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Kernpunten
• Oncolytische nanomedicijnen leveren meer genees

middel af in de tumor dan dezelfde dosis gegeven als 
vrij geneesmiddel; tegelijkertijd verlagen ze de bloot
stelling van gezonde weefsels aan het geneesmiddel.

• Nanobullets zijn tumorgerichte nanomedicijnen, 
bestaande uit liposomen die zijn geladen met een 
kinaseremmer en uitgerust met nanobodies als doel
zoekende liganden met intrinsieke oncolytische wer
king.

• Nanobullets blokkeren meerdere cellulaire signaalrou
tes voor overleving en proliferatie, met als gevolg rem
ming van tumorgroei.

Moleculaire behandeling van kanker
Kanker is een verzamelnaam voor aandoeningen die zich 

onderscheiden door ongereguleerde of abnormale celgroei. 
Kanker is sinds 2008 doodsoorzaak nummer één in Neder
land, verantwoordelijk voor meer dan 30% van alle sterfge
vallen in 2012 [1, 2]. Het ontstaan van een kwaadaardige 
tumor wordt getypeerd door een serie processen die gene
riek zijn voor alle tumoren en die het gevolg zijn van geneti
sche instabiliteit van tumorcellen en de inflammatoire status 
van de tumor [3]. Deze processen bestaan uit voortdurende 
transductie van groeifactorsignalen, herprogrammering van 
het energiemetabolisme, omzeilen van groeionderdrukking 
en van het immuunsysteem, ontsnapping aan apoptose, 
ongelimiteerde replicatie, activering van angiogenese, inva
sief gedrag en metastasering [3].

Hoewel door onderzoek steeds duidelijker wordt welke 
factoren een rol spelen bij de transformatie van een gezonde 
cel naar een kankercel, blijft het lastig te voorspellen wan
neer dit gebeurt. De behandeling van kanker is erop gericht 
kankercellen effectief te doden en tegelijkertijd zo min 
mogelijk schade aan te richten in gezonde weefsels van het 
lichaam. De effectiviteit van hedendaagse kankertherapie 
hangt grotendeels af van het stadium van de ziekte ten tijde 
van de diagnose en bestaat uit (combinaties van) chirurgi
sche verwijdering van de tumor, radiotherapie en chemo
therapie.

Chemotherapie remt dnareplicatie of mitose en heeft 
vooral effect op sneldelende cellen zoals tumorcellen. Maar 

ABSTRACT
Tumour-targeted nanobullets for cancer treatment
Current cancer treatment is hampered by doselimiting tox
icities. Colloidal carrier systems can be used for encapsu
lating anticancer drugs to form nanomedicines. Nanomedi
cines are able to deliver more drug to tumours than the 
same dose administered as a free drug, while simul
taneously reducing exposure of healthy tissues to the drug. 
We have pursued a nanomedicine approach to block multi
ple survival and proliferation signal transduction pathways 
in tumour cells at the same time. The nanomedicine termed 
nanobullet consisted of liposomes that are loaded with an 
igf1r kinase inhibitor and are equipped with antiegfr  
nanobodies as targeting ligands. In this manner, the nano-
bullets can interact with egfrpositive tumour cells and 
block two cellular signalling routes that are essential for  
tumour proliferation to induce additive or synergistic thera
peutic effects. The nanobullets interacted specifically with 
egfrpositive cells and blocked both egfr and igf1r sig
nalling. In responsive cell lines, this resulted in inhibition of 
survival and proliferation signalling in tumour cells, and 
subsequently in antitumour effects in vitro and in vivo.
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doordat het geneesmiddel zich over het gehele lichaam kan 
verdelen, worden ook andere sneldelende cellen aangeval
len, zoals haarfollikels, cellen in het darmstelsel en in het 
beenmerg. Dit zorgt voor ernstige bijwerkingen die de toe
pasbaarheid van chemotherapie beperken.

In de afgelopen decennia is de kennis over de processen 
die een rol spelen bij de ontwikkeling van een tumor enorm 
toegenomen, wat geleid heeft tot de ontdekking van specifie
ke moleculaire aangrijpingspunten. Moleculair gerichte 
geneesmiddelen zoals kinaseremmers en monoklonale anti
lichamen (mabs) zijn relatief nieuwe klassen van medicijnen, 
die tumorcellen selectiever aanvallen dan conventionele the
rapieën [4, 5]. Door hun selectiviteit hebben moleculair 
gerichte oncolytica een betere therapeutische index, wat 
heeft geleid tot routinematig gebruik van kinaseremmers en 
mabs in de afgelopen vijftien jaar.

Signaaltransductie en angiogenese
De voornaamste doelen van de huidige moleculaire 

oncolytica zijn de directe remming van signaaltransductie
routes die in tumorcellen van belang zijn voor overleving en 
proliferatie, en de remming van tumorangiogenese. Tumor
angiogenese is het ontstaan van nieuwe bloedvaten uit 
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(tumor) en/of verlaging van de blootstelling van gezonde 
weefsels aan het geneesmiddel;

•  vermindering van interacties met plasmaeiwitten om de 
circulatietijd te verbeteren, door de samenstelling en het 
oppervlak van nanomedicijnen aan te passen;

•  vergroting van de specificiteit voor doelweefsel en/of doel
cel door nanomedicijnen uit te rusten met doelzoekende 
liganden (targeting ligands) die eiwitten op het oppervlak 
van tumorcellen herkennen;

•  mogelijkheid om meerdere geneesmiddelen tegelijkertijd 
af te leveren voor optimale combinatietherapie;

•  ontwikkeling van afleversystemen geladen met een genees
middel en een contraststof voor het volgen van het nano
medicijn met beeldvormende technieken (theranostics).

Drie strategieën
Er zijn drie verschillende strategieën voor het gericht 

afleveren van geneesmiddelen aan tumoren.
De eerste strategie maakt gebruik van nanomedicijnen 

zonder doelzoekende liganden (passieve targeting). Deze 
nanomedicijnen danken hun verhoogde tumoraccumulatie 
aan hun fysischchemische kenmerken en aan (patho)fysio
logische processen in de circulatie en in de tumor (figuur 1). 
Inkapseling van oncolytica in dragersystemen kan hun 
oplosbaarheid en stabiliteit vergroten, terwijl het coaten van 
het oppervlak van een dragersysteem met hydrofiele poly
meren (zoals polyethyleenglycol) zorgt voor stealtheigen
schappen door verminderde interacties met eiwitten in de 
circulatie. Deze stealtheigenschappen remmen opsonisatie 
en daarmee klaring van het nanomedicijn, waardoor een 
langere circulatietijd kan worden bereikt [17]. Nanomedicij
nen worden meestal intraveneus toegediend en kunnen in 
de bloedbaan circuleren doordat de vaatwand van gezonde 
weefsels deeltjes van deze grootte niet doorlaat. Tegelijker
tijd worden de bloedvaten van solide tumoren juist geken
merkt door een verhoogde doorlatendheid, waardoor nano
medicijnen uit de circulatie kunnen extravaseren, zich 
kunnen ophopen in de tumor en het oncolyticum aan de 
tumorcellen kunnen afgeven. Het lymfatisch systeem in 
tumoren is daarnaast meestal slecht ontwikkeld, waardoor 
de in een tumor opgehoopte nanomedicijnen niet effectief 
afgevoerd kunnen worden. Dit fenomeen wordt enhanced 
permeability and retention (epr) genoemd en is een van de 
belangrijkste factoren in het gericht afleveren van genees
middelen in tumoren [18, 19].

In de tweede strategie worden nanomedicijnen uitgerust 
met doelzoekende liganden (actieve targeting of ligand targe-
ting). De doelzoekende liganden op het oppervlak van het 
nanomedicijn herkennen eiwitten op het oppervlak van 
tumorcellen en kunnen celspecificiteit, hechting en opname 
van het nanomedicijn verbeteren (figuur 1). Nanomedicij
nen met en zonder doelzoekende liganden zijn vaak verge
lijkbaar wat betreft farmacokinetisch profiel en weefsel
verdeling, waardoor de ophoping in de tumor voor beide 
typen nanomedicijnen ongeveer gelijk is. De voordelen van 

bestaande vaten, die de tumor voorzien van de benodigde 
zuurstof en voedingsstoffen om groter te worden dan  
12 mm3. Remming van tumorangiogenese is een aantrek
kelijke oncolytische strategie omdat hij toepasbaar is op 
meerdere typen solide tumoren [6, 7].

De ErbB of herfamilie van receptortyrosinekinases is 
een van de best bestudeerde cellulaire signaalnetwerken die 
bijdragen aan ontwikkeling en groei van bepaalde tumoren. 
De afgelopen jaren zijn verschillende remmers ontwikkeld 
die aangrijpen in dit signaalnetwerk, zoals de mabs cetuxi
mab, panitumumab (beide gericht tegen de epidermal growth 
factor receptor, egfr) en trastuzumab (tegen de human  
epidermal growth factor receptor 2, her2), en de kinase
remmers erlotinib, gefitinib (beide tegen egfr) en lapatinib 
(tegen egfr/her2), terwijl nog meer remmers momenteel 
ontwikkeld worden [8].

Een belangrijk signaalnetwerk dat een rol speelt in 
tumorangiogenese is de vegffamilie van receptortyrosine
kinases (vegf: vascular endothelial growth factor). Voorbeel
den van angiogeneseremmers die aangrijpen op vegf 
gemedieerde signaalroutes, zijn het mab bevacizumab (tegen 
vegf) en de kinaseremmers sorafenib en sunitinib (meerde
re aangrijpingspunten, waaronder vegfreceptoren) [9].

Ondanks de verhoogde specificiteit en de gunstige thera
peutische index kunnen moleculair gerichte geneesmidde
len verbeterd worden door het verschuiven van hun weefsel
verdelingsprofiel. Door de concentratie geneesmiddel in het 
doelweefsel te verhogen en tegelijkertijd de blootstelling van 
gezonde weefsels aan het geneesmiddel te verlagen, kan de 
toepasbaarheid van moleculair gerichte geneesmiddelen 
worden vergroot.

Doelgerichte aflevering
Doelgerichte aflevering van geneesmiddelen is een  

strategie die gebruikmaakt van colloïdale dragersystemen 
om de farmacokinetische parameters en de weefselverdeling 
van (therapeutische) moleculen te verbeteren. Moleculen 
kunnen worden opgelost, ingekapseld of gedispergeerd in 
dragersystemen, of covalent worden gebonden via afbreek
bare of nietafbreekbare moleculaire bruggen [10]. Dit 
resulteert in zeer kleine deeltjes met afmetingen van  
50400 nm. Dragersystemen geladen met geneesmiddelen 
die zijn ontwikkeld om het therapeutisch effect te verhogen 
en de bijwerkingen te verminderen, worden nanomedicijnen 
genoemd. Er zijn veel verschillende afleversystemen benut 
voor het ontwikkelen van nanomedicijnen, zoals liposomen, 
conjugaten van geneesmiddelen en wateroplosbare poly
meren of mabs, micellen en nanodeeltjes op basis van poly
meren, dendrimeren en albuminenanodeeltjes [11].

Nanomedicijnen bieden veel potentiële voordelen voor 
het afleveren van oncolytica [1215]:
•  verbetering van het farmacokinetisch profiel en de weef

sellokalisatie in het lichaam;
•  verhoging van de therapeutische index door selectievere 

aflevering van geneesmiddelen in het zieke doelweefsel 
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wordt sindsdien gebruikt in de kliniek. Het verpakken van 
doxorubicine in een lang circulerend dragersysteem zorgde 
voor gelijke en soms verbeterde therapeutische activiteit in 
vergelijking met dezelfde dosis toegediend als vrij genees
middel. Bovendien werd de cardiale toxiciteit, een onge
wenste bijwerking van doxorubicine, flink verminderd door 
het toe te dienen als nanomedicijn [24]. Sindsdien zijn  
verschillende oncolytische nanomedicijnen goedgekeurd 
voor klinisch gebruik. Met uitzondering van mab–genees
middelconjugaten [25] is geen van de goedgekeurde 
oncolytische nanomedicijnen uitgerust met doelzoekende 
liganden. Momenteel worden enkele nanomedicijnen van 
dit type in klinische studies geëvalueerd [22] en er wordt 
geschat dat er ongeveer 250 nanomedicijnen in verschillen
de stadia van ontwikkeling zijn, waarvan verreweg de meeste 
voor de behandeling van kanker [26, 27].

Overeenkomst egfr en igf-1r
De belangrijke rol van egfrsignaaltransductie bij de 

proliferatie van verschillende typen tumoren heeft geleid tot 
de ontwikkeling en goedkeuring van verschillende egfr 
gerichte mabs en kinaseremmers, zoals hierboven is beschre
ven [8]. Het blokkeren van egfrsignaaltransductie bij kan
ker kan zeer effectief zijn terwijl in veel gevallen moleculaire 
remmers minder bijwerkingen geven dan conventionele 
oncolytische therapieën. Zo blijkt uit recente metaanalyses 
dat patiënten die lijden aan nietkleincellig longcarcinoom 
met egfrmutaties, meer baat hebben bij een behandeling 
met de kinaseremmers erlotinib en gefitinib dan bij chemo
therapie [28, 29]. Desondanks blijkt dat na verloop van tijd 
de tumor ongevoelig wordt voor behandeling en verder 
groeit. Dit kan komen door secundaire (egfr)mutaties 
waardoor de moleculaire remmer ineffectief wordt, of door 
activering van alternatieve signaalroutes die niet afhankelijk 
zijn van egfractivering [30].

Een regelmatig in de literatuur gerapporteerde ‘omlei
dingsroute’ is signaaltransductie door de insulin-like growth 
factor 1 receptor (igf1r). igf1rsignaaltransductie is voor 
de proliferatie van bepaalde typen tumoren net zo belangrijk 
als egfrsignaaltransductie, wat heeft geleid tot de ontwik
keling van igf1rremmers. Faseiiistudies met igf1r
mabs bij patiënten met kanker lieten echter weinig thera
peutische effectiviteit zien, wat aangeeft dat het blokkeren 
van igf1rsignaaltransductie niet genoeg is om een krach
tig oncolytisch effect te bewerkstelligen [31, 32].

egfr en igf1r zijn allebei receptortyrosinekinases en 
vertonen homologie in hun structuur en in de downstreamsig
naaltransductie. Kruissignalering tussen beide signaalroutes 
kan ervoor zorgen dat het blokkeren van egfr of igf1r 
afzonderlijk ineffectief is, waardoor de tumor toch verder 
kan groeien [33]. Verschillende studies hebben laten zien dat 
het tegelijkertijd blokkeren van egfr en igf1r synergisti
sche antitumoreffecten kan hebben, terwijl andere studies 
hebben getoond dat tumorresistentie tegen egfrgerichte 
therapie opgeheven kan worden door het blokkeren van 

doelzoekende liganden, zoals verhoogde celopname en ver
beterde tumorretentie, worden vooral duidelijk als het nano
medicijn de tumor bereikt heeft [20, 21]. Actieve targeting 
kan ook toegepast worden voor het afleveren van moleculen 
die zelf niet in staat zijn celmembranen te passeren (zoals 
nucleïnezuren), voor het verhogen van de concentratie van 
geneesmiddelen bij verminderd gevoelige (resistente) tumo
ren, voor het afleveren van geneesmiddelen aan het bloed
vatenstelsel van de tumor en voor het ontwikkelen van nano
medicijnen die de bloed–hersenbarrière kunnen passeren 
[22].

Een derde strategie maakt gebruik van stimuliafhanke
lijke nanomedicijnen die hun actieve lading afgeven na een 
interne of externe prikkel, zoals pH, warmte of licht [23].

Het eerste oncolytische nanomedicijn (Doxil/Caelyx) 
werd twintig jaar geleden goedgekeurd voor therapie en 

Figuur 1   Doelgerichte geneesmiddelaflevering aan 
tumoren

Passieve targeting berust op de lange circulatietijd van 
nanomedicijnen in combinatie met de doorlatendheid 
van het bloedvatenstelsel in de tumor en een ineffec
tief lymfatisch systeem, waardoor nanomedicijnen 
zich kunnen ophopen in de tumor en het geneesmid
del kunnen afgeven aan tumorcellen. Actieve targeting 
wordt gerealiseerd door nanomedicijnen uit te rusten 
met doelzoekende liganden. Deze doelzoekende 
liganden hechten zich aan eiwitten op het oppervlak 
van de tumorcel en kunnen worden opgenomen via 
receptorgemedieerde endocytose. Op deze manier 
kunnen specificiteit en effectiviteit van een nano
medicijn verder worden verbeterd.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [16].
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lege nanobodyliposomen (ega1L) en ag538geladen 
liposomen uitgerust met een controlenanobody 
(R2ag538L). De samenstelling van de liposomen, de  
hoeveelheid geladen ag538 en de hoeveelheid gekoppelde 
ega1 zijn eerst geoptimaliseerd. De fysischchemische 
eigenschappen van de nanobullets zoals deeltjesgrootte, 
oppervlaktelading en inkapselingsefficiëntie zijn vervolgens 
geanalyseerd. Hieruit bleek dat de nanobullets, afhankelijk 
van de samenstelling, tussen 100 en 140 nm groot waren, 
zeer efficiënt geladen konden worden en een vrijwel neutra
le oppervlaktelading hadden, wat geschikt is om te kunnen 
profiteren van het epreffect.

igf1r [3437]. Deze studies wijzen op kruissignalerings
mechanismen tussen egfr en igf1rsignaaltransductie 
en impliceren dat een gecombineerde blokkade van beide 
signaalroutes een effectieve strategie is om de groei van 
bepaalde tumoren te remmen.

Tumorgerichte nanobullets
Om signaaltransductie via egfr en igf1r effectief te 

kunnen remmen, hebben wij gebruikgemaakt van actieve 
targeting. Hiervoor hebben wij liposomen geladen met  
een igf1rkinaseremmer en uitgerust met nanobodies 
gericht op egfr die fungeren als doelzoekende liganden  
en tevens over intrinsieke antitumoractiviteit beschikken.

Nanobodies zijn kleine antigeenbindende fragmenten 
afkomstig van het variabele domein van heavy chain only 
antilichamen die van nature voorkomen in het bloed van 
kameelachtigen [38]. Nanobodies bezitten gunstige eigen
schappen vergeleken met mabs, zoals een kleiner molecuul
gewicht (15 tegen 150 kDa), betere oplosbaarheid en stabi
liteit, relatief eenvoudige recombinante productie en 
vergelijkbare specificiteit en affiniteit. Hierdoor zijn nano-
bodies zeer geschikt voor therapeutische doeleinden, bijvoor
beeld als doelzoekende liganden of voor moleculaire beeld
vorming [39].

Het antiegfrnanobody (ega1) dat is gebruikt in onze 
studies, heeft intrinsieke antagonistische eigenschappen en 
zorgt tevens voor interacties van het nanomedicijn met 
egfrpositieve tumorcellen [40, 41]. Tevens vermindert 
inkapseling van de igf1rkinaseremmer (ag538) in liposo
men de blootstelling van gezonde weefsels. Ook worden zo 
twee moleculaire remmers (kinaseremmer en nanobody) 
gelijktijdig afgeleverd, wat optimale condities oplevert voor 
additieve of synergistische therapeutische effecten.

De doeltreffendheid van de nanobodyliposomen of 
nanobullets is onderzocht door te kijken naar interacties met 
tumorcellen, remming van relevante moleculaire signaal
routes, tumorcelproliferatie en antitumoreffecten in vivo 
(figuur 2).

Uit een voorgaande studie was gebleken dat het koppe
len van ega1nanobodies aan liposomen zorgde voor herken
ning van egfrpositieve tumorcellen. Verder bleek dat 
ega1liposomen de proliferatie van egfrpositieve tumor
cellen remden door de intrinsieke antagonistische eigen
schappen van ega1 in combinatie met downregulatie van 
egfr. De (lege) ega1liposomen waren echter niet in staat 
tumorgroei bij muizen te remmen, wat aangeeft dat het 
blokkeren van één enkele signaalroute niet genoeg is voor 
een sterk antitumoreffect [43].

Opname nanobullets in tumorcellen
Om het therapeutische effect te verbeteren zijn de 

ega1liposomen geladen met de igf1rkinaseremmer 
ag538. Naast de nanobullets (ega1ag538L) zijn verschil
lende controleformuleringen bereid, zoals lege controle
liposomen (L), liposomen geladen met ag538 (ag538L), 

Figuur 2  Werkingsmechanisme nanobullets

De dubbelactieve nanobullets zijn lang circulerende 
nanomedicijnen. Ze bestaan uit liposomen die zijn 
geladen met igf1rkinaseremmer (ag538) en uitge
rust met nanobodies (ega1) als doelzoekende liganden 
die egfrpositieve tumorcellen herkennen. Naast het 
vergroten van de specificiteit hebben de gekoppelde 
nanobodies ook een egfrremmende functie. Gelijk
tijdige remming van egfr en igf1r zorgt voor een 
effectieve blokkade van signaalroutes voor proliferatie 
en overleving in bepaalde tumorcellen. Dit resulteert 
in remming van tumorcelproliferatie in vitro en van 
tumorgroei bij muizen.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [42].

Akt: proteïnekinase B; egfr: epidermal growth factor receptor; 

Erk: extracellular signal-regulated kinase; igf1r: insulin-like growth 

factor 1 receptor; p: gefosforyleerd.
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Figuur 3   Associatie en opname van nanobullets

associatie met UM-SCC-14C-cellen associatie met 3T3 2.2-cellen

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800
AG538-RhoL
R2-AG538-RhoL
EGa1-AG538-RhoL

AG538-RhoL
R2-AG538-RhoL
EGa1-AG538-RhoL

concentratie (mmol/L TL)

re
la

ti
ev

e 
M

FI

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

concentratie (mmol/L TL)

re
la

ti
ev

e 
M

FI

opname in 3T3 2.2-cellen

AG538-RhoL R2-AG538-RhoL EGa1-AG538-RhoL EGa1-AG538-RhoL

opname in UM-SCC-14C-cellen

AG538-RhoL R2-AG538-RhoL EGa1-AG538-RhoL EGa1-AG538-RhoL

overlay

nanobullets
celkern

overlay

nanobullets
celkern

D

C

A B

A en B: egfrpositieve tumorcellen (A) en egfrnegatieve cellen (B) werden 1 uur op 4°C blootgesteld aan fluores
cente nanobullets (ega1ag538RhoL, ), aan liposomen zonder nanobodies (ag538RhoL, ) en aan liposomen met 
controlenanobodies (R2ag538RhoL, ). Associatie van liposomen met cellen is bepaald met flowcytometrie  
door het meten van de fluorescentieintensiteit (mfi) van de cellen na incubatie. Gegevens zijn weergegeven als 
gemiddelde ± sem van één representatief experiment dat is uitgevoerd in tweevoud.
C en D: opnamen met confocale microscopie van egfrpositieve tumorcellen (C) en egfrnegatieve cellen (D) na  
vier uur blootstelling op 37°C aan nanobullets en aan controleformuleringen. De rode kleur geeft de fluorescente 
liposomen weer en de blauwe kleur geeft de celkernen weer.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [44].

egfr: epidermal growth factor receptor; mfi: mean fluorescence intensity; sem: standard error of the mean; tl: totaal lipide; umscc14c: egfrpositieve 

tumorcellijn; 3T3 2.2: egfrnegatieve cellijn.
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van de nanobullets met cellen worden veroorzaakt door het 
binden van ega1 aan egfr.

Naast een functie als doelzoekend ligand heeft ega1 
intrinsieke antagonistische eigenschappen die de activering 
van egfr kunnen blokkeren. Binding van ega1 aan egfr 
voorkomt dat de receptor een actieve conformatie kan aan
nemen die nodig is voor het vormen van dimeren die epider-
mal growth factor (egf) kunnen binden [41]. Het binden van 
egf aan egfr zorgt voor fosforylering van de receptor, 
waarna downstream signaaltransductie plaatsvindt.

In verschillende tumorcellijnen waren zowel lege 
ega1liposomen als nanobullets in staat de fosforylering van 
egfr te remmen (figuur 4, pegfr Tyr1068), wat aantoont 
dat de antagonistische eigenschappen van ega1 behouden 
blijven na koppeling aan de liposomen.

Terwijl de interactie van ega1 met egfr extracellulair 
plaatsvindt, speelt de remming van igf1r door de kinase
remmer ag538 zich intracellulair af. Dit houdt in dat de 
nanobullets moeten worden opgenomen door de cel en ver
volgens ag538 in het cytoplasma moeten afleveren. Alleen 

Een combinatie van flowcytometrie en confocale micro
scopie is gebruikt om de interactie van de nanobullets met 
egfrpositieve tumorcellen te onderzoeken (figuur 3). De 
nanobullets associeerden met egfrpositieve tumorcellen op 
een dosisafhankelijke manier, wat niet het geval was bij for
muleringen zonder nanobodies (ag538L) of bij contro
lenanobodies (R2ag538L). De nanobullets lieten ongeveer 
vier keer zo veel celassociatie zien als de controleformulerin
gen (figuur 3A). Noch de nanobullets noch de controlefor
muleringen associeerden met egfrnegatieve cellen (figuur 
3B). Deze resultaten werden bevestigd door confocale 
microscopie van dezelfde cellen na langere blootstelling aan 
de nanobullets. Controleformuleringen werden nauwelijks 
opgenomen in egfrpositieve tumorcellen, terwijl de nano-
bullets aanzienlijk beter werden opgenomen (figuur 3C). 
Ook kon er een kenmerkend stippelpatroon worden waarge
nomen, wat duidt op opname van de nanobullets via recep
torgemedieerde endocytose (figuur 3C). Geen van de for
muleringen werd opgenomen door egfrnegatieve cellen 
(figuur 3D). Deze resultaten impliceren dat de interacties 

Figuur 4   Remming van signaalroutes door nanobullets
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pAkt Ser473
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Erk 1/2

β-actine
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NB      NB      –         +         –        + NB      NB      –         +         –        + NB      NB      –         +         –        + NB      NB      –         +         –        +

NB      NB      –         –         +        + NB      NB      –         –         +        + NB      NB      –         –         +        + NB      NB      –         –         +        +

Tumorcellen van de typen umscc14c, A431, A549 en mdamb468 werden blootgesteld aan lege controleliposomen, 
aan nanobodyliposomen (ega1gekoppeld), aan liposomen geladen met ag538 (ag538geladen) of aan nanobullets.  
Na vier uur blootstelling volgde activering met egf en igf1. Cellysaten werden verzameld en onderworpen aan 
sdspage. Hoeveelheden totaal egfr, gefosforyleerd egfr (pegfr Tyr1068), totaal igf1r, gefosforyleerd igf1r  
(pigf1r Tyr1135), totaal Akt, gefosforyleerd Akt (pAkt Ser473), totaal Erk 1/2, gefosforyleerd Erk 1/2 (pErk 1/2 Thr202/
Tyr204) en bactine als controle zijn gedetecteerd met western blotting.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [42].

Akt: proteïnekinase B; egf: epidermal growth factor; egfr: epidermal growth factor receptor; Erk: extracellular signal-regulated kinase; igf1: insulin-like 

growth factor 1; igf1r: insulin-like growth factor 1 receptor; nb: niet behandeld. sdspage: natriumdodecylsulfaatpolyacrylamidegelelektroforese.
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Het is mogelijk dat er te weinig nanobullets worden opge
nomen in A549cellen, omdat dit celtype minder egfr 
heeft dan umscc14c en A431. mdamb468cellen heb
ben op het oppervlak echter hoeveelheden egfr in dezelfde 
orde als umscc14ccellen en A431cellen. Het kan zijn 
dat de nanobullets in deze cellen via een andere cellulaire 
route worden afgebroken en niet in staat zijn ag538 in het 
cytoplasma af te leveren.

In dezelfde cellen is ook gekeken naar de effecten van de 

de nanobullets en geen van de controleformuleringen waren 
in staat igf1rfosforylering te remmen, wat aangeeft dat 
ega1 zorgt voor een efficiënte opname in de cel, waarna 
ag538 afgeleverd kan worden in het cytoplasma (figuur 4, 
pigf1r Tyr1135). Dit werd echter alleen waargenomen in 
umscc14ccellen (plaveiselcelcarcinoom in het hoofd
halsgebied) en A431cellen (carcinoom van de vulva 
epidermis), maar niet in A549cellen (longepitheel
carcinoom) en mdamb468cellen (borstadenocarcinoom).

Figuur 5   Remming van tumorcelgroei door nanobullets

Tumorcellen van de typen umscc14c (A), A431 (B), A549 (C) en mdamb468 (D) werden 48 uur lang blootgesteld aan 
lege controleliposomen (L), aan nanobodyliposomen (ega1L), aan liposomen geladen met ag538 (ag538L), aan nano-
bodyliposomen in combinatie met vrije kinaseremmer (ega1L + 80 mM ag538), en aan nanobullets (ega1ag538L). 
Het totaal aantal cellen is bepaald met de sulforhodamineBassay. Uitkomsten zijn weergegeven als gemiddelde ± 
sem van één representatief experiment dat is uitgevoerd in zesvoud.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [42].

sem: standard error of the mean; tl: totaal lipide.
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Figuur 6   Remming van tumorgroei in muizen door nanobullets

A: relatieve groei van umscc14cxenografttumoren in muizen na behandeling met nanobullets. 
Tumordragende muizen werden om de dag behandeld met intraveneuze injecties bestaande uit pbs (n = 11) of nano-
bullets (ega1ag538L; n = 9) met een maximum van 10 injecties. Uitkomsten zijn weergeven als gemiddelde ± sem.  
Gegevens zijn geanalyseerd door tweezijdige anova met Bonferroniposttest. *: P < 0,01 (ega1ag538L versus pbs).
B: relatieve groei van mdamb468xenografttumoren in muizen na behandeling met nanobullets. 
Tumordragende muizen werden om de dag behandeld met intraveneuze injecties bestaande uit pbs (n = 7), 
nanobodyliposomen (ega1L; n = 6), liposomen geladen met ag538 (ag538L; n = 6), een combinatie van ega1L 
en ag538L (n = 6) of nanobullets (ega1ag538L; n = 7) met een maximum van 10 injecties. Uitkomsten zijn 
weergeven als gemiddelde ± sem.

Figuur aangepast met toestemming en afkomstig uit [42].

anova: analysis of variance; pbs: phosphate buffered saline; sem: standard error of the mean.
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nanobullets op belangrijke cellulaire schakels proteïnekinase 
B (Akt) en extracellular signal-regulated kinase (Erk) 1/2, 
downstream van egfr en igf1r. De nanobullets remden de 
activering van Akt en Erk 1/2 in umscc14ccellen en 
A431cellen maar, net zoals het geval was bij igf1r, niet in 
A549cellen en mdamb468cellen (figuur 4, pAkt Ser473 
en pErk 1/2 Thr202/Tyr204). Deze resultaten laten zien dat 
het noodzakelijk is in umscc14ccellen en A431cellen 
zowel egfr en igf1r te onderdrukken om downstream  
signaalroutes voor overleving en proliferatie te blokkeren. 
Het onderdrukken van alleen egfr door ega1L was niet 
voldoende voor blokkerende effecten downstream. Dit geeft 
aan dat de tumor monotherapie met een egfrremmer kan 
omzeilen door gebruik te maken van andere signaalroutes, 
zoals igf1r.

De effecten van de nanobullets op de groei van tumor
cellen is onderzocht in dezelfde cellijnen. De nanobullets 
waren in staat de groei van umscc14ccellen (figuur 5A) 
en A431cellen (figuur 5B) te onderdrukken op een dosis
afhankelijke manier, in tegenstelling tot controleformulerin
gen. Tegelijkertijd zorgde blootstelling aan nanobullets alleen 

voor een gedeeltelijke respons in A549cellen (figuur 5C) en 
mdamb468cellen (figuur 5D). Deze resultaten corres
ponderen met het vermogen van de nanobullets om signaal
routes voor overleving en proliferatie effectief te remmen in 
de onderzochte cellijnen. Het laat opnieuw zien dat het niet 
afdoende is één enkele signaalroute te remmen voor een 
effectieve remming van tumorgroei.

Ten slotte werden zowel umscc14ccellen als mda
mb468cellen in muizen geïmplanteerd om de antitumor
effecten van de nanobullets in vivo te kunnen onderzoeken. 
In het snelgroeiende umscc14cmodel, representatief 
voor een sterke invitrorespons, zorgde behandeling met 
nanobullets voor een significante remming van de tumorgroei 
ten opzichte van behandeling met pbs (figuur 6A). In het 
langzaam groeiende mdamb468model, representatief 
voor een gedeeltelijke invitrorespons, resulteerde behan
deling met nanobullets niet in een significante remming van 
de tumorgroei (figuur 6B). Hieruit blijkt dat het remmen 
van belangrijke signaalroutes voor overleving en proliferatie 
door nanobullets in de onderzochte cellijnen voorspellend 
was voor het antitumoreffect in vitro en in vivo.
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Therapeutische perspectieven
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Onze studies laten ook de relevantie zien van moleculai
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cellen de efficiëntie te voorspellen van moleculair gerichte 
therapieën. umscc14c en mdamb468cellen hebben 
vergelijkbare egfrexpressieniveaus, maar reageerden ver
schillend op behandeling met nanobullets. Het bepalen van 
de mutatiestatus van de tumor voor aanvang van de behan
deling zou dit aanzienlijk kunnen verbeteren [45].

Nanobullets zijn veelzijdige nanomedicijnen die eenvou
dig kunnen worden aangepast aan de toepassing. Door 
gebruik te maken van intrinsiek actieve nanobodies die wor
den ingezet als doelzoekend ligand, in combinatie met de 
inkapseling van een geneesmiddel in een lang circulerend 
dragersysteem, zijn nanobullets uitstekend toepasbaar voor 
oncolytische therapie.

De veelzijdigheid wordt onderstreept door de ontwikke
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