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Malsdkning — nytt sétt att identifiera
hittills okanda tumormarkaorer 1 blodkarl

Il Angiogenes betyder nybildning av kérl. Det sker fysiolo-
giskt i kroppen, dels nér sjélva kérltradet blir till hos embry-
ot (vaskulogenes), dels d4 kroppen behover nya kérl, t ex vid
tillvaxt, sarlakning och menstruation [1]. Nér en vdvnads be-
hov av syre och ndring okar startar angiogenesen. Sa sker vid
klassiska ischemiska sjukdomar som claudicatio, infarkt och
stroke men dven vid andra patologiska tillstdnd som diabetes-
retinopati, obstruktiv lungsjukdom och reumatoid artrit [2,
3]. Blodkérl dr nddviandiga for cellers amnesomséattning, och
celler langre bort &n 100—200 pum frén blodkérl blir hypoxis-
ka och dor [4]. Detta gor angiogenes till en forutséttning dven
for tumortillvaxt, da tumorceller ocksa behdver naring for att
overleva. Darfor ar intresset stort for att paverka angiogene-
sen, antingen oka den vid ischemiska tillstand eller minska
den vid t ex cancer.

Det finns flera principiellt olika sétt att himma angiogene-
sen. Man kan anvinda antikroppar eller farmaka mot tillvaxt-
faktorer och deras receptorer eller mot signalkopplingsprote-
iner, t ex tyrosinkinaser. Proliferation av endotelceller kan
hdmmas dven pa andra sitt, t ex med antikroppar eller sma
molekyler som binder och blockerar endotelcellernas forank-
ringsproteiner, fraimst integriner [4]. Ett tredje sétt ar att an-
vinda proteashdmmare, som forhindrar den nedbrytning av
extracelluldr matrix som behovs for att utvixande karl ska fa
plats. For mer information om angiogenes och hur man ham-
mar den hanvisar vi till 6versiktsartiklar [1, 2, 4, 5].

Minst 20 angiogenetiska inhibitorer (hér kallade angiosta-
tika) dr nu under klinisk provning. Malet &r att man ska an-
vinda dessa ldkemedel antingen ensamma eller (och det ar
troligare) som komplement till sedvanlig kemoterapi. Tanken
ar att tumorkarl &r lattare att angripa med angiostatiska me-
del, eftersom endotelceller dr genetiskt stabila, till skillnad
fran tumorceller. Det dr d& mindre risk for den resistensut-
veckling gentemot lakemedel som man ser hos de genetiskt
instabila tumércellerna [6]. Biverkningar av angiostatika ar
ocksa fa, och man slipper kemoterapins allvarliga sidoeffek-
ter, tex benmirgsdepression, gastrointestinala besvér och
haravfall [7].

Angiostatisk behandling &r dock inte utan sina egna své-
righeter. En sddan dr att cancerkérl som tacks av pericyter kan
vara mer svarbehandlade, eftersom de ar fardigbildade [8]. Ju
»mognare« ett kérl dr i sin uppbyggnad, métt som hog grad
av pericytbeklddning, desto svarare kan det bli att paverka
karlet med angiostatisk behandling. Det ar ocksa mojligt att
tumorer kan selektera fram maligna celler som &r mindre be-
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ammanfattat

Endotelceller i tumorkarl uttrycker en rad molekyler
som forefaller vara specifika for tumorer, kanske
aven for just den aktuella tumoren, och som inte finns
pa vanliga endotelceller.

Da endast nagra fa sadana molekyler ar kanda ar det
viktigt att forsoka finna fler for att anvanda dem for
tumordiagnostik och for att kunna ge specifik och rik-
tad behandling mot karlen i tumoren och déarmed
mot sjalva tumaoren.

Genmanipulerade fager, dvs enkla virus som inte ar
patogena for manniskan, vars yta ar dekorerad med
slumpvis genererade korta peptider av olika sekven-
ser, kan anvandas for detta andamal. Efter intravends
injektion binder nagra peptider till komplementéra
strukturer pa endotelcellerna. Darefter kan man iden-
tifiera de tumorspecifika karlmarkorerna.

Denna teknik, malsékning eller targeting, ar ett nytt
satt att identifiera hittills okdnda tumd&rmarkorer i
blodkarl. Specifika peptider som konjugerats till na-
nopartiklar, t ex nquantum dots«, ytterst sma kulor av
halvledarmaterial som pa grund av optiska egenska-
per kan lokaliseras med ultraviolett ljus, kan anvéan-
das for diagnostik. Cytostatika kan kopplas till de
malsokande peptiderna och pa sa satt anvandas for
att ge riktad tumorbehandling.

roende av ett fungerande karltrad, dvs de tolererar hypoxi
battre [9]. For versikt av pagdende kliniska provningar med
angiostatiska medel, se National Cancer Institute [10].

For att angiostatisk behandling ska lyckas maste vi 6ka var
kunskap om de molekyler som uttrycks pa de endotelceller
som befinner sig i en tumdr och som dérfér ar mer eller
mindre specifika for just tumorkarl. Idag kédnner vi till endast
ett fatal sidana markdrer.

En helt ny metod att hitta sadana molekyler pa tumdrkarl,
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malsokning eller targeting, har 6ppnat dorren for nya meto-
der att hitta och behandla tumoérer och metastaser. D4 mélsok-
ning/targeting representerar ett nytt sitt att 16sa komplexa
biologiska problem vill vi presentera principen har.

Principen &r att marka ut mal

Vid angiogenes uttrycks under begrinsad tid vissa markorer
pa endotelceller och pericyter. Dessa markorer ar ofta till-
vaxtfaktorer och deras receptorer, eller celladhesionsmoleky-
ler, och tillhdrande ligander. Ett nytt sitt att leta efter dem é&r
att anvinda korta och slumpmaéssigt konstruerade peptider,
uttryckta pa ytan av bakteriofager (fortsattningsvis kallade
fager). Man talar ofta om att fagens yta ar dekorerad med en
peptid. En samling av fager, var och en med en unik peptid pa
ytan, kallas ett fagbibliotek (fran engelskans phage display
library). Nér de sprutas in intravenost soker de sig via blod-
strommen till sina mal och féster om de hittar en komplemen-
tir peptidsekvens. Peptiden pa fagens yta kan sedan identifi-
eras. Framsteg har under senare tid gjorts for att dels konstru-
era slumpmissiga peptidbibliotek, dels forbattra screening-
metoderna, dvs metoder att hitta en unikt dekorerad fag i bib-
lioteket eller i vivnaderna [11].

Detta uppsokande av »vaskuldra mal och adresser, tar-
geting, kan i framtiden komma att anvéndas dels i diagnos-
tiskt syfte, dvs for att lokalisera en tumor eller metastaser,
dels for behandling dar ldkemedel kan ackumuleras i tumo-
ren. Pa sa sitt far behandlingen en mer lokal effekt i tumoren,
och resten av kroppen skonas [12].

Fager och fagbibliotek

En fag dr ett mycket enkelt virus med férre 4n ett dussin ge-
ner. Den infekterar och forokar sig endast i vissa bakterie-
stammar och &r sdledes inte direkt patogen for ménniskan.
Genom genetisk manipulation av fagers arvsmassa kan man
fa fagen att producera peptider eller antikroppar, som uttrycks
pa fagens yta.

Vid uppbyggnaden av ett fagbibliotek sitts slumpmaéssigt
sammansatta oligonukleotider in i fagernas genom. Varje oli-
gonukleotid kodar for en viss kort peptidsekvens. En fag far
en unik oligonukleotid. Beroende pa kombinationen av ami-
nosyror i peptiden far man till slut en enorm méngd olika pep-
tider. Om en peptid omfattar 6 aminosyror kan man med 20
olika aminosyror fa 20° = 6,4 x 107 olika peptider, och alla
dessa sekvenser anvénds i fagbiblioteket. En suspension med
107 fager ryms i 0,1 ml. Detta bibliotek sprutas in intravendst
i ett forsoksdjur, oftast en mus, och inom nigra minuter har
fagerna uppsokt och bundit sig till sitt mél. De fager som sokt
sig till organet eller tuméren i vars vaskulatur man vill hitta
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Figur 1. Fagbibliotek kan anvéndas fér att
identifiera peptider som binder sig till mole-
kyler i en tumér. En cocktail av fager — var
och en dekorerad pa 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 komplementér struktur i en
tuméors (eller ett organs, t ex lungans) kérl-
system koncentreras dit. Malorganet tas
bort, och bundna fager isoleras och férékas.
Sedan kan dessa sprutas in i en ny mus for
att ytterligare renas. Slutligen sekvenseras
det DNA som fagen innehéller och som ko-
dar fér den aktuella peptiden. Den kan sedan
anvéndas for fortsatta malsékande experi-
ment. Fran Ruoslahti och medarbetare [2].

en specifik peptid samlas upp. Denna nya samling fager iso-
leras och fér foroka sig i en vardbakterie. Sedan sprutas de in
idnnu en mus. Proceduren upprepas tills antalet fager som s6-
ker sig till organet eller tumdren dr méanga ganger fler 4n vad
som hamnar i resten av kroppen [11]. Det ar d& dags att av-
sluta experimentet. Peptiderna identifieras darefter genom att
man analyserar fagernas genom. Receptorerna for de malso-
kande peptiderna kan identifieras pa olika biokemiska sitt,
och bekriftas, t ex genom att peptid och komplementér se-
kvens sammanfaller i immunhistokemiska analyser (Figur 1).
Det forsta peptidbiblioteket konstruerades for att hitta
bindningsstéllen pa isolerade immunglobuliner, men samma
teknik har anvints for att hitta peptider for andra receptorer
(celladhesionsmolekyler, proteaser, cellcykelregulatorer, on-
koproteiner, tumorsuppressorproteiner m f1) [11]. Dessa fag-
burna peptidbibliotek har givit helt nya mojligheter att stude-
raangiogenes och andra aspekter av vaskulir mangfald. Aven
andra typer av bibliotek anvénds enligt samma princip men
med lite olika teknik, t ex fagbibliotek som uttrycker anti-
kroppar [13] och s k bakteriodisplaybibliotek [14]. For ytter-
ligare information hénvisas till Dyax Corporation [15].

Dirigera lakemedel ratt

Malsokande peptider kan anvdndas dven for behandling, som
bérare av farmaka. Cytostatika som kopplas ihop med den
malsdkande peptiden kan dirigeras till och ackumuleras i tu-
moren och verka lokalt, med minimal paverkan pa resten av
kroppen [12]. In vivo-studier pd mdss har genomforts dér ke-
moterapeutiska substanser har kopplats till uppsdkande pep-
tider och visats reducera tumdortillvaxt och forlanga 6verlev-
naden [16-19].

Ett exempel dr peptiden RGD-4C, som selektivt binder till
adhesionsmolekylerna o.,f; och o.,3;. Dessa adhesionsmole-
kyler kallas for integriner och uttrycks i sérskilt stor méngd i
tumorkarl [20]. Integriner hjalper celler att haka i varandra
vid tillvaxt. De ar inte bara markorer for angiogenes utan ock-
sa funktionellt viktiga i angiogenesprocessen [12]. Nar RDG-
4C kopplades till doxorubicin, ett vanligt cytostatikum, for-
starktes anticancereffekten och toxiciteten sjonk jamfort med
vid konventionellt tillfort doxorubicin [16].

Forskning bedrivs ocksd om hur man med hjilp av mal-
sokning kan fa radioaktiva komponenter och gener att dirige-
ras in i cellen med hjélp av internaliserade receptorer och or-
saka skada inifran [12]. Som exempel kan nimnas F3, en pep-
tid som soker sig direkt till cellkidrnan i tumorendotelceller,
vilket gor den mycket intressant i forskning om cytostatika-
leverans in i cellkdrnan men dven i genterapiforskning [21].
F3 binder sig dven till nukleolin pa cellytan [22]. Vi vet inte
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Figur 2. Schematisk bild av en kvantkristall
(eller qdot) som visar hur den malsékande
peptiden, férankrad pa en kvantkristall, fas-
ter till ytstrukturer pa en endotelcell. Med
hjélp av kvantkristallens unika fotoegenska-
per kan den sedan visualiseras. PEG = poly-
etylenglykol.

hur ménga malmolekyler som finns p&4 manniskans kérl [23].
De flesta forsok har gjorts pa djur. Dock har ett forsok med
malsokning hittills rapporterats ha utforts pa en manniska. Ett
slumpmaissigt peptidbibliotek sprutades in hos en terminalt
sjuk patient, och efter 15 minuter togs vavnadsbiopsier for att
kunna pévisa fager i olika organ. Forsoket antyder att inter-
leukin-11-receptorn dr en prostataspecifik karlreceptor [24].

Ett annat sitt att malsoka tumdrkarl ar att dirigera den tu-
mornekrotiska faktorn TNF eller melfalan, kopplat till en an-
tikropp, som binder till kirlets fibronektin [25]. Slutligen har
man anvint s k proteomik, som kan pavisa nya peptider i iso-
lerade celler eller vavnader.

Avbildning med hégre precision

Ett mal ar att avbilda tumdrer och metastaser radiologiskt,
med hogre precision dn vad som dr mojligt idag, med hjélp av
uppsokande peptider. Ett forsok ar rapporterat, dér radioak-
tivt mérkta RGD-innehéllande peptider binder till o, B,-inte-

Fakta

Angiogenes - bildandet av nya blodkérl fran redan etablerade
blodkarl.

Endotelceller— de celler som tacker insidan av ett karl.

Pericyter— celler av mesenkymalt ursprung som técker utsidan
av endotelceller och som stabiliserar kérl. De kan vara beslakta-
de med glatta muskelceller.

Malsdkning eller targeting— uppsékande av »vaskuldra mal och
adresser« med ligander framtagna genom fag-display-screening.

Fag - ett genetiskt enkelt virus som har mindre &n ett dussin ge-
ner. Fager ar inte patogena for manniskan utan infekterar bakteri-
er. De anvinds i s6kandet efter mal.

Fagpeptid— den peptid som funnits uttryckt pa fagens yta och
som binder till malet. Till denna kopplas farmaka, vektorer etc.
Fagbibliotek — en stor samling fager, var och en med sin egen re-
kombinanta aminosyrasekvens, som uttrycks pé bakteriofagens
yta. Denna korta peptid binder sig till en molekyl pa endotelets
yta, pd samma sétt som en ligand till sin receptor.
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griner [26]. Dessa kan sedan lokaliseras med hjéilp av gam-
makamera. Med denna teknik skulle primartumér och meta-
staser (innehallande o, f;-integriner) kunna pévisas pé ett
mycket tidigt stadium. Man skulle ocksa kunna f6lja effekten
av angiostatisk terapi.

Nanopartiklar

Malsokande peptider kan dven anvéndas till att bira nanopar-
tiklar, dvs partiklar i nanostorlek (<10 nm i diameter). Som
bevis pa att detta fungerar kopplades peptider till ytan pa
»quantum dots«, ytterst sma kulor av halvledarmaterial. Des-
sa kulor har unika optiska egenskaper, t ex stark luminiscens
som kan stéllas in p4 6nskad vaglangd som svar pa ultravio-
lett ljus. Darmed kan partiklarna lokaliseras, vare sig det ar i
en biopsi eller i ett helt organ eller i en individ. Det lyser dar
de fastnat! Nagra av de peptider som anvinds vid denna tek-
nik dr GFE, som binder sig specifikt till lungendotel, ovan
ndmnda F3, som binder till angiogenetiska endotelceller och
olika typer av tumorceller [21], och LyP-1, som faster vid
lymfendotel i tumdrer [27] (Figur 2).

Malsokning har d&ven kombinerats med genterapi. Det vi-
sades i ett experiment ddr man féste en gen med angiostatisk
effekt pa nanopartiklar, som via en fagpeptid band till o, 3,-
integriner pa tumorkarl [28]. Pa sé sétt kunde man dirigera
genterapin till just det kirl man ville nd och koncentrera be-
handlingen mangfalt.

Konklusion

Principen att det gér att behandla cancer med angiostatisk te-
rapi har nyligen bevisats. En antikropp riktad mot tillvéaxtfak-
torn vascular endothelial growth factor (VEGF) himmade
tillvixten av metastaserande njurcancer och koloncancer [29,
30]. Amerikanska Food and Drug Administration (FDA) har
godként denna antikropp for cancerbehandling.

En annan anvindning av méalsokande teknologi har nyli-
gen lanserats. Med hjilp av ett fagbibliotek identifierades en-
dotel i fettvav. Till denna peptid kopplade man dérefter p4 en
apoptosbeframjande peptid. Nar peptidkomplexet injicera-
des pa djur magrade de rejalt! Det forefaller som om denna
form av méalsdkning av kirl i fettviv kan anvéndas som ny
bantningsmetod — i alla fall for mdss [31].

Arbete pagar nu for att hitta molekyldra profiler vid andra
sjukdomar dn cancer och som kan nas via blodstrémmen, t ex
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autoimmuna tillstdnd och ateroskleros. Mélet ér att i den vas-
kuldra molekyldra mangfalden hitta markorer i kérl, vaskulé-
ra adresser, for framtida forbattringar av diagnostik och be-
handling.

%
Potentiella bindningar eller javsférhallanden: 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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