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nedeRlandse samenvatting

Het doel van het werk dat beschreven is in dit proefschrift is het verbeteren 
van de selectiviteit en effectiviteit van oncolytische adenovirusvectoren. Twee 
benaderingen zijn genomen om dit doel te bereiken: (i) genetische modificatie 
van virale capside-eiwitten om het infectieprofiel (op celtransductieniveau) 
van het virus te verbeteren (hoofdstukken 2 t/m 4), en (ii) artificiële evolutie 
om de cytolytische potentie van adenovirus te verhogen (hoofdstuk 5). 

In hoofdstuk 1, deel II wordt kort de biologie van de adenovirussen 
geïntroduceerd en wordt beschreven hoe van deze virussen vectoren kunnen 
worden gemaakt. Vervolgens wordt in hoofdstuk 1, deel III een overzicht 
gegeven van de verschillende artificiële evolutiemethoden die gebruikt zijn 
om virale vectoren te genereren en te verbeteren.

De hoofdstukken 2 en 3 richten zich op modificatie van het adenovirus 
capside-eiwit ‘IX’ (pIX). Doel hiervan is door de incorporatie van ‘targeting’ 
liganden een veranderde receptorspecificiteit te bewerkstelligen. Het pIX is 
aanwezig op het oppervlak van het icosahedrische adenoviruscapside, waar 
het functioneert als ‘cement’ tussen de veel grotere hexoneiwitten. Eerder 
is gebleken dat de C-terminus van pIX gebruikt kan worden als anker om 
peptideliganden (en andersoortige polypeptiden) genetisch in het adenovirale 
capside te bouwen. In hoofdstuk 2 wordt een nieuw ‘pseudotyping’ systeem 
beschreven waarmee het mogelijk wordt om op snelle wijze nieuwe pIX-
ligand combinaties te testen op functionaliteit. Hierbij worden lentivirale 
vectoren gebruikt om celpopulaties te maken die stabiel de nieuwe pIX-
varianten tot expressie brengen. Door zulke celpopulaties met een pIX-
gedeleteerd adenovirus te infecteren kunnen virussen gemaakt worden die 
fenotypisch gepseudotypeerd zijn met de betreffende pIX fusies. Dit systeem 
maakt het mogelijk om nieuwe pIX varianten te testen zonder dat daarvoor 
het adenovirale genoom hoeft te worden gemodificeerd.

In hoofdstuk 3 wordt het bovengenoemde pIX-pseudotyperingssysteem 
toegepast voor de analyse van een nieuw pIX fusie-eiwit. Dit eiwit bevat 
een enkele-keten T-cel receptor (scTCR) als ‘targeting’ ligand. De gebruikte 
scTCR is gericht tegen het intracellulaire ‘cancer-testis’ (CT) antigeen 
‘melanoma-associated antigen-A1’. Het chimère pIX molecuul bleek efficiënt 
te worden geïncorporeerd in het adenovirale capside. Bovendien gaven 
virustransductiestudies aan dat het capside-gekoppelde scTCR een zekere 
mate van doelceltransductie kon bewerkstelligen via specifieke interactie met 
het corresponderende peptide-MHC complex.

Volgens dezelfde methode is een fenotypisch pseudotyperingssysteem 
opgezet voor modificatie van de ‘fiber’ van het adenovirus (hoofdstuk 4). 
De adenovirale fiber bestaat als een homotrimere staafvormige structuur 
die verankerd is aan de ‘penton-base’. Deze bevindt zich op elk van de 
twaalf hoekpunten van het icosahedrische adenovirale capside.  Het naar 
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buiten gerichte C-terminale ‘knob’ domein van de fiber is verantwoordelijk 
voor binding met de primaire receptor van het adenovirus, de ‘Coxsackie 
and adenovirus receptor’ (CAR).  Met zijn natuurlijke rol in de binding van 
celoppervlakkenreceptoren in het achterhoofd, ligt het voor de hand de 
adenovirus fiber te modificeren in strategieën die beogen het infectieprofiel van 
adenovirus te veranderen. Om het versneld testen van nieuwe fibervarianten 
mogelijk te maken werd een op lentivirale vector-gebaseerde, adenovirus 
fiber-pseudotyperingssysteem opgezet en gevalideerd. Dit systeem werd 
gebruikt om een nieuwe chimère fiber te testen. De betreffende fiber bevatte 
als ‘targeting’ ligand een enkele-keten antilichaam (scFv) gericht tegen het 
tumor-geassocieerde antigeen Her2/neu.  De fiber-scFv fusie was in staat 
stabiele trimeren te vormen en bleek bovendien een zekere mate van specifieke 
binding met de corresponderende receptor te bewerkstelligen. Echter, de 
nieuwe fiber vertoonde problemen met betrekking tot capside incorporatie-
efficiëntie, Her2/neu-bindingsfunctionaliteit in de context van het capside, 
en de vouwing van het scFv-gedeelte. De betreffende nieuwe fibervariant 
bleek daardoor niet geschikt voor adenovirus ‘targeting’. Bovendien wezen 
de resultaten op een algemene biosynthetische incompatibiliteit tussen 
adenovirale capside-eiwitten en immunoglobuline-achtige ‘targeting’ 
liganden.

Hoofdstuk 5 beschrijft de ontwikkeling en validatie van een nieuwe op 
evolutie gebaseerde methode ter verbetering van adenovirale vectoren. Tot 
op heden zijn de meeste adenovirale vectoren gegenereerd door gerichte 
genetische modificatie. Hoewel deze rationele manier van virale vector 
ontwikkeling goede resultaten heeft geboekt, wordt ze vaak gehinderd door 
onze beperkte kennis van alle complexe virale structuur-functie relaties. 
Daarom kunnen strategieën gebaseerd op mutatie en selectie (zie hoofdstuk 
1, deel III) een nuttig alternatief en/of aanvullende aanpak vormen voor het 
verbeteren van virale vectoren. Het is bijvoorbeeld al veelvuldig aangetoond 
dat de hoge mutatiesnelheden van RNA-virussen eenvoudig gebruikt kunnen 
worden om in evolutie-experimenten specifieke vectorologische doelen 
te bereiken. Daarom werd in Hoofdstuk 5 onderzocht of een artificiële 
evolutieprocedure gebaseerd op ‘mutator’ versies van het adenovirus 
polymerase gebruikt kon worden voor het  genereren van verbeterde 
adenovirale vectoren. Om een dergelijk systeem te ontwikkelen, werd getracht 
de intrinsieke mutatie snelheid van adenovirus replicatie te verhogen door 
gerichte modificatie van het door adenovirus-gecodeerde DNA-polymerase. 
Dit werd gedaan door mutatie van residuen in de gebieden die geïmpliceerd 
zijn in nucleotideselectie en ‘proofreading’. Sneller muterende polymerase 
mutanten konden vervolgens geïdentificeerd worden dankzij een mutatie-
accumulatie en ‘deep-sequencing’ strategie. Tenslotte werd de mutator 
polymerase-gebaseerde artificiële evolutiemethode gevalideerd door een 
evolutie-experiment gericht op het verhogen van de oncolytische potentie van 
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adenovirus. Dit leverde virale mutanten op met een verhoogde en vervroegde 
expressie van het Adenovirus Death Protein (ADP), een adenovirus eiwit dat 
betrokken is bij gastheercellysis en virale spreiding
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