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❙ ❙ Angiogenes betyder nybildning av kärl. Det sker fysiolo-
giskt i kroppen, dels när själva kärlträdet blir till hos embry-
ot (vaskulogenes), dels då kroppen behöver nya kärl, t ex vid
tillväxt, sårläkning och menstruation [1]. När en vävnads be-
hov av syre och näring ökar startar angiogenesen. Så sker vid
klassiska ischemiska sjukdomar som claudicatio, infarkt och
stroke men även vid andra patologiska tillstånd som diabetes-
retinopati, obstruktiv lungsjukdom och reumatoid artrit [2,
3]. Blodkärl är nödvändiga för cellers ämnesomsättning, och
celler längre bort än 100–200 µm från blodkärl blir hypoxis-
ka och dör [4]. Detta gör angiogenes till en förutsättning även
för tumörtillväxt, då tumörceller också behöver näring för att
överleva. Därför är intresset stort för att påverka angiogene-
sen, antingen öka den vid ischemiska tillstånd eller minska
den vid t ex cancer.

Det finns flera principiellt olika sätt att hämma angiogene-
sen. Man kan använda antikroppar eller farmaka mot tillväxt-
faktorer och deras receptorer eller mot signalkopplingsprote-
iner, t ex tyrosinkinaser. Proliferation av endotelceller kan
hämmas även på andra sätt, t ex med antikroppar eller små
molekyler som binder och blockerar endotelcellernas förank-
ringsproteiner, främst integriner [4]. Ett tredje sätt är att an-
vända proteashämmare, som förhindrar den nedbrytning av
extracellulär matrix som behövs för att utväxande kärl ska få
plats. För mer information om angiogenes och hur man häm-
mar den hänvisar vi till översiktsartiklar [1, 2, 4, 5].

Minst 20 angiogenetiska inhibitorer (här kallade angiosta-
tika) är nu under klinisk prövning. Målet är att man ska an-
vända dessa läkemedel antingen ensamma eller (och det är
troligare) som komplement till sedvanlig kemoterapi. Tanken
är att tumörkärl är lättare att angripa med angiostatiska me-
del, eftersom endotelceller är genetiskt stabila, till skillnad
från tumörceller. Det är då mindre risk för den resistensut-
veckling gentemot läkemedel som man ser hos de genetiskt
instabila tumörcellerna [6]. Biverkningar av angiostatika är
också få, och man slipper kemoterapins allvarliga sidoeffek-
ter, t ex benmärgsdepression, gastrointestinala besvär och
håravfall [7]. 

Angiostatisk behandling är dock inte utan sina egna svå-
righeter. En sådan är att cancerkärl som täcks av pericyter kan
vara mer svårbehandlade, eftersom de är färdigbildade [8]. Ju
»mognare« ett kärl är i sin uppbyggnad, mätt som hög grad
av pericytbeklädning, desto svårare kan det bli att påverka
kärlet med angiostatisk behandling. Det är också möjligt att
tumörer kan selektera fram maligna celler som är mindre be-

roende av ett fungerande kärlträd, dvs de tolererar hypoxi
bättre [9]. För översikt av pågående kliniska prövningar med
angiostatiska medel, se National Cancer Institute [10].

För att angiostatisk behandling ska lyckas måste vi öka vår
kunskap om de molekyler som uttrycks på de endotelceller
som befinner sig i en tumör och som därför är mer eller
mindre specifika för just tumörkärl. Idag känner vi till endast
ett fåtal sådana markörer. 

En helt ny metod att hitta sådana molekyler på tumörkärl,
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Målsökning – nytt sätt att identifiera 
hittills okända tumörmarkörer i blodkärl

Sammanfattat

Endotelceller i tumörkärl uttrycker en rad molekyler
som förefaller vara specifika för tumörer, kanske
även för just den aktuella tumören, och som inte finns
på vanliga endotelceller. 

Då endast några få sådana molekyler är kända är det
viktigt att försöka finna fler för att använda dem för
tumördiagnostik och för att kunna ge specifik och rik-
tad behandling mot kärlen i tumören och därmed
mot själva tumören.

Genmanipulerade fager, dvs enkla virus som inte är
patogena för människan, vars yta är dekorerad med
slumpvis genererade korta peptider av olika sekven-
ser, kan användas för detta ändamål. Efter intravenös
injektion binder några peptider till komplementära
strukturer på endotelcellerna. Därefter kan man iden-
tifiera de tumörspecifika kärlmarkörerna.

Denna teknik, målsökning eller targeting, är ett nytt
sätt att identifiera hittills okända tumörmarkörer i
blodkärl. Specifika peptider som konjugerats till na-
nopartiklar, t ex »quantum dots«, ytterst små kulor av
halvledarmaterial som på grund av optiska egenska-
per kan lokaliseras med ultraviolett ljus, kan använ-
das för diagnostik. Cytostatika kan kopplas till de
målsökande peptiderna och på så sätt användas för
att ge riktad tumörbehandling.
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målsökning eller targeting, har öppnat dörren för nya meto-
der att hitta och behandla tumörer och metastaser. Då målsök-
ning/targeting representerar ett nytt sätt att lösa komplexa
biologiska problem vill vi presentera principen här.

Principen är att märka ut mål
Vid angiogenes uttrycks under begränsad tid vissa markörer
på endotelceller och pericyter. Dessa markörer är ofta till-
växtfaktorer och deras receptorer, eller celladhesionsmoleky-
ler, och tillhörande ligander. Ett nytt sätt att leta efter dem är
att använda korta och slumpmässigt konstruerade peptider,
uttryckta på ytan av bakteriofager (fortsättningsvis kallade
fager). Man talar ofta om att fagens yta är dekorerad med en
peptid. En samling av fager, var och en med en unik peptid på
ytan, kallas ett fagbibliotek (från engelskans phage display
library). När de sprutas in intravenöst söker de sig via blod-
strömmen till sina mål och fäster om de hittar en komplemen-
tär peptidsekvens. Peptiden på fagens yta kan sedan identifi-
eras. Framsteg har under senare tid gjorts för att dels konstru-
era slumpmässiga peptidbibliotek, dels förbättra screening-
metoderna, dvs metoder att hitta en unikt dekorerad fag i bib-
lioteket eller i vävnaderna [11].

Detta uppsökande av »vaskulära mål och adresser«, tar-
geting, kan i framtiden komma att användas dels i diagnos-
tiskt syfte, dvs för att lokalisera en tumör eller metastaser,
dels för behandling där läkemedel kan ackumuleras i tumö-
ren. På så sätt får behandlingen en mer lokal effekt i tumören,
och resten av kroppen skonas [12]. 

Fager och fagbibliotek
En fag är ett mycket enkelt virus med färre än ett dussin ge-
ner. Den infekterar och förökar sig endast i vissa bakterie-
stammar och är således inte direkt patogen för människan.
Genom genetisk manipulation av fagers arvsmassa kan man
få fagen att producera peptider eller antikroppar, som uttrycks
på fagens yta. 

Vid uppbyggnaden av ett fagbibliotek sätts slumpmässigt
sammansatta oligonukleotider in i fagernas genom. Varje oli-
gonukleotid kodar för en viss kort peptidsekvens. En fag får
en unik oligonukleotid. Beroende på kombinationen av ami-
nosyror i peptiden får man till slut en enorm mängd olika pep-
tider. Om en peptid omfattar 6 aminosyror kan man med 20
olika aminosyror få 206 = 6,4 × 107 olika peptider, och alla
dessa sekvenser används i fagbiblioteket. En suspension med
107 fager ryms i 0,1 ml. Detta bibliotek sprutas in intravenöst
i ett försöksdjur, oftast en mus, och inom några minuter har
fagerna uppsökt och bundit sig till sitt mål. De fager som sökt
sig till organet eller tumören i vars vaskulatur man vill hitta

en specifik peptid samlas upp. Denna nya samling fager iso-
leras och får föröka sig i en värdbakterie. Sedan sprutas de in
i ännu en mus. Proceduren upprepas tills antalet fager som sö-
ker sig till organet eller tumören är många gånger fler än vad
som hamnar i resten av kroppen [11]. Det är då dags att av-
sluta experimentet. Peptiderna identifieras därefter genom att
man analyserar fagernas genom. Receptorerna för de målsö-
kande peptiderna kan identifieras på olika biokemiska sätt,
och bekräftas, t ex genom att peptid och komplementär se-
kvens sammanfaller i immunhistokemiska analyser (Figur 1).

Det första peptidbiblioteket konstruerades för att hitta
bindningsställen på isolerade immunglobuliner, men samma
teknik har använts för att hitta peptider för andra receptorer
(celladhesionsmolekyler, proteaser, cellcykelregulatorer, on-
koproteiner, tumörsuppressorproteiner m fl) [11]. Dessa fag-
burna peptidbibliotek har givit helt nya möjligheter att stude-
ra angiogenes och andra aspekter av vaskulär mångfald. Även
andra typer av bibliotek används enligt samma princip men
med lite olika teknik, t ex fagbibliotek som uttrycker anti-
kroppar [13] och s k bakteriodisplaybibliotek [14]. För ytter-
ligare information hänvisas till Dyax Corporation [15]. 

Dirigera läkemedel rätt
Målsökande peptider kan användas även för behandling, som
bärare av farmaka. Cytostatika som kopplas ihop med den
målsökande peptiden kan dirigeras till och ackumuleras i tu-
mören och verka lokalt, med minimal påverkan på resten av
kroppen [12]. In vivo-studier på möss har genomförts där ke-
moterapeutiska substanser har kopplats till uppsökande pep-
tider och visats reducera tumörtillväxt och förlänga överlev-
naden [16-19]. 

Ett exempel är peptiden RGD-4C, som selektivt binder till
adhesionsmolekylerna ανβ3 och ανβ5. Dessa adhesionsmole-
kyler kallas för integriner och uttrycks i särskilt stor mängd i
tumörkärl [20]. Integriner hjälper celler att haka i varandra
vid tillväxt. De är inte bara markörer för angiogenes utan ock-
så funktionellt viktiga i angiogenesprocessen [12]. När RDG-
4C kopplades till doxorubicin, ett vanligt cytostatikum, för-
stärktes anticancereffekten och toxiciteten sjönk jämfört med
vid konventionellt tillfört doxorubicin [16].

Forskning bedrivs också om hur man med hjälp av mål-
sökning kan få radioaktiva komponenter och gener att dirige-
ras in i cellen med hjälp av internaliserade receptorer och or-
saka skada inifrån [12]. Som exempel kan nämnas F3, en pep-
tid som söker sig direkt till cellkärnan i tumörendotelceller,
vilket gör den mycket intressant i forskning om cytostatika-
leverans in i cellkärnan men även i genterapiforskning [21].
F3 binder sig även till nukleolin på cellytan [22]. Vi vet inte
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Figur 1. Fagbibliotek kan användas för att
identifiera peptider som binder sig till mole-
kyler i en tumör. En cocktail av fager – var
och en dekorerad på sin yta av en unik pep-
tidsekvens – sprutas in i musens svansven,
varefter de distribueras i hela musens cirku-
lation. Fager med en peptid som binder sig
specifikt till en komplementär struktur i en
tumörs (eller ett organs, t ex lungans) kärl-
system koncentreras dit. Målorganet tas
bort, och bundna fager isoleras och förökas.
Sedan kan dessa sprutas in i en ny mus för
att ytterligare renas. Slutligen sekvenseras
det DNA som fagen innehåller och som ko-
dar för den aktuella peptiden. Den kan sedan
användas för fortsatta målsökande experi-
ment. Från Ruoslahti och medarbetare [2].
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hur många målmolekyler som finns på människans kärl [23].
De flesta försök har gjorts på djur. Dock har ett försök med
målsökning hittills rapporterats ha utförts på en människa. Ett
slumpmässigt peptidbibliotek sprutades in hos en terminalt
sjuk patient, och efter 15 minuter togs vävnadsbiopsier för att
kunna påvisa fager i olika organ. Försöket antyder att inter-
leukin-11-receptorn är en prostataspecifik kärlreceptor [24]. 

Ett annat sätt att målsöka tumörkärl är att dirigera den tu-
mörnekrotiska faktorn TNF eller melfalan, kopplat till en an-
tikropp, som binder till kärlets fibronektin [25]. Slutligen har
man använt s k proteomik, som kan påvisa nya peptider i iso-
lerade celler eller vävnader. 

Avbildning med högre precision
Ett mål är att avbilda tumörer och metastaser radiologiskt,
med högre precision än vad som är möjligt idag, med hjälp av
uppsökande peptider. Ett försök är rapporterat, där radioak-
tivt märkta RGD-innehållande peptider binder till ανβ3-inte-

griner [26]. Dessa kan sedan lokaliseras med hjälp av gam-
makamera. Med denna teknik skulle primärtumör och meta-
staser (innehållande ανβ3-integriner) kunna påvisas på ett
mycket tidigt stadium. Man skulle också kunna följa effekten
av angiostatisk terapi.

Nanopartiklar
Målsökande peptider kan även användas till att bära nanopar-
tiklar, dvs partiklar i nanostorlek (<10 nm i diameter). Som
bevis på att detta fungerar kopplades peptider till ytan på
»quantum dots«, ytterst små kulor av halvledarmaterial. Des-
sa kulor har unika optiska egenskaper, t ex stark luminiscens
som kan ställas in på önskad våglängd som svar på ultravio-
lett ljus. Därmed kan partiklarna lokaliseras, vare sig det är i
en biopsi eller i ett helt organ eller i en individ. Det lyser där
de fastnat! Några av de peptider som används vid denna tek-
nik är GFE, som binder sig specifikt till lungendotel, ovan
nämnda F3, som binder till angiogenetiska endotelceller och
olika typer av tumörceller [21], och LyP-1, som fäster vid
lymfendotel i tumörer [27] (Figur 2).

Målsökning har även kombinerats med genterapi. Det vi-
sades i ett experiment där man fäste en gen med angiostatisk
effekt på nanopartiklar, som via en fagpeptid band till ανβ3-
integriner på tumörkärl [28]. På så sätt kunde man dirigera
genterapin till just det kärl man ville nå och koncentrera be-
handlingen mångfalt.

Konklusion
Principen att det går att behandla cancer med angiostatisk te-
rapi har nyligen bevisats. En antikropp riktad mot tillväxtfak-
torn vascular endothelial growth factor (VEGF) hämmade
tillväxten av metastaserande njurcancer och koloncancer [29,
30]. Amerikanska Food and Drug Administration (FDA) har
godkänt denna antikropp för cancerbehandling.

En annan användning av målsökande teknologi har nyli-
gen lanserats. Med hjälp av ett fagbibliotek identifierades en-
dotel i fettväv. Till denna peptid kopplade man därefter på en
apoptosbefrämjande peptid. När peptidkomplexet injicera-
des på djur magrade de rejält! Det förefaller som om denna
form av målsökning av kärl i fettväv kan användas som ny
bantningsmetod – i alla fall för möss [31]. 

Arbete pågår nu för att hitta molekylära profiler vid andra
sjukdomar än cancer och som kan nås via blodströmmen, t ex

Figur 2. Schematisk bild av en kvantkristall
(eller qdot) som visar hur den målsökande
peptiden, förankrad på en kvantkristall, fäs-
ter till ytstrukturer på en endotelcell. Med
hjälp av kvantkristallens unika fotoegenska-
per kan den sedan visualiseras. PEG = poly-
etylenglykol.
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❙ ❙ Fakta

Angiogenes – bildandet av nya blodkärl från redan etablerade
blodkärl.
Endotelceller – de celler som täcker insidan av ett kärl.
Pericyter – celler av mesenkymalt ursprung som täcker utsidan
av endotelceller och som stabiliserar kärl. De kan vara besläkta-
de med glatta muskelceller.
Målsökning eller targeting – uppsökande av »vaskulära mål och
adresser« med ligander framtagna genom fag-display-screening.
Fag – ett genetiskt enkelt virus som har mindre än ett dussin ge-
ner. Fager är inte patogena för människan utan infekterar bakteri-
er. De används i sökandet efter mål.
Fagpeptid – den peptid som funnits uttryckt på fagens yta och
som binder till målet. Till denna kopplas farmaka, vektorer etc.
Fagbibliotek – en stor samling fager, var och en med sin egen re-
kombinanta aminosyrasekvens, som uttrycks på bakteriofagens
yta. Denna korta peptid binder sig till en molekyl på endotelets
yta, på samma sätt som en ligand till sin receptor.
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autoimmuna tillstånd och ateroskleros. Målet är att i den vas-
kulära molekylära mångfalden hitta markörer i kärl, vaskulä-
ra adresser, för framtida förbättringar av diagnostik och be-
handling.

*
Potentiella bindningar eller jävsförhållanden: Inga uppgivna.
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SUMMARY

The expression of specific molecules on the surface of vascular endothelial cells
in tumours might be a key to anticancer therapy with angiostatic drugs. A new
method to find these molecules on tumour vessels, targeting, is presented here.
Some of these tumour-specific molecules have been identified by means of so 
called phage libraries. They are gene-manipulated phages, where the surface is
decorated with randomly generated short peptides. After intravenous injection a
few of the peptides, expressed on the surface of the phage, attach to complement-
ary structures on the endothelial cell, as a ligand attaches to its receptor. Through
biopsies and immunohistochemistry the phage can be isolated and identified. The
part of the DNA of the phage that codes for the peptide-sequence of importance
is sequenced. This seeking for such vessel-addresses can in the future be used for
diagnostic purposes and also for local tumour-treatment. It is envisioned that cyto-
toxic drugs can be coupled to peptides on nanoparticles and act locally, in order
to minimize toxic systemic side effects.
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