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Feuilleton in vijf delen

In vijff delen (in achtereenvolgende uitgaven van het
NTMM) worden de huidige kennis van bacteriofaag-
resistentie, de genetische oorzaak die daarvoor ver-
antwoordelijk is en de manier waarop fagen de tegen-
aanval inzetten, besproken. Na het eerste deel van in
totaal vijf delen in de vorige editie volgen hier en twee-
de en derde hoofdstuk. In deel 2 wordt aandacht gege-
ven aan de bacteriéle resistentiemechanismen die een
faag moet overwinnen. Deel drie is aansluitend in deze
editie opgenomen.

Resistentiemechanismen

Het tweede van de vijf delen over faagtherapie gaat
over de resistentiemechanismen waarover de bacterie
beschikt om zich te beschermen tegen een faag.

Om faagtherapie te laten slagen, moet rekening ge-
houden worden met de resistentieontwikkeling door de
bacterie. In een overzichtsartikel publiceerde Oeschlin
in 2018 een uitgebreid overzicht waarin de uitkomst
van verschillende casus beschreven worden met faag-
therapie zowel binnen de veehouderij als in een Klini-
sche setting.[1] Hierin laat hij zien dat in de meeste on-
derzoeken bij zoogdieren de resistente populaties al
vaak binnen uren na de eerste gift fagen worden waar-
genomen. De exacte mechanismen die hieraan ten
grondslag liggen, worden echter zelden onderzocht in
deze experimenten.

Blokkeren van adsorptie

De verschillende bacteriéle verdedigingsmechanismen
kunnen zch richten op vrijwel elke stap binnen de in-
fectiecyclus van de bacteriofaag.[2] De eerste barriere
die bacterién kunnen opwerpen is het blokkeren de
van voor de faag noodzakelijke receptoren. Door het
produceren van extracellulaire matrix ontstaat een fy-
sieke barriére

die de oppervlaktereceptoren verbergen. Ook bescher-
men extracellulaire polymeren zoals alginaat en hyal-
uronzuur bacterién tegen vijandige omgevingscondi-
ties; zij fungeren als virulentiefactor en spelen een rol
bij het vormen van biofilms.[3]

Een andere manier om het aanhechten van fagen te
blokkeren, is het produceren van eiwitten die de recep-
toren blokkeren of maskeren. Een voorbeeld is het
eiwit TraT; dit gaat een interactie aan met de OmpA-
receptor in Escherichia coli waarmee deze ontoegan-
kelijk wordt voor bepaalde fagen.[4] Fagen kunnen zelf
ook eiwitten produceren waarmee receptoren geblok-
keerd worden. Hiermee worden aanvullende infecties
met dezelfde of nauw gerelateerde faagsoorten voor-
komen. Dit fenomeen wordt superinfection exclusion
(Sie) genoemd. Het Sie-mechanisme voorkomt tevens
de inactivatie van nieuwe viruspartikels door binding
aan receptoren van bacterieresten vroeg na de lysis.
Dit mechanisme werd waargenomen in faag T5. Deze
faag produceert het lipoproteine Llp dat zijn eigen re-
ceptoren blokkeert.[5] Ook bacterién onder stress kun-
nen dergelijke maskerende moleculen produceren.[6]
Een ander verdedigingsmechanisme van bacterién is
het produceren van buitenmembraanvesikels die fun-
geren als lokaas, waardoor een deel
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van de omringende fagen wordt weggevangen.[7]

De expressie van faagreceptoren wordt vaak geregu-
leerd door genetische modulatoren die betrokken Zijn
bij fasevariatie. Fasevariatie is een soort aan-
uitmechanisme waarmee bacterién hun fenotype kun-
nen aanpassen aan bepaalde omgevingsomstandighe-
den. Dit proces wordt met name gezien als een manier
om het immuunsysteem van de gastheer te vermijden,
maar blijkt ook een rol te spelen bij het ontwijken van
infecties door fagen.[8] Zo kan de expressie van be-
paalde oppervlaktereceptoren worden verminderd door
fasevariatie. Ook kunnen receptoren van samenstel-
ling veranderen door verschillende voorgeprogram-
meerde mutaties. Sommige fasespecifieke moleculen
zijn tevens betrokken bij de bacteriéle pathogenese,
zoals virulentiefactoren, adhesinen en toxinen.[9] Fa-
sevariatie als reactie op blootstelling aan fagen kan
hierdoor resulteren in een verandering in virulentie van
de bacterie. Dit zou betekenen dat bacterién gevoeli-
ger kunnen worden voor de werking van het humane
immuunsysteem of voor bepaalde antibiotica. Virulentie
kan echter ook toenemen als gevolg van fasevariatie.
Het is belangrijk deze mogelijke effecten van bacterio-
fagen in beschouwing te nemen bij het ontwikkelen
van faagtherapie. De onderliggende genetische me-
chanismen worden later in dit overzicht besproken.

Obstructie van toegang tot het bacteriéle
DNA

De tweede stap in het infectieproces van de faag waar
verdedigingsmechanismen op inspelen, is de toegang
tot het cytoplasma.[2] Fagen degraderen hiervoor de
peptidoglycaanlaag van de celwand; in het geval van
gramnegatieve bacterién zal het DNA ook het buiten-
membraan moeten passeren. Hierna zal het DNA moe-
ten worden getransloceerd door het binnenmembraan
naar het cytoplasma. Deze stappen kunnen worden
geblokkeerd door membraangeassocieerde eiwitten.
Deze worden meestal gecodeerd door profaag-DNA.
Dit is ook een voorbeeld van de rol van het Sie-
systeem. Het obstruerende effect van deze membraan-
geassocieerde eiwitten berust op het remmen van de
formatie van het kanaal waar het DNA doorheen mi-
greert, het inhiberen van het faaglysosym dat de pepti-
doglycaanlaag degradeert of het voorkdbmen van trans-
locatie door het veranderen van de conformatie van de
eiwitten rondom de plaats van ejectie.[10]

Degradatie van DNA: restrictie-
modificatiesystemen

Als het faag-DNA eenmaal de gastheercel binnenge-
drongen is, zal het een van de meest beschreven bac-
teriéle verdedigingsmechanismen tegenkomen: het
restrictie-modificatie (R-M)-systeem. Dit werkingsme-
chanisme is gebaseerd op de het gecombineerde ef-
fect van methyltransferase en een restrictie-enzym.[11]
Methyltransferase methyleert endogeen DNA op speci-
fieke plekken, hetgeen voorkomt dat het DNA gesplitst
wordt door een restrictie-enzym. Methyltransferases
herkennen vaak hemigemethyleerd DNA, dit is het pro-
duct van de replicatie van gemethyleerd DNA.
Restrictie-enzymen herkennen daarentegen vreemd,
ongewijzigd DNA en splitsen dit op specifieke locaties.
Meestal zijn dit vier tot acht baseparen-lange palindro-
mische sequenties. Het evenwicht tussen de activiteit
van deze twee enzymen bepaalt het lot van het bin-
nenkomende faag-DNA. Restrictie-enzymen hebben
veelal een hogere verwerkingssnelheid dan methyl-
transferases. Maar als het faag-DNA gemethyleerd
wordt voordat het restrictie-enzym het kan splitsen,
kan het naburige cellen infecteren. Interessant is dat
methyltransferases over het algemeen meer geconser-
veerd Zijn dan restrictie-enzymen, die sneller evolueren
om de mutaties in het faaggenoom bij te houden.[12]
R-M-systemen worden daarom in de basenvolgorde
van bacteriéle genomen meestal geidentificeerd door
de genen die overeenkomen met methyltransferases.
[12]

Er Zijn vier klassieke typen van R-M systemen.[11] Het
type llI-systeem komt het meest voor en bestaat uit een
methyltransferase en een restrictie-enzym, die onaf-
hankelijk van elkaar werkzaam zijn als twee aparte ei-
witten.

De kennis over R-M-gerelateerde systemen blijft groei-
en naarmate er meer bekend wordt over bacteriéle ge-
nomen. Een voorbeeld hiervan is het verdedigingssys-
teem DISARM (‘defence island system associated with
restriction—modification’), dat geassocieerd wordt met
restrictie-modificatie.[13] Dit systeem bevat ook een
methyltransferase en een restrictiemodule. Deze re-
strictiemodule werkt echter anders dan de restrictie-
enzymen en is afhankelijk van het samenspel van
meerdere componenten. Het precieze werkingsmecha-
nisme wordt nog niet volledig begrepen. Hoewel de
faagadsorptie niet geblokkeerd wordt, voorkomt het
circularisatie (tot cirkelvorm sluiten door verbinding van
beide
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DNA-uiteinden) van faag-DNA waardoor DNA-
replicatie en lysogenie in een vroeg stadium van de in-

fectie worden voorkomen. Vermoed wordt dat DISARM
tevens samenwerkt met verschillende R-M-elementen

waardoor er een synergistisch effect optreedt tegen

faaginfectie.

Faagexclusie (BacteRiophage EXclusion BREX) is een
ander verdedigingsmechanisme dat zich richt op het

faag-DNA zodra het de gastheercel is binnengedron-
gen.[14] Ook dit systeem methyleert het gastheereigen

DNA om dit te kunnen onderscheiden van exogeen

DNA. Het BREX-systeem breekt het niet-
gemethyleerde DNA echter niet af, in tegenstelling tot
R-M-systemen. Analyse van DNA dat geéxtraheerd is
uit door fagen geinfecteerde bacterién die BREX tot
expressie brengen, wees erop dat BREX replicatie be-
lemmert zonder het faag-DNA te splitsen of te verwer-
ken.[14] Bijzonder aan dit systeem is dat de activiteit

van de methylase nodig lijkt te zijn om resistentie te

vormen tegen bacteriofagen. Daarnaast is bekend dat

gemethyleerd of geglycosyleerd faag-DNA niet gevoe-
lig is voor BREX.[15] In sommige bacterién wordt
vreemd DNA onderschept door eiwitten van de Argo-
naute (Ago)-familie. Deze eiwitten zijn ook aanwezig in
eukaryote cellen. Daar reguleren zj de afbraak van

exogeen RNA met behulp van interferentie-RNAs
(small interfering RNAs, siRNAs) die het doel herken-
nen. Hoewel dit proces in prokaryote cellen minder
goed is bestudeerd, zijn er prokaryotische Ago-eiwitten

(pAgo) gevonden in Thermus thermophilus (TtAgo) en
in Rhodobacter sphaeroides (RsAgo). Bij TtAgo berust
dit mechanisme op DNA-DNA-interferentie in plaats
van RNA-RNA-interferentie in tegenstelling tot eukary-
oot Ago.[16] Het TtAgo-proteine heeft tevens een
endonucleasedomein dat zowel enkelstrengs-DNA als
negatief supercoiled dubbelstrengs-DNA (circulair
DNA met een tertiaire winding, dat zich meestal in
plasmiden bevindt) kan splijten. Hoewel het onduidelijk
is hoe het interferentie-RNA of -DNA wordt gevormd,
lijkt de activiteit van het Ago-eiwit zelf nodig te zijn voor
de productie hiervan. In tegenstelling tot TtAgo maakt
RsAgo gebruik van kleine RNA-moleculen om vreemd
DNA te herkennen.[17] RsAgo heeft geen endonuclea-
sedomein, DNA-interferentie wordt in dit geval veroor-
zaakt door enkel de binding aan het target.

Adaptieve immuniteit: CRISPR-Cas

Een ander mechanisme waarmee bacterién faag-DNA
kunnen degraderen, is met behulp van het CRISPR-
Cassysteem (CRISPR staat voor: ‘Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats’; Cas staat
voor ‘CRISPRAssociated Proteins’). Het CRISPR-
Casmechanisme is tot nu toe de enige vorm van adap-

tieve immuniteit die is beschreven in bacterién. Ze wor-

den verdeeld in zes typen,[18] waarvan type Il de be-

kendste is door de toepassing binnen de biotechnolo-

gie.[19]

Na infectie door een faag of plasmide kan de bacterie

het vreemd DNA afbreken in kleine fragmenten die als

interspacers in de CRISPR-reeks worden geplaatst.
De CRISPR-regio van het genoom bestaat uit repetitie-

ve sequenties die worden gescheiden door deze inter-

spacers.[20] Dit creéert een immunologisch geheugen

dat het bacterién mogelijk maakt om vreemd DNA te

detecteren na een eerdere infectie. De CRISPR-regio
wordt getranscribeerd waarmee korte RNA-fragmenten
worden gevormd, zogenaamde CRISPR-RNAs
(crRNASs). Elk crRNA-fragment koppelt zich aan een
Cas-eiwit en leidt het naar het binnengedrongen DNA.
Caseiwitten hebben een endonucleasefunctie en splij-

ten daarmee het vreemd DNA op een sequentiespeci-
fieke manier. Type | en type Y CRISPR/Cas-systemen
herkennen daarnaast ook een geconserveerde se-

quentie van drie nucleotiden naast de plek waar het

DNA gesplitst is, het ‘protospacer adjacent motif

(PAM).[21]

Abortieve infectie

Als al deze verdedigingsmechanismen falen en de bac-
terie irreversibel is geinfecteerd door een bacteriofaag,
kan de geinfecteerde bacterie zich opofferen om de
rest van de populatie te beschermen. Verantwoordelijk
hiervoor zijn de ‘abortieve infectiesystemen’. Veel van
deze systemen bestaan uit een toxine-
antitoxinemechanisme en zjn afhankelijk van de ba-
lans tussen een stabiel toxine en een onstabiel anti-
toxine.[22]

Infectie van de gastheercel door een faag onderdrukt
de productie van antitoxine. Het gevolg hiervan is dat
het toxine de overhand krijgt, waardoor de bacterie
sterft en er geen nieuwe fagen gegenereerd kunnen
worden.

Er zijn verschillende soorten abortieve infectiemecha-
nismen, zoals het RexA-RexB-systeem,[23] het ‘Lit-
systeem, het ‘PrrC’-systeem,[24] exclusie
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van T7 door PifA[25] en de faag-DNA-replicatie, zoals
bijvoorbeeld gezien in Lactoccoccus-speciés.[26]

In het derde deel van dit feuilleton gaan we dieper in
op de genetische mechanismen van faagresistentie.
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