledningen som artemisininet kan relateras till inhibering
av SERCA, det finns dven experimentella bevis som indikerar att artemisinin
inhiberar SERCA (Eckstein-Ludwig et al. 2003). Detta kan dock vara en av flera
mekanismer 1 vilket artemisinin verkar (Valderramos et al. 2010). Artemisininet ar ett
pro-likemedel (Mok ef al. 2015) vilket innebér att det dr inaktivt nér det gér in 1
kroppen och blir sedan aktiverat nér det klyvs. Denna klyvning bildar fria radikaler
som sedan reagerar med passande celluldra komponenter. Detta resulterar i aktivering
av parasitens stressrespons. De fria radikalerna kan potentiellt doda cellen (Dogovski
et al. 2015).



Artemisinin Artemether

Figur 8. Artemisinin och artemisininderivatens kemiska struktur.

Ekonomiska aspekter av ACT

Kostnaden for produktion av artemisinin dr hog vilket dr problematisk och det har av
den anledningen skett mycket forskning 1 olika sitt att producera artemisinin och dess
derivat. Extraheringen fran sommarmaldrten f6ljs upp av en modifiering for att
erhélla derivaten och detta medfor kostnader (Eastman & Fidock 2009). Det har dock
skett framsteg dér forskare framstillt artemisininsyra, som éar ett forstadie till
artemisinin, genom att genetiskt modifiera Saccharomyces cerevisiae (Ro et al. 2006,
Zeng et al. 2007). Detta skulle markbart reducera kostnaderna for
artemisininladkemedel.
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Artemether-lumefantrine

Artemether-lumefantrine (AL) var den forsta ACT. En mycket viktig podng med AL
ar att lumefantrinet inte har anvénts som fristdende ldkemedel i behandling av malaria
och malariaparasiterna har séledes inte utsatts for nagot selektivt tryck av
lumefantrine. Under 2009 var AL den mest anvdnda ACT (WHO 2009) och AL ir en
effektiv behandling i1 fall med okomplicerad malaria (Ratcliff ez al. 2007, Hatz et al.
2008, Cui & Su 2009).

Artesunate—amodiaquine

Artesunate—amodiaquine (ASAQ) &r ocksa den en mycket viktigt form av ACT.
ASAQ har visats vara effektiv (Ouldabdallahi ef al. 2014, Yavo et al. 2015) men
amodiaquine dr mycket toxiskt och anvénds inte av den anledningen i sa stor
utstrackning (Adjei ef al. 2009, Eastman & Fidock 2009). Amodiaquine dr mycket likt
klorokin vilket innebér att 1 regioner dér det finns en omfattande klorokinresistens
rekommenderas inte anvindandet av ASAQ.

Artesunate-sulfadoxine-pyrimethamine

Resistensen for SP dr spridd men 1 omraden dér resistensen ar relativt 1ag anvénds det
billiga ldkemedIlet tillsammans med artesunate. Artesunate-sulfadoxine-
pyrimethamine (ASSP) dr en ACT som forvéntas ha en relativt kort
anvindningsperiod eftersom det redan finns en utbredd resistens mot SP men dven att
SP fortfarande anvénds som fristdende ldkemedel vid bland annat HIV-behandling
(Lin et al. 2010). Resistens har uppkommit mot ASSP i vissa regioner och
anvindandet av ldkemedlet har i dessa omraden avratts (Warsame et al. 2015).

Artesunate-mefloquine

Artesunate-Mefloquine (ASMQ) var det forsta ACT som anvindes 1 stor omfattning.
Den anvéndes forst 1 Thailand ar 1994 som ett forsok att fa bukt med den omfattande
mefloquineresistensen som uppstatt (Lin ef al. 2010). Likt de andra ACT sa har
resistensen ackumulerat vilket dr oroande. Ett stor problemomrade nir det kommer till
ASMQ dr Kambodja och Thailand och oron att resistensen sprids till andra regioner ar
pataglig (Wongsrichanalai & Meshnick 2008). Regionen runt Kambodja och Thailand
anses vara ett epicenter for mycket av den uppkomna likemedelsresistensen kopplat
till malarialikemedel och denna region dr saledes mycket viktig att vara uppmarksam
pa, trots att effekten av ASMQ ar pa en acceptabel niva (Satimai ef al. 2012).

Dihyroartemisinin-piperaquine

Dihyroartemisinin-piperaquine (DP) dr den framsta behandlingsmetoden av malaria 1
sydostra Asien (Fairhurst 2015a). DP dr en mycket effektiv kombinationsmetod och
har p4 sina stéllen indikerat 95 % effekt mot multiresistenta P. falciparum-parasiter
(Myint et al. 2007). DP ar dven en kostnadseffektiv behandling relativt de andra ACT
(Mutabingwa 2005).

Likemedelsresistens

Resistensutvecklingen mot ACT ar mycket alarmerande och skulle utvecklingen
fortga skulle det innebéra stora problem for virldssamfundet eftersom det idag ar de
enda behandlingar som dr konsekvent effektiva mot malaria (WHO 2005).

Resistensuppkomsten och de bakomliggande mekanismer for resistensutvecklandet
hos malariaparasiten dr fundamentalt viktigt att forsta i framtagningen av nya
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ladkemedel. Malaria, som redan &r ett globalt problem, kan komma att bli
okontrollerbart vilket kommer att ha forédande konsekvenser om inte
resistensutvecklingen hejdas.

Problematiken inriktas forst och framst pa P. falciparum och rapporten kommer
framdver att centreras runt uppkomsten av ldkemedelsresistens samt de
bakomliggande mekanismerna med fokus pa artemisininbehandlingar och

P. falciparum.

Vad klorokinresistenta malariaparasiter har gemensamt dr en minskad ackumulation
av klorokinin i vakuolen. Klorokinets roll, som redogjort ovan, ar att inhibera
nedbrytningen av hematin. Néar hematinet ackumulerar dr detta skadligt for parasiten
som sedan dor av hematinforgiftning (Bray et al. 1998). Mekanismen bakom detta
verkar ligga 1 PfCRT (eng. Plasmodium falciparum chloroquine resistance
transporter; Sidhu ez al. 2002). Detta &r ett transmembranprotein som byggs upp av
424 aminosyror som kodas av pfcrt-genen (Fidock et al. 2000). Méngden klorokin
som gar in i1 vakuolen minskar 1 och med mutationer i genen som kodar for PfCRT
(Fidock et al. 2000, Ecker et al. 2012). Punktmutationer i pfcrt-genen associeras med
resistens mot klorokin (Djimdé et al. 2001). Det finns d&ven mer specifika
associationer till T76-mutationer i pfcrt-genen och klorokinresistens (Maguire et al.
2001, Al-Mekhlafi ef al. 2011, Asare et al. 2014). Mutationer kan medfora skillnader
1 polypeptidkedjan och dess aminosyror. Detta innebar fordndrade attribut hos
membranproteinet vilket inverkar pa genomsldppligheten av klorokin (Ibraheem ef al.
2014).

Sulfadoxin-pyrimetaminresistens

Resistens mot SP forbinds med punktmutationer 1 generna som kodar for dhfr (eng.
dihydrofolate reductase) och dhps (eng. dihydropteroate synthase; Ndiaye et al.
2013). Dessa tva enzym deltar i produktionen av folsyra. Forekomsten av muterade
former av dessa tvé genloci har 6kat parallellt med att resistensen har 6kat (Geiger et
al. 2014) och punktmutationerna leder till &ndringar i aminosyrakedjan (Wang et al.
1997, Mharakurwa et al. 2011).

Artemisinin- och ACT-resistens
Artemisininresistens som begrepp innefattar resistens mot savil artemisininet som
ACT.

Uppkomst

Uppkomsten av artemisininresistens uppdagades forst i viastra Kambodja (Noedl et al.
2008). Uppkomsten av resistens spreds sedan vidare till andra regioner dédribland
Thailand (Phyo ef al. 2012), Kina (Huang et al. 2015), s6dra Vietnam och Laos
(Ashley et al. 2014). Spridningen av resistensen dr mycket oroande och om
resistensspridningen skulle folja likartat monster som det tidigare gjort sé ligger
manga andra regioner i farozon.

Resistensen karakteriseras av en langsammare rensning (eng. delayed clearance
forkortat till DC) av parasiterna. DC innebdr att det tar langre tid for parasiterna att d6
efter paborjad behandling. Vilket leder till att behandlingen maste forldngas.
Parasitrensningstiden (eng. parasite clearance time (PCT)) definieras av tiden fran det
att behandlingen inleds till dess att densiteten av parasiter faller under grianser for vad
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som kan upptidckas. Rensningen av malariaparasiter dr i regel vildigt snabb nér det
kommer till artemisininer (Stepniewska et al. 2010).

Genetisk markor

En studie som genomfordes i1 vistra Kambodja visade pa att artemisininresistensen
hos parasiterna ar arftlig (Anderson et al. 2010) och det dr av den anledningen en
genetisk markor som dr av intresse att studera. Den genetiska markdren som hittades
och anvénds 1 studier av artemisinin- (och ACT-) resistens &r 1 propellerdoménen i
K13-genen (Ariey et al. 2014, Ashley et al. 2014, Takala-Harrison et al. 2015) och
det finns indikationer pé att detta dr ett bra sitt att hilla spridningen av
artemisininresisten under uppsikt (Straimer ef al. 2015). K13-genen ar beldgen pa
kromosom 13 hos P. falciparum dir mutationer dven sedan tidigare associerats med
artemisininresistens (Cheeseman et al. 2012). Genprodukten av K13 tillhor
proteinfamiljen kelch. Dessa kelch-proteiner deltar 1 ménga celluldra processer och
finns 1 ménga regioner 1 cellen. De celluldra processerna kan till exempel vara
proteininteraktioner samt cellens hantering av oxidativ stress (Adams et al. 2000). I
en studie resulterade en enda punktmutation i en 116 % 6kning av tiden det tog att
reducera parasitantalet till hélften (eng. parasite clearance half-life; Ashley et al.
2014).

En modell som beskrivs av Fairhurst (2015b) for hur K13 fungerar pekar pa att K13
ar bundet till en transkriptionsfaktor (Figur 9). Beroende pd om det finns oxidanter,
som bildas ndr artemisininet klyvs, eller inte kommer det att reagera pa olika sétt.
Finns det inte ndgra oxidanter niarvarande s kommer transkriptionsfaktorn att féras
till proteasomer och dér brytas ned. Det andra fallet gor géllande nér det finns
oxidanter ndrvarande vilket innebér att det sker en konformationsforédndring 1 K13.
Konformationsférandringen gor att transkriptionsfaktor frisldpps for att da kunna
uttrycka de gener som &r involverade 1 att hantera den oxidativa stressen. I de
muterade parasiterna, med muterade K13 gener, s& kommer interaktionen mellan K13
och transkriptionsfaktorn destabiliseras vilket leder till ett kontinuerligt uttryck av
generna som ansvarar for hanteringen av den oxidativa stressen.

Artemisininkanslig Artemisininresistent

K13 K13
IE | <a| TF |B=
pES—— \‘?”I

Responsgener (antioxidant)

Figur 9. Modellen som beskriver K13s funktion. I fallet med artemisininkdnsliga parasiter sda binder
K13 (grén) till en transkriptionsfaktor vilket medfor att transkriptionsfaktorn fors till proteasomen. [
det andra fallet med de artemisininresistenta parasiterna kan K13 (réd) inte binda till en
transkriptionsfaktor. Detta innebdr att det sker ett kontinuerligt uttryck av responsgenerna mot
oxidanter. Detta medfor att de resistenta parasiterna bdttre kan hantera den oxidativa stressen som
artemisininet inducerar. Omritad efter Fairhurst (2015b).

Artemisininets funktion dr, som ndmnt, att inhibera Ca’'-ATPase:t PFATP6. Kan detta
vara en potentiell genetisk markor? Kan det ha skett ndgon mutation i genen som
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kodar for PFATP6 1 malariaparasiter med utvecklad resistens mot artemisinin? Adhin
et al. (2012) menar pé att resistens kan uppsta oberoende av mutationer 1 PFATP6.
Som berort tidigare 1 beskrivningen av artemisinin och artemisininderivat ar dessa
pro-ldkemedel och de &r inaktiva for att sedan aktiveras. Detta medfor ytterligare en
dimension av komplexitet ndr det kommer till resistens. Nér stressresponsen initieras
sé okar proteasomaktiviteten. Proteasomer bryter ned proteiner som dr markta med
ubikvitin (Glickman & Ciechanover 2002). Denna forh6jning observerades 1 bade de
parasiter som var resistenta men dven de som inte var resistenta. Dock sa dr responsen
fordrojd gentemot responsen i parasiterna med utvecklade resistenser och
stressresponsen dr mer effektiv i de muterade (K13) parasiterna. Hir kommer en
mycket intressant aspekt in: Utnyttjandet av proteasominhiberare skulle potentiellt
kunna verka synergistiskt med artemisininet. Om proteasomerna inhiberas skulle
stressresponsen, som verkade mot artemisininet, hdmmas (Dogovski ef al. 2015).

Pfmmdri-genen

Utdver de generna som beskrivits ovan dr PfMdrI-genen (eng. P.

falciparum multidrug resistance 1 gene) en gen som associeras med multiresistenta P.
falciparum parasiter (Wurtz et al. 2014), vilket adderar ytterligare ett lager av
komplexitet till den molekyldra beskrivningen av hur resistens uppkommer i
malariaparasiter. Pf/Mdr1 kodar for ett transmembrant glykoprotein som befinner sig
pa vakuolens yta (Price et al. 1997). Det ska dock tydliggoras att PfindrIs roll
fortfarande debatteras (Wurtz ef al. 2014). Det finns studier som indikerar att Pfindrl
till exempel inte associeras med klorokinresistens (Awad-El-Kariem et al. 1992,
Basco et al. 1996) medan andra studier har pekat pa att Pfmdrl har associerats till
uppkomst av resistens mot klorokin (Atroosh ef al. 2012, Das et al. 2014). Pfmdr1 har
aven associerats till resistens mot artemisininer (Duraisingh et a/. 2000) samt andra
malarialdkemedel (Holmgren et al. 2006, Wurtz et al. 2014). Det ar darfor ocksa
viktigt att kontrollera PfMdrI-mutationer nir det kommer till artemisininresistens
(Pillai et al. 2012).

Tabell 1. De tre lakemedlen klorokin, sulfadoxin-pyrimetamin och artemisinin (med derivat) och hur
de verkar, geografisk resistensuppkomst samt gen/gener som associeras med uppkommen resistens.

Likemedel Verkningsmekanism Geografisk Gen/gener
resistensuppkomst ~ associerad till
resistens
Klorokin Hindrar nedbrytningen Uppkomst 1 pfcrt
av hematin Colombia och

omradet vid gransen
mellan Kambodja

och Thailand®
Sulfadoxin- Hindrar syntesen av Flertalet fristdende  dhfirr och dhps
pyrimetamin folsyra uppkomster”

Artemisininer  Inhibering av PFATP6  Vistra Kambodja Propellerdoménen i
(Ca*" ATPase) K13-genen

*Payne (1987)
®Zhang et al. (2014)
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Hur motarbetas likemedelsresistensen?

Vikten av en genetisk markor

Det ar viktigt att forstd den genetiska anpassningen som parasiterna gor nir den
utvecklar ladkemedelsresistens. En 6kad forstaelse har flertalet anvindningsomraden:
forst och framst innebér detta att genetiska markorer erhalls for upptéckten av
resistenta parasiter, det ger d&ven en bild av det aktuella ldkemedlets
verkningsmekanism men dven béttre forstaelse for utvecklandet av nya ladkemedel
(Anderson et al. 2011). De genetiska markorerna dr fundamentalt viktiga for att
bestimma hur dagslidget ser ut med resistensspridningen for att kunna forutse var
resistensen eventuellt kommer att uppkomma hérnidst och vidta forebyggande atgirder
(Talisuna et al. 2012). Ytterligare en viktig aspekt av genetiska undersékningar ar att
forsta de bakomliggande mekanismerna som foranledde utvecklandet av nya
resistensgener (Miotto et al. 2013).

Upphérd anvindning av ldkemedlet

Parasitens anpassning till likemedlet antas i1 regel fora med sig en fitnesskostnad
(Laufer & Plowe 2004) vilket innebér att om parasiterna inte utsitts for nagot
selektivt tryck, fran ldkemedlet, skulle parasiterna som inte bir pa mutationer
(vildtyp-genotypen) ha en fitnessfordel och det skulle sidledes selekteras for dessa.
Selekteringen medfor att de redan muterade parasiterna atermuteras till vildtypen och
att parasiterna med vildtyp-genotypen Overlever vilket resulterar i en population med
parasiter som dr kénsliga mot ldkemedlet. Fenomenet observerades niar SP-behandling
introducerades som konsekvens av att klorokinresistensen dkade. Kublin et al. (2003)
studerade ett omrdde 1 Afrika dir klorokinet inte langre anvéndes vilket hade
resulterat 1 att parasiter atergick till att vara kansliga for klorokin medan i de regioner
dar klorokin fortfarande anvidndes var andelen resistenta parasiter hogre. Resultatet
indikerar att resistens kan bekdmpas genom att parasiterna inte utsétts for ett selektivt
tryck som konsekvens av att ldkemedlet 1 frdga inte ldngre anvinds. Detta innebér att
klorokin kan anvindas i regioner dir andelen klorokinresistenta parasiter har minskat.
Ett bra alternativ &r att anvinda klorokinet 1 kombination med ett annat likemedel
sasom artesunate i en ACT (Kublin ef al. 2003). Dock ska introduktionen av klorokin
ske med aterhallsamhet eftersom sannolikheten for att resistensen aterkommer ar hog
(Laufer & Plowe 2004).

Dosering

Studier har dven klargjort att den uppkomna resistensen mot artemisinin kan
kompenseras for med 6kad behandlingstid (Dogovski et al. 2015). Detta innebér att
parasiterna initialt &r motstandskraftiga men allt med att behandlingen fortgar dor
parasiterna. Sa ett sétt att arbeta mot motstandskraftiga parasiter dr sdledes att 6ka
behandlingstiden (Ashley et al. 2014).

En intressant fragestéllning som uppstar dr huruvida begreppet resistens dr passande i
beskrivningen av malariaparasitens 6kade motstandskraft mot
artemisininbehandlingar. Som redogjorts for tidigare sa karakteriseras resistensen mot
ACT av DC och foljaktligen medfor inte en 6kad motstandskraft att behandlingen inte
fungerar utan att det krivs en lingre behandlingstid. Ar det de facto en resistens eller
DC? Definitionsmaéssigt innebdr resistens att mikroorganismen inte dr paverkbar av
ett lakemedel (Grubb & Bjorn 2015) och detta ér inte fallet 1 den uppkomna
resistensen mot ACT — det dr en fridga om att parasiterna 4r mer motstandskraftiga.
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Med forlangd behandling s& dor bakterierna sa begreppet resistens ér lite missvisande
och DC skulle vara ett mer passande begrepp.

Diskussion

Med uppkomsten av resistenta malariaparasiter har utvecklingen av nya metoder varit
ytterst viktig och av den anledningen tilldelades den kinesiska forskaren Youyou Tu
Nobelpriset 2015 1 medicin for upptackten av artemisininets effekt pad malaria. ACT
har varit och kommer att vara den behandlingsmetod som ar mest framstaende, trots
den vixande motstandskraften hos multiresistenta malariaparasiter.

Hur uppkommer resistens i malariaparasiter?

Hur resistensen uppkommer dr mycket komplext och det innefattar manga mutationer.
Utdver de mutationer som associeras till de olika resistenserna for pfcrt (klorokin), i
dhfr samt dhps (SP) och K13 (ACT) sa associeras dven multiresistens till PfMdrI-
genen. Associationen med PfMdr1 illustrerar hur komplext resistensutvecklingen ar.
Av den anledningen blir det vildigt svart att utveckla nya ldkemedel eftersom sé
manga olika komponenter maste tas i beaktning.

Skiljer sig resistensmekanismerna mellan olika likemedel?
Resistensutvecklingen dr likartat i alla ldkemedel som har som tagits upp 1 rapporten -
genetiska mutationer som leder till att parasiten lyckas kringga lakemedlets verkan.
Hur parasiterna lyckas kringgé ldkemedlets verkan kan mekanistiskt skilja sig vilket
beror p4 vilka system som likemedlet dr verksamt mot. Aven hiir adderas ett lager av
komplexitet.

Vad innebir resistensuppkomsten?

Resistensen medfor att parasiterna blir motstdndskraftigare mot ldkemedlet vilket
kraver att behandlingstiden forldngs. Detta karakteriseras av en DC och inte den
klassiska definitionen av resistens som innebdar att mikroorganismen inte ar paverkbar
av lakemedlet.

Hur kan resistens motarbetas?

Resistensutvecklingen motarbetas genom att bland annat studera
resistensmekanismerna samt att det finns indikationer om att parasiterna atergar till att
vara kénsliga mot likemedel som f6ljd av att parasiterna inte utsitts for ndgot
selektivt tryck for ldkemedlet. Detta forutsétter dock att anpassningen som parasiten
gor medfor en fitnesskostnad. Det dr &ven mycket viktigt att man finner de genetiska
markdrerna som associeras med den uppkomna resistensen — detta i syfte att kartldgga
resistensen och halla resistensspridningen under uppsikt.
Kombinationsbehandlingarna dr dven det ett sitt att minska risken pa att resistensen
uppnar okontrollerbara nivaer. Det fordelaktiga med kombinationsbehandlingar &r att
det ar svérare for parasiterna att bli resistenta. Likemedlen i en
kombinationsbehandling har tydliga mekanistiska skillnader 1 var och hur de verkar
vilket innebdr att parasiten méste utveckla flera resistensmekanismer och det finns
séledes en stor potential att finna 1 att variera malarialikemedel 1 olika kombinationer.

Resistensuppkomsten mot artemisininbaserade ldkemedelsbehandlingar innebir att
det blir allt viktigare att fortsétta effektivisera vektorkontrollen, som sker via myggnit
och insekticider samt fortsitta utveckla ett potentiellt malariavaccin. Problemet med
ett potentiellt vaccin mot malaria &r att utvecklingen av vaccinet férsvaras av
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malariaparasitens komplexa livscykel samt det faktum att malariaparasiten uppvisar
en genetisk komplexitet. Den genetiska komplexiteten innebir att malariaparasiten
kan producera ménga olika antigener som ar potentiella mal for inhibering av ett
vaccin.

Huruvida de tendenser som har studerats med ACTs minskade effektivitet kommer
resultera 1 att ACT blir verkningslost ar for tidigt att siga men tendenserna dr &ndock
tydliga — ACTs verkningsgrad har forsdmrats vilket ar mycket oroviackande.

Forkortningar

ACT: Artemisininsbaserade kombinationsbehandlingar (eng. artemisinin based
combination therapies)

AL: Artemether-lumefantrine

AS: Artesunate

ASMQ: Artesunate-Mefloquine

ASAQ: Artesunate—amodiaquine

ASSP; Artesunate-sulfadoxine-pyrimethamine

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

DHA: Dihydroartemisinin

Dhft: dihydrofolate reductase

Dhps: dihydropteroate synthase

DC: Delayed clearance

DP: Dihyroartemisinin-piperaquine

K13: kelchl3

MSP-1: merozoitens ytprotein nummer 1 (eng. merozoite surface protein)
PfCRT: Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
PfEMP1: P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1

Pfindrl: P. falciparum multidrug resistance 1

SERCA: Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca”*"-ATPase

SP: Sulfadoxin-pyrimetamin

WHO: Virldshéilsoorganisationen (eng. World Health Organization)
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Huvudsakliga etiska fragestallningar

Forskning i utvecklingslander

Sjukdomen malaria dr framst ett problem 1 utvecklingsldander med Afrika i spetsen
med 90 % av de dokumenterade malariafallen under 2015. Det uppstar sdledes en
problematik nir mycket av malariaforskningen utfors 1 utvecklingslédnder da det kan
uppsta klyftor (Adams et al. 2015). Det kan vara kulturella klyftor 1 hur behandlingen
av malaria sett ut tidigare i dessa regioner. Det handlar &ven om att 1 malariadrabbade
regioner dr det ofta mycket fattigt och det kan inte forvéntas att malariaforskningen
finansieras lokalt eller att det utforas av den lokala hélsoservicen (Barry & Molyneux
1992). Detta av den enkla anledningen att arbetskraften och finansieringen saknas.
Det ar helt centralt nar det utfors forskning 1 utvecklingsldnder att testpersonerna
behandlas pa samma sdtt som om forskningen skulle utforts i industrildnder.
Sammantaget 4r malaria en sjukdom som kraver samarbete 6ver kulturella och
finansiella barridrer.

Genetiskt modifierade vektorer

I och med den stigande lakemedelsresistensen som har behandlats i min rapport blir
det allt med centralt att forskningen dven inriktas pa vektorkontroll (Kilama 2010).
Det senaste inom vektorkontroll &r genetisk modifierade malariamyggor som anvénds
for att utplana myggpopulationer (Galizi et al. 2014). De genetiskt modifierade
myggorna medfor etiska problemstéllningar. Vad kommer det att innebéra for
ekosystemen i omraden dir myggpopulationerna utplanas och ér det etiskt forsvarbart
att gora detta? Det dr dock endast via vidare forskning som kunskapen om risker och
konsekvenser kan breddas (Knols et al. 2007) och stort problem inom den
bioteknologiska forskningen ér att all forskning dras 6ver samma kant. Den storre
debatten kring genetiskt modifierade organismer (GMO) kan ofta inverka negativt pa
forskningsframstegen som gors inom vektorkontrollen.

Forskningsetik

Det killor som jag har anvént 1 skrivandet av min text har, utifrdn vad jag kan
beddma, varit fran tillforlitliga journaler och bocker. En observation som jag snabbt
gjorde var att manga av forfattarna terkom 1 olika artiklar. Det finns saklart problem
med att forlita sig pa samma forfattare men jag anser att jag har en bred bakgrund
med en stor mingd artiklar vilket &ven har medfort att jag har forsokt presentera lite
olika perspektiv for att gora texten nyanserad. Jag har dven tydliggjort for vad som ar
mina egna asikter och slutsatser medan nér detta har kommit fran andra kéllor har jag
gjort kdllhdnvisningar vilket dven giller for faktapastaenden.
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