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Nobelpriset 1 kemi 2002

Kungl. Vetenskapsakademien har beslutat att 2002 ars Nobelpris i kemi utdelas "f6r utveckling av metoder for
identifiering och strukturanalys av biologiska makromolekyler” med hélften av priset till

JOHN B. FENN

Virginia Commonwealth University, Richmond, USA, och

KoicHI TANAKA
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan

“fér deras utveckling av mjuka desorptionsjonisationsmetoder for masspektrometrisk analys av biologiska

makromolekyler”
och den andra halften till

KurT WUTHRICH

Eidgendssische Technische Hochschule (ETH), Ziirich, Schweiz samt The Scripps Research Institute, La Jolla, USA
"fér hans utveckling av kdrnmagnetisk resonansspektroskopi for bestdmning av biologiska makromolekylers

tredimensionella struktur i [6sning”.

Revolutionerande analysmetoder for biomolekyler

Arets Nobelpris i kemi handlar om nya kraftfulla analysmetoder
for att studera biologiska makromaolekyler, t.ex. proteiner, Mj-
ligheten att analysera proteiner i detalj har lett till en dkad for-
stdelse av livsprocesserna. Nu kan forskarna snabbt och enkelt
avsldja vilka olika proteiner som finns i ett prov. De kan ocksa f3
fram tredimensionella bilder av hur proteinmolekylerna ser ut i
I6sning och ddrmed forstad hur de fungerar i cellen. Metoderna
har bl.a. revolutionerat utvecklingen av nya ldkemedel. Lovande
tillimpningar inrapporteras ocksad inom andra omraden, t.ex.
livsmedelskontroll och tidig diagnostik av brdst- och prostata-
cancer,

Masspektrometri dren mycket viktig analysmetod -denanvinds
pa i stort sett vartenda kemilaboratorium varlden éver. Tidigare
kunde bara mindre molekyler identifieras, men John B. Fenn
och Koichi Tanaka har utvecklat metoder som gér det méjligt
att ocksa analysera biologiska makromolekyler.

Den metod som John B. Fenn publicerade 1988, s.k. E5/, electro-
spray ionisation, gar ut pa att producera sma |laddade droppar
av proteinet vilka krymper allt eftersom vattnet avdunstar. 53
smaningom aterstar fritt svivande proteinjoner, vars massor
bestdms. Detta kan géras genom att sdtta fart p3 dem och
mita flygtiden dver en kand stricka. Samtidigt introducerade
Koichi Tanaka en annan teknik att fa proteinerna att sviva
fritt, ndmligen med mjuk laserdesorption (soft laser desorption).
En laserpuls far trdffa provet, som "springs” | smabitar sd att
molekylerna frigdrs.

Den andra delen av priset belGnar vidareutvecklingen av en
annan favoritmetod bland kemister, ndmligen kdrnmagnetisk
resonans, NMR. Med NMR far man information om molekyler-
nas tredimensionella struktur och rérlighet. Genom sitt arbete
i borjan av19Bo-talet har Kurt Wiithrich gjort det médjligt att
anvinda NMR pa proteiner. Han utvecklade dels en generell
metod att systematiskt bestdmma vissa fixpunkter i protein-
molekylen, dels en princip att bestdmma avstdnden mellan
dessa. Med hjilp av avstanden kunde han rakna ut proteinets
tredimensionella struktur. Fordelen med NMR &r att man kan
studera proteinerna i [dsning, dvs. i en omgivning som liknar
miljtn i cellen.

Joun B. Fenn, fidd 1917 (85 dr) i New York City, USA
{amerikansk medborgare). Doktorsgrad i kemi 1940 och pro-
Jessor emeritus 1987 vid Yale University, USA. Professor vid
Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, USA.
www.has.vcu.edu/che/fenn.html

Koichi Tanaka, fddd 1959 (43 dr) i Toyama City, Japan
{jopansk medborgare). B.Eng vid Tohoku University, Japan.
Forskningsingenjér vid Shimadzu Corp., Kyoto, Japan.
www.shimadzu.com

Kurt WiiTHRICH, fidd 1938 (64 dr) i Aarberg, Schweiz (schwei-
zisk medborgare). Doktorsgrad i corganisk kemi 1964 vid Uni-
versity of Basel. Professor i biofysik vid ETH, Ziirich, Schweiz
samt gdstprofessor vid The Scripps Research Institute, La Jolla,
Kalifornien, USA. www.mol.biol.ethz.ch/wuthrich

Prissumma: 10 miljoner svenska kronor, delas sa att Fenn och Tanaka delar pa hilften av prissumman och Wiithrich

tilldelas den andra hilften
Mer information: www.nobel.se

Kontaktpersoner: Malin Lindgren, informatér, tel. 08-673 g5 22, 0709-88 60 04, malin@kva.se och
Eva Krutmeijer, informationschef, tel. 08-673 g5 g5, 0709-84 66 38, evak@kva.se
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POPULARVETENSKAPLIG INFORMATION

Nobelpriset 1 kemi 2002

Nobelpriset i kemi 2002 delas mellan forskare som vidareutvecklat tvd viktiga analysmetoder: mass-
spektrometri (MS) och kdrnmagnetisk resonans (NMR). Pristagarna JOHN B. FENN och KoicHi
TANAKA (bdda f6r MS) samt KURT WOUTHRICH (fér NMR) har pd olika sdtt bidragit till att vidare-
utveckla dessa metoder till att omfatta biologiska makromolekyler. Detta har inneburit ett revolu-
tionerande genombrott och gjort den kemiska biologin till vdr tids "big science”. Nu kan forskarna
snabbt och tillférlitligt identifiera vilka proteiner som finns i ett prov. De kan ocksd fd fram tredimen-
sionella bilder av proteinmolekyler i Iésning. Forskarna kan alltsd “se” och dédrmed forstd hur protei-
nerna fungerar i cellerna.

Revolutionerande analysmetoder fér biomolekyler

Varfér studera biologiska makromolekyler?

I alla levande organismer — bakterier, vixter och djur — ir det samma typer av stora moleky-
ler, makromolekyler, som ansvarar f6r det vi kallar liv. Det som hinder i cellerna styrs av
nukleinsyror (som DNA) som kan kallas cellernas "regissérer”, medan de olika proteinerna &r
cellernas huvudaktérer. Varje protein har en biologisk funktion som kan variera med omgiv-
ningen, som t.ex. proteinet hemoglobin som transporterar syre till alla kroppens celler.

Forskarna har linge intresserat sig for proteiner, men dnd& ar proteomiken, dvs. studier av
hur olika proteiner och andra d&mnen samverkar i cellen, ett relativt nytt forskningsomrade
som har vuxit enormt pd senare ir. I takt med att fler och fler organismers genuppsittning
kartlidggs flyttas forskningsfronten snabbt framit samtidigt som nya frigor féds: Hur kan det
komma sig att minniskans ungefir 30.000 gener kodar fér hundratusentals olika proteiner?
Vad hinder om en gen skadas eller saknas helt? Hur uppkommer sjukdomar som t.ex. Alzhei-
mer eller Galna ko-sjukan? Kan den nya kemin anviindas f6r att snabbare diagnostisera och
behandla de sjukdomar som idag hotar ménskligheten?

For att kunna #gna sig &t frigor som dessa, &r forskarna i stindig jakt pd mer kunskap
om proteinerna och hur de fungerar tillsammans med varandra och med andra molekyler i
cellerna. En forsta f6rutsiittning {6r denna kunskap ir att ta reda pd hur proteinerna egentli-
gen ser ut. Det ir nimligen sm4 variationer i strukturen som bestimmer proteinets funktion.
Nista steg ir att studera dynamiken: Hur ser proteinmolekylerna ut just nir de samverkar
med varandra och andra molekyler? Vad hinder egentligen i de avgorande 6gonblicken? Vi
behéver se for att forsta.

Fig 1. Proteinet bestdr av en ldng kedja av aminosyror som
veckas, viks och snurras ihop till ett "nystan”. Det dr denna
tredimensionella bild av proteinet man vill komma dt for att
fidrstd proteinets funktion. Denna proteinmolekyl, som var en
av de férsta att helt strukturbestdmmas med NMR, har en
ungefiirlig diameter pd en miljondels centimeter (10 -*m).
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Masspektrometri — en metod att identifiera molekyler

Med masspektrometri kan man idag snabbt identifiera ett dmne i ett prov med avseende pa dess
massa. Det 4r en teknik som forskarna linge anvint pd smé& och medelstora molekyler. Tack
vare metodens kédnslighet dr det mgjligt att spdra mycket smd mangder av varje molekylslag.
Doping- och narkotikatester, livsmedelskontroll och miljéanalyser 4r exempel pa omrdden dar
masspektrometri idag anvidnds rutinmaéssigt.

Grunderna for masspektrometrin lades redan i slutet av 1800-talet. De forsta analyserna
av smd molekyler rapporterades 1912 av Joseph J. Thomson. Flera av 1900-talets Nobelpris
har varit direkt beroende av masspektrometrisk analys. Ett par exempel dr Harold Ureys
upptickt av deuterium (Nobelpris 1 kemi 1934) och upptickten av fullerener, “kolfotbollar”,
som gav Robert Curl, Sir Harold Kroto och Richard Smalley Nobelpriset-i kemi 1996.

Att kunna anvidnda masspektrometri ocksa for makromolekyler var ett mal som lange lock-
ade forskarna. Under 1970-talet gjordes en rad framsteg i att dverféra makromolekyler till
joner i gasfas, s.k. desorptionsteknik. Detta har legat till grund fér den omvélvande utvecklingen
av omradet som vi sett de senaste tjugo aren.

Makromolekyler mé vara stora i jamf6relse med andra molekyler, men det rér sig dnda
om otroligt smé strukturer. Hemoglobinmolekylen har till exempel en massa pa en tiondels
miljarddels miljarddels gram (10"'%g ). Hur viger man d& n8got som ir s litet? Knepet ligger
i att f4 de enskilda proteinmolekylerna att slippa taget om varandra och sprida sig som ett
moln av fritt svivande, elektriskt laddade proteinjoner. En vanlig metod att ddrefter mita
jonernas massa — och didrmed identifiera dem — 4r att accelerera dem i en vacuumkammare
dir flygtiden mits (eng. Time of Flight, TOF). De “gar i mal” i en ordning som dels bestims av
deras laddning, dels deras massa. De snabbaste 4r de som 4r ldttast och har hogst laddning.

Idag finns det tva principer att f& proteiner att 6vergd i gasfas utan att tappa sin struktur
och form — upptickarna bakom dessa metoder far i ar dela pa halva Nobelpriset i kemi. I
den ena metoden, dir John B. Fenn ir upphovsman, sprayar man provet med hjdlp av ett
starkt elektriskt falt for att dstadkomma laddade, fritt svdvande joner. I den andra metoden
anvinder man sig i stillet av en intensiv laserpuls. Om detta gérs under limpliga férhallan-
den (med avseende pa energi, struktur och kemisk omgivning i provet) f&s en mild 6verféring
av laserpulsens energi till provmolekylerna sa att de borjar svidva fritt. Den som forst visade
att sddan s.k. mjuk laserdesorption kunde anvidndas pd stora molekyler som proteiner var
Koichi Tanaka.

Fenns insatser — svdvning genom sprayning

Under 1988 publicerade John B. Fenn tvd artiklar som kom att betyda ett genombrott for
masspektrometri med “electrospray” pd makromolekyler. I den forsta studerades polyetylen-
glykolmolekyler med 6kande massa vilket visade att metoden klarar stora molekylmassor
med hoga laddningar. I den andra publikationen tillimpas metoden ocksa pa medelstora hela
proteiner. Frisdttningen av joner stadkoms genom att spraya provet med hjilp av ett elek-
triskt fdlt sd att sma laddade droppar bildas. Nér vattnet successivt avdunstar &terstdr si
smdningom de fritt svivande proteinmolekylerna alldeles "nakna”. Metoden kom att kallas
Electrospray Ionisation, ESI.

Genom att molekylerna blir kraftigt positivt laddade, blir kvoten massa/laddning tillrdck-
ligt liten for att Amnena ska kunna analyseras 1 vanliga masspektrometrar. En annan fordel
dr att en och samma molekyl ger upphov till en serie toppar, eftersom varje molekyl kan ta
upp ett varierande antal laddningar. Trots att detta komplicerar ménstret, vilket till en bérjan
forvirrade forskarna, innebdr det samtidigt information som underldttar identifieringen.

Nobelpriset i kemi 2002
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Fig 2. Princip fér masspektrometri av biomolekyier. Vid E51 (Electrospray lonisation) frigdrs biomolekyler som muitiladdade

Jjoner ur smd laddade droppar. Vid jonisering med SLD (Soft Laser Desorption) Gverférs energin i laserljuset till biomolekylerna
sd att de Gvergdr i gasfas.

Tanakas insats — svdvning genom sprangning

Samtidigt hinde det spinnande saker i en annan del av virlden. Pa det japanska instrument-
foretaget Shimadzu i Kyoto rapporterade en ung japansk ingenjor om en helt annan teknik
for det férsta kritiska steget; Koichi Tanaka visade vid ett symposium 1987 och ett ir senare i
en publikation, att jonisation av proteinmolekyler kan uppnis med hjdlp av mjuk laserdesorption,
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SLD (Soft Laser Desorption). En laserpuls triffar provet, som till skillnad frén i spraymeto-
den befinner sig i fast eller trogflytande fas. Nir provet fAngar upp energin frin laserpulsen
"springs” det i smabitar. Molekylerna slépper taget om varandra och frigérs som intakta svi-
vande molekyljoner med 1ig laddning, vilka direfter accelereras av ett elektriskt [ilt och kan
detekteras genom att registrera flygtiden. Tanaka var den férste att demonstrera lasertekni-
kens anvindbarhet pd biologiska makromolekyler. Principen 4r grundlidggande f6r ménga
av dagens kraftfulla laserdesorptionsmetoder, sdsom framfér allt MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption Ionisation), men ocks nyare metoder som SELDI (Surface Enhanced Laser
Desorption lonisation) och DIOS (Direct Ionisation on Silicon).

Anvindningsomraden fér masspektrometri

Bade ESI och SLD ir metoder med minga anvindningsomrdden. De sofistikerade bioke-
miska analyser man nu kan utféra var fér ndgra r sedan bara drémmar. Vixelverkningar
mellan proteiner dr mycket viktiga att studera for att [6rst livets signalsystem. Sddana icke-
kovalenta komplex mellan biomolekyler kan undersékas med ESI. Metoden dr &verldgsen
andra metoder vad giller snabbhet, kiinslighet och identifiering av interaktionen i friga. Tack
vare att de masspektrometriska analysmetoderna ir relativt billiga, har de snabbt spridits till
laboratorier runt om i virlden. Mjuk laserdesorption (i form av MALDI) och elektrospray ar
idag standardmetoder fér strukturanalys av peptider, proteiner och kolhydrater och mgjlig-
gor snabb analys av proteininnehéllet i hela celler och vivnadsprover. Foljande exempel pd
andra aktuella forskningsomriden ger en bild av den méngfald av tillimpningar som arets
Nobelpris genererat:

LAKEMEDELSUTVECKLING

Den tidiga fasen i likemedelsutveckling har genomgatt ett paradigmskifte tack vare ESI med
masspektrometri kombinerad med vitskeseparation. Idag kan man med varje instrument
rena och studera flera hundra potentiella likemedelsmolekyler per dag.

MALARIA

Forskare har nyligen upptéckt nya méjligheter att tidigt diagnostisera sjukdomen malaria.
Genom att analysera malariaparasiterna med mjuk laserdesorption och masspektrometri
kan man snabbt bestimma graden av sjukdomens utbredning. Processen férenklas dessutom
genom att det manskliga hemoglobinets syrebirande del, som parasiten tar upp, kan utnyttjas
f6r att ta upp laserpulsenergin.

AGGSTOCKS-, BROST- OCH PROSTATACANCER

Nya metoder {or tidig diagnostik av olika cancerformer har.rapporterats i snabb takt det
senaste ret. Med hjilp av en yta som cancer-specifika biomolekyler fastnar pd — och som ana-
lyseras med mjuk laserdesorption — kan kemisterna uppticka cancern tidigare in likarna.

LIVSMEDELSKONTROLL

ESI med masspektrometri har ocksd gjort framsteg pd sma molekyler. De senaste mdnaderna
har det rapporterats att tillagningen av maten vi dter kan ge upphov till en rad hilsofarliga
substanser, t.ex. akrylamid, som ir en cancerframkallare. Med masspektrometri analyseras
snabbt maten under olika stadier av tillagningen och genom modifiering av temperatur och
ingredienser underséker man nu hur de skadliga 4mnena kan undvikas eller minimeras.

Nobelpriset i kemi 2002



NMR for biologiska makromolekyler

Om masspektrometrin ger svar pd frdgor som "vilket?” och "hur mycket?” nir det giller t.ex
ett protein, kan NMR sigas ge svar pad frigan "hur ser det ut?”. Aven de stérsta proteinerna
ar alldeles f6r sma for att kunna studeras med tillrécklig upplésning med ndgon typ av mik-
roskop. For att kunna géra sig en bild av hur ett protein egentligen ser ut maste man dirfer
anvinda sig av andra metoder. NMR (Nuclear Magnetic Resonance, dvs. kirnmagnetisk reso-
nans) ir en sddan. Genom att tolka topparna i ett NMR-spektrum kan man rita upp en tre-
dimensionell bild av den molekyl man studerar. En finess 4r att man kan ha provet i l6sning,
i proteinernas fall deras naturliga miljé i cellen.

Innan NMR fanns att tillgd var réntgenkristallografi den enda metod man hade fér att
bestimma imnens tredimensionella strukturer med atomir upplosning. 1957 presenterades
den forsta riktiga tredimensionella strukturen av ett protein, nimligen myoglobin, vilket
belonades med ett Nobelpris till Max F. Perutz.1962. Denna metod baserar sig pa rontgenstra-
lars brytning, diffraktion, i proteinkristaller och har sedan dess bidragit till ytterligare en rad
Nobelpris. Som ett komplement till réntgenkristallografi sokte forskarna linge efter en metod
som ocks skulle fungera i 16sning, dvs. i en miljé som mera liknar den som biomolekylerna
naturligt omger sig med.

Fysikerna Felix Bloch och Edward Purcell upptickte redan 1945 att vissa atomkérnor
genom sitt s.k. kiirnspinn absorberar radiovdgor av en viss frekvens da de placeras 1 ett starkt
magnetfilt. Detta belénades med Nobelpriset i fysik 1952. Ett par &r tidigare hade man upp-
tickt att frekvensen for kirnresonans inte bara berodde pd magnetfiltets styrka och atom-
slaget, utan #ven pd atomens kemiska omgivning. Dessutom kunde kirnspinnen frin olika
kirnor piverka varandra vilket gav upphov till finstruktur, dvs. ytterligare ett antal toppar i
NMR-spektrum.

—— liquid nitrogen

computer NMR spectrum

liquid helium

powerful magnetic field
sample

radio frequency generation

Fig 3. Provet som skall undersGkas placeras i ett mycket starkt magnetfdlt. Hdr i bilden visas en supraledande magnet, som
hdils kyld med flytande kvéive och heliumn. Pulser av radiovdgor skickas in i provet, och man ovldser provets "svar” i form av
utséinda radiovdgor. Provsvaret analyseras elektroniskt och behandlas i dator, och resultatet blir ett NMR-spektrum.

NMR-metodens anvindbarhet begrinsades i borjan av dess 1dga kinslighet: den krivde oer-
hort koncentrerade lésningar. Men &r 1966 pavisade den schweiziske kemisten Richard Ernst
(Nobelpris i kemi 1991) att kiinsligheten kunde dkas dramatiskt om man i stillet or att lang-
samt variera frekvensen utsatte sitt prov for korta och intensiva radiofrekvenspulser. Han
utvecklade ocksd, under 1970-talet, ett sitt att avgora vilka kdrnor som ldg nira varandra
i en molekyl, t.ex. tv atomer bundna till varandra. Genom att tolka signalerna i ett NMR-

Nobelpriset i kemi 2002
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spektrum, kunde man allts& f en uppfattning om molekylens utseende, dess struktur. Meto-
den var framgingsrik p4 férhillandevis sm& molekyler, eftersom man di det gillde stérre
molekyler fick svirt att skilja mellan de olika atomkirnornas resonanser. Ett sddant NMR-
spektrum kunde se ut som en griismatta i genomskirning — tusentals toppar dir man inte
kunde avgora vilken topp som hérde till vilken atom. Den forskare som slutligen l6ste detta
problem var den schweiziske kemisten Kurt Wiithrich.

Kurt Wiithrich — forskaren som visade att NMR foér proteiner var mégjligt

Kurt Wiithrich utvecklade 1 bérjan av 1980-talet en idé om hur NMR skulle kunna utvidgas
till att omfatta dven biologiska molekyler som proteiner. Han-uppfann en systematisk metod
for att para ihop varje NMR-signal med riitt vitekdrna (proton) i makromolekylen (se fig.
4). Metoden kallas sekventiell tillordning och utgér idag en hérnsten i alla strukturundersck-
ningar med NMR. Han visade ocksd hur man darefter kunde bestimma parvisa avstind
mellan ett stort antal vitekirnor, och anvinda denna information till att med en matematisk
metod baserad pd distansgeometri berikna en tredimensionell struktur fér molekylen.

Den [6rsta kompletta proteinstrukturen bestimd med Kurt Wiithrichs metod kom 1985.

[P

il
53
R, N '|||||ll Al
e )

Fig 4. Genom att kanna till alla mdtt pd ett hus kan en tredimensionell bild av huset ritas upp. Pd samma sétt kan man genom
att méta en stor mdngd korta avstdnd i ett protein bygga upp en tredimensionell bild av strukturen, sdsom schematiskt
visas i bilden.

e

Fér ndrvarande dr 15-20% av alla tusentals kiinda proteinstrukturer bestimda med NMR.
Ovriga ir huvudsakligen strukturbestimda med hjilp av réntenkristallografi; nigra {3
bestims med andra metoder sdsom elektrondiffraktion eller neutrondiffraktion.

Anvdandningsomraden for NMR pa makromolekyler

NMR-metoden ir i minga avseenden komplementir till réntenkristallografi for strukturbe-
stimningar. Om samma protein undersdks med bdda metoderna, i det ena fallet i l6sning
och i det andra kristalliserat, fir man i allménhet samma resultat, med undantag fér vissa
ytligt beligna delar som paverkas av omgivningen i de bada fallen. I kristallen pdverkas ytter-
delarna av de tétt packade proteinmolekylerna, 1 1ésning av de omgivande l6sningsmedelsmo-
lekylerna. Medan rontgenkristallografins styrka ligger i att noggrant kunna bestimma riktigt
stora tredimensionella strukturer, har NMR-metoden andra unika f6rdelar. Det faktum att
undersékningen sker i [6sning gor att man kan nidrma sig fysiologiska forhdllanden. En sir-
skild styrka har NMR i att kunna pavisa ostrukturerade och mycket rérliga delar av en mole-
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kyl. Man kan klarligga rérligheten, dynamiken, och hur den varierar lings en proteinkedja.
Isotopmirkning kan ocksd anvindas for att underlitta identifieringen av atomerna.

Ett exempel pA NMR-bestimda proteinstrukturer kommer frin studier av prionproteiner
vilka ir inblandade i utvecklingen av en rad farliga sjukdomar som t.ex. Galna ko-sjukan
(Nobelpris i medicin till Stanley Prusiner 1997). Hir har Kurt Wiithrich med NMR-metodik
visat att den friska formen av prionproteiner har tva delar: Ungefir halva proteinkedjan antar
en vilordnad ganska stel tredimensionell struktur i vattenlésning (121-231), medan den andra
halvan &r strukturlés och mycket rérlig (23-120).

NMR kan dven anvindas fér studier av struktur och dynamik i andra biologiska makromo-
lekyler sdsom DNA och RNA.

23

231

120

Fig 5. NMR-bestimd struktur av ett prion-protein. Halva proteinkedian (23-120) dr oordnad och mycket rorlig i vattenios-
ningen,

NMR anvinds ocksa inom likemedelsindustrin for att bestimma struktur, och dirmed egen-
skaper, hos proteiner och andra makromolekyler som kan vara intressanta malmolekyler {or
nya likemedel. Likemedelsmolekylen utformas s& att den passar in i strukturen hos proteinet
— som nyckeln i ett 13s. Den kanske viktigaste industriella anvindningen har NMR nir man
soker efter nya sm& likemedelsmolekyler som kan vixelverka med en viss biologisk makromo-
lekyl. Om den lilla molekylen binder till den stora, férandras vanligen den stora molekylens
NMR-spekirum. Detta kan anvindas [or att "screena” ett stort antal lakemedelskandidater
pé ett tidigt stadium av utvecklingen av ett nytt likemedel.
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LANKAR OCH LASTIPS
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