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SCHITA TEZEI

Sistemul CRISPR-Cas este un mecanism de apdrare adaptativa, care se gaseste in bacterii
si archaea. Acesta cuprinde structura CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) si genele asociate CRISPR (Cas) si actioneaza ca un mecanism sofisticat care incorporeaza
fragmente de ADN strain de la virusuri si elemente genetice mobile (MGE) in structura CRISPR,
iar ulterior le utilizeaza pentru a recunoaste si distruge invadatorii care prezinta potrivire.

Obiectivul principal al acestei teze a fost caracterizarea si explorarea implicatiilor evolutive
ale sistemului CRISPR-Cas in speciile procariote de relevanta clinicd. Pentru a atinge acest
obiectiv, au fost urmarite trei obiective specifice dupa cum urmeaza:

e Caracterizarea sistemelor CRISPR-Cas in cateva specii bacteriene patogene si designul
amorselor PCR pentru locii CRISPR, facilitand detectarea lor in studii viitoare care vizeaza
intelegerea cdilor evolutive ale sistemelor CRISPR-Cas, monitorizarea diseminarii
agentilor patogeni bacterieni si, potential, permitand dezvoltarea unor metode rapide de
diagnostic.

e Investigarea corelatiilor dintre caracteristicile structuriit CRISPR (de exemplu, secventele
repetitive, numarul de secvente spacer) si originea geograficd sau sursa de colectare a
izolatelor bacteriene.

e Examinarea influentei diferitelor tipuri de sistem CRISPR-Cas asupra achizitiei de gene de
rezistentd la antibiotice (ARG) 1n bacterii relevante clinic.

Capitolul I reprezintd un review al descoperirilor recente privind structura, ecologia si
evolutia sistemelor CRISPR-Cas, subliniind rolul lor in modularea genomurilor accesorii, care
reprezintd partea variabild a genomului unei specii si care include adesea gene dobandite prin
transfer orizontal de gene, si impactul asupra evolutiei si fiziologiei procariotelor.

Capitolul II a avut ca scop investigarea relatiei dintre caracteristicile locilor CRISPR din
enterobacterii, originea geograficd a bacteriilor si sursa de colectare, putand oferind perspective
asupra evolutiei si raspandirii sistemelor CRISPR-Cas. Au fost dezvoltate amorse PCR foarte
eficiente pentru fiecare locus, permitdnd amplificarea si analiza tintitd a locilor CRISPR din
diverse populatii bacteriene pentru a facilita cercetarile viitoare.

In Capitolul IIT a fost explorat impactul sistemelor CRISPR-Cas de tip I-E si I-F asupra

achizitiei de ARG 1n doud bacterii patogene relevante clinic, Escherichia coli si Pseudomonas



aeruginosa. Ambele specii posedd genomuri care incorporeaza fie sisteme de tip I-E, fie I-F, cu
proportii variabile si rareori coexistand in cadrul aceluiasi genom. Aceasta caracteristica prezinta
o oportunitate valoroasa de a analiza functionalitdtile independente ale fiecarui sistem si modul in
care mecanismele de reglare genetica ale bacteriilor le influenteaza in contextul achizitiei de ARG.

in Capitolul IV sunt rezumate principalele constatiri si concluzii ale acestei teze, oferind
o imagine de ansamblu cuprinzatoare a contributiilor cercetarii si subliniind potentialele cai pentru
investigatii viitoare.

In ansamblu, aceastd tezi de doctorat contribuie la o intelegere mai profunda a rolului
sistemului CRISPR-Cas in adaptarea si evolutia procariotelor, concentrandu-se asupra impactului
sau asupra diversitatii genomice, distributiei geografice si rezistentei la antibiotice. Aceasta
cercetare faciliteazd detectarea acestor sisteme in studii viitoare prin caracterizarea sistemelor
CRISPR-Cas in bacterii patogene si dezvoltarea de amorse PCR specifice. In plus, exploreazi
corelatiile dintre caracteristicile structurii CRISPR si originea geografica, oferind perspective
asupra evolutiei si raspandirii acestui sistem imunitar adaptiv. Constatari noi evidentiaza relatia
complexa dintre diferitele tipuri de sistem CRISPR-Cas si achizitia de gene de rezistentd la
antibiotice in bacterii relevante clinic. Aceasta cercetare contribuie la fundamentul pentru
investigatii viitoare in dezvoltarea de strategii inovatoare bazate pe CRISPR pentru a combate

rezistenta la antibiotice.



Capitolul I: Sistemul CRISPR-Cas: Puternicul modulator al genomurilor

accesorii In procariote

Fiind expuse frecvent la invazia acizilor nucleici strdini, bacteriile si archaea au dezvoltat
un sistem de apdrare adaptiva ingenios numit CRISPR-Cas. Sistemul este compus din structura
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats), impreuna cu genele asociate
CRISPR (Cas). Acest sistem consta dintr-un mecanism complex care integreaza fragmente de acizi
nucleici straini de la virusuri si elemente genetice mobile (MGE) in structura CRISPR. Segmentele
inserate (secventele spacer) sunt transcrise si apoi utilizate de proteinele Cas ca ARN ghid pentru
recunoasterea si inactivarea tintelor. Diferite tipuri si familii de sisteme CRISPR-Cas constau in
module distincte de adaptare si efectori cu traiectorii evolutive partial independente. Originea
modulelor efectoare si mecanismul de integrare/stergere a secventelor spacer este mult mai putin
clar. O revizuire a celor mai recente date privind structura, ecologia si evolutia sistemelor CRISPR-
Cas si rolul lor in modularea genomurilor accesorii in procariote este propusa in acest articol.
Impactul sistemului CRISPR-Cas asupra fiziologiei si ecologiei procariotelor, modularea
evenimentelor de transfer orizontal de gene, este, de asemenea, discutat aici. Acest sistem a castigat
popularitate dupa ce a fost propus ca instrument pentru editarea embrionilor de plante si animale,
in terapia cancerului, ca agent antimicrobian Impotriva bacteriilor patogene si chiar in lupta

impotriva virusurilor.

Capitolul II: Diversitatea si distributia sistemelor CRISPR-Cas in

Enterobacteriaceae: implicatii pentru evolutie si epidemiologie

Adaugarea succesivd a secventelor a secventelor spacer in structura CRISPR a facut din
acest sistem un marker molecular valoros, cu multiple aplicatii. Datorita gradului ridicat de
polimorfism al locilor CRISPR, compararea lor in bacterii din diverse surse poate oferi perspective
asupra evolutiei si raspandirii sistemelor CRISPR-Cas. Scopul acestui studiu a fost de a stabili o
corelatie Intre locii CRISPR din enterobacterii, secventa de repetitii directe (DR) si numarul de

unitati spacer, Impreuna cu originea geograficad si sursa de colectare. In acest scop, un total de



4401 genomuri atribuite speciilor Escherichia coli (n=2133), Salmonella enterica (n=1297) si
Klebsiella pneumoniae (n=971) (familia Enterobacteriaceae) au fost preluate din baza de date
CRISPRCas++ (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/MainDb/StrainList). Cel mai raspandit a fost
sistemul CRISPR-Cas I-E in toate cele trei specii studiate. E. coli prezinta si tipul I-F, dar Intr-un
procent mult mai mic. Sistemele gasite in K. pneumoniae pot fi clasificate in I-E si [-E*. Sistemele
I-E si I-F au doi loci CRISPR, in timp ce [-E* are un singur locus Tn amonte de clusterul Cas.

In urma analizelor statistice, nu a fost evidentd o grupare distinctd, dar au existat relatii
semnificative statistic intre diferitele locii CRISPR si numarul de unitati spacer: pentru fiecare
dintre speciile interogate, numarul de unitati spacer a fost semnificativ diferit (p <0.01) in functie
de origine (Africa, Asia, Australia si Oceania, Europa, America de Nord si America de Sud), dar
nu a fost legat de tipul sursei de izolare (tulpini umane, animale, vegetale, alimentare sau de
laborator). Nu a fost gasitd nicio asociere cu secventa DR, demonstrand ca variantele CRISPR-
Cas sunt vechi si foarte raspandite.

Nu 1n ultimul rand, au fost dezvoltate amorse PCR de inalta eficientd pentru fiecare locus,
valorificand regiunile conservate ale secventelor care flancheaza, identificate in timpul
caracterizarii CRISPR. Aceste amorse faciliteazd cercetarile viitoare, permitiand amplificarea si
analiza tintitd a acestor loci CRISPR 1n diverse populatii bacteriene. Un subset al acestor amorse
este deja utilizat In laboratorul nostru pentru a investiga sistemele CRISPR-Cas in bacterii din

diverse medii, demonstrand valoarea lor practica.

Capitolul III: CRISPR-Cas si rezistenta la antibiotice: o relatie paradoxala in

E. coli si P. aeruginosa

Acest studiu a avut ca scop investigarea impactului sistemelor CRISPR-Cas de tip I-E si I-
F asupra achizitiei de gene de rezistenta la antibiotice (ARG) la Escherichia coli si Pseudomonas
aeruginosa, doua bacterii patogene de relevantd clinica. Datele genomice din bazele de date
disponibile public au fost analizate pentru prezenta si tipul sistemelor CRISPR-Cas si ARG.
Secventele spacer au fost extrase, iar tintele lor au fost identificate folosind CRISPRTarget. Teste
statistice au fost utilizate pentru a compara prevalenta ARG intre genomurile cu si fara sisteme

CRISPR-Cas.



Tipurile de sistem CRISPR-Cas prevalente (I-E in E. coli si I-F in P. aeruginosa) nu au
impiedicat achizitia de ARG. Surprinzator, genomurile E. coli cu sistemul I-E au prezentat o
prevalentd mai mare de ARG in comparatie cu cele fara CRISPR-Cas (p<00001). Multe variante
ARG au fost gisite exclusiv in genomuri care poseda tipul I-E CRISPR-Cas. In schimb, tipurile
de sistem mai putin comune (I-F in E. coli si I-E in P. aeruginosa) au fost asociate cu o prevalenta
redusd a ARG (p<00001 in E. coli si p=0.0122 in P. aeruginosa). Nu au fost gésite secvente spacer
care sa vizeze direct ARG-uri sau componente ale integronului.

Sub presiunea selectiva a antibioticelor, sistemele CRISPR-Cas foarte active ar impune
probabil un cost semnificativ in ceea ce priveste supravietuirea si capacitatea bacteriilor de a se
reproduce, prin prevenirea achizitiei de ARG, vizand MGE care le transporta. Aceste descoperiri
contestd presupunerea ca sistemele CRISPR-Cas Tmpiedicd in mod universal achizitia de ARG,
evidentiind o interactiune complexa care poate fi influentatd de costurile de fitness si de presiunile
selective alternative. Aceastd cercetare contribuie la o intelegere mai profunda a rolului complex

al sistemelor CRISPR-Cas in evolutia bacteriana si si rezistenta la antibiotice.

Capitolul IV: Concluzii generale si noutatea rezultatelor

IV.1. Concluzii generale
Aceasta tezd de doctorat a explorat rolul complex al sistemului CRISPR-Cas si implicatiile
sale evolutive 1n speciile procariote relevante clinic. Printr-o combinatie de analiza a literaturii,

analiza bioinformatica si cercetare bazata pe ipoteze, am dezvaluit cateva concluzii cheie:

e Sistemele CRISPR-Cas modeleaza evolutia procariotelor prin imunitate adaptativa si
modularea genomului: Articolul nostru cuprinzator de tip review subliniaza rolul esential
al sistemului CRISPR-Cas in imunitatea procariotelor, evoludnd constant ca raspuns la
peisajul dinamic elementelor genetice mobile. Dincolo de rolul sau in apararea adaptativa,
sistemele CRISPR-Cas influenteaza, de asemenea, transferul orizontal de gene, modeland
achizitia atat a materialului genetic benefic, cat si a celui daunator. Aceastd interactiune
evidentiazd complexitatea evolutiei si adaptarii bacteriene, sistemul CRISPR-Cas servind

ca un modulator cheie al genomurilor procariote.



e Sistemele CRISPR-Cas sunt vechi, raspandite si diverse: Lucrarea noastrd confirma
radacinile evolutive profunde ale imunitatii CRISPR-Cas. Distributia largd a acestor
sisteme si diversitatea tipurilor si subtipurilor evidentiaza importanta lor Tn modelarea
genomurilor procariote si a raspunsurilor adaptative.

e Mecanismul de bazi este stabil, repertoriul de unititi spacer este dinamic: In timp ce
mecanismul de baza CRISPR-Cas (genele cas si secventa DR) prezintd o conservare
remarcabild intre specii si in timp, repertoriul de unitati spacer suferd o evolutie rapida ca
raspuns la provocarile de mediu locale. Acest echilibru de stabilitate si adaptabilitate
permite procariotelor s mentind o aparare eficientd impotriva amenintdrilor diverse si in
continud schimbare

o Sistemele CRISPR-Cas influenteaza HGT printr-o interactiune complexi de factori: in
timp ce sistemele CRISPR-Cas nu vizeaza direct ARG sau componentele integronului, ele
pot afecta indirect achizitia de ARG prin vizarea plasmidelor si fagilor care le transporta
adesea. De asemenea, aceste plasmide pot contine profagi integrati, care pot fi vizati de
sistemul CRISPR-Cas, ducand la eliminarea atat a profagului, cat si a plasmidei care
transportd ARG. Cu toate acestea, lucrarea noastrd sugereaza ca relatia dintre CRISPR-Cas
st HGT este complexd si dependenta de context, unele sisteme putind facilita achizitia de
gene benefice in anumite conditii.

e CRISPR-Cas si rezistenta la antibiotice: Sistemele CRISPR-Cas nu previn neaparat
achizitia de ARG. De exemplu, tipurile de sistem CRISPR-Cas prevalente atat in E. coli
(I-E), cét si in P. aeruginosa (I-F) nu au impiedicat achizitia de ARG si, in cazul E. coli,
au fost chiar asociate cu o prevalenti crescuti a ARG. In schimb, tipurile CRISPR-Cas mai
putin raspandite Tn ambele specii au fost legate de o prezenta redusa a ARG. Aceasta relatie
paradoxald subliniazd nevoia urgentd de cercetdri suplimentare pentru a intelege
interactiunea complexa dintre CRISPR-Cas, rezistenta la antibiotice si alte presiuni
selective.

In general, aceasti tezi demonstreazi impactul semnificativ al sistemelor CRISPR-Cas
asupra evolutiei, ecologiei si fiziologiei procariotelor. Prin Intelegerea mecanismelor si dinamicii
acestor sisteme, putem obtine informatii valoroase despre lupta continud dintre bacterii si
elementele genetice mobile si putem dezvolta instrumente si strategii inovatoare pentru a aborda

provocdrile globale de sanatate, cum ar fi rezistenta la antibiotice.



IV.2. Noutatea rezultatelor

Aceasta teza aduce cateva contributii inovatoare in domeniul cercetarii CRISPR-Cas si
bacteriene:

Analiza diversitatii CRISPR-Cas in Enterobacteriaceae: Analiza noastrd bioinformatica
oferd o caracterizare cuprinzatoare a sistemelor CRISPR-Cas in cadrul a trei genuri de
Enterobacteriaceae importante clinic (Salmonella, Escherichia si Klebsiella). In mod notabil, am
identificat o variatie geografica semnificativa in numarul de unitti spacer din cadrul structurilor
CRISPR. Acest lucru sugereaza ca presiunile de mediu locale, cum ar fi expunerea la diversi
bacteriofagi, pot conduce la adaptarea repertoriului de secvente spacer la acesti agenti patogeni.
Aceastd constatare oferd perspective valoroase asupra fortelor ecologice si evolutive care
modeleaza diversitatea CRISPR-Cas in aceste bacterii si evidentiazd importanta ludrii In
considerare a contextului geografic atunci cand se studiaza imunitatea mediata de CRISPR-Cas.

Investigarea relatiei dintre CRISPR-Cas si ARG: Studiul nostru abordeaza interactiunea
complexa dintre sistemele CRISPR-Cas si achizitia de ARG, un subiect de interes semnificativ in
domeniu. Noutatea abordarii noastre constd in compararea sistematica a doua sisteme CRISPR-
Cas prevalente (I-E si I-F) atat in E. coli, cat si in P. aeruginosa. Aceastd analiza comparativa ne
permite sd analizam impactul unic pe care fiecare sistem il are in cadrul diferitelor specii
bacteriene, unde sunt supuse unor mecanisme de reglare distincte. Observatiile noastre contesta
opinia conventionald conform cédreia CRISPR-Cas actioneazd universal ca o barierd in calea
achizitiei de ARG, subliniind importanta ludrii in considerare a tipului specific de sistem si a
contextului ecologic atunci cand se evalueaza impactul sdu asupra rezistentei la antibiotice.

Observatii consistente cu o structurd CRISPR-Cas antica si distribuitd global: Constatarile
noastre, impreund cu cercetdrile anterioare, sustin ipoteza unei origini antice si a unei diseminari
globale a secventelor DR in cadrul sistemelor CRISPR-Cas. Acest lucru intareste notiunea ca
mecanismul de baza CRISPR-Cas este foarte conservat si probabil precede divergenta multor linii
bacteriene. Observatiile noastre se adauga la numarul tot mai mare de dovezi care sugereaza ca, in
timp ce repertoriul de secvente spacer evolueaza rapid ca raspuns la presiunile locale, cadrul
fundamental al sistemului raimane remarcabil de stabil evolutiv Tn timp.

Dezvoltarea de amorse PCR specifice locilor CRISPR: In acest studiu au fost dezvoltate si

validate amorse PCR pentru fiecare locus CRISPR identificat in studiul nostru. Aceste amorse pot



fi utilizate 1n cercetdrile viitoare pentru a investiga prevalenta si diversitatea sistemelor CRISPR-
Cas in diverse medii si contexte clinice.

In ansamblu, aceste contributii avanseaza intelegerea noastra asupra sistemului CRISPR-
Cas si a implicatiilor sale pentru evolutia si ecologia procariotelor si in lupta continua impotriva

rezistentei la antibiotice.
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