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Nederlandse  samenvatting 

Talloze patiënten hebben nog steeds te maken met ziekten veroorzaakt door genetische disregulatie, 

zoals kanker,1 perifere arteriële ziekten,2 hyperlipoproteïnemie type I,3 bèta-thalassemie,4, 5 

adenosinedeaminase-deficiëntie,6 spinale musculaire atrofie,7 optische atrofie,8 en polyneuropathie 

van erfelijke transthyretine-gemedieerde amyloïdose.9 Bovendien veroorzaken virussen 

infectieziekten zoals Zika,10, 11 MERS,12 Ebola,13 influenza’s,14, 15 en SARS-CoV-2.16 

Multidisciplinaire samenwerking tussen biologen, clinici, ingenieurs en fysische en chemische 

wetenschappers moet tot nieuwe therapeutische strategieën leiden om deze ziekten op transcriptioneel 

en translationeel niveau te behandelen.17 

 

Tot op heden zijn geneesmiddelen op basis van kleine moleculen en recombinante eiwitten de focus 

geweest van translationeel onderzoek met succesvolle medicijnen in klinisch gebruik. Ze hebben 

echter ook beperkingen. De inherente beperking van geneesmiddelen met kleine moleculen is dat ze 

een hoge systemische blootstelling vereisen om voldoende therapeutische werkzaamheid te 

garanderen met het risico op mogelijke bijwerkingen die niet op het doel gericht zijn.18, 19 

Recombinante geneesmiddelen op basis van eiwitten worden onderzocht bij 

eiwitvervangingstherapie (bijv. diabetes) en chemotherapeutische antilichamen (bijv. 

checkpointremmers voor de behandeling van kanker). Vanwege het hoge molecuulgewicht en de 

polariteit van recombinante eiwitten kunnen ze echter meestal cellen niet goed binnendringen, 

waardoor hun therapeutisch effect wordt beperkt.20 

 

Op nucleïnezuur gebaseerde therapieën bieden de mogelijkheid om een breed scala aan ziekten op 

transcriptioneel en translationeel niveau aan te pakken en mogelijk om de hoofdoorzaak van ziekten 

op genetisch niveau te behandelen.21-23 Voorbeelden zijn microRNA (miRNA), antisense-

oligonucleotiden (ASO) en messenger RNA (mRNA). Afhankelijk van het type RNA dat wordt 

gebruikt, varieert het therapeutische resultaat van het uitschakelen van genen tot geïnduceerde 

expressie van een geselecteerd doeleiwit met minimale bijwerkingen.23 Van deze op RNA gebaseerde 

geneesmiddelen is mRNA een veelbelovend therapeutisch middel geworden voor veel toepassingen, 

waaronder de ontwikkeling van vaccins voor infectieziekten,10, 11, 14, 16 HIV,24 kanker,25 en 

weefselregeneratie om wondgenezing te verbeteren of beschadigde organen en weefsel te 

herstellen.26-29 Er is veel onderzoek gedaan naar de ontwikkeling van nanodeeltjes om het 

afleveringsprobleem van mRNA op te lossen. Tot op heden zijn lipid nanoparticles (LNP's) de meest 

succesvolle mRNA-afgiftevector, zoals blijkt uit de klinische goedkeuringen van twee LNP-

formuleringen, Pfizer's BNT162b2 en Moderna's mRNA-1273.30-32 Het succes is deels te danken aan 

hun unieke eigenschappen, zoals eenvoudige chemische synthese van lipidecomponenten, schaalbare 

productieprocessen van LNP’s en de encapsulatie van verschillende vormen van RNA.33 Hun 

transfectieprestaties worden echter nog steeds belemmerd door suboptimale endo/lysosomale 

ontsnappingsefficiëntie, aangezien slechts een kleine fractie van mRNA (<5%) het cytoplasma bereikt 

en resulterent in eiwitexpressie. 

 

In dit proefschrift worden strategieën beschreven om de afgifte-efficiëntie van mRNA en 

geneesmiddelen te verbeteren met behulp van LNP's en liposomen als nanodrager. Fusogene coiled-

coil peptiden werden geïntroduceerd in LNP's en liposomen en het effect op mRNA/medicijnafgifte 

in verschillende cellijnen werd bestudeerd.1 
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Geïnspireerd door SNARE-eiwitten hebben we eerder aangetoond dat het coiled-coil-peptidepaar 

K4/E4 efficiënte membraanfusie tussen liposomen en cellen induceert, wat een efficiënte afgifte van 

medicijnen in cellen mogelijk maakt.35-37 In Hoofdstuk 2 werden de fusogene coiled-coil-peptiden 

geïntroduceerd in algemene LNP-formuleringen om de werkzaamheid van mRNA-transfectie te 

verbeteren. De Onpattro LNP-formulering werd gemodificeerd met lipopeptide CPE4 en de 

toevoeging van CPE4 veranderde de fysisch-chemische kenmerken van de nanodeeltjes noch de 

mRNA-inkapselingsefficiëntie. Door confocale microscopie en flowcytometrie-analyse toe te passen, 

werd de cellulaire internalisatie-efficiëntie gemeten. Er werd aangetoond dat de coiled-coil-peptiden 

de LNP-opname met een factor 63 verhoogde, resulterend in een verhoogde eiwitexpressie. 

Bovendien onthulden mechanistische studies dat de belangrijkste route voor celopname 

membraanfusie was, waardoor de minder efficiënte endocytose-routes omzeild werden. Deze 

aanzienlijke verbetering van de transfectie-efficiëntie na modificatie van de LNP met coiled-coil-

peptiden kan worden toegepast op andere celtypen, waaronder moeilijk te transfecteren cellijnen (bijv. 

T-cellen) die nodig zijn voor T-celtherapie. 

 

Onze groep heeft laten zien dat een efficiënte liposomale afgifte kan worden bereikt met behulp van 

coiled-coil peptiden.35-37 In Hoofdstuk 3 is het effect van peptide K-dimerisatie op membraanfusie 

onderzocht. Drie verschillende dimeerontwerpen werden gesynthetiseerd en hun structurele 

verschillen werden gekarakteriseerd. Confocale microscopie en flowcytometrie metingen toonden 

aan dat PK4 de hoogste bindingsaffiniteit induceerde voor cellen die waren voorbehandeld met CPE4. 

Vervolgens werd de efficiëntie van de cellulaire opname en het farmacologische effect van het 

antitumormiddel doxorubicine bestudeerd. Liposoom-celfusie was efficiënt voor dit dimeer in 

vergelijking met de lineaire dimeerontwerpen en het benchmark-peptidemonomeer. Het nieuwe 

peptide-dimeerontwerp is dus in staat om geneesmiddelen efficiënter in cellen af te leveren en zal in 

de toekomst in een in vivo setting worden getest. 

 

We hebben aangetoond dat fusogene coiled-coil peptide-gemodificeerde LNP's RNA efficiënter aan 

cellen afleveren in vergelijking met LNP’s zonder coiled-coil peptide. In Hoofdstuk 4 werd de afgifte 

van mRNA in cardiomyocyten onderzocht. Myocardinfarct (MI) is de belangrijkste doodsoorzaak bij 

hartaandoeningen, aangezien de hartspiercellen van het menselijk hart een zeer beperkte 

regeneratieve capaciteit hebben na een myocardinfarct, de gewonde hartcellen vertrouwen alleen op 

vervanging van littekenweefsel om de integriteit van de organen te behouden.38 Geïnduceerde 

pluripotente stamcellen-cardiomyocyten (iPSC-CM's) vertegenwoordigen de beste celbron voor 

menselijke hartaandoeningen en hartregeneratie, maar vereisen een efficiënte transfectie. Er werd een 

nieuw incubatieprotocol ontwikkeld om deze cellen te transfecteren. De efficiëntie van mRNA-

transfectie van verschillende incubatieprotocollen werd vergeleken en het 1-staps incubatieprotocol 

bereikte verbeterde mRNA-transfectie met een optimale CPK4:CPE4-verhouding van 1:1. De 

verbetering van de mRNA-transfectie met behulp van 1-staps incubatie werd vergeleken voor drie 

klinisch goedgekeurde LNP-formuleringen en waargenomen dat transfectie onafhankelijk was van de 

LNP-samenstelling. In alle gevallen verbeterde de introductie van de fusogene coiled-coil-peptiden 

de mRNA-expressie in iPSC-CM's aanzienlijk. Dit geoptimaliseerde mRNA-afgifteplatform zou 

veelbelovend kunnen zijn voor verder in vivo cardiomyocytenonderzoek naar de behandeling van MI. 

 

mRNA-LNP's zijn de huidige state-of-the-art in mRNA-vaccinatietechnologie sinds de goedkeuring 



149 

 

van de COVID-19-mRNA-vaccins. In Hoofdstuk 5 evalueerden we de invloed van LNP-

lipidensamenstelling op de T-cel immuunrespons in de ontwikkeling van kankervaccins. In deze 

studie hebben we de exacte lipidensamenstelling gevarieerd door het ioniseerbare lipide (IL), 

cholesterol (derivaat) en het percentage van de fusogene helper lipide DOPE te variëren. Een kleine 

collectie van LNP's werd geëvalueerd op het vermogen om van beenmerg afgeleide dendritische 

cellen te transfecteren, antigeenpresentatie en T-celstimulatieresponsen. We onderzochten of het 

vervangen van cholesterol door β-sitosterol en/of DOPE de mRNA-transfectie zou stimuleren, 

resulterend in een verhoogde immuunrespons. Er werd aangetoond dat de introductie van β-sitosterol 

alleen verbeterde transfectie in LNP's veroorzaakte wanneer MC3 werd gebruikt als de IL, terwijl het 

verschillende transfectie-efficiëntie-effecten vertoonde op verschillende cellijnen wanneer C12-200 

en cKK-E12 werden gebruikt als de IL. Het vervangen van cholesterol door DOPE resulteerde in 

gemengde mRNA-transfectie-efficiënties in verschillende celtypen. We hebben aangetoond dat de 

LNP-mRNA-vaccinkandidaten significante activering van BMDC's kunnen genereren, zoals blijkt 

uit de verhoogde regulatie van de co-stimulerende receptoren (CD40 en CD86] en IL-12-expressie, 

robuuste T-celproliferatie en verhoogde cytokineproductie ex vivo. 

 

We hebben aangetoond dat fusogene coiled-coil-peptiden de mRNA-afgifte verbeteren met behulp 

van LNP's in meerdere cellijnen, waaronder moeilijk te transfecteren Jurkatcellen en cardiomyocyten 

in vitro. Soms vertalen de in vitro resultaten zich echter niet naar in vivo prestaties, daarom is verder 

in vivo onderzoek nodig om de gepresenteerde bevindingen te valideren. Momenteel zijn in vivo 

studies met lokale injectie van cardiomyocyten van muizen gepland en zullen ze inzicht geven in het 

vermogen om MI te behandelen. De tweede open vraag is of het afleveren van mRNA een relevant 

therapeutisch effect zal hebben in een muizenmodel. Het gepresenteerde mRNA-afgiftesysteem op 

basis van coiled-coil-peptiden en LNP's is hoogstwaarschijnlijk geschikt voor lokale toediening, 

terwijl systemische (intraveneuze) toediening mogelijk complexer is. Dimerisatie van peptide K4 

resulteerde in een verbeterde efficiëntie van medicijnafgifte, maar het gebruikte incubatieprotocol 

moet ook worden bestudeerd in een relevant in vivo model om het nut ervan te valideren. 

 

In dit proefschrift hebben we met succes fusogene coiled-coil peptiden gebruikt om geneesmiddelen 

met een laag molecuulgewicht (bijv. doxorubicine) en macromoleculair mRNA af te leveren. Dit 

resulteerde in een versterkt antitumoreffect en verhoogde significant de mRNA-transfectie-efficiëntie 

in vergelijking met de meest geavanceerde en klinisch goedgekeurde liposoom/LNP-formuleringen. 

Dit werk vereenvoudigde het incubatieprotocol van ons met coiled-coil peptide gemodificeerde LNP-

systeem verder, resulterend in de succesvolle transfectie van cardiomyocyten, wat een grote belofte 

is voor hartregeneratietherapie na een hartinfarct. Tenslotte werden LNP-mRNA-kandidaten die 

krachtige BMDC-activering en T-celproliferatie opwekken geïdentificeerd voor ontwikkeling van 

toekomstige kandidaat-kankervaccins. Ik hoop dat dit werk zal bijdragen aan de mRNA-

afgiftetechnologie met verbeterde in vitro en in vivo therapeutische prestaties en krachtige 

beschermende immuniteit tegen kanker. 
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