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Summary 

G ene therapy is  a po tentially po w erful f o rm o f  mo lec ular med ic ine and   po tentially 

b ro ad ly applic ab le. It w o uld  pro vid e treatments  f o r a large numb er o f  inherited  and  ac q uired  

d is eas es . I d eally, the affec ted  gene s ho uld  b e replac ed , b ut mo s t pro to c o ls  aim at ad d ing a 

c o rrec t c o py o f  the aff lic ted  gene. O f ten virus es  are us ed  to  get the gene trans ferred  into  the 

c ells . T his  c an lead  to  an immune res po ns e agains t the vehic le, i.e. the virus . E x pres s io n o f  a 

“ new ”  gene may als o  lead  to  s ynthes is  o f  pro teins  f o reign to  the immune s ys tem. Cells  

pro d uc ing thes e pro teins  w ill theref o re b e rec o gniz ed  as  infec ted  o r ab errant and  targeted  f o r 

d es truc tio n. T his  is  o f  c o urs e an unw anted  ef fec t in tho s e applic atio ns  w here a life-lo ng repair 

o f  the d efec t is  d es ired . 

In C h ap t e r 1 , an o verview  is  given o f  b o th immune res po ns es  agains t o ne o f  the mo s t 

f req uently us ed  viral vec to rs , the ad eno virus , and  immune res po ns es  agains t trans gene 

pro d uc ts . F o r b etter und ers tand ing this  is s ue is  d is c us s ed  in the c o ntex t o f  the c urrent s tate o f  

c anc er- and  gene therapy. In ad d itio n, a b rief  d es c riptio n is  pro vid ed  o n ho w  the immune 

s ys tem rec o gniz es  the pres ented  peptid es  as  w ell as  viral mec hanis ms  to  evad e the s ys tem. 

In C h ap t e r 2 , w e us e o ne o f  the k no w n immune evas io n mec hanis ms  to  “ s tealth”  

trans genes  pro d uc ts . H ere, w e fus e the c o d o ns  f o r the G ly-A la repeats  ( G A r)  o f  the E ps tein-

B arr V irus  ( E B V )  nuc lear antigen 1 (E B N A -1) w ith three d if ferent trans genes , i.e. E.coli

L ac Z , f iref ly L uc iferas e and  herpes  s implex  virus  1 (H SV 1) thymid ine k inas e ( T K ) . W e s ho w  

that fus io n o f  the G A r d o es  no t lead  to  s ignif ic ant red uc tio ns  in the ac tivities  o f  thes e pro teins . 

Interes tingly and  to  o ur s urpris e, the G A r- L ac Z  fus io n pro tein is  c apab le o f  ind uc ing CT L s . 

H o w ever, w hen w e tes ted  c ells  infec ted  w ith G A r- L ac Z  f o r rec o gnitio n b y L ac Z  s pec if ic  

CT L s , thes e c ells  w ere pro tec ted  agains t lys is . T his  apparent parad o x  c an b e ex plained  b y 

c ro s s -priming. W e s ho w ed  that in the ab s enc e o f  the c o rrec t M H C c las s  I  mo lec ules , CT L s  

c an b e primed , ind ic ating that c ro s s -priming d o es  o c c ur. M o reo ver, w e s ho w ed  in animal 

ex periments  that G A r- L ac Z -ex pres s ing c ells  res id ed  lo nger in the b o d y than the no n-mo d if ied  

L ac Z  ex pres s ing c ells . F ro m thes e d ata w e c o nc lud ed  that the E B V  G A r s ys tem c o uld  w ell b e 

us ed  in gene therapy s ettings  to  prevent the immune s ys tem o f reac ting o n trans genes . 

U po n c lo s er ex aminatio n o f  the E B N A -1 o pen read ing frame (O R F ) , w e f o und  a 

nes ted  ( f rame-s hif ted )  O R F . T his  alternative O R F  w o uld  yield  a s tro ngly ac id ic  pro tein w ith a 

c alc ulated  mo lec ular w eight o f  40 .7 k D a. T his  pro tein w o uld  c o ntain a 2 3 8  amino -ac id s  lo ng 

glyc ine, glutamine, and  glutamic  ac id -ric h repeat. T he po lypeptid e trac t ric h in G ly and  G lx  

res id ues  w as  named  G Z -  repeat ( G Z r)  regio n. In C h ap t e r 3 , w e fus ed  this  nes ted  O R F  ( G Z r)  

w ith the L ac Z  gene and  w ere ab le to  s ho w  β-galac to s id as e ac tivity upo n trans fer o f  the fus io n 

gene into  c ultured  c ells . W e s et o ut to  tes t this  new  repeat nex t to  the o riginal G A r, tw o  mini 

c o ns truc ts  c o ns is ting o f  o ne third  o f  the no rmal G A r o r G Z r and  a c o ns truc t lac k ing all 

repeats . A ll c o ns truc ts  w ere eq ually ac tive f o r β-galac to s id as e and  tes ted  f o r rec o gnitio n b y 

L ac Z  s pec if ic  CT L s . T his  s ho w ed  that, in c o ntras t to  the repeat d eleted  c o ns truc t, all the 
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constructs bearing repeats were at least partially protected for recognition by LacZ specific 

CTLs. Interestingly, the mini repeats, both miniGAr and miniGZr, were better in protecting 

the cells against recognition. Since the repeat-deleted construct and the normal LacZ-

expressing cells were recognized, we were able to show that this is a repeat-dependent 

mechanism. This shows that the GZ repeats might be another candidate to shield transgenes 

for the immune system. 

One of the examples of a transgene where an immune response was mounted against, 

is the herpes simplex virus 1 (HSV1) thymidine kinase (TK). In Chapter 4, TK was fused to 

the GAr to try to blunt the immune response against it. Since the EBNA-1 protein resides in 

the nucleus, it contains a nuclear localization signal (nls). Although there are no clues that a 

nuclear localization of TK is detrimental to the activity, we did remove the nls. This indeed 

restored the TK localization to normal and the GAr alone did not influence the localization. 

We introduced also some mutations in the TK to obtain a more sensitive and unsplicable TK. 

In our cell system the mutations did not have any effect on the activity. To evaluate the 

protective effect of the GAr, we introduced a marker CTL epitope in the constructs. Insertion 

of the ovalbumin (OVA) epitope did not alter the activity of TK as well. When cells 

expressing TK harboring the OVA epitope and GAr-TK with the OVA epitope, were 

cocultured with B3Z cells, capable of recognizing the OVA epitope, it was clear that the GAr 

could shield OVA for these cells. We therefore suggest that GAr-TK might be a good 

candidate to use in bone marrow transplantation protocols. 

The Kaposi sarcoma herpes virus (KSHV) / human herpes virus 8 (HHV-8) has a 

protein that is, like EBNA-1, involved in maintenance of the episome and therefore also in 

establishing latency. This protein, latency-associated nuclear antigen-1 (LANA-1), has a long 

acidic repeat where the last part is similar to the newly found GZ repeat. In Chapter 5  we 

investigated LANA-1's capabilities in immune evasion. When tested in-trans with a GFP Ova 

fusion, both the EBNA-1 and LANA-1 failed to protect OVA for recognition. Then, a fusion 

was made of LANA-1 and GFP Ova and similarly a GArGFP Ova fusion protein. Both were 

expressed equally and localization studies confirmed that also LANA-1 has an nls. When the 

constructs then were tested for recognition by B3Z cells, LANAGFP Ova showed clear 

reduction in recognition compared to GFP Ova. In this setting however, the GArGFP Ova 

fusion was not as efficient as we have previously seen. The repeat units in LANA-1 are also 

responsible for the protective effect like the GAr and GZr in EBNA-1. This was shown using 

a repeat-deleted construct, LANA∆rGFP Ova, which showed similar characteristics as the 

GFP Ova. In conclusion, this study describes for the first time an immune evasion effect of 

another herpes virus then EBV. Like EBNA-1 it also depends on repeats, but the mechanism 

by which it inhibits presentation of linked antigens remains to be established. 
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Samenvatting 

 Gentherapie is een potentieel effectieve vorm van moleculaire geneeskunde en 

potentieel wijd inzetbaar. Het zou een oplossing kunnen bieden voor zowel erfelijke en andere 

ziekten. In het gunstigste geval zou het beschadigde gen moeten worden vervangen door een 

gezond gen, maar de meeste gentherapie protocollen richten zich op het toevoegen van een 

correct gen. Voor het toevoegen van het gen in de zieke cellen wordt een vector gebruikt. Die 

vector, vaak een virus, kan ervoor zorgen dat er een immuun respons ontstaat tegen de gen-

drager. Ook de expressie van op deze manier toegevoegde correcte genen kan leiden tot het 

synthetiseren van eiwitten die onbekend zijn voor het immuunsysteem. De cellen die deze 

eiwitten produceren zullen daarom als geïnfecteerd of afwijkend worden beschouwd en 

worden opgeruimd door het immuunsysteem. Dit is natuurlijk een ongewild effect in de 

toepassing van gentherapie waar een levenslange reparatie van het defecte gen is gewenst. 

 In H o o f d s tuk  1 wordt een overzicht gegeven van de immuun respons tegen zowel een 

van de meest gebruikte virale vectoren, het adenovirus, als de gebruikte transgenen en hun 

transgenproducten. Dit is ter wille van de duidelijkheid geplaatst in een context van de 

huidige stand van zaken bij kanker- en gentherapie. Daarbij is een korte beschrijving gegeven 

hoe het immuunsysteem antigene peptiden herkent en presenteert. Ook worden virale 

mechanismen beschreven om dit systeem te vermijden.

 In H o o f d s tuk  2 gebruiken we een bestaand immuunsysteem ontwijkend mechanisme 

om transgen producten onzichtbaar te maken (te “stealthen”). Hier fuseren we de codons van 

de Gly-Ala repeats (GAr) van het Epstein-Barr Virus (EBV) nuclear antigen (EBNA-1) met 

drie verschillende transgenen. We gebruiken het LacZ gen van de darmbacterie E. coli, het 

Luciferase gen van vuurvliegjes en het thymidine kinase (TK) gen van het herpes simplex 

virus 1 (HSV1). We laten zien dat fusie van deze GAr aan deze transgenen niet leidt tot een 

reductie in de activiteiten van deze eiwitten. Interessant genoeg en tot onze verbazing is het 

fusie-eiwit GAr-LacZ wel in staat om CTLs te induceren. Maar als we testen of GAr-LacZ 

geïnfecteerde cellen worden herkend door LacZ specifieke CTLs, zien we dat ze worden 

beschermd tegen lysis. Deze ogenschijnlijke paradox kan worden verklaard door het 

mechanisme van cross-priming. We laten zien dat zelfs in afwezigheid van de correcte MHC 

class I molecules CTLs kunnen worden geïnduceerd, wat er op wijst dat cross-priming 

inderdaad gebeurd. We laten in dier-experimenten ook nog zien dat cellen die GAr-LacZ tot 

expressie brengen langer in het lichaam blijven dan cellen die het ongemodificeerde LacZ tot 

expressie bengen. Uit deze data hebben wij de conclusie getrokken dat het EBV-GAr-systeem 

inderdaad kan worden gebruikt om  een immuun respons tegen de gebruikte 

transgenproducten te voorkomen in gentherapeutische protocollen. 

 Toen we het EBNA-1 open reading frame (ORF) beter bekeken, konden we ook een 

intern (frame-shifted) ORF vinden. Dit alternative ORF zou een eiwit tot expressie brengen 

dat sterk zuur was en een berekend moleculair gewicht heeft van 40.7 kDa. Dit eiwit zou een 
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lange zure repeat hebben van 238 aminozuren bestaande uit glycine (Gly), glutamine (Gln) en 

glutamine zuur (Glu). Deze repeat noemden we de GZ-repeat (GZr), omdat die bestaat uit 

alleen Gly (G) en Glx (Z) aminozuren. In Hoofdstuk 3 fuseren we deze nieuwe repeat (GZr) 

uit het nested ORF met het gen voor LacZ. Wanneer we dit fusie gen tot expressie brachten in 

cellen konden we duidelijke �-galactosidase activiteit aantonen. We testten deze nieuwe 

repeat samen met de eerder gebruikte GAr, twee mini repeat constructen die maar 1/3 van de 

normale GAr en GZr bevatten en een construct waar we alle repeats hebben uitgehaald. Al 

deze constructen lieten gelijke niveaus van �-galactosidase activiteit zien. Daarna testten we 

ze voor herkenning van het intracellulaire LacZ door LacZ specifiek CTLs. Alle constructen 

die repeats hadden, waren tenminste gedeeltelijk beschermd tegen herkenning door LacZ 

specifieke CTLs. De mini repeats, zowel miniGAr als miniGZr, waren beter in het 

beschermen tegen herkenning. De cellen die normaal LacZ of het repeatloze LacZ tot 

expressie brachten, werden wel herkend door LacZ speciefieke CTLs. Hierdoor kunnen we 

concluderen dat het mechanisme van het beschermen van de cellen berust op het hebben van 

repeats. Bovendien kan de GZr ook gebruikt worden voor het beschermen van transgenen 

tegen het immuunsysteem. 

 Een van de voorbeelden waarbij een transgen wordt herkend en opgeruimd door het 

immuun systeem is het herpes simplex virus 1 (HSV1) thymidine kinase (TK). In Hoofdstuk 

4 hebben we TK aan de GAr gefuseerd om de immuun respons te stoppen. Omdat het EBNA-

1 eiwit normaal in de kern aanwezig is, bezit het een nuclear localization signal (nls). Hoewel 

we geen aanwijzingen hebben dat TK in de celkern minder goed functioneert, hebben we toch 

de nls uit het construct verwijderd. Die verwijdering zorgde er inderdaad voor dat het fusie 

eiwit niet meer in de celkern tot expressie kwam. Een fusie van GAr alleen met TK (zonder 

nls) had geen enkel effect op de localisatie. We hebben mutaties aangebracht in het TK om 

het gevoeliger te maken voor de pro-drug ganciclovir (GCV). Ook hebben we mutaties 

aangebracht om ervoor te zorgen dat het actieve deel van TK er niet meer kan worden 

uitgehaald door middel van splicing. Deze mutaties hadden geen effect op de activiteit van 

TK. Om beter te kunnen beoordelen wat het beschermende effect van GAr is, hebben we een 

bekend CTL epitoop van ovalbumine (OVA) als marker ingebouwd in het TK. Het inbouwen 

van dit OVA epitoop zorgde ook niet voor een verminderde activiteit van TK. We hebben 

cellen die het GAr-TK met OVA epitoop of normaal TK met OVA epitoop tot expressie 

brengen samen gekweekt met B3Z cellen. Deze B3Z cellen kunnen het OVA epitoop 

herkennen waarna ze β-galactosidase to expressie brengen. In onze experimenten konden we 

na het samen kweken duidelijk zien dat wanneer het OVA epitoop is ingebouwd in GAr-TK 

er geen herkenning was door de B3Z cellen. Daaruit konden we concluderen dat GAr het TK 

kan beschermen en zouden wij het GAr gemodificeerde TK aanbevelen om te gebruiken in 

beenmerg-transplantatie protocollen. 

 Het Kaposi sarcoma hepes virus (KSHV)/humaan herpes virus 8 (HHV-8) heeft ook 

een eiwit dat net als EBNA-1 is betrokken bij het handhaving van het episoom en daarom ook 
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in het vestigen van latentie. Dit eiwit, latency-associated nuclear antigen-1 (LANA-1), heeft 

een lange zure repeat waarvan het laatste deel lijkt op de nieuw gevonden GZ repeat. In 

Hoofdstuk 5 hebben we LANA-1 getest in het vermijden van de immuun respons. Wanneer 

we EBNA-1 en LANA-1 in trans testten met een GFPOva fusie eiwit, zagen we dat beide 

eiwitten faalden in het beschermen van OVA. Daarna hebben we een fusie gemaakt van 

LANA-1 en GFPOva en op dezelfde manier GAr en GFPOva. Beiden kwamen tot hetzelfde 

expressie niveau en lokalisatie studies toonden aan dat LANA-1 ook een nls heeft. Wanneer 

de cellen werden getest voor herkenning door B3Z cellen liet LANAGFPOva een duidelijke 

reductie zien in herkenning ten opzichte van GFPOva. Hier was alleen het beschermende 

effect van GArGFPOva minder groot dan we eerder hebben laten zien. Ook in LANA-1 zijn 

de repeats verantwoordelijk voor het beschermende effect net zoals in het geval van de GAr 

en GZr in ENBA-1. Dit werd duidelijk nadat we konden aantonen dat een construct waar de 

repeats waren uitgehaald, LANA∆rGFPOva, hetzelfde reageerde dan normaal GFPOva. Dit 

leidt tot de conclusie dat we voor het eerst hebben kunnen aantonen dat er een 

immuunsysteem vermijdend effect is van een ander herpes virus dan het EBV. Net zoals in 

EBNA-1 zijn repeats hiervoor verantwoordelijk.  Het mechanisme van de bescherming voor 

de antigenen die eraan gekoppeld zijn, is nog niet ontrafeld. 
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