
159 

Nederlandse Samenvatting 

Inleiding 
Virussen hebben een gastheer nodig om te overleven. Voor hun eigen voortbestaan gebruiken virussen 

de cellen van hun gastheer om hun genetische materiaal te kunnen repliceren. Er zijn verschillende 

soorten virussen die verschillende strategieën gebruiken om te overleven. Het coronavirus bijvoorbeeld, 

infecteert met name cellen van de luchtwegen. Het enkelstrengs RNA genoom van SARS-COV-2 wordt 

in deze cellen gerepliceerd zodat de virusdeeltjes zich verder kunnen verspreiden en nieuwe gastheren 

kunnen infecteren. In deze thesis staat een ander type virus centraal: het retrovirus. En de daarvan 

afkomstige retrotransposons. Deze groep virussen gebruikt een speciaal eiwit (reverse transcriptase) 

om een DNA kopie in te bouwen in het genoom van hun gastheer. Vervolgens worden hiervandaan 

kopieën verspreid door het genoom. Terwijl je van een gewoon virus geheel kan genezen, zal een 

retrovirus in het DNA aanwezig blijven zolang de gastheer leeft. In de loop van de evolutie zijn er 

retrovirussen terechtgekomen in het erfelijk materiaal van geslachtscellen. Omdat deze cellen de basis 

vormen voor seksuele voortplanting kan retroviraal DNA doorgegeven worden aan de volgende 

generatie en zodoende permanent in een populatie terechtkomen. Dit principe ligt ten grondslag aan de 

hier beschreven invloed en drijvende kracht achter genomische evolutie. Hoewel retrovirussen hun 

infectueuze activiteit verliezen in de loop van de evolutie, blijven er restanten van hun aanwezigheid 

achter in het DNA van de gastheer die na miljoenen jaren nog steeds van invloed zijn op de expressie 

van genen. Deze thesis draait om de vraag hoe deze virale relikwieën de evolutie van ons DNA hebben 

beïnvloed. Gedurende miljoenen jaren van evolutie hebben deze stukjes DNA een flinke stempel 

gedrukt op ons genoom en vormen ze een bron van variatie tussen individuen, families, populaties en 

soorten, en vertellen ze veel meer een verhaal over het evolutionaire proces dan geconserveerde 

eiwitproducerende genen. De samenhangende factor tussen de hoofdstukken van mijn thesis is dat ons 

genoom genetisch materiaal van buitenaf - afkomstig van potentiële ziekmakers - niet zomaar 

ongestoord zijn gang kan laten gaan. Een mogelijk gevolg is namelijk dat het genoom instabiel wordt. 

Ons eigen genoom heeft gedurende de evolutie gezocht naar manieren om deze externe invloeden de 

baas te blijven met als doel de integriteit van het DNA te waarborgen. Een van de 

verdedigingsmechanismen bestaat uit DNA-bindende eiwitten die deze mobiele DNA fragmenten 

kunnen herkennen en hun invloed en activiteit beperken. Daarnaast vormt zich vaak na verloop van tijd 

een evenwicht tussen het reguleren van de virale  DNA sequentie en het ontwikkelen van nieuwe 

functies voor de gastheer. Deze endogenisatie heeft bijvoorbeeld plaatsgevonden bij HERV elementen 

waarbij een retrovirale insertie op chromosoom 7 nu een onmisbare functie heeft gekregen bij de 

ontwikkeling van de placenta.  

 

Epigenetisch betekent op het genoom. De mechanismen die ik beschrijf in mijn hoofdstukken hebben 

invloed op de regulatie van DNA door ermee in interactie te gaan. Eiwitten als KRAB zinkvingers kunnen 

bepaalde DNA sequenties herkennen en binden. Ze worden ingezet om de activiteit van mobiele DNA 

elementen te reguleren door specifieke sequenties te herkennen. Zo is ZNF91 gespecialiseerd in het 

herkennen van SVAs en ZNF90 herkent HERVH elementen.  
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Binnen retrovirale sequenties bestaat de mogelijkheid tot het vormen van alternatieve DNA structuren 

die afwijken van conventioneel dubbelstrengs DNA dat in een dubbele helix gevouwen zit. G-

quadruplexen vormen in specifieke DNA sequenties waarbij meerdere rijtjes van guanine moleculen 

worden afgewisseld met andere nucleotiden. Guanine-moleculen kunnen met elkaar verbinden zodat 

er secundaire DNA structuren ontstaan. G4s vormen een hot topic in de recente wetenschapsliteratuur 

omdat het nog niet zo lang bekend is dat de formatie van G4s structuren van invloed kan zijn op 

genexpressie. Sommige mobiele elementen zoals SVAs bevatten extreem veel G4s. Een van de 

belangrijkste onderwerpen van mijn thesis is het onderzoeken van deze structuren en welke rol ze 

spelen in enerzijds op genregulatie en anderzijds als herkenningspunt voor regulerende eiwitten. 

Hoewel sommige mobiele DNA elementen inmiddels zijn uitgestorven en niet meer actief verspreiden, 

geldt dit niet voor drie evolutionair jonge klassen van retrotransposons, waaronder SVAs. Het is dan 

ook fascinerend om te onderzoeken hoe deze recent verspreide elementen hebben bijgedragen aan 

humane hersenontwikkeling. Het actieve karakter van bijvoorbeeld SVAs laat zien dat ook de toekomst 

van de mensheid mede gevormd zal worden door DNA met een virale oorsprong. SVA-G4s vormen 

daarmee een brug tussen de genetische en epigenetische laag omdat ze een structuur van hogere orde 

vormen binnen het DNA molecuul. In die zin zijn ze niet “epi”, maar G4s zijn wel een verbindend element 

voor epigenetische moleculen om DNA te binden en transcriptionele regulatie te moduleren.   

 

Hoofdstuk 1 
Dynamische methylering van primaat-specifieke Mobiele DNA elementen tijdens de 

ontwikkeling van menselijke corticale neuronen 

 
Mobiele DNA elementen afkomstig van retrotransposons kunnen de integriteit en stabiliteit van het 

genoom beïnvloeden. Daarom is het belangrijk dat de gastheer manieren heeft om hun activiteit te 

controleren. TE activiteit wordt door KRAB zink-vingers onderdrukt door het rekruteren van eiwitten die 

helpen met de vorming van inactief DNA. Bij dit proces spelen tevens epigenetische processen een rol, 

waaronder de toevoeging van methylgroepen aan het lokale DNA: methylatie. Dit proces speelt een 

essentiële rol in de ontwikkeling van embryonale stamcellen. In principe zijn de meeste retrotransposons 

gemethyleerd en daarmee wordt hun activiteit streng onder controle gehouden. Echter wanneer dit niet 

goed gebeurt, heeft dit ongewenste genregulatie tot gevolg. Dit wordt in verband gebracht met neuro-

ontwikkelingsstoornissen, neurodegeneratieve ziektes en verschillende vormen van kanker. Van een 

aantal jonge retrotransposons is bekend dat deze actief kunnen worden tijdens de ontwikkeling van het 

brein, wat kan leiden tot neuro-ontwikkelings- en psychiatrische ziektes zoals autisme spectrum 

disorder, schizofrenie of neurodegeneratieve aandoeningen. Een regelmatig geobserveerd beeld bij 

patiënten met mentale problemen is gebrekkige DNA methylatie op primaat-specifieke L1 

retrotransposons. Evolutionair jonge SVA elementen zijn ook in verband gebracht met activiteit tijdens 

de hersenontwikkeling. Uit onze experimenten ontstaat het beeld dat met name deze evolutionair jonge 

retrotransposons gevoeliger zijn voor veranderingen in de epigenetische controle mechanismen. De 

structuur van SVA elementen bevat een zeer hoge concentratie van Guanine moleculen. Dit maakt het 



161 

mogelijk om secundaire G4 structuren te vormen. Juist deze structuren kunnen ervoor zorgen dat DNA 

niet goed gemethyleerd kan worden. Een SVA insertie kan dus tot gevolg hebben dat er op die plek 

weinig tot geen (hypomethylatie) epigenetische controle is. Het SVA element kan ongecontroleerd zijn 

gang gaan. In dit hoofdstuk beschrijf ik een serie experimenten waarin embryonale stamcellen zijn 

gebruikt om corticale organoïden te maken. Tijdens dit proces van 35 dagen zijn er op drie tijdstippen 

samples genomen van de totale genomische methylatiestatus. Het doel van dit experiment is om een 

beeld te krijgen van de methylatie dynamiek van retrotransposons tijdens de vroege hersenontwikkeling. 

Onze verwachting was dat met name de jongere retrotransposons meer verandering laten zien in 

methylatie. Na analyse van de data is gebleken dat er inderdaad een relatie bestaat tussen evolutionaire 

leeftijd van retrotransposons en DNA methylatie: tijdens de corticale ontwikkeling verliezen de jongere 

elementen hun methylatie. Op basis van recente literatuur stelden we tevens de hypothese dat G4-

vorming zorgt voor hypomethylatie. Hoewel we hebben onderzocht of er verband bestaat, vonden we 

geen direct bewijs voor de invloed van G4 structuren op het wegvallen van methylatie in 

retrotransposons. Samengevat schets dit een beeld dat evolutionair jonge element gevoeliger zijn voor 

de dynamiek van DNA methylatie en dat deze retrotransposons tijdens de hersenontwikkeling daardoor 

hun regulatoire invloed kunnen uitoefenen.  

 

Hoofdstuk 2 
ZNF90 controleert een subset van pluripotentie HERVH-retrotransposons in 

menselijke stamcellen 

 
In dit hoofdstuk wordt de interactie onderzocht tussen een evolutionair nieuw gen, ZNF90 en het 

retrotransposon HERVH. ZNF90 komt alleen voor in orangutans, gorilla's, chimpanzees en mensen. 

Het is dus een zeer recente genomische ontwikkeling op de evolutionaire tijdschaal. HERVH elementen 

spelen een belangrijke rol in embryonale stamcellen. RNA transcripten afkomstig van HERVH inserties 

zorgen ervoor dat stamcellen zich niet specialiseren tot lichaamscellen. Door een menselijk 

chromosoom (chr 11) toe te voegen aan een embryonale muizenstamcellijn konden we de 

ongecontroleerde activiteit onderzoeken van verschillende retrotransposons. Dit experiment stelde ons 

instaat mens-specifieke regulatie eiwitten gedoseerd toe te voegen en daarmee de relatie te 

onderzoeken tussen retrotransposon en repressoreiwit. Hieruit is gebleken dat KRAB zink-vinger ZNF90 

in staat is om de activiteit van HERVH te controleren, terwijl andere retrotransposons niet door ZNF90 

werden beïnvloed. Om deze interactie verder te onderzoeken hebben we CRISPR-Cas9 gebruikt om 

het gen ZNF90 uit te schakelen in het genoom van gekweekte humane embryonale stamcellen. 

Vervolgens zijn deze cellijnen gebruikt om corticale organoïden te kweken. Dit zijn celstructuren die als 

onderzoeksmodel dienen voor de neocortex. Dit onderzoek liet zien dat embryonale stamcellen niet 

afhankelijk zijn van ZNF90 om hun pluripotente eigenschappen te behouden omdat in afwezigheid, het 

nog steeds mogelijk blijkt de embryonale stamcellen te differentiëren tot brein organoïden. Hoewel er 

geen globaal effect gevonden is op het niveau van celdifferentiatie, is wel gebleken dat een groep 

HERVH elementen die geassocieerd is met pluripotentie sterker tot expressie komt in de condities waar 
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ZNF90 was uitgeschakeld. In de controleconditie bleef de expressie van deze elementen onveranderd. 

Hetzelfde geldt voor van HERVH afkomstige lncRNA transcripten. ZNF90 lijkt dus een modulerende 

werking te hebben op de expressie van specifieke pluripotentie loci. Samengevat is ZNF90 een recente 

toevoeging aan het genoom van de mens en zijn aanverwante soorten. De rol van ZNF90 lijkt gericht te 

zijn op het controleren van een specifieke groep HERVH elementen die eerder in verband gebracht 

waren met de pluripotente eigenschappen van emrbyonale stamcellen.  

 

Hoofdstuk 3 
De vorming van G-quadruplex structuren in primaat-specifieke mobiele DNA 

elementen in het menselijke genoom 

 
In dit hoofdstuk wordt een gedetailleerde analyse gemaakt van G-quadruplex (G4) elementen van 

primaat-specifieke mobiele DNA elementen. G4s zijn secundaire structuren gevormd uit DNA waarin 

guanine-moleculen in serie geschakeld zijn. G4s hebben de mogelijkheid om een te vouwen en zichzelf 

te binden waardoor een driedimensionale structuur ontstaat. Deze structuur is stabiel en is niet zomaar 

open te breken. Dit kan alleen door hoge temperaturen (smelten) of door speciale eiwitten. De focus 

van deze studie ligt op SVA-elementen die zijn samengesteld uit meerdere subregio's met een sterk 

potentieel om G4s te vormen. De analyses die in deze studie worden toegepast, zijn een combinatie 

van computer- en laboratorium experimenten om G4-vorming in de sequenties van mobiele DNA 

elementen te voorspellen en in kaart te brengen in het genoom van humane cellen. In het bijzonder 

laten we zien dat evolutionair jonge en actieve mobiele elementen meer G4 sequenties bevatten dan 

evolutionair oudere elementen. G4-vorming komt ook voor in andere recente elementen zoals L1-, Alu-

, LTR- en HERVs. Echter, SVA's vallen op door een opmerkelijk hoge G4-dichtheid. Om de 

aanwezigheid van de G4-structuur in vivo te bevestigen, passen we een zeer experimentele methode 

toe, genaamd G4-ChIP. Deze methode bestaat uit het hechten van een antilichaam (BG4) aan G4 

structuren in het genoom. Hiermee hebben we G4-vorming in stamcellen en van hESC afgeleide 

corticale organoïden in kaart gebracht. Uit onze G4-ChIP data is gebleken dat SVA-G4's 

ondervertegenwoordigd waren en we met behulp van BG4 ChIP-gegevens uit openbaar beschikbare 

bronnen, konden we bevestigen dat SVAs in vivo moeilijk te vinden zijn. Daarentegen, hebben we G4's 

gevonden in de promotors van genen die betrokken zijn bij fundamentele cellulaire functies in hESC's. 

In corticale organoïden was de vorming van G4 vooral te vinden in promotors van neurologische 

ontwikkelingsgenen. Dit bevestigt eerder gepubliceerde waarnemingen over de vorming van G4s in 

actieve DNA regio’s. Samenvattend biedt onze nieuwe inzichten in het G4-landschap van jonge en 

actieve, primaat-specifieke mobiele DNA elementen.  

 

 

 
 
 



163 

Hoofdstuk 4 
Dynamiek van ZNF91-repressie en G4-vorming in relatie tot de genregulerende 

invloed van SVA-retrotransposons 

 
In dit hoofdstuk wordt de vraag behandeld of KRAB-Zinc vingers, zoals ZNF91 zich kunnen binden aan 

met G4-vormende sequenties in SVAs. Door eerder onderzoek in onze groep weten we de 

bindingslocatie van ZNF91 in SVA elementen. Maar ook andere genomische elementen zoals 

promoters bevatten G4-vormende DNA sequenties. Kan ZNF91 hier ook aan binden? Gebeurt dit in 

vivo? Met behulp van genoombrede analyses hebben we vastgesteld dat ZNF91-bindingsplaatsen een 

sterk potentieel hebben om in G4-structuren te vouwen. Dit vermogen is niet beperkt tot 

bindingsplaatsen in SVA's, aangezien we onze analyse hebben uitgebreid naar andere regulerende 

regio's, waaronder promoters. Deze experimenten laten zien dat ZNF91-bindingsplaatsen bestaan uit 

G4-vormende DNA-substraten. Daarnaast zijn we door het doen van experimenten meer te weten 

gekomen over de complexe moleculaire interacties tussen SVA's, ZNF91 en G4s. We hebben een 

reportersysteem ontwikkeld met als doel de invloed van SVAs te onderzoeken die zich binnen genen 

bevinden (intronische SVAs). Om te testen of G4s betrokken zijn, hebben we chemische stofjes 

gebruikt, zoals PDS, waarvan bekend is dat ze G4-structuren stabiliseren. Met deze experimenten 

konden we demonstreren dat stabilisatie van SVA-G4's de regulerende capaciteit van SVA's beïnvloedt. 

We hebben deze reporters gebruikt om de rol van ZNF91 te testen. In zijn aanwezigheid waren we niet 

in staat de vorming van G4 chemisch te stabiliseren, wat suggereert dat de binding van ZNF91 aan 

SVA-DNA de vorming van G4 voorkomt. Daarnaast beschrijft dit hoofdstuk de rol van een specifieke 

SVA-insertie die causaal is voor een neurologische ontwikkelingsstoornis X-linked Dystonia 

Parkinsonism (XDP). Een SVA-insertie in het TAF1-gen binnen een kleine populatie op het eiland 

Panay, Filippijnen vormt de basis van deze zeldzame aandoening. Gezamenlijk toonden deze 

experimenten aan dat ZNF91 een cruciale rol zou kunnen spelen bij het controleren van G4-

gemedieerde SVA-activiteit in het algemeen en dat dit mechanisme ten grondslag ligt aan de ontregeling 

van genen die door SVA's worden binnengevallen. 

 

Hoofdstuk 5 
PlotXpress, een webtool voor normalisatie en visualisatie van 

reporterexpressiegegevens 

 
Hoofdstuk 5 beschrijft een tool ontwikkeld voor de analyse van reporter assays. Dit doel was om een 

gestroomlijnde pijplijn te bieden voor de analyse van reportergegevens gegenereerd met de 

experimenten uit hoofdstuk 4. Tijdens de experimentele fase van dit hoofdstuk merkte ik dat de analyse 

van reportertestgegevens niet gestandaardiseerd was en baat zou hebben bij een plug-and-play 

analyse waarbij de output van een bio-analyzer kan worden gebruikt als input voor een script om een 

standaardberekeningen en visualisaties van de resultaten uit te voeren. Afhankelijk van de 
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experimentele opzet variëren reportertesten in grootte en complexiteit. Met behulp van meerdere 

reporterconstructen, celtypen en behandelingen kan de analyse een uitdaging zijn. Hierbij kunnen 

menselijke fouten optreden vanwege het ontbreken van gestandaardiseerde analysemethoden. Om dit 

probleem aan te pakken, hebben we een computerprogramma ontwikkeld om de afhandeling van 

complexe reportertests te verbeteren. PlotXpress is ontworpen om het analyse- en visualisatieproces te 

vereenvoudigen. Het werd gebouwd volgens de filosofie van transparantie en om een kloof te 

overbruggen tussen computer- en laboratoriumwetenschap. Het resultaat is een samenwerkingsproject 

dat leidt tot een volledig functionele webapplicatie en een bijbehorend document. 

  




