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Feuilleton in vijf delen
Dit feuilleton bespreektin vijf delen de huidige kennis

van bacteriofaagresistentie, de genetische oorzaak

die daarvoor verantwoordelijk is en de manier

waarop fagen de tegenaanval inzetten. De eerste

drie delen zijn verschenen in NTMM van september

en december 2020. Nu volgen hier het vierde

hoofdstuk, waarin aandacht wordt besteed aan de

tegenaanval van de faag, en het vijfde, waarin op

het gehele feuilleton wordt teruggeblikt.

De tegenaanval van de faag
Hoewel bacteriën over een zeer gevarieerd arsenaal

aan resistentiemechanismen beschikken, lopen

fagen niet achter als het gaat om het ontwikkelen

van tegenstrategieën. Op dezelfde manier waarop

bacteriële verdedigingsmechanismen op elke stap

van de infectiecyclus kunnen ingrijpen, krijgt elke

verdedigingslinie te maken met een tegenaanval

van de faag. Fagen en bacteriën zijn op deze manier

verwikkeld in een continue wapenwedloop [1].

Vermijden van adsorptie

Als reactie op variaties in bacteriële

oppervlaktereceptoren kunnen fagen hun tropisme

veranderen door mutaties in hun receptorbindende

eiwitten. Genen die coderen voor deze

receptorbindende eiwitten of hieraan gerelateerde

eiwitten, zijn in staat om zeer frequent te muteren

door de activiteit van diversity-generating

retroelements (DGR's) [2]. Deze DGR's zijn regio’s

die worden onderworpen aan gerichte mutatie door

middel van de uitwisseling van twee iets van elkaar

verschillende stukken DNA door een foutgevoelige

reversetranscriptase [3]. Dit type gerichte

mutagenese is template-afhankelijk en beïnvloedt
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bepaalde adeninespecifieke plaatsen, terwijl een
geconserveerde sequentie wordt behouden om de

stabiliteit te waarborgen. Dit mechanisme is bij

verschillende soorten fagen beschreven, met name

in gematigde fagen. Dit proces werd als eerste
beschreven in relatie tot een switch in specificiteit
van het voor het tropisme bepalende eiwit in fagen

tegen Bordetella spp. Sindsdien zijn diverse fagen

geïdentificeerd die baat hebben bij dit systeem [4].
Hoewel het hierbij meestal gaat om gematigde

fagen, die niet aantrekkelijk zijn voor faagtherapie,

zijn hun interacties met het microbioom van de mens
de moeite waard om bestudeerd te worden.
Zoals beschreven kan receptorbinding ook worden

geblokkeerd door het creëren van een fysieke
barriêre zoals een kapsel of een laag extracellulaire

polymeren. Sommige fagen zijn in staat tot binding

aan deze polymeren [5]. Daarnaast kunnen veel

fagen de extracellulaire matrix afbreken door middel

van hydrolasen en lysasen, die de polymeren

afbreken en de viscositeit van de matrix
verminderen [6]. Deze enzymatische activiteit kan

zich voordoen bij eiwitten die deel uit maken van de
staart. In andere gevallen komen dergelijke

enzymen vrij bij lysis van een geïnfecteerde
bacterie.
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Dit mechanisme kan ook bijdragen aan de virulentie

van bacteriën door aanwezigheid van een profaag.

Door profagen gecodeerde hyaluronidasen kunnen

namelijk ook menselijk hyaluronzuurin bindweefsel

afbreken waarmee diffusie van bacteriële toxines

wordt gefaciliteerd [7].

DNA-degradatie: restrictiemodificatie

De meest directe manier waarop R-M-systemen

door fagen worden ontweken, is door mutatie van

restrictiesequenties. Dit fenomeen wordt

palindroomvermijding genoemd en is frequent

beschreven in bacteriën [8]. Sommige restrictie-

enzymen (REasen) moeten twee sequenties

herkennen binnen een vaste afstand en in een

specifieke oriëntatie ten opzichte van elkaar [9].

Veranderingen in oriëntatie en afstand van deze

twee sequenties zijn in dat geval genoeg om

restrictie te vermijden.

Het is ook mogelijk dat de restrictiesequenties

aanwezig zijn maar onbereikbaar zijn gemaakt voor

de REasen. Dit kan bijvoorbeeld door de activiteit

van de DarA- en DarB-eiwitten van faag P1. Deze

eiwitten worden tijdens infectie van de gastheer

tegelijk geïnjecteerd met het faaggenoom en

blokkeren de restrictiesequenties [10]. Hetzelfde

effect wordt bereikt door eiwitten die REasen

kunnen ‘gijzelen’ door de structuur van een DNA-

helix nate bootsen, zoals Ocr van faag T7 [11]. Deze

eiwitten kunnen de interactie met bacteriën nog

verder beïnvloeden door te interfereren met de

epigenetische regulatie van bepaalde genen, wat de

groei ervan belemmert [12]. Een andere strategie is

het laten methyleren van faageigen genoom door

hetoppikken van genen die coderen voor een MTase

[13] of door MTase van de geïnfecteerde gastheer

hiertoe te stimuleren [14]. Het splitsen van DNAdoor

de REasen kan ook worden voorkomen door de

sequenties aan te passen die door REasen worden

herkend. Een voorbeeld hiervan is de E.coli-faag T4,

deze beschikt over een modificatiemechanisme met

in het genoom de gemodificeerde base

hydroxymethylcytosine in plaats van cytosine.

REasen, die cytosinen herkennen in hun

restrictiesequenties, worden hiermee ontweken.

Sommige E.coli-stammen maken echter gebruik

van type IV-restrictiesystemen die gemodificeerd

DNA wel kunnen herkennen. Dit voorbeeld is

illustratief voor de wapenwedloop tussen bacteriën

en fagen [15]. De activiteit van deze type IV-

restrictiesystemen kan gepareerd worden door

glycosering van de hydorxymethylcytosine-

residuen van het faaggenoom. E. coli is in staat deze

tegenaanval te pareren door _glucose-

gemodificeerde restrictie-enzymen S en D (GmrS

en GmrD) tot expressie te brengen. T4 kan deze

eiwitten weer neutraliseren door het injecteren van

zijn interne eiwit | (IPI) tijdens de infectie van de

gastheer. IPI verstoort het GmrS-GmrD-complex en

remt hiermee de restrictiefunctie. E. coli kan daar

weer op inspelen door GmrS en GmrD samen als

één polypeptide tot expressie te brengen waardoor

[PI er niet op kan aangrijpen [16].

Adaptieve immuniteit: CRISPR-Cas

Ook CRISPR-Cassystemen kunnen op

verschillende manieren door fagen worden

ontweken. Ten eerste door het verkrijgen van

mutaties of deleties in de PAM-sequenties of in de

nabijgelegen protospacerregio's. Desondanks kan

het DNA van nieuw gemuteerde fagen tijdens

infectie opnieuw verwerkt worden in de CRISPR-

reeks. Het gevolg is een continue cyclus van

faagmutaties en uitbreiding van de bacteriële

protospacercollectie. Een mogelijk efficiëntere

strategie is die van anti-CRISPR-eiwitten. Deze

werden voor het eerst beschreven in Pseudomonas

aeruginosa-fagen [17] en sindsdien ook in andere

fagen met een uiteenlopende specificiteit [18]. Deze

systemen werken over het algemeen op twee

verschillende manieren: de vorming van het crRNA-

Cas-complex met het target-DNA wordt voorkomen

door binding aan erRNA-Cas of door occlusie van

de PAM-sequentie. Een ander mechanisme is het

blokkeren van het endonucleasedomein van het

Cas-eiwit zodat het faag-DNA niet geknipt kan

worden.

Abortieve infectie

Fagen kunnen ook de laatste bacteriële

verdedigingslinie, de abortieve infectie-

mechanismen, te slim af zijn. Zo kunnen toxine-
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antitoxinemechanismen door fagen worden omzeild

door het remmen van het protease dat het antitoxine

afbreekt, of door het tot expressie brengen van een

eigen analoog van het antitoxine [19-21]. Daarnaast

hebben mutaties in genen die betrokken zijn bij het

metabolisme van nucleïnezuren, bewezen effectief

te zijn het in vermijden van toxine-antitoxine-

systemen in Lactococcus spp [22]. Tot slot kan

abortieve infectie worden verhinderd door mutaties

in genen die coderen voor eiwitten die betrokken zijn

bij de activatie van noodzakelijke enzymen, zoals

de activator van Lit, Gol [23].
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