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Chapter 8

eden van de Polyomaviridae familie, waarvan één ervan ten grondslag lag aan dit
doctoraalonderzoek, behoren tot de kleinste virussen en zijn ongeveer 45 nanom-
eter groot. Humane polyomavirussen komen wereldwijd voor. Sinds 2007 zijn er 11
nieuwe soorten ontdekt. Hun erfelijke materiaal bestaat uit DNA! dat ongeveer 5000
basenparen? omvat. Dit erfelijke materiaal codeert voor twee soorten eiwitten die te eni-
ger tijd tijdens een infectie tot expressie kunnen komen. De eiwitten die vroeg tijdens een
polyomavirus infectie worden aangemaakt, worden tumor (T)-eiwitten genoemd. Hier zijn
er drie van: groot (LT), medium (MT) en kleine (ST). Deze eiwitten zijn noodzakelijk voor de
levenscyclus van het virus. De eiwitten die later tijdens een infectie worden aangemaakt,
zijn de “structurele” virale eiwitten (zoals VP1 en VP2) die de virale eiwitmantel vormen.
Polyomavirussen zijn over het algemeen goedaardige infectieuze virussen waar
naar schatting 50-100% van de mensen mee geinfecteerd is. De eerste twee humane polyo-
mavirussen, die al in 1971 waren ontdekt, zijn JCPyV en BKPyV. Epidemiologische en klinis-
che studies tonen aan dat infecties met deze twee virussen meestal voor het 4 levensjaar
optreden. Hierna kunnen de virussen zich levenslang in het lichaam nestelen en voor aan-
houdende infecties zorgen zonder dat er ziekte te constateren valt. Echter, bij transplan-
tatiepatiénten (bij wie het afweersysteem bewust wordt verminderd om afstoting van het
getransplanteerde orgaan te voorkomen), bij patiénten met AIDS (bij wie het afweersys-
teem verzwakt is door het HIV virus), of bij Multiple Sclerose patiénten die worden be-
handeld met Natalizumab (een afweermodulerend geneesmiddel), kan een reactivatie van
BKPyV en JCPyV tot ernstige en soms levensbedreigende complicaties leiden. Dus een goed
functionerend afweersysteem is een sterk wapen tegen polyomavirus reactivatie en het ont-
staan van ziekte. Hierom worden de polyomavirussen ook wel opportunistisch genoemd.
De recente ontdekkingen van nieuwe humane polyomavirussen hebben ervoor ge-
zorgd dat deze groep van DNA (tumor) virussen en hun potentiéle bijdragen aan ziektes bij
mensen, meer onder de aandacht is gekomen. In 2008, bijvoorbeeld, werd voor het eerst
aangegeven dat MCPyV? polyomavirus de oorzaak is van de meerderheid van Merkelcelcar-
cinomen. Merkelcelcarcinomen zijn agressieve huidtumoren die een stijgende incidentie*
vertonen als gevolg van bijvoorbeeld veroudering van mensen (bij wie het afweersysteem
geleidelijk met de leeftijd is afgezwakt) of door de toegenomen frequentie aan orgaantrans-
plantaties in de ontwikkelde landen. Het virus dat door ons werd ontdekt in 2010 binnen
de groep van Dr. Feltkamp, was ook een polyomavirus dat betrekking had op een huidaan-
doening. Dit virus dat trichodysplasia spinulosa-geassocieerde polyomavirus (TSPyV) werd
genoemd, gedraagt zich eveneens goedaardig bij een goed functionerend afweersysteem,
maar kan ziekteverschijnselen veroorzaken bij patiénten met een ernstig verzwakt immu-

1 Desoxyribonucleinezuur, de blauwdruk voor virale eiwitten, ook wel erfelijk materiaal genoemd

2 DNA bestaat uit een combinatie van vier verschillende nucleobasen: Adenine, Thymine, Guanine en Cytosine
3 Een polyomavirus dat kwaadaardige veranderingen van Merkel cellen teweeg brengt

4 Het aantal nieuwe gevallen per tijdseenheid, per aantal mensen binnen een bevolking
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unsysteem. Deze aandoeningen veroorzaakt door deze twee nieuwe virussen zijn zeer
zeldzaam.

In Hoofdstuk 1 van dit proefschrift, werden de ontwikkelingen in het kader van
recentelijk geidentificeerde humane polyomavirussen samengevat, hetgeen de start betek-
ende voor dit promotieonderzoek naar TSPyV infecties, pathogenese® en virusgastheer
aanpassing en virusevolutie®. Vervolgens werd er in Hoofdstuk 2 nader ingegaan op de
klinische en virologische eigenschappen van TSPyV, waar ook epidemiologische, diagnos-
tische en therapeutische aspecten van de infectie met TSPyV werden belicht. Kort samen-
gevat, TSPyV is betrokken bij het ontstaan van een zeer zeldzame huidaandoening genaamd
trichodysplasia spinulosa (TS). TS is een huidziekte van patiénten met een ernstig verzwakt
afweersysteem, bij wie kenmerken van haarfollikel vergrotting en harde keratotische huidu-
itstulpingen (vooral op het gezicht) waarneembaar zijn. Ongeveer 75% van de mensen zijn
met TSPyV besmet op jonge leeftijd, maar slechts een heel klein percentage ervan vertoont
de symptomen ervan na afweersysteem verzwakking.

In het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 3, werd geprobeerd om de relatie tus-
sen TSPyV infectie en de huidziekte TS uitvoeriger te beschrijven door een analyse van de
aanwezigheid en de hoeveelheid van viraal DNA, en de precieze lokalisatie van TSPyV ei-
witten in huidcellen van TS-patiénten. Daartoe is er gebruik gemaakt van gearchiveerde
TS laesionale’ en niet-laesionale huidbiopten. De verkregen resultaten toonden aan dat
het detecteren van viraal DNA een nauw verband laat zien met de ziekte TS, aangezien
100% van de aangedane- en maar 2% van de controle-monsters een positieve testuitkomst
boden. Kwantificering van TSPyV DNA liet hoge virale aanwezigheid zien in de laesionale
huidbiopten, met enkele miljoenen virale DNA kopieén per cel. Ook de virale deeltjes (gea-
nalyseerd door elektronenmicroscopie®) en eiwitexpressie (geanalyseerd door immuunoflu-
orescentie®) werden slechts in de laesionale huidbiopten aangetroffen, welk beperkt bleven
tot bepaalde soort haarfollikel cellen. Beslissend voor dit hoofdstuk is het feit dat de aan-
wezigheid van veel TSPyV DNA, en de overvloedige expressie van TSPyV eiwit in de getrof-
fen haarfollikel cellen, aantonen dat er een sterke relatie bestaat tussen een actieve TSPyV
infectie en het ontstaan van deze ontsierende TS huidziekte.

In voorafgaande onderzoeken door anderen werd gesuggereerd dat in TS laesies
de haarfollikel cellen sterke proliferatie’® vertonen. Conform de mechanismen van andere
polyomavirussen, zoals MCPyV die de veroorzaker is van Merkelcelcarcinomen, werd er in
Hoofdstuk 4 verondersteld dat ook TSPyV soortgelijke mechanismen hanteert om prolif-

5 Bestuderen van ontstaan, ontwikkelen en verloop van een aandoening of ziekte

® De geleidelijke verandering van een soort of populatie door genetische overerving

7 Weefsels die kenmerken van ziekte vertonen

8 Een vorm van microscopie waarbij tot aan nanometer grootte gevisualiseerd kan worden

% Een methode waarbij virale eiwitten gevisualiseerd kunnen worden met kleurgekoppelde antilichamen

10 vVermenigvuldiging of deling van cellen
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eratie van haarfollikel cellen te induceren. Daarom hebben we TS laesies op verschillende
cellulaire markers (zoals Ki-67), die een indicatie kunnen geven van celproliferatie, met be-
hulp van immuunofluorescentie onderzocht. Daarnaast hebben we naar de betrokkenheid
van het (vermoedelijk) celtransformerende LT eiwit van TSPyV in dit proces gekeken. We
toonden aan dat het expressie van TSPyV LT eiwit inderdaad samenkomt met de toege-
nomen proliferatie markers in haarfollikel cellen, ondanks de toegenomen cellulaire defen-
sie eiwitten die dit proces van proliferatie juist tegen horen te gaan. Kortom, de verkregen
resultaten uit dit hoofdstuk suggereren dat er een scenario mogelijk is waarbij TSPyV LT
eiwit proliferatie induceert, mogelijk om een populatie van delende cellen te creéren die
de vermenigvuldiging van het viraal DNA kan ondersteunen. Door het ontregelen van dit
cellulaire proces door dit virus voor zijn eigen belang, ontstaan er bij TS patiénten de vaak
waargenomen symptomen.

Een ander doel van dit promotieonderzoek was om meer inzicht te krijgen in virus-
gastheer aanpassing en virusevolutie van dit snel groeiende Polyomaviridae familie. Daar-
toe hebben we in Hoofdstuk 5 het genoom van alle polyomavirussen bij elkaar genomen en
deze softwarematig geanalyseerd. Uit ons onderzoek bleek, wat tot dusver onbekend was
voor de meeste polyomavirussen, dat het genoom van een grote groep polyomavirussen
een extra coderend stuk bevat dat de aanmaak van MT** (of ALTO) eiwit verzorgt. Expressie
van dit eiwit was tot nu toe alleen bekend bij twee knaagdier polyomavirussen. Nu blijkt
dus dat dit coderende stuk geconserveerd is in het genoom van tweeéntwintig van de totaal
vijfenvijftig polyomavirussen, waaronder twee humane soorten. Uit een modelberekening
komt tot uiting dat een deel van dit eiwit hoogstwaarschijnlijk een belangrijke rol speelt (of
heeft gespeeld) bij de aanpassing van het virus tot zijn gastheer. Dit nieuwe mechanisme
genaamd COCO-VA, zoals beschreven in dit hoofdstuk, zou de aanpassing van deze polyo-
mavirussen tot hun gastheren bevorderen en zou dus een belangrijke rol kunnen spelen in
de evolutie van polyomavirussen.

In Hoofdstuk 6 is er vervolgens onderzoek verricht naar de evolutie van TSPyV.
Hier werden de door ons dertien nieuw verkregen TSPyV genomen uit Hoofdstuk 3 geanal-
yseerd die afkomstig waren van TS patiénten over de hele wereld en die ongeveer 40% van
alle gerapporteerde TS gevallen vertegenwoordigen. Uit onderlinge genoomvergelijkingen
bleek dat deze TSPyV genomen een beperkte variatie vertonen. Toch konden we door die
minieme variaties het geheel van TSPyV genomen fylogenetisch? in drie aparte groepen
verdelen. Genoom variaties in eiwitcoderende stukken die voor eiwit veranderingen zouden
kunnen zorgen, waren voornamelijk gesitueerd in het gedeelte dat codeert voor MT eiwit.
Zoals uit het onderzoek in Hoofdstuk 5 naar voren kwam, bleek ook in Hoofdstuk 6 dat het
MT eiwit van TSPyV betrokken is bij virusgastheer aanpassing en dat het een belangrijke rol

11 Een eiwit dat tumoren indiceert door bijvoorbeeld groei factoren na te bootsen in experimentele muizen
12 Een schema dat de evolutionaire geschiedenis of biologische verwantschap weergeeft
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zou kunnen spelen in de evolutie van dit virus. Gecombineerde resultaten van beide studies
tonen aan dat de evolutie van een groep polyomavirussen, inclusief TSPyV, hoogstwaarschi-
jnlijk het beste te traceren valt via hun MT eiwit.

Tot slot, middels in dit proefschrift beschreven promotieonderzoek, hebben we
veel inzichten kunnen verkrijgen met betrekking tot de prevalentie , pathogenese en evo-
lutie van het polyomavirus TSPyV. Eventueel gecombineerd met toekomstige onderzoeken
aan dit virus, draagt deze informatie substantieel bij aan ons kennis en begrip over deze ziek-
teverwekker. Ontdekkingen van nieuwe aanknopingspunten betreffend virusmechanismen
die betrekking hebben tot ziekteprocessen, zullen ons in staat stellen om klinische aspecten
beter te kunnen begrijpen. Deze aanknopingspunten zouden in latere studies ook gebruikt
kunnen worden om antivirale middelen te ontwikkelen ter voorkoming of genezing van pol-
yomavirus geassocieerde ziektes bij mensen.

13 Aantal infectiegevallen op een specifiek moment in een specifiek populatie
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