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Kunst- en vliegwerk

Wisselwerkingen tussen virus, gastheer en vector

Mijnheer de rector, dames en heren

In deze inaugurele rede wil ik u meenemen naar de wereld van virussen. Deze
overlapt sterk met onze eigen wereld en het lijkt er op dat alle cellulaire organismen
te maken hebben met virusinfecties.

De titel kunst- en vliegwerk verwijst naar de toestellen, waarmee men op het toneel
natuurverschijnselen kon nabootsen en acteurs liet opstijgen en neerdalen. In figuur-
lijke zin wil met kunst- en vlieqwerk zeggen dat alles uit de kast wordt gehaald om iets
voor elkaar te krijgen, vaak op het laatste nippertje, en al improviserend. Dat is nu
precies wat virussen moeten doen om een geslaagde infectie voor elkaar te krijgen.
Planten en dieren moeten zich aan de andere kant te weer stellen om een virusaanval
te pareren. Er is aan beide kanten sprake van tijdsdruk en de gevonden oplossingen
zijn zeker niet universeel. De uitkomst van deze wisselwerking is echter cruciaal voor
het voortbestaan van virus en gastheer. Zulke interacties zijn dan ook een drijvende
kracht in de evolutie. De titel kan echter ook slaan op het feit dat veel virussen zich
vliegend verplaatsen tussen gastheren door gebruik te maken van bijvoorbeeld
nieskracht of insecten. Daarnaast zou de term kunst- en vliegwerk kunnen wijzen

op de vindingrijkheid en technische foefjes, die virologen moeten toepassen om

alle aspecten van virusinfecties te doorgronden.

In deze rede wil ik u een indruk geven van de diversiteit en de complexiteit van de
wisselwerkingen tussen virussen, hun gastheren, en virusoverdragende insecten.
Ik zal ook aangeven waar we de komende jaren bij de leerstoelgroep Virologie aan
gaan werken.

Voorbeelden van virusinfecties

Iedereen heeft met virussen te maken. De omschrijving ‘het komt door een virus’
wordt door velen, te pas en te onpas, gebezigd. Bij vee kent u ongetwijfeld varkens-
pest en mond- en klauwzeer, en ook hondsdolheid wordt door een virus veroor-
zaakt. Voorbeelden van virusziektes bij de mens zijn griep, polio, aids én, nu weer
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heel actueel, mazelen. Soms gaan virusinfecties snel over, maar sommige virussen
veroorzaken chronische infecties, die op langere termijn tot bijvoorbeeld kanker
kunnen leiden. Ook planten zijn bevattelijk voor virusinfecties. Aardappelbladrol-
virus was het grootste probleem in de aardappelteelt, totdat in de 19° eeuw

de koppositie werd overgenomen door de aardappelziekte, veroorzaakt door de
odmyceet Phytophthora infestans. In de tomaten- en peperteelt zijn infecties met het
tomatenbronsvlekkenvirus een groot probleem. In planten kunnen virusinfecties
echter ook prachtige bloem- of bladvarianten opleveren. Zo waren gestreepte tulpen
zeer gewild in de 17° eeuw. Ze werden voor enorme bedragen verkocht en zijn nog
te zien op kunstwerken uit die tijd.

Veel virussen worden verspreid door insecten. Deze nemen het virus op tijdens het
opzuigen van bloed of plantensappen. Het virus wordt weer afgegeven bij het
aanprikken van een volgende geschikte gastheer. In dit geval is het insect een vector
voor het virus, omdat het insect zorgt voor de overdracht van het virus tussen
gastheren. Een duidelijk voorbeeld van vliegwerk. Zo worden het gele-koortsvirus
en het West Nile-virus door bloedzuigende muggen verspreid, terwijl veel planten-
virussen zich mobiliteit verschaffen via bijvoorbeeld bladluizen of witte vliegen.
Het eerder genoemde aardappelbladrolvirus wordt bijvoorbeeld verspreid door
bladluizen. Het vergaren van kennis over hoe virussen er voor zorgen dat ze efficiént
worden overgedragen door insecten is uiterst belangrijk voor het bestrijden en
voorkomen van virusziektes. Dit geldt voor zowel de agricultuur als de humane
en veterinaire gezondheidszorg.

Daarnaast zijn er natuurlijk ook virussen die ziektes in insecten veroorzaken. In dit
geval is het insect dus niet de vector maar een gastheer voor het virus. Insectenvirus-
sen reguleren de grootte van insectenpopulaties en worden toegepast om plaaginsec-
ten te bestrijden. Rupsen van de fruitmot veroorzaken wormstekigheid in appels en
worden in de biologische teelt bestreden met een baculovirus. In de palmteelt wordt
een nudivirus ingezet om neushoornkevers onder controle te houden. Aan de andere
kant zijn insectenvirussen een groot probleem voor kwekers van insecten. Imkers
hebben te maken met virale infecties in hun bijen en de zijdeproductie is door
virusinfecties vrijwel geheel uit Europa verdwenen. Tseetseevliegen worden ge-
kweekt om steriele mannetjes uit te kunnen zetten om slaapziekte te bestrijden.

De kweek van deze vliegen moet echter onder streng gereguleerde condities plaats-
vinden om te voorkomen dat de kolonie bezwijkt aan een hytrosavirus'.

Maar wat is nu een virus?
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Virale eigenschappen

Men kan ziekteverwekkende virussen zien als ongenode gasten in een hotel, waarin
de kamers te vergelijken zijn met onze lichaamscellen. Deze lieden kiezen zelf de
kamers uit en rekken het begrip ‘roomservice” drastisch op. Ze verbouwen iedere
kamer tot een werkplaats om duizenden kopieén van zichzelf te maken. Aan het eind
van het verhaal zal het hotel bezwijken, tenzij de eigenaar erin slaagt de indringers
tot kalmte te manen of zelfs te verdrijven, eventueel met hulp van buitenaf. Deze
‘gasten” komen dan op de zwarte lijst te staan, en bij een hernieuwd aankloppen, zal
hun door de beveiliging de toegang worden geweigerd.

Het geven van een wetenschappelijke definitie voor een virus is echter nog niet zo
eenvoudig. Eén van de fascinerende aspecten van virussen is namelijk dat ze in een
enorme verscheidenheid véorkomen (Fig. 1). Algemeen kunnen we zeggen dat
virussen zeer kleine deeltjes zijn, die bestaan uit genetisch materiaal (RNA of DNA),
dat is omgeven door een beschermende eiwitmantel en soms een lipidemembraan.
De virusdeeltjes kunnen zich alleen vermeerderen in cellen van een geschikte
gastheer en daarmee zijn virussen dus obligate parasieten.

Bacteriofaag Tabaksmozaiekvirus

Griepvirus Baculovirus Mazelenvirus

Figuur 1. De morfologische diversiteit van virussen.
We kennen het bestaan van virussen pas sinds het eind van de 19° eeuw. Adolf

Mayer, directeur van het Rijks Landbouw Proefstation in Wageningen, was door
tabakskwekers in de omgeving gevraagd om een vreemde ziekte in tabak nader te
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onderzoeken?. In 1886 heeft hij de symptomen van de ziekte, die hij “‘mosaic disease
of tobacco’'noemde, in detail beschreven. Hij liet als eerste zien dat de ziekte over-
draagbaar was via het sap van zieke planten. Martinus Beijerinck, werkzaam in Delft
en Wageningen, en zijn Russische tijdgenoot Dimitri Ivanovski lieten zien dat deze
bladvlekkenziekte werd veroorzaakt door een filtreerbaar agens®. Beijerink zag in dat het
hier om iets anders ging dan een bacterie en beschreef dit agens als een contagium vivum
fluidum een levende smetvloeistof, waaraan hij de naam “virus’gaf*. Hij kon het virus niet
in kweek brengen, maar kon met het filtraat wel nieuwe planten infecteren. Na 1930 kon
men met elektronenmicroscopie en kristallografie voor het eerst laten zien dat het
tabaksmozaiekvirus uit deeltjes bestond, samengesteld uit eiwit en RNA>.

De opkomst van de akkerbouw, zodnoses en migraties

Virussen hebben een belangrijke rol gespeeld in onze geschiedenis. Serieuze proble-
men traden waarschijnlijk voor het eerst op tijdens de Jonge Steentijd, die 10.000 jaar
geleden in het Midden-Oosten begon. Er ontstonden kleine landbouwgemeenschap-
pen met akkerbouw en veeteelt, waardoor populatiedichtheden toenamen en mensen
en dieren dichter op elkaar gingen leven. Met de opkomst van de akkerbouw
ontstonden monoculturen en daarmee kregen plantenvirussen meer kans. Op
afbeeldingen uit de tijden van de farao’s zijn de verschijnselen van polio te herken-
nen. Ook zijn er Egyptische mummies met pokachtige littekens gevonden. Het is
bekend dat de pokken in de 2° eeuw endemisch waren in de antieke wereld®. Met de
kruisvaarders en de toenemende handel kwam deze ziekte in de 11° eeuw naar
Europa. In de 2e helft van de 18° eeuw waren er in Europa jaarlijks gemiddeld
400.000 slachtoffers te betreuren®?. Ook veel regerende vorsten vielen eraan ten
prooi zoals Queen Mary of England in 1694 en de jonge Tsaar Peter de Ile in 1730.
Na uitgebreide vaccinatiecampagnes is de wereld sinds 1980 pokkenvrij.

Een andere zeer geslaagde vaccinatiecampagne was die tegen runderpest. Deze
ziekte is in de 4° eeuw door binnendringende Hunnen naar Europa gebracht en latere
epidemieén zijn met Mongoolse legers en door invoer van vee vanuit Rusland naar
Europa gekomen. In de 18¢ eeuw stierf in Nederland 9o% van de veestapel tijdens
een epidemie. Na gecodrdineerde vaccinatiecampagnes, in combinatie met een streng
sanitatiebeleid, is de wereld in 2011 officieel runderpestvrij verklaard®. Een enorme
prestatie, mede gezien het feit dat het virus ook circuleerde in wilde tweehoevigen.
Ons mazelenvirus is nauw verwant aan het runderpestvirus en is waarschijnlijk in de
11° of 12° eeuw hiervan afgesplitstg. Waarschijnlijk was er sprake van een zodnose,
een dierziekte die op de mens overging in een omgeving waar mensen en runderen

nauw samenleefden.
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Veel ‘oude wereld” virussen zijn met de Spaanse veroveraars en hun Afrikaanse
slaven naar Zuid-Amerika gemigreerd en richtten daar enorme slachtingen aan
onder de inheemse bevolking. Het ging hier om de introductie van virussen op het
Amerikaanse continent, waartegen de lokale bevolking geen enkele natuurlijke
weerstand had, omdat die virussen tot die tijd in dat deel van de wereld niet voor-
kwamen. Ook bij de kolonisatie van de Arctische gebieden vielen door introductie
van virusziektes veel slachtoffers. Zo stierven in Point Barrow in Alaska 200 mensen
aan griep na het aanleggen van een walvisvaarder*.

Wat we van deze voorbeelden kunnen leren, is dat problemen met virussen kunnen
worden verwacht, wanneer populatiedichtheden toenemen en omgevingsfactoren
veranderen, al dan niet door menselijk handelen. Het is dan ook niet verbazend, dat
we met de opkomst van de intensieve aquacultuur nu virusproblemen in de vis- en
garnalenteelt zien verschijnen. Een nauwkeurige analyse van alle aanwezige virussen
in een teeltsysteem door het inzetten van moderne sequentieanalyse technieken, kan
helpen om problemen tijdig te signaleren, controlemaatregelen te nemen en preven-
tieprogramma’s te ontwikkelen.

Virale fossielen

Alle organismen zijn hoogstwaarschijnlijk bevattelijk voor virussen en we moeten er
ernstig rekening mee houden dat we alleen het topje van de ijsberg kennen. Dat volgt
uit het feit dat er steevast nieuwe sequenties van virale oorsprong worden gevonden,
wanneer alle RNA sequenties van een organisme worden geanalyseerd. Dit wil
echter niet zeggen dat al deze sequenties ziekmakende virussen vertegenwoordigen,
zoals zo dadelijk duidelijk zal worden.

Lange tijd werd gedacht dat virussen geen fossielen hebben achtergelaten en dat
hun evolutionaire geschiedenis daarom lastig te achterhalen zou zijn. Dit beeld moet
echter worden bijgesteld. Met het beschikbaar komen van steeds meer sequentiedata
wordt het duidelijk dat er virale elementen, afkomstig van een groot aantal virus-
families, in het DNA van cellulaire organismen aanwezig zijn™. Zo bestaat acht
procent van het humane genoom uit overblijfselen van fossiele retrovirussen®.

Zolang virussen afzonderlijke eenheden zijn en los van het gastheergenoom repli-
ceren, kunnen ze relatief snel muteren, maar ze worden als het ware bevroren na
inbedding in het gastheer DNA (Fig. 2). Hierdoor krijgen we een idee van de
eigenschappen van zulke virussen op het moment van integratie. Opmerkelijk is dat
het soms om virussen gaat die we nu niet meer kennen of niet meer in een bepaalde
groep organismen, en die dus mogelijk uitgestorven zijn. Sommige geintegreerde
DNA sequenties van virale afkomst zijn nog steeds functioneel en zijn als het ware
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Virus Chromosoom

Integratie

Hoge mutatiefrequentie Lage mutatiefrequentie

| |

Virus met veranderende ) )
) Viraal fossiel
eigenschappen

Figuur 2. Endogene virale sequenties in het genoom van de gastheer. Wanneer virale genetische
elementen integreren in het genoom van de gastheer worden ze in hoge mate gefixeerd door het grote

verschil in mutatiefrequentie tussen gastheer en virus, en kunnen we spreken van een viraal fossiel.

gedomesticeerd. Blijkbaar heeft de gastheer er baat bij om deze virale sequenties in
functionele staat te behouden. Zo kunnen endogene viruseiwitten een rol spelen in
de bescherming tegen hedendaagse virussen. Vuur met vuur bestrijden zo gezegd.
Dit zien we bijvoorbeeld bij een endogeen retrovirus, dat schapen beschermt tegen
het hedendaagse Jaagsiekte retrovirus, dat op zijn beurt longkanker veroorzaakt.
Maar, het zal u niet verrassen, er zijn virusstammen opgedoken die deze afweer,
gemedieerd door het endogene virus, kunnen ontwijken™ .

Bij insecten zien we dat overblijfselen van een nudivirus zich hebben genesteld in het
genoom van parasitaire wespen. Deze wespen leggen hun eieren in rupsen. De virale
sequenties in het wespengenoom worden met de eieren meegegeven in de vorm van
polydnavirussen en deze virussen beschermen de groeiende wespenlarven tegen
afstoting door de rups™ *.

Taxonomie en evolutie

Om de grote verscheidenheid aan virussen te kunnen duiden brengen de virologen
de virussen onder in families. Binnen een familie delen de virussen belangrijke
structurele en functionele eigenschappen. Met de opkomst van gedetailleerde
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virusgenoomanalyses en de hierop gebaseerde verwantschapsstudies kunnen
fylogenetische stambomen worden gegenereerd. Uit zulke studies is gebleken dat
niet alle virusfamilies op één voorouder te herleiden zijn.

Ik wil nu ingaan op verschillende vormen van soortvorming binnen virusfamilies.
Voor aardappel Y virus en zijn verwanten in het geslacht Potyvirus (Fig. 3) wordt het
begin van de uitsplitsing in soorten geschat op zo'n 7000 jaar geleden®. Soortsvor-
ming is hier dus begonnen in het vroege agrarische tijdperk en het ligt voor de hand
dat de veranderde ecologische condities hierin een grote rol hebben gespeeld. Een
zelfde fenomeen zien we bij virussen in het geslacht Sobemovirus'7, waaronder het
‘rice yellow mottle’ virus. Bij potyvirussen is ook bekend dat bladluizen een rol
spelen bij de soortsvorming. De bladluizen prikken verschillende soorten planten
aan op zoek naar geschikte voedingsbronnen. Op deze manier introduceren ze de
potyvirussen in allerlei planten en af en toe blijken deze virussen in staat om zich
aan een nieuwe plantensoort aan te passen. Het gedrag van de bladluizen heeft er
toe geleid dat nauw verwante potyvirussen soms in heel verschillende gewassen
voorkomen® Er zijn echter ook virusfamilies bekend, waar de uitsplitsing in soorten

Potyvirus

— Rymovirus

Tritimovirus

Ipomovirus .
P Macluravirus

‘other potyvirids’

Bymovirus

Figuur 3. Fylogenetische stamboom van het geslacht Potyvirus en aanverwante geslachten. Potyvirus
specificatie begon met de opkomst van de landbouw en wordt ook bepaald door het gedrag van de

bladluizen die als vector fungeren. Figuur ontleed aan Gibbs et al. 2008
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veel langer geleden heeft plaatsgevonden en waarvan de individuele virussen over
lange tijd gecoévolueerd zijn met hun gastheer. Dit geldt bijvoorbeeld voor de familie
Tobamoviridae, waartoe het eerder genoemde tabaksmozaiekvirus behoort. Hier
begon de uitsplitsing in soorten meer dan 100 miljoen jaar geleden en viel samen
met de divergentie van de grote plantengroepen de Asteriden en de Rosiden™ . Als
gevolg van co-evolutie hebben plant en virus veel tijd gehad om zich aan elkaar aan
te passen en specifieke afweer en tegenafweermechanismen te ontwikkelen.

De insectenvirussen in de familie Baculoviridae, waaronder het eerder genoemde
virus van de fruitmot, zijn ook samen met hun gastheren geévolueerd>" . De stam-
boom heeft vier duidelijke takken en is gecorreleerd met de gastheerstamboom
(Fig. 4). Ook hier zijn de relaties tussen virus en gastheer heel soort specifiek en
sommige baculovirussen infecteren slechts één type insect. Baculovirussen hebben
een circulair DNA genoom met zo'n 150 genen, elk coderend voor een viraal eiwit
(Fig. 5). Een groep van 37 genen® komt in alle baculovirussen voor en je zou kunnen
zeggen dat het bezit van deze set genen het handelskenmerk is van baculovirussen.

rupsen

muggenlarven

Figuur 4. Co-evolutie van baculovirussen in insecten. De familie Baculoviridae kan worden onderverdeeld in
de genera Alphabaculovirus en Betabaculovirus (beide groepen omvatten virussen die rupsen van vlinders en
motten (orde Lepidoptera) infecteren), Gammabaculovirus (in larven van zaaguliegen, orde Hymenoptera) en

Deltabaculovirus (in muggen, orde Diptera). De figuur is aangepast van Jehle et al., 2006
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De geconserveerde genen zijn nodig voor basale functies, zoals DNA replicatie,
genexpressie en de vorming van virusdeeltjes. De overige genen zijn slechts in een
deel van de baculovirussen vertegenwoordigd en zijn soms zelfs uniek voor één
soort. Het is aannemelijk dat veel variabele genen verkregen zijn door horizontale
overdracht van erfelijk materiaal tussen gastheer en virus, of tussen ziekteverwekkers
onderling. We vermoeden dat het hier om genen gaat, die een rol spelen in specifieke
interacties tussen virus en gastheer. Ook kan het gaan om verschillende varianten
met eenzelfde functie. Dit laatste is bijvoorbeeld het geval bij de genen voor de
fusie-eiwitten F en GP64*+. Elk van deze twee fusie-eiwitten kan ervoor zorgen

dat een baculovirus een insectencel kan binnendringen.

Co-evolutie met de gastheer zien we ook bij herpesvirussen”. Voor de meeste
mensen geldt dat ze verschillende herpesvirusinfecties hebben doorgemaakt tegen
de tijd dat ze volwassen zijn. Herpesvirussen blijven sluimerend aanwezig in het
lichaam, maar individuen met een goed werkend immuunsysteem hebben hier

e weneud 4
2oriezg

Hindlll

HearNPV

131.405 bp

Figuur 5. Het baculovirus genoom. Baculovirussen hebben een groot, circulair, dubbelstrengs DNA
genoom. De genetische kaart van Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV) dient hier als

voorbeeld (naar Chen et al., 20013°).
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A B C

Figuur 6. Baculoviruseigenschappen en biologische controle van insecten. A) Baculovirussen kunnen heel
lang overleven buiten de gastheer, doordat ze in grote eiwitcapsules worden verpakt, ook wel polyeders
genaamd. B) Deze polyeders komen vrij als het insect verslijmd aan het eind van een infectie. C) Het

baculovirus HearNPV wordt in China gebruikt om de katoenbolworm te bestrijden.

doorgaans weinig last van. De latente virussen kunnen echter op een zwak moment
weer uitbreken, denk bijvoorbeeld aan een koortslip of aan gordelroos. Net als
herpesvirussen in mensen zijn baculovirussen vaak sluimerend aanwezig in insec-
tenpopulaties®. Hoe baculovirussen dat precies doen is onduidelijk en één van de
‘holey grales’ in het insectenvirusonderzoek.

De vergelijking gaat echter maar ten delen op, want als een baculovirusinfectie
eenmaal tot ziekte leidt is deze dodelijk en bij herpesvirussen zien we dat zelden.
Waar dit verschil door veroorzaakt wordt is een intrigerende vraag en het kan te
maken hebben met verschillen in het afweersysteem tussen insecten en gewervelde
dieren. Het kan echter ook voortkomen uit het feit dat baculovirusdeeltjes ingekap-
seld worden in een grote, beschermende eiwitmantel (Fig. 6A). Hierdoor zijn deze
virussen in staat vele jaren buiten de gastheer te overleven. Maar om deze relatief
grote eiwitpakketten uit het insect te bevrijden, moet het virus de geinfecteerde rups
laten verslijmen (Fig. 6B). Het feit dat baculovirussen zo soort specifiek zijn en
dodelijke infecties vooroorzaken maakt ze uitermate geschikt als biologisch bestrij-
dingsmiddel, bijvoorbeeld tegen de fruitmot of de katoenbolworm (Fig. 6C).

Interacties van virussen met gastheren en vectoren

Het zal u zo langzamerhand duidelijk zijn dat virussen niets aan kunnen vangen
zonder cellulaire organismen. Het is zelfs zo dat virussen bestaande cellulaire
processen veranderen in hun eigen voordeel. In Wageningen hebben we speciaal
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Arbovirussen

A

Planten-
virussen

Gewervelde
dieren

Insecten-
virussen

Figuur 7. Model van het netwerk van interacties van plantenvirussen, arbovirussen en insectenvirussen
met hun gastheer en eventuele vectoren. Insecten vinden we op een centrale positie in dit netwerk.

Insecten, die zich voeden op planten en dieren, fungeren als vector voor plant- en diervirussen.

aandacht voor de interacties tussen virussen en planten, én tussen virussen en
insecten, waarbij de insecten z€élf gastheer zijn of als vector dienen voor virussen van
plant of dier. In Figuur 7 is te zien, hoe al deze systemen verweven zijn. De voort-
durende interacties tussen virus en gastheer, en tussen virus en vector heeft er toe
geleid, dat zich een groot repertoire aan resistentie- en afweermechanismen heeft
ontwikkeld. Daarnaast bestaat er een scala aan virale tegenmaatregelen.

Hoe virussen hun gastheer en hun vectoren manipuleren zal één van de belangrijkste
pijlers van ons virologisch onderzoek zijn. In Tabel 1 heb ik onze belangrijkste
onderzoekslijnen aangegeven, die ik zo dadelijk nader zal toelichten. We willen
weten hoe aanval, afweer, tegenafweer en mogelijke anti-tegenafweer in elkaar haken
en hoe deze processen gastheerspecificiteit en vectorcompetentie bepalen. We zijn
ook zeer geinteresseerd in hoe virussen het gedrag van insecten manipuleren om
virustransmissie te bevorderen. De kennis van al deze facetten van virusinfecties
nutten we waar mogelijk uit ten behoeve van de gezondheid van plant, mens en dier,
en de daarmee nauw verweven voedselvoorziening en voedselveiligheid. Hiermee
past ons onderzoek uitstekend binnen het motto van Wageningen University:

“To explore the potential of nature to improve the quality of life’.
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Tabel 1. Belangrijkste onderzoekslijnen van de leerstoelgroep Virologie

Onderzoekslijn Direct verantwoordelijke medewerker(s)
1 Antivirale afweer en resistentie in planten Dr ir R.J.M. Kormelink

2 Ecologie van plantenvirussen Prof. dr ir R.A.A. van der Vlugt

3 Orale infectie van baculovirussen Prof. dr M.M. van Oers & Dr ir J.W.M. van Lent
4 Virale manipulatie van gedrag Prof. dr M.M. van Oers & Dr ir V.I.D. Ros

5 Immunomodulatie en vectorcompetentie Dr ir G.P. Pijlman

6 Visualisatie van virussen en virale infecties Drir J.W.M. van Lent

7 Toepassingen voor gezondheid en voedselproductie Alle stafleden

Afweer en resistentie in planten

In het geval van plantenvirussen kunnen we de wedloop tussen virus en plant
illustreren met een model waar ziekteverwekker en plant om beurten aan zet zijn3" 32,
In dit model (Fig. 8A) wordt de eerste lijn van afweer aangezet door plantenrecepto-
ren, die het virus herkennen aan zijn moleculaire eigenschappen. Bij plantenvirussen
gaat het meestal om herkenning van dubbelstrengs RNA, dat wordt gevormd tijdens
de replicatie van het virale RNA. Het gevolg is het aanschakelen van RNA interferen-
tie, of wel RN A, een verdedigingsmechanisme dat virusinfecties tegengaat. Als
tegenmaatregel coderen plantenvirussen voor virulentiefactoren, die zodanig
interfereren met de afweerreactie van de plant, dat de virussen toch in staat zijn een
plant succesvol te infecteren.

De infectie kan vervolgens een tweedelijnsafweerreactie in gang zetten, waarin
resistentiegenen van de plant een belangrijke rol spelen. Het virale eiwit dat aanlei-
ding geeft tot activatie van resistentiegenen in de plant noemen we het avirulentie-
gen (Fig. 8B). De respons in de plant is als een overgevoeligheidsreactie zichtbaar.
Als gevolg van geprogrammeerde celdood sterft het weefsel op de plek van de
infectie af en daarmee wordt het virus ingeperkt. Vaak wordt ook een systemisch
signaal uitgezonden, dat er voor zorgt dat ook de rest van de plant beschermd wordt.

Tospovirussen, waaronder het eerder genoemde tomatenbronsvlekkenvirus of
TSWYV, veroorzaken wereldwijd enorme schade in land- en tuinbouw. Tospovirussen
worden verspreid door thripsen en deze vectoren zijn moeilijk onder controle te
houden. Kennis over afweer- en resistentiemechanismen tegen tospovirussen is dan
ook van groot economisch belang. Als een tospovirus een plantencel infecteert, komt
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het defensieve RNAi-mechanisme van de plant in actie. Uit onderzoek van staflid
Richard Kormelink en zijn medewerkers is duidelijk geworden dat het virale
NSs-eiwit deze eerstelijnsafweer kan doorbreken?3, waardoor het virus zich kan
vermeerderen. NSs is dus het virulentiegen.

A
Virus

C
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Figuur 8. Model van de interacties tussen een plantenvirus en een plant. A) Bij de aanval wordt het virus

Plant

Locale celdood

herkend aan zijn dubbelstrengs RNA en wordt afweer in de vorm van RNA-interferentie aangezet. Een
tegenaanval met behulp van een virulentiefactor (RNAi- inhibitor) leidt tot infectie. Deze aanval kan
gevolgd worden door een tweedelijnsafweer (B) als de plant een resistentiegen bezit. Het resistentiemecha-
nisme wordt in gang gezet door herkenning van een viraal eiwit, dat we de avirulentiefactor noemen, en

uit zich als locale celdood, waardoor het virus wordt ingeperkt (C).

Op dit moment zijn slechts twee dominante resistentiegenen beschikbaar voor
resistentieveredeling tegen tospovirussen, het Sw-5b gen van tomaat en het Tsw gen
van peper’ ¥, Bij tomatenplanten, die in het bezit zijn van het resistentiegen Sw-sb,
treedt een overgevoeligheidsreactie op na infectie met TSWV, waardoor het virus
direct wordt ingeperkt. Samen met onderzoekers van de Universiteit van Brasilia en
van het Braziliaanse EMBRAPA Instituut hebben we gevonden dat het NSm-eiwit
van dit virus de avirulentiefactor is. Dit wordt herkend door het genproduct van het
Sw-5b resistentiegen, dat vervolgens het resistentiemechanisme in gang zet. NSm is
ook verantwoordelijk voor de verspreiding van het virus van cel naar cel en daardoor
onmisbaar voor het virus. Het bijzondere aan het tomaten Sw-5b gen is dat het zorgt
voor resistentie tegen een aantal gerelateerde, maar toch verschillende tospovirussen.
Dit in tegenstelling tot soortgelijke dominante resistentiegenen, die meestal specifiek
tegen één ziekteverwekker actief zijn. Het Tsw resistentiegen in peper wordt geacti-
veerd wordt door het virale NSs-eiwit, het eiwit dat ook een belangrijke rol speelt in
het verweer van TSWV tegen het antivirale RNAi-mechanisme. In samenwerking
met de leerstoelgroep Plantenveredeling is zeer recent het eerste resistentiegen tegen
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een geminivirus gecloneerd. Dit Ty-1 gen codeert voor een vermeend RNA-afhanke-
lijk RNA polymerase en daarmee is een nieuwe klasse van resistentiegenen aan het
licht gebracht**. Momenteel wordt onderzoek verricht om het onderliggende
mechanisme van het Ty-1 resistentiegen te ontrafelen.

Een verontrustend feit in de plantenvirologie is, dat er in toenemende mate resisten-
tiedoorbrekende virusstammen worden gevonden, die weer kunnen leiden tot flinke
opbrengstdervingen. Dit vraagt om aandacht voor het verkrijgen van inzicht in het
overdrachtsmechanisme van deze virussen en in de wijze waarop planten zich tegen
virussen verweren, om daarmee duurzamere vormen van resistentie voor de
toekomst te kunnen ontwikkelen. Ik ben in dit verband zeer verheugd met de recente
benoeming van René van der Vlugt tot buitengewoon hoogleraar Ecologische
Plantenvirologie aan Wageningen University. Immers met virus en gastheer is het
beeld verre van compleet. Een virus is altijd onderdeel van zijn omgeving (Fig. 9).
Hoe plantenvirussen door insecten worden overdragen en welke natuurlijke
reservoirs het virus heeft, zijn belangrijke factoren in de evolutie en ze bepalen mede
welke strategieén kunnen werken om plantenvirussen onder controle te houden in
agro-ecosystemen. Daarnaast blijft René van der Vlugt leiding geven aan de Bio-
interacties groep van Plant Research International, die na de recente verhuizingen in
dezelfde gang gehuisvest is als het Laboratorium voor Virologie.

Figuur 9. Ecologische plantenvirologie. De wisselwerking tussen plantenvirussen, waardplanten,

vectorinsecten en omgeving. Met dank aan René van der Viugt.
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Baculovirus infectie: entree-mechanismen

Ik wil nu overgaan op het insectenvirusonderzoek. Zoals ik al aangaf worden
baculovirussen buiten het insect beschermd door eiwitcapsules. Als rupsen geconta-
mineerd plantmateriaal consumeren, vallen deze capsules uit elkaar en komen de
ingesloten virusdeeltjes vrij*”. De vrijgekomen virusdeeltjes infecteren de mid-
dendarm van het insect (Fig. 10). Om de darmcellen binnen te dringen zijn ten minste
zeven virale eiwitten nodig. Deze eiwitten noemen we per os infectiveitsfactoren of
PIF-eiwitten en ze bevinden zich op het oppervlak van de virusdeeltjes. Uit recent
onderzoek weten we dat een groot aantal van deze PIF-eiwitten een complex
vormt>*% en het is dus waarschijnlijk dat ze gezamenlijk hun functie uitoefenen.
Maar waarom zoveel factoren, en wat is de rol van de individuele eiwitten, en aan
welke cellulaire receptor bindt dit complex eigenlijk? De antwoorden op dit soort
vragen zijn van belang om de gastheerspecificiteit van deze virussen te kunnen
begrijpen, wat weer relevant is voor de toepassing van baculovirussen in de biolo-

gische bestrijding van plaaginsecten.

]

microvilli binding fusie

Figuur 10. Baculovirusinfectie in de middendarm van insecten. Na het consumeren van met virus
gecontamineerd plantmateriaal door een rups (A) komen in het basische milieu van de middendarm de
baculovirusdeeltjes vrij uit de beschermende polyeders (B). De vrijgekomen virusdeeltjes binden aan en
fuseren vervolgens met de microvilli van de epitheelcellen in de middendarm (C). Deze compilatie bevat

delen van figuren uit van Oers & Vlak (2007)* en Slack & Arif (2007)#
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PIF-eiwitten vinden we ook in nudivirussen en hytrosavirussen, die ik beide al
eerder noemde. Wat al deze grote DNA virussen gemeen hebben is dat ze cellen
moeten kunnen infecteren in het basische milieu van de insectendarm. Omdat we vrij
eenvoudig mutante baculovirussen kunnen maken, staat dit virus model voor een
grote groep insectenvirussen met pif-genen. Dit onderzoek voer ik uit samen met
staflid Jan van Lent.

Gedragsmanipulatie door virussen

Baculovirussen zijn ook een goed modelsysteem om virale gedragsmanipulatie te
bestuderen. In de literatuur verschijnen steeds meer voorbeelden van parasieten, die
het gedrag van hun gastheer of vector beinvloeden ten einde hun eigen transmissie te
bevorderen*. Een baculovirusinfectie in rupsen leidt tot hyperactiviteit en voor de
rupsen dood gaan klimmen ze omhoog (Fig. 11A). Het idee is dat het virus zich door
het veranderde gedrag van de gastheer over een groter oppervlak kan verspreiden en
daardoor een grotere kans heeft om een volgend slachtoffer te infecteren. Ons doel is
het moleculaire mechanisme achter dit soort gedragsmanipulaties te ontrafelen.

Hyperactiviteit kunnen we meten door rupsen met een camera te volgen in een
speciaal ontworpen arena (Fig. 11B). Door ook het gedrag van rupsen die met
gemuteerde virussen zijn geinfecteerd te bepalen, weten we nu dat het virale PTP
enzym betrokken is bij de inductie van hyperactiviteit*> +. Voor klimgedrag is dit
enzym echter niet nodig, en dus lijkt het hier verschillende vormen van gedragsma-
nipulatie te betreffen>. Het vervolg van dit onderzoek zal zich richten op het

. .
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Figuur 11. Baculovirussen veranderen het gedrag van hun gastheer. Dit leidt tot hyperactiviteit en
klimgedrag (A). Beweging in het horizontale vlak (hyperactiviteit) kunnen we registreren in een
proefopstelling, waarbij het looppatroon van de rupsen gedurende 10 minuten wordt geregistreerd en

software matig verwerkt wordt (B).

18 | Prof. dr Monique M. van Oers Kunst- en vliegwerk — Wisselwerkingen tussen virus, gastheer en vector



achterhalen van de signaaltransductieroutes, die in de gastheer worden aange-
sproken, en op de effectormoleculen, die uiteindelijk leiden tot veranderd gedrag.
Hiervoor willen we de verschillen in genexpressie en eiwitsamenstelling bepalen
tussen rupsen, die geinfecteerd zijn met het wild type virus en rupsen die met
bijvoorbeeld de ptp-mutant zijn geinfecteerd en geen veranderd gedrag te zien
geven.

Immunomodulatie en vectorcompetentie

Diervirussen, die via bloedzuigende insecten worden overgedragen, zoals West
Nile-virus, noemen we arbovirussen. West Nile-virus is een vogelvirus, dat ook
mensen en paarden ziek maakt, en overgedragen wordt door muggen (Fig. 12).
Arbovirussen vermeerderen zich niet alleen in de gastheer maar ook in de insecten,
die als vector optreden. De fysiologische condities in gastheer en vector zijn vaak heel
verschillend en ernstige pathologische effecten in het insect zullen voorkomen
moeten worden, omdat anders de verspreiding van het virus in gevaar komt. Maar
een te sterke afweerreactie in het insect is ook niet bevorderlijk voor virusoverdracht.
Eén van onze onderzoekslijnen op dit gebied is uit te zoeken hoe arbovirussen het
immuunsysteem van muggen moduleren om actieve virale replicatie in het insect
mogelijk te maken. Via het werk van staflid Gorben Pijlman en zijn medewerkers
weten we dat arbovirussen aangrijpen op signaaltransductieroutes in de mug,
waardoor de afweer afgezwakt wordt#. Insecten hebben, net als planten, een efficiént
RNAi-systeem om virusinfectie tegen te gaan. Recent hebben we gevonden dat West
Nile-virus en Dengue-virus, beide behorend tot de familie Flaviviridae, niet voor een

muggen
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Figuur 12. West Nile-virus gastheren en vector. West Nile-virus wordt door muggen (Aedes egypti)
verspreid onder vogels. Soms worden ook mensen en paarden geinfecteerd door besmette muggen, maar

het virus kan vanuit deze gastheer geen muggen besmetten.
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RNAi-remmende eiwit coderen, in tegenstelling tot het plantenvirus TSWV. In plaats
daarvan maken ze een klein RN A-molecuul, dat als een bliksemafleider voor het
RNAi-systeem fungeert¥. Dit zogenaamde ‘small flavivirus RNA’(sfRNA) blijkt ook
een cruciale rol te spelen bij de pathogeniciteit van deze virussen in humane cellen
en momenteel zijn we bezig uit te zoeken hoe dat precies werkt.

Een nieuwe onderzoekslijn zal zich bezig houden met de onderliggende mechanis-
men van vectorcompetentie. Waarom kunnen sommige muggenpopulaties wel een
virus overdragen en andere niet of in veel mindere mate? Dit soort kennis is van
groot belang om een inschatting te kunnen maken van de risico’s op de verspreiding
van arbovirussen naar nieuwe regio’s, bijvoorbeeld als muggenpopulaties een groter
geografisch gebied gaan bestrijken door klimaatveranderingen.

Biotechnologische toepassingen van insectenvirussen

We zagen al dat insecten bij veel virale problemen een cruciale rol spelen, als
gastheer of als vector. Daarnaast zijn insectenvirussen heel belangrijk in de biotech-
nologie. Hierbij wordt het baculovirus zodanig gemodificeerd, dat in plaats van het
virale polyhedrine-eiwit, dat de beschermende eiwitcapsules of polyeders vormt, een
voor ons interessant eiwit geproduceerd wordt (Fig. 13A). Onze emeritus Prof. dr
Just Vlak is nauw betrokken geweest bij de ontwikkeling van het baculovirusexpres-
siesysteem. Zelf ben ik druk in de weer geweest om dit expressiesysteem te optimali-
seren en aan te passen aan specifieke situaties.

Dit expressiesysteem, bestaande uit recombinante baculovirussen en insectencellen,
heeft zich ontwikkeld tot methode bij uitstek om diagnostica, vaccins en zelfs
gentherapievectoren te produceren in bioreactors+. Het systeem dankt zijn populari-
teit aan zijn veiligheid door het gebruik van een serumvrij, niet-humaan productie-
systeem en aan de doorgaans hoge productieniveaus en de biologische activiteit van
de producten. Het ligt in de lijn der verwachting dat deze technologie in de komende
jaren nog meer aandacht zal krijgen nu de eerste vaccins voor humaan gebruik, die
in dit systeem worden geproduceerd, zijn toegelaten. Het betreft moderne vaccins
tegen griep en baarmoederhalskanker (Fig. 13B-C). In het geval van griep gaat het
om het hemagglutinine eiwit dat als ‘subunit’ vaccin wordt gebruikt*. Wanneer het
L1 capside-eiwit van het humane papillomavirus in insectencellen gemaakt wordt,
assembleert dit eiwit tot virusachtige deeltje of VLPs. Deze deeltjes vormen het
hoofdbestanddeel van het vaccin tegen baarmoederhalskanker. Ze worden heel goed
door het immuunsysteem herkend, maar ze zijn niet infectieus omdat ze geen viraal
DNA bevatten>. We hebben als leerstoelgroep Virologie een sterke positie in dit
biotechnologische onderzoek door onze fundamentele kennis van het baculovirusin
fectieproces. Op dit moment ligt onze focus op het ontwikkelen van vaccins tegen
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Figuur 13. Het gebruik van het baculovirusexpressiesysteem voor vaccinontwikkeling. Het baculovirus
(A) wordt zodanig gemodificeerd dat het in plaats van het polyhedrine-eiwit een voor de mens interessant
eiwit maakt, zoals het hemagglutinine-eiwit van het griepvirus (B), dat ons kan beschermen tegen griep
in de vorm van een ‘subunit’ vaccin, of het papillomavirus L1 capside-eiwit (C), dat als “virus-like

particles’ (VLPs) bescherming biedt tegen baarmoederhalskanker.

verschillende arbovirussen® en een prototype VLP-vaccin tegen Chikungunya virus
is recent ontwikkeld>=.

Bijzondere omstandigheden en faciliteiten

Samenvattend kunnen we zeggen dat het Wageningse Laboratorium voor Virologie
een unieke positie heeft op het gebied van virussen van planten en insecten. Enkele
jaren geleden hebben we heel bewust ook het onderzoek aan arbovirussen omarmd.
Om het arbovirusonderzoek meer gestalte te kunnen geven is sinds 2013 in samen-
werking met het Laboratorium voor Entomologie een BSL3 laboratorium operatief,
dat specifiek is ontworpen om experimenten met geinfecteerde, vliegende insecten te
kunnen uit voeren. Daarnaast hebben we de beschikking over het Wageningen
Elektronenmicroscopisch Centrum (WEMC), waarmee we virale processen kunnen
visualiseren. Dit centrum is van oudsher nauw gelieerd aan de leerstoelgroep
virologie via staflid Jan van Lent en is ondergebracht bij CAT-AGROFOOQOD. Sinds
augustus 2013 geef ik leiding aan het WEMC.
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Onderwijs

Naast het doen van onderzoek is het opleiden van nieuwe wetenschappers met
gedegen kennis van virologie een kerntaak van de leerstoelgroep. Jonge mensen
enthousiast maken voor dit intrigerende vakgebied om samen oplossingen te zoeken
voor virale problemen is voor mij een grote drijfveer achter het geven van onderwijs.
Ik vind het ook belangrijk om diegene, die niet doorgaan in de virologie, toch zoveel
virologische kennis mee te geven dat ze zin en onzin van elkaar kunnen onder-
scheiden en weloverwogen beslissingen kunnen nemen in het dagelijkse leven. De
wisselwerking met studenten vind ik heel inspirerend en het doet mij persoonlijk
veel genoegen te zien dat voormalige studenten succesvol zijn in hun vak en in hun
persoonlijk leven. De toenemende studentenaantallen vormen echter wel een
bedreiging voor het geven van goed onderwijs.

Hiermee sluit ik het wetenschappelijke deel van mijn rede af en ga ik over op het dankwoord.

Dankwoord

Vandaag sta ik voor u als hoogleraar Virologie. Zoals velen van u ongetwijfeld
weten, is die leerstoel vrijgekomen door het onverwachte overlijden van Prof. dr Rob
W. Goldbach in 2009. Hij was in 1994 mijn promotor en ik heb vele jaren met hem
mogen samenwerken en heb veel van hem geleerd. Ik ben vereerd dat ik zijn taak nu
voort mag zetten. Ik wil Just Vlak bedanken voor zijn inzet als interim leerstoelhou-
der in de tussenliggende jaren. Daarnaast ben ik hem persoonlijk veel dank verschul-
digd voor zijn niet-aflatende stroom ideeén en nuttige adviezen tijdens mijn gang
langs de wetenschappelijke leerweg. Voor de komende jaren zal hij nog parttime
betrokken zijn bij de leerstoelgroep om een aantal PhD studenten te begeleiden.

De andere leden van de vaste staf van de leerstoelgroep verdienen ook een bijzonder
woord van dank. Na het wegvallen van Rob was er veel extra werk te doen, de
collegezalen zaten vol, practica moesten gegeven worden en examens lagen te
wachten om nagekeken te worden. Promovendi en studenten in binnen- en buiten-
land vroegen zich af hoe het nu verder moest. Het was een straf staaltje kunst- en
vliegwerk. Het ‘gezamenlijk de schouders eronder’ en “we moeten samen door’, heb
ik sterk ervaren de afgelopen jaren. Ook jullie betrokkenheid en persoonlijke steun
tijdens de sollicitatieprocedure heb ik zeer gewaardeerd. Samen vormen we een
hecht team waar ik op kan bouwen voor de toekomst en door onze gezamenlijke
expertise kunnen we een breed virologisch gebied beslaan.

Mijn kennismaking met de virologie betrof het bepalen van de sequentie van het
fusie-eiwit van het mazelenvirus onder supervisie van Simon Langeveld bij de
vakgroep Genetica in Utrecht. Dit afstudeervak bleek een toevalstreffer, want
sindsdien heeft de virologie mij niet meer los gelaten. Ik werd onderzoeksassistent in
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Wageningen en promoveerde bij Rob Goldbach en Just Vlak op een functionele studie
aan het baculovirus p1o- eiwit. Daarna ging ik als postdoctoraal onderzoeker naar
Leiden, waar ik me in de groep van John Bol onder leiding van Huub Linthorst
stortte op de hypersensitiviteitsrespons in planten. Vervolgens ben ik in Utrecht aan
de slag gegaan, waar ik van Adri Thomas heel veel geleerd heb over de regulatie van
de eiwitsynthese en de manipulatie hiervan tijdens virale infecties. Drie jaar later ben
ik naar Wageningen getogen om het baculovirusexpressiesysteem te optimaliseren.
Een persoonlijke NWO MEERVOUD-beurs stelde mij vervolgens in staat een nieuwe
onderzoekslijn op te starten op het gebied van gedragsmanipulatie door insectenvi-
russen. Eind 2010 ben ik ingestapt in het Tenure Track Systeem van Wageningen
University. Het liep uiteindelijk toch anders en ik ben een nieuw pad gaan volgen.

Ik zou hier natuurlijk vandaag niet staan zonder de inzet van vele getalenteerde PhD
studenten en postdocs. Hiervoor ben ik jullie allen zeer erkentelijk. Mijn postdocs
Martin Marek en Vera Ros wil ik hier met name noemen, evenals mijn analiste Els
Roode. Jullie hebben een grote bijdrage geleverd aan het slagen van het insectenvi-
rusonderzoek in recente jaren en samen hebben we nieuwe lijnen voor de toekomst
opgezet. Daarnaast wil ik alle andere medewerkers van de leerstoelgroep bedanken
voor hun inzet en ik hoop daar nog lang gebruik van te mogen maken. Ook mijn
collega’s binnen en buiten Wageningen University wil ik bedanken voor hun
interesse en ik hoop dat de bestaande samenwerkingen nog lang vruchten af zullen
werpen en dat we nieuwe samenwerkingen tot stand kunnen brengen.

Ik wil ook mijn familie bedanken. Van kleins af aan hebben mijn ouders mijn
ontwikkeling en die van mijn broer Bruno gestimuleerd en ons geleerd zelf verant-
woordelijkheid te dragen. Wij kregen veel ruimte om onze eigen weg te vinden en we
zijn uiteindelijk dan ook heel verschillende kanten op gegaan. Cees en Ploni, ook al
vonden jullie het denk ik heel normaal zo te handelen, je ziet waar het toe geleid
heeft. Dit is een goed moment om daar even bij stil te staan en jullie daarvoor te
bedanken. Als laatste wil ik Chris bedanken. Ik ben heel blij dat ik jou heb leren
kennen en dat we samen een fijne thuishaven hebben gecreéerd. Jij draagt er toe bij
dat er naast werk ook voldoende ontspanning in mijn leven zit. Zo maken we samen
de mooiste wandeltrektochten en ook al is het soms een heel geploeter, het geeft veel
voldoening als het is volbracht.

Geachte aanwezigen
Het is helaas niet mogelijk een ieder persoonlijk te bedanken en daarom ga ik kort, maar

krachtig afsluiten. Dank voor jullie aandacht en betrokkenheid.

Ik heb gezegd!
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Prof. dr. M.M. van Oers

'Virussen zijn intracellulaire parasieten die cellulaire processen
manipuleren om zich efficiént te vermeerderen. Om verspreiding
te bevorderen veranderen virussen het gedrag van hun gastheer
en eventuele vector. Tijdens de co-evolutie van virussen en
organismen zijn resistentie- en afwveermechanismen ontstaan,
naast een scala aan virale tegenmaatregelen. Het is essentieel
om te bepalen welke moleculaire processen ten grondslag liggen
aan de wisselwerkingen tussen virus, gastheer en vector om
virusinfecties bij plant, mens en dier tegen te kunnen gaan.'
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