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platform on nanomedicine«
(ETPN) ingar tre huvudomraden: diagnostik, avbild-
ning samt terapi (likemedel, implantat och regenera-
tiv medicin), vilka alla forutspas bidra till forbattrad
prevention och behandling av sjukdomar [1]. Nano-
tekniken definieras oftast baserat pa storleken hos de
funktionella byggstenarna i nanoprodukterna, vilka
inbegriper storleksomradet 1 till ca 100 nm med en
grazon upp till mikrometerskalan (ca 1000 nm). Inom
medicinen matchar dessa storleksmaissigt allt fran de
minsta peptiderna till virus, bakterier och till viss del
ocksa cellers olika organeller och strukturer (Figur 1),
vilka alla &dr viktiga malstrukturer inom nanomedi-
cinska tillimpningar.

Forsknings- och utvecklingsverksamheten har som
overgripande mal att med forbattrad precision och pa-
litlighet kunna identifiera de enskilda individer som
16per 6kad risk for sjukdom och att kunna diagnosti-
sera sjukdom mycket tidigt i forloppet. Merparten av
denna utveckling ligger fortfarande pa laboratorie-
och preklinisk nivd, ddr méngder av nya koncept ar
under snabb utveckling [2-4]. Detta illustreras till ex-
empel av att antalet nanomaterial och processer god-
kdnda av den amerikanska likemedelsmyndigheten
FDA fortfarande ar relativt litet [2].

Aven om den stora effekten av nanomedicin be-
doms komma successivt under de niarmsta tio eller
kanske tiotals aren, sa gor nanomedicinska produkter
som dnnu inte ar kliniskt godkanda redan stor nytta
inom den medicinska utvecklingen. Nya mattekniska
koncept bidrar till exempel till in vitro-diagnostik och
vid utvardering av diagnostik och terapi vid djurfor-
s6k, medan tidsskalan for klinisk anvindning av na-
nopartiklar i hog grad ar kopplad till sidkerhets- och
riskaspekter (se separat artikel i detta tema).

Nanoteknik for medicinsk diagnostik ar ett sa
stort kunskapsomrade att alla dess aspekter inte
ryms inom ramen for denna artikel. Har ges i stéllet
en oversikt av hur nanotekniken skapar nya mojlig-
heter for avbildnings- och diagnosmetoder, med ett
avslutande exempel pa hur diagnostik med enmole-
kylkanslighet ar pa vag att na kliniken. Viktiga omra-
den som inte tas upp, &ven om nanotekniken spas fa
stor betydelse dar, 4t implanterbara biosensorer och
portabla diagnostiska kit designade f6r anviandning i
tredje varlden eller i katastrofsituationer.

Avbildningstekniker och diagnostik

Nano- och mikropartiklar som anvénds for avbildning
varierar i storlek fran 1 nm upp till 1 pm.Som beskrivs
paannan plats i detta temanummer finns det ett brett
spektrum av nanopartiklar, vilkas egenskaper varie-
rar med exempelvis storlek, form, grundmaterial, yta,
laddning och léslighet. Viktiga avbildningstekniker
dar nanopartiklar har stor potential dr rontgenavbild-

ning (inklusive DT), magnetisk resonanstomografi
samt olika typer av optisk avbildning [3-6]. Nanopar-
tiklar kan ge forbattrade prestanda for dessa tre, men
dven for andra avbildningsmetoder sasom PET och
SPECT. Anvandning av nanopartiklar bygger pa den
grundlidggande principen att de fungerar som kon-
trast- eller signalférstirkare genom att paverka viaxel-
verkan mellan den externa, avbildande stralningen
och de strukturer som ska avbildas samt att nanopar-
tiklarna genom kemiska eller biologiska modifiering-
ar kan goras malsokande.

I rontgenavbildning ges kontrasten av elektrontét-
heten i de atomer (och molekyler) som anvinds som
kontrastmedel, vilket betyder att tyngre atomer (hogt
atomnummer) ger hogre kontrast. Detta - och det fak-
tum att de hor till de mest utvecklade nanopartik-
larna vad galler kontroll av storlek, form, kemisk yt-
funktionalitet med mera - gor att guldnanopartiklar
for narvarande tillh6r de mest intressanta kontrast-
nanopartiklarna [7]. En lang rad andra tunga &m-
nen kan dock komma att anvdndas langre fram, och
manga ir under utveckling [5, 6]. Forutom signalstyr-
ka och kontrast maste man samtidigt optimera kom-
binationen av rontgenstralningens vagliangd (kvant-
energi), intensitet och partiklarnas storlek for att
minimera skadorna av stralningen och dess sekunda-
ra effekter, till exempel elektronemission fran nano-
partiklar. Dartill méste utsondringsforlopp och/eller
metabol nedbrytning av partiklarna kartldggas och
kontrolleras.

Gemensamt for design och utveckling av nanopar-
tiklar som avbildningshjalpmedel ar att man oftast
pa nagot sitt (undantag finns) gér dem malsdkande,
det vill siga valjer eller modifierar dem sa att de bin-
der till och anrikas i den vdavnad eller celltyp som ska
avbildas och diagnostiseras. Det senare kan ske pa

Diagnostiska nanopartiklar kan kraftigt forbattra
avbildningstekniker och diagnossystem for bland annat
cancer och hjart-karlsjukdomar.

Vagen dit ar komplicerad vad betraffar design, funk-
tion, kommersiell produktion, sékerhet och reglering.

Att designa méalsokande nanopartiklar for anrikning i
de celler eller den vavnad som ska diagnostiseras ar en
viktig forsknings- och utvecklingsutmaning.

Relativt fa produkter/processer ar annu godkéanda for
klinisk anvandning.

Biomarkorer ar indikatorer pa friska eller sjukliga
biologiska processer och forutsatter extremt kansliga
analysmetoder. Exempel ges pa proteinmatriser (protein
arrays) och enmolekyldiagnostik.
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FIGUR 1. Nanotekniken omfattar strukturer i storleksordningen ca 1-100 nm
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» Nanotekniken omfattar strukturer i storleksordningen ca 1-100 nm med en grazon upp till ca T pm. Inom medicinen motsvarar detta allt fran de minsta peptiderna till bakterier.

manga olika sitt; i tumoérer kan anrikning ske tack
vare den sa kallade EPR (enhanced permeability and
retention)-effekten, i andra fall krdvs mer sofistikera-
de malsokande nanopartiklar som med hjalp av bind-
ningsmolekyler (till exempel antikroppar) pa ytan
specifikt och selektivt binder till den typ av celler eller
vavnad som ska avbildas (Figur 2). Storlek och ytkemi
kan till exempel anvidndas for att styra endocytos, det
vill sdga upptag i celler, eller partiklarnas framkom-
lighet i extracellular vavnad.

Nedan gar vi nagot mer ingdende igenom nagra
centrala avbildningsprinciper for identifiering av na-
nopartiklar inom diagnostik in vivo.

Datortomografi. Modaliteten har utvecklats under se-
nare ar, och i dag finns teknik tillgdnglig som majlig-
gor avbildning av vivnad med sa kallad dubbelener-

giteknik (dual-energy computed tomography, DECT).

Tekniken tillater samtidig avbildning med tva ront-
genenergier, vilket gor det mojligt att battre diskrimi-
nera mellan olika vivnader och erhalla 6kad informa-
tion om vdvnadens kemiska sammansattning jamfort
med undersokning med en enda rontgenenergi. Tek-
niken mojliggor ocksa framtida anvindande av nya
nanopartikelkontrastmedel. Inom tre till fem ar for-
vantas nya si kallade fotonriknande detektorer fin-
nas tillgdngliga for DT och komma till anvandning i
kliniskt bruk.Dessa kommer att ge méjlighet att kvan-
titativt avbilda enskilda grunddmnen med patagligt
hogre upplosning och med reducerad straldos. Paga-
ende forskning med nanopartikelkontrastmedel som
samtidigt har luminiscenta, magnetiska och rontgen-
absorberande egenskaper har visat lovande preklinis-
ka resultat. Denna forskning ger forhoppning om att i
framtiden kunna anvinda samma nanopartiklar som
kontrastmedel vid bade magnetresonanstomografi
(se nedan) och DECT-undersokningar. Den fluoresce-
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Figur 2. Multifunktionell nanopartikel innehallande lake-
medel, kontrastforstarkare och komponenter som dkar
permeabiliteten genom vavnad eller celler. Ytan ar modi-
fierad med PEG (polyetylenglykol), vilket gor partikeln inert
och 6kar cirkulationstiden, samt méalsdkande molekyler, till
exempel antikroppar. Fran [10] med tillstand fran Macmil-
lan Publishers Ltd.

rande funktionen kan gora tumoéren synlig och moj-
lig att avgriansa fran omgivande vavnad vid operativa
ingrepp [8,9].

Magnetresonanstomografi. I den fysikaliska nomen-
klaturen bendmns denna princip »nuclear magnetic
resonance«, NMR. Avbildningen sker via resonansvix-
elverkan mellan atomkarnors, oftast protoners (vate-
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Figur 3. Principer for
ELISA (enzymkopplad
immunadsorberande
analys). Ytan i mikro-
titerplattans brunnar
ar modifierad med en
antikropp som binder
specifikt till det protein
som ska detekteras i
provet (steg 1). For att
verifiera att proteinet
bundit till den priméra
antikroppen pa ytan
tillsatts darefter en
enzymmodifierad
sekundar antikropp
som binder specifikt
tillen annan del av
proteinet (steg 2). Om
brunnen sedan skoljs
fore tillsattande av
enzymets substrat
(steg 3) kommer enzy-
met att producera en
detekterbar (ofta flu-
orescerande) produkt
vars koncentration/
intensitet &r proportio-
nell mot koncentratio-
nen av det eftersokta
proteinet i provet.I en
proteinmatris ersatts
brunnarna i mikrotiter-
plattan av mikrometer-
stora analyspunkter pa
en yta. Fran [15] med
tillstand fran American
Chemical Society.
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kdrnors), magnetiska moment (kdrnspinn) och yttre
magnetfilt, inklusive méatning av olika relaxationsti-
der for de magnetiskt exciterade kdrnorna [5]. Nano-
partiklar med lampliga magnetiska egenskaper kan
paverka nidmnda relaxationsprocesser sa att den lo-
kala kontrasten och bildsignalen forbattras. Laimpliga
nanopartiklar for detta innebér i regel att de har su-
perparamagnetiska egenskaper som ger stark vixel-
verkan med det yttre magnetfiltet och med protoner-
nas magnetiska moment, utan att ha egen permanent
magnetism. Nanopartiklar av vissa jarnoxider, till ex-
empel magnetit (Fe,O ), har sidana egenskaper. Nano-
partiklarna gors oftast biokompatibla och malsékan-
de (undantag for det senare géller vid till exempel fl6-
des- och cirkulationsmatningar) genom att de forses
dels med ett skyddande, hydrofilt polymerskal, dels
med bindningsmolekyler (Figur 2). De senare gor att
partiklarna selektivt binder till specifika celler eller
vavnader, vilket medf6r en anrikning av partiklaridet
omride man 6nskar avbilda.

Optisk avbildning har ett mycket
grundare avkidnningsdjup &n rontgen eller magnet-
resonanstomografi; de senare penetrerar hela krop-
pen, medan optisk avbildning bara nar nagra mikro-
meter till nagra millimeter djupt beroende pa vag-
langd och vavnadstyp [5]. Optisk avbildning har &nda
stor anvindbarhet, dels for hudskiktsavbildning, dels
i inre delar av kroppen med hjilp av fiberoptik och
for vavnadsprov ex vivo. Anrikning av optiskt akti-
va partiklar sker pd samma sétt som vid rontgen el-
ler magnetresonanstomografi, det vill siga med hjilp
av aktiv och selektiv inbindning till de celler och den
vavnad som ska avbildas. Den optiska forstarkning-
en kan till exempel ske genom att vanliga firgam-
nesmolekyler (som exempelvis anvinds vid konven-
tionell fluorescensmikrosopi) ersatts med sa kallade
kvantprickar (quantum dots). De senare har hogre
fluorescenstvarsnitt och bleks/aldras mycket lang-
sammare, men ar svarare att hantera. Man kan ock-
sa fa avbildningsforstarkning med hjilp av sa kallade
nanoplasmoniska effekter som forstarker ljusfaltet i
nérheten av till exempel guld- och silvernanopartik-
lar. Ytterligare ett exempel ges under avsnittet om
enmolekyldiagnostik nedan.

For samtliga typer av avbildning med hjalp
av nanopartiklar galler att partiklarna oftast forses

med ett skyddande, biokompatibelt skal och dessut-
om specifika bindningsmolekyler som ska gora att
partikeln binds enbart till 6nskad typ av celler eller
vavnad. Steget ar da inte langt till att férse nanopar-
tikeln med ytterligare en funktion, ndmligen en last
av lakemedel (Figur 2). Det kan ske pa olika satt, till
exempel genom att koppla ihop tva typer av nanopar-
tiklar eller genom att en enskild nanopartikel byggs
med en inre kdrna av avbildningsforstarkaren plus ett
forsta skal av 1akemedel och ett ytterligare skal av ett
skyddande holje for att klara transporten till malet
och dessutom specifikt malbindande molekyler. Sada-
na partiklar bidrar da till bade terapi och diagnostik:
de blir teranostiska [3] och kan fdljas i realtid bade pa
sin vdg mot malet och efter inbindning dar lakeme-
delsfrisattning sker.

De tekniska och medicinska
hindren f6r att uppna 6nskad funktionalitet och sa-
kerhet med diagnostiska och avbildande nanopartik-
lar dr betydande. En stor utmaning ar att ge partiklar-
na ratt ytfunktionalitet, sa att de dels 6verlever trans-
porten via flode och diffusion fram till malregionen,
dels binder in dir, och bara dar, nér de val natt dit. For
den forsta delen, transporten, maste partikeln motsta
eller klara av att olika proteiner eller andra biomole-
kyler binder till ytan eller modifierar den via enzy-
matisk nedbrytning, si att den inte forlorar sin dia-
gnostiska eller avbildande och inte minst malsékan-
de funktion. Sddana oavsiktliga modifieringar ar van-
liga genom sa kallad koronaeffekt eller opsonisering,
varvid antikroppar, komplementproteiner eller andra
biomolekyler kapslar in nanopartikeln, inklusive dess
specifika bindningsmolekyler, och den malsékan-
de effekten gar forlorad [11]. Om vil dessa svarighe-
ter 16sts aterstar det médosamma arbetet att visa att
partiklarna kan utsondras eller brytas ner utan att ge
oonskade bieffekter av den typ som beskrivs i en sepa-
rat artikel om nanotoxikologi i detta tema.

Invitro-diagnostik baserad pa biomarkorer

Medan den nanoteknologiska utvecklingen av in
vivo-diagnostik domineras av nanopartiklar liknan-
de dem som utvecklas som bérare av nanolikemedel
eller for avbildning s ar in vitro-diagnostik av bio-
markdrer med sa kallade proteinmatriser (protein ar-
rays, protein chips) ett annat snabbt vixande omra-
de [12, 13]. Biomarkorer ar substanser som kan métas
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Figur 4. a) Primar antikropp pa magnetisk mikropartikel inkuberas med prov och enzymmo-
difierad sekundéarantikropp (jamfor ELISA i Figur 3). b) och ¢) Utsortering i brunnar och till-
sattning av enzymsubstrat. d) Avlasning. Fran [16] med tillstand fran Nature Publishing Group.

objektivt och fungerar som indikatorer pa normala
eller sjukliga biologiska processer, liksom pa hur en
specifik behandling fungerar [14]. Genom att bestam-
ma nérvaron och koncentrationen av sidana biomar-
korer, ofta olika proteiner, som bildas via ett speciellt
genuttryck kan man fa en mer precis bestimning av
ett sjukdomstillstaind &n genom att bara bestimma
forandringar i genuttryck. En proteinmatris bestar
av ett antal isolerade areor (punkter), som var och en
ar preparerad med en specifik igenkdnnings- eller in-
fangningsmolekyl, till exempel en antikropp. Nar det
prov som ska analyseras tillsatts, binder matchande
typ av molekyl i provet till antikropparna pa ytan
(steg 11 Figur 3, som illustrerar detektion av biomar-
korer baserad pa konventionell ELISA - enzymKkopp-
lad immunadsorberande analys). Om en sadan igen-
kdnningshéandelse sker si bildar de tva vaxelverkan-
de molekylerna ett par, till exempel antikropp-anti-
genpar (steg 2 i Figur 3). Avldsningen av att hdndelsen
skett gors oftast optiskt med hjalp av fluorescenta
prober, till exempel genom en sekundir antikropp
som antingen ar fluorescensmarkt eller modifierad
med ett enzym som omvandlar ett substrat till en op-
tiskt detekterbar produkt (steg 3 i Figur 3). I en pro-
teinmatris ar varje brunn i mikrotiterplattan i stallet
ersatt med en ca 100 pm? stor punkt pa en plan yta,
vilket vasentligt 6kar det antal olika biomarkorer som
samtidigt kan detekteras i ett prov.
Proteinmatrismetoden ar under snabb utveckling
och anvinds inom diagnostik, proteomik, funktions-
analys av proteiner, antikroppskarakterisering och
for uppféljning av likemedelsbehandling. Inom dia-
gnostik ar de vanligaste malen att identifiera/bestam-
ma antikroppar i blodprov, identifiera koncentration
eller forekomst av biomarkorer for sjukdomar, be-
staimma tillstand och faser i sjukdomsforlopp eller

4
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mata effekter av olika terapier vid sjukdomsbehand-
ling [12,13].

En av de storsta utmaningarna inom den har typen
av diagnostik dr att man samtidigt som man i manga
fall beho6ver kunna sinka detektionsgriansen, det vill
sdga kunna detektera extremt laga koncentrationer
av relevanta biomarkoérer, ocksa maste lyckas 6ka an-
talet olika sjukdomsrelevanta biomarkérer som kan
detekteras samtidigt, det vill siga 6ka multiplexka-
paciteten. Den senare aspekten vinner pa mdjlighe-
ten att gora punkterna mindre och mindre. Om till
exempel varje analyspunkt i en matris upptar ytan
100 x 100 nm?, vilket i dag ar tekniskt mojligt, sa blir
antalet analysareor (punkter) pa en kvadratcentime-
ter 10 miljarder. Denna fortjanst motverkas dock av att
man far alltfor 1aga signaler pa grund av ytterst fa de-
tekterade molekyler per unik punkt. Man maste dar-
for balansera multiplexkapaciten (manga analysareor
per ytenhet) mot den detektionsgrans man maste na,
vilken alltsa krédver en viss minsta analysarea.

Ett koncept, som framgangs-
rikt lyckats viga fortjansten av miniatyrisering mot
en ultrakinslig detektion av laga koncentrationer av
biomarkorer, illustreras i Figur 4 [16]. Konceptet gar
ut pa att blanda antikroppsdekorerade (jamfor Figur
2), mikrometerstora magnetiska kulor med det prov
som ska analyseras. Avancerade framstillningsme-
toder har gjort det mojligt att konstruera i stort sett
defektfria sfarer, vilket i sin tur vdsentligt reducerat
den bakgrund som sitter gransen for kdnsligheten i
konventionella ELISA-test eller proteinmatriser. Efter
inkubering av kulorna med provet och enzymmodi-
fierade antikroppar anvinds en magnet for att fiska
ut dem, varefter de sprids pa en yta som ar perfore-
rad med brunnar, vilka var och en &r liten nog att bara
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rymma en magnetisk kula. Darefter tillsatts substrat
till brunnarna som tillsluts med en plastfilm innan
man undersoker om brunnarna lyser eller inte. Och
det rdcker faktiskt med ett enda enzym, det vill siga
en biomarkér, per brunn for att en signal ska kunna
detekteras.

Klinisk diagnostik kan dock inte baseras pa att man
hittar ett enda protein i en brunn, men eftersom var-
je platta innehaller tiotusentals brunnar (och darmed
lika manga kulor och darfér sammantaget en vialdigt
stor sensoryta) far man ett mycket gott statistiskt
underlag och har (genom att rdkna proteiner ett och
ett) lyckats pavisa en kénslighet under 1 femtomolar
(fM) [16]. Multiplexkapacitet,det vill siga samtidig de-
tektion av flera olika biomarkorer, kan astadkommas
genom att anvanda magnetiska kulor modifierade
med andra antikroppar snarare dn genom flera ana-
lyspunkter pa en matris, men &ir svar att genomfora
parallellt. (Fér mer detaljerad beskrivning, se www.
quanterix.com, webbplatsen for det foretag som kom-
mersialiserat konceptet.)

SAMMANFATTNING

Forskningsaktiviteten inom in vivo-avbildning och
in vitro-diagnostik 6kar snabbt. For in vitro-applika-
tioner kan vi vinta oss en l6pande introduktion av
nya metoder och produkter under savél de ndarmast
kommande aren som pa lingre sikt. Pa in vivo-omra-
det géar utvecklingen langsammare pa grund av utma-
ningar kring nanopartikelstabilitet, avldsning och sa-
kerhetsaspekter, och diar kommer sannolikt det stora
genomslaget och den snabbaste utvecklingen om 5-10
ar. Intensiv forskning pagar just nu kring olika nano-
teknikbaserade koncept som ska gora det majligt att
med enmolekylkédnslighet detektera biomarkorerna
direkt nér de binder till analyspunkten pa en protein-
matris eller en fri nanopartikel. Alternativt kan de-
tektion ske genom att den sekundira antikroppen
(steg 31 Figur 2) marks pa ett sadant vis att den kan vi-
sualiseras direkt, till exempel genom nanometerstora
guldkulor eller kvantprickar, som sprider eller sinder
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ut ljus mycket effektivt [17]. Vi kommer ocksa att se
nya nanopartikelbaserade in vitro-metoder som ef-
ter en tid utvecklas for att appliceras in vivo. Som ett
avancerat exempel kan ndmnas att fluorescerande
molekyler sliacks ut néar de befinner sig inom nagra
nanometers avstand fran en nanopartikel av guld.
Sadana utslackta fluorescensmaérkta bindare, till ex-
empel antikroppar, sinnrikt kopplade till guldkulor,
kommer dock att lysa nér de binder till en biomarkor
eftersom de da frigors fran nanopartikeln. Med sada-
na nanopartiklar har man nyligen lyckats detektera
biomarkorer saval in vivo som inuti celler [18].

For att detta koncept, liksom ménga andra av de
exempel som ndmnts, ska na kliniken ar siakerhets-
arbetet en nodvindig hamsko foér produktutveck-
lingen. Det ar darfor svart att beddma nir dessa
kommer att ldmna laboratoriemiljon. De senaste
arens Okade interdisciplindra samverkan mellan fy-
siker, kemister, biologer, ingenjorer och medicinare
ar dock en absolut férutsattning for att de framsteg
som sker inom materialvetenskap och nanoteknik
en dag ska komma att gora skillnad inom medicinsk
diagnostik.
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SUMMARY

Nanoparticles can improve imaging and diagnostics

The unigue properties of nanoparticles make them
tailorable into diagnostic agents on a molecular

level, which allow more sensitive and precise in

vitro diagnostics and in vivo imaging. While in vitro
applications already have impact on diagnostics, in
vivo use remains challenging due to difficulties in
preparing nanoparticles with acceptable properties
regarding toxicity, specific target accumulation and
degradation. This article describes the innovative work
of developing such platforms, and concludes that while
nanotechnology-based diagnostics and imaging are
still scarce at the clinical level, the rapid development
of many new concepts, devices and processes that are
now in the laboratory pipeline promises significant
impact in the near future.
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