UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE
SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

Studiul omic integrat al caii metabolice de
degradare a nicotinei din microorganismul

Paenarthrobacter nicotinovorans

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:

PROF. DR. HABIL. MIHASAN MARIUS

Student-doctorand:
EL-SABEH AMADA

IASI
2025



CUPRINSUL TEZEI

INTRODUGERE. ...ttt bbbttt nb et b bt e n e r e nneens 5
IMULTUDMIRLL ..ottt bbbt b e b b e n e 6
LISTA DE ABREVIERL .......c.cooiiiiiiiiiiisiissesiese ettt 7
CUVINTE CHEIE ...t bbbt bt bbb b 10
MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI ......ccccoiiiiieiinieiee e 11
Motivatia stiinfificd @ StUATUIUL ......eeviiiiei s 12
Motivatia economica $i ecologicd a StUATUIUL ......cceiiviiiiiiice e 13
Motivatia medicald @ StUATUIUL.......ccoviiiiiiiiie s 14
Lacune in stadiul actual al cunoasterii relevante StUdiulUi.............cooeiereiiiiiiine 16
SCOPUL SEUTUIUI vttt et e s e e e e s teenbesteeraenbenre s 18
Obiectivele principale ale StUAIUIUIL ........cooviiiiiiie s 19

CAPITOLUL 1 - TAXONOMIA, BIOCHIMIA SI BIOLOGIA MOLECULARA A SPECIEI

PAENARTHROBACTER NICOTINOVORANS ... 21

1.1 Taxonomia speciei Paenarthrobacter NICOtINOVOIaNS............ccoviererierieieises e 21
1.2 Particularitati morfologice, metabolice si fiziologice ale genului Paenarthrobacter ............ 21
1.3 Necesitatea studiului metabolismului bacterian al NiCOtINEI .............ccociiiiiciiiiie, 22
1.4 Caile de degradare microbiana @ NICOTNEI ........ecvveereerriiiiiie et 25
1.5 Degradarea nicotinei la Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919 ...........cccccvvveviennns 26
1.5.1 Megaplasmidul PAOL ........ooiiccee e nre e e 26
1.5.2 Calea de degradare a nicotinei de la P. nicotinovorans ATCC 49919 .........c..cccceveeenee 28

CAPITOLUL 2 - STIINTELE OMICE SI APLICABILITATEA LOR IN STUDIUL

MICROORGANISMELOR ......ooiiiiiiieiiieeies s 32

2.1 Elemente definitorii ale stiintelor OMICE.........c.vrviireieeiiiisesee s 32
2.2 Aplicatii curente si potentiale ale Stiintelor OMICE..........ccverieiiiiiiiii e 34
2.3 Provocari ale $tintelor OMICe .........ccviiiiiiiiiiiic 36
2.3.1 Reproductibilitatea si replicabilitatea .............ovvveririeiiiniie e 38
2.3.2 Certitudinea reprezentarii cu acuratete a moleculelor biologice .........cccevveriiriicrnennne. 39
2.3.3 Stocarea datelor masive din stiintele OMICE ..........cocviiiiiiiiicic 40
2.3.4 Provocari specifice pentru studiile MUltiomiCe ........ccecvviirieiiiieieneceeeseee e 47
2.4 Evolutia tehnicilor de SECVENTIETE .........ceiviiiiieiiciiie it 49
2.4.1 Prima generatie de tehnici de SECVENLIETE.......cccveviiiiiiiiii i, 49
2.4.2 A doua generatie de tehnici de SECVENTIETE .......c.ccvirieeiiririerie e 51
2.4.3 A treia generatie de tehnici de SECVENTIETE .........cvvvirveiiiiiece e 55
2.5 Genomica si aplicatiile sale n studiul microorganiSmelor ...........ccocvviiiienie e, 61
2.5.1 Progrese Tn studiul procariotelor determinate de dezvoltarea genomicii.............cccue.... 61
2.5.2 Oportunitati oferite de analiza GENOMICA. ..........cceviriereiriirie e 62
2.5.3 Dificultatea genomicCii DACIEMENE .........cov e 63
2.5.4 Abordari pentru asamblarea completd a genomurilor ...........ceovvviiiiiiii i, 64
2.6 Transcriptomica si aplicatiile sale in studiul microorganismelor ............cc.ccoovvriveiiiieniennnnne. 71
2.6.1 Evolutia tranSCrPLOMICTT . .evvrvverrirririeeirisreeie s s 71
2.6.2 Oportunitati oferite de analiza tranSCriptoOMICA ..........evcvvrrieiieriisie e 72
2.6.3 Abordari Tn tranSCIIPLOIMICA. ... .cviirerieerierreeie st seere et nr e nnenns 73
2.6.4 Dificultati in analiza transcriptomului DaCterian ...........coovvevervreeieneseenene e 77
2.6.5 Studii transcriptomice ale cdilor microbiene de degradare a nicotingi............c.cccvvenee. 81
2.7 Proteomica si aplicatiile sale in studiul microorganismelor ...........c.ccvovviiiniiiiiene e, 82
2.7.1 EVOIULIA PrOtEOIINICIL .veuvevvesrisresseisresieesresreesresre s e sne e nnesr e snesre e nr e nne e nnennes 82
2.7.2 Oportunitati oferite de analiza ProteOMUIUL..........c.cvvviiiiiiiieiieii e 83
2.7.3 ADOTAArT TN PrOtEOIMICA. . .eeivviiiitiiesiiie it site e e steeestie e st e et sib e e st e e srbe e e sbe e e sbaeesnbe e e sebeenneeas 83
2.7.4 Dificultati in analiza proteomului bacterian ..........ccccvvviiiiiiiiiiic 85

2.7.5 Studii proteomice asupra genului ArthrobDacter ............ccoeiiiiiieiiniie e 87



CAPITOLUL 3 - METODE DE CERCETARE ......oiiiie e 89

3.1 MEtOdE IN VITIO ... 89
3.1.1 Tulpini bacteriene si conditii de crestere Utilizate ...........ccevveiieiieiieienececeeseeiee 89
3.1.2 Determinarea momentelor cheie ale catabolismului nicotinei............cc.cccvvviiiniiinnne 91
3.1.3 Extractia, purificarea, tratamentul enzimatic si cuantificarea acizilor nucleici prealabile

pregatirii bibliotecilor Pentril SECVENTIETE ........eeveeivieriieiiie ettt 96
3.1.4 Pregatirea bibliotecilor de SECVENLIEIE........cvvviiiiiiiiii 113
3.1.5 Secventierea cu citire scurtd sau lunga a acizilor NUCIEICT........cervrveieiireeie e 121

3.2 Metode iN SHHCO.......coiiiiii 124
3.2.1 Identificarea nucleotidelor din datele brute ONT — basecalling...........cccccoeviiieiennenn, 124
3.2.2 Procesarea datelor de secventiere a ADN-ului, asamblarea si analiza genomurilor..... 126
3.2.3 Procesarea datelor de secventiere a ARN-ului si analiza DGE ..............ccoocoiiinnnnn 142
3.2.4 Integrarea si vizualizarea datelor MultiomicCe...........cccvveriiiiiiiiiiii e, 172
3.2.5 ANALIZA STATISTICA. ...uviiiiiiieiiee ettt sttt et sib e st e sbb et e e e bt e e snbe e e sebe e e be e e 175

CAPITOLUL 4 - REZULTATE SIDISCUTIL....ccoiiitiiiieieisisesie e 178

4.1 Asamblarea, adnotarea si analiza genomului Paenarthrobacter nicotinovorans ................ 178
4.1.1 Procesarea datelor genomice de la P. nicotinovorans ATCC 49919..........cccccceeveveneae 179
4.1.2 Asamblarea de novo hibrida a genomurilor si adnotarea cu NCBI PGAP ................... 184
4.1.3 Proprietatile genomului P. nicotinovorans ATCC 49919 .........cccccevviiivincninciceenn 185
4.1.4 Validarea genomului P. nicotinovorans ATCC 49919..........cccccceiiiiiieiiiniiese e 187
4.1.5 Evaluarea functionalitatii genomului P. nicotinovorans ATCC 49919...........c.ccceuee. 197

4.2 Analiza transcriptomica a degradarii nicotinei la Paenarthrobacter nicotinovorans.......... 205
4.2.1 Momentele cheie ale catabolismul NICOtINET ..o 206
4.2.2 Optimizarea secventierii directe a ARN-ului bacterian cu ONT Flongle..................... 208
4.2.3 Procesarea datelor transcriptomice de la P. nicotinovorans ATCC 49919 .................. 212
4.2.4 Analiza expresiei diferentiale a genelor in timpul degradarii nicotinei.............cccenee 224
4.2.5 Analiza pentru Tmbogatirea functionald a SDEGS .........ccccccviiiiiiiiiiiiiieee e 227

4.3 Analiza multiomica a degradarii nicotinei la Paenarthrobacter nicotinovorans................. 229
4.3.1 Rezultatele reinterpretarii datelor proteomice folosind genomul complet ................... 229
4.3.2 Gene plasmidiale exprimate diferential in timpul degradarii nicotinei ........................ 229
4.3.3 Gene cromozomiale exprimate diferential in timpul degradarii nicotinei.................... 233
4.3.4 Integrarea cdii de degradare a nicotinei in metabolismul general al celulei................. 234
4.3.5 Gene implicate Tn reglarea tranSCrErii.....c..cveieeiieeiec e 236
4.3.6 Gene implicate Tn transportul tranSmMembranar.............c.ccooveieneieieis s 237
4.3.7 Gene implicate 1n raspunsul la stresul oXidativ ........ccovveviiiiiiiiiiiine e 238

4.4 Contributii In baze de date si platforme de dezvoltare software de referintd internationala.241

CONCLUZIL ..o et r e e nre s 242
PERSPECTIVE DE CONTINUARE A STUDILOR.......ccoiiiiieiiiiee et 246
BIBLIOGRAFIE. ... .ot r e re e nn e nns 248



CUVINTE CHEIE

Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919, Arthrobacter oxydans, Arthrobacter
nicotinovorans, pAOl, degradare, studiu integrat, megaplasmid, bacterie, actinomicet,
actinobacterie, microorganism, NDM, NDB, nicotina, citrat, TCA, 6-hidroxi-nicotina,
catabolism, metabolism, genom, genomic, transcriptom, transcriptomic, proteom,
proteomic, multiomic, expresie diferentiald a genelor, expresie diferentiald a proteinelor,
analizd functionala, DEG, DEP, DGE, DPE, DESeq2, secventiere, secventiere de ultima
generatie, secventiere cu citire scurta, de Novo, secventiere cu citire lunga, secventiere ADN,
secventiere ARN, direct-RNA sequencing, nanopor, Oxford Nanopore Technologies, ONT,
MinlON, Flongle, Mk1B, long-read sequencing, nanopore sequencing, short-read
sequencing, asamblare hibrida, hybrid assembly, Unicycler, bioinformatica, spectrometrie

de masa, cromatografie lichida, UPLC, biotehnologii microbiene



MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Nicotina este un metabolit secundar, fiind un insecticid natural sintetizat de plante
din familia Solanaceae ca mecanism de aparare impotriva insectelor. Datorita continutului
lor ridicat de nicotina, speciile de Nicotiana sunt culturi cu importanta economicd in
numeroase tari, compusul reprezentand 98% din alcaloizii totali ai plantei si 2-8% din masa
sa uscatd. In cantitati mai reduse decat in planta de tabac, nicotina este prezenta si la alti
membri ai familiei Solanaceae (cartofi, rosii, vinete, ardei iuti etc.) si chiar la varietatile de
Camellia sinensis consumate la scara globala sub forma de ceaiuri.

Datorita toxicitatii sale si a actiunii rapide in forma sa pura, nicotina a fost intens
folosita in agricultura drept insecticid. Cu toate ca este sintetizata de plante Th mod natural,
insecticidele pe baza de nicotina au fost interzise in SUA din 2001 de catre Agentia pentru
Protectia Mediului (eng. Environmental Protection Agency) pentru a preveni contaminarea
produselor alimentare cu alcaloidul toxic. Tn ciuda acestor eforturi locale, la nivel mondial
si intr-un singur an (2014), industria tutunului a generat peste 32 de milioane de tone de tutun
verde, din care au fost produse 6,5 milioane de tone de tutun uscat, 6 trilioane de tigari si,
totodatd, cantitati semnificative de deseuri care contin nicotina. Aceste deseuri sunt prezente
sub forme multiple, variind de la materia vegetala uscata cu un continut de nicotina de 0,83%
(9/g) in tulpini si 1,5% - 2,22% (g/g) in frunze, la apele reziduale si materialele plastice
contaminate cu nicotind. Atunci cand continutul de nicotind depaseste 0,05% (g/g),
Reglementarile Uniunii Europene clasifica deseurile de tutun drept ,.toxice si daunatoare”.

Din cauza consumului de tutun si de alimente care contin nicotind la nivel mondial,
atat compusul organic propriu-zis cat si metabolitii sai activi sunt introdusi continuu in
mediul terestru si acvatic, prin cdi si mecanisme numeroase si diverse, precum apele uzate
municipale sau aruncarea necorespunziatoare a produselor cu nicotind si a deseurilor
industriale implicate n prelucrarea tutunului. Drept consecintd, nicotina a devenit un poluant
important din cauza activitatilor industriale umane, iar toxicitatea exercitata de compus si de
derivatii sai asupra mediului reprezintd o preocupare majora in ultimele decenii, deseurile
necesitand tratamente adecvate pentru a fi eliminate in siguranti®-2,

Mai mult, considerand povara economica substantiald necesara pentru deversarea in
conditii de sigurantd a deseurilor de tutun, nu este surprinzitor faptul ca metodele de
valorificare a acestor resurse de biomasa regenerabila sunt discutate intens si in mod constant
de lainceputul secolului. Deoarece structura chimica a alcaloidului prezinta un inel piridinic

si unul pirolidinic, nicotina reprezintd un substrat pentru sinteza sau biotransformare in



derivatii sai functionali si regenerabili, care variaza de la substante de interes farmaceutic si
agricol la precursori pentru sinteza unor astfel de compusi de interes economic.

Amintind ca nicotina este un metabolit natural, nu este surprinzator faptul ca
microorganismele au dezvoltat seturi complete de gene care le permit degradarea nicotinei
si utilizarea ei ca sursad de carbon si azot. Descoperirea in anii 1950 a bacteriilor si fungilor
care pot degrada alcaloidul, in ciuda toxicitatii sale, a fost revolutionara, deoarece a sugerat
ca procesul catabolic mediat de agenti biologici ar putea reprezenta o strategie ecologica,
economici si eficientd pentru tratamentul deseurilor ce contin nicotini. In prezent,
microorganismele care degradeaza nicotina si aparatul lor enzimatic sunt de interes major

pentru decontaminarea si reutilizarea deseurilor de nicotina®,

Motivatia stiintifica a studiului

Microorganismul care reprezinta obiectul acestui studiu este Paenarthrobacter
nicotinovorans ATCC 49919, datorita capacitatii sale de a degrada si converti nicotina in
compusi netoxici si utili. Avand in vedere cunostintele acumulate cu privire la mecanismele
biochimice si genetice de reglare a metabolismului nicotinei la P. nicotinovorans ATCC
49919, aceasta actinobacterie prezinta in primul rand importanta ca model de referinta al
unui microorganism care realizeazd catabolismul nicotinei utilizdnd calea piridinica.
Degradarea nicotinei prin calea piridinica de la P. nicotinovorans ATCC 49919 este cea mai
bine studiata la momentul de fata, fiind cunoscut ca este codificata de catre grupul de gene
nic din secventa megaplasmidului pAO1%,

In al doilea rand, tulpina reprezinti un model pentru studiul evolutiei moleculare a
cailor catabolice si raspandirea lor prin transfer orizontal de gene (eng. horizontal gene
transfer, HGT) prin intermediul plasmidelor bacteriene din sol. O analiza a relatiei dintre
genotip si ecotip a demonstrat ca pangenomul Arthrobacter este deosebit de deschis, fiind
asociat cu un genom accesoriu volatil Tn comparatie cu studiile anterioare ale pangenomului
altor genuri. In privinta reprezentatului P. nicotinovorans ATCC 49919, exista dovezi
puternice care sustin ca grupul de gene nic a fost probabil dobéandit de pAO1, sau de o
plasmida precursoare, din cromozomul unei bacterii posibil inrudita cu Rhodococcus opacus
sau cu o specie de Arthrobacter inci necunoscuti. In plus, pAO1 a fost implicat in HGT

chiar de pe cromozomul tulpinii ATCC 49919 la alte specii din genul Arthrobacter®.

Motivatia economicd i ecologica a studiului
Tn al treilea rand, exista un interes in crestere la nivel global pentru utilizarea agentilor

biologici reprezentati de bacteriile capabile de degradarea nicotinei (NDB) pentru
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decontaminarea alcaloidului aflat in cantitatile importante de deseuri generate anual de
industria tutunului si eliminate necorespunzator. Asadar, datoritd capacitatii sale de a
cataboliza nicotina toxica, P. nicotinovorans ATCC 49919 este o tulpind de importanta
ecologica si economica. Utilizarea sa in scopul decontamindrii nicotinei si bioremedierii
resurselor naturale ar adera cu usurinta la principiile chimiei verzi, biodegradabile, netoxice
si prietenoase cu mediul®*,

In al patrulea rand, tulpina ATCC 49919 poate fi utilizata pentru conversia deseurilor
ce contin nicotind intr-o intreagd gama de ,substante chimice verzi”. Grupul
actinobacteriilor, in care este cuprins si P. nicotinovorans ATCC 49919, este singur
responsabil de producerea a 45% din metabolitii secundari documentati si a multor enzime
litice cunoscute pentru functiile jucate in diverse procese fiziologice, celulare si biologice,
inclusiv in transductia semnalelor care le permite interactiunea cu mediul si adaptarea
corespunzitoare®. Diverse specii de actinobacterii din genurile Rhodococcus, Streptomyces,
Nocardioides si Corynebacterium sunt utilizate drept fabrici celulare pentru sinteza de
produse industriale utile. Prin urmare, nu este surprinzator cd numerosi metaboliti
intermediari ai caii de degradare a nicotinei de la P. nicotinovorans ATCC 49919 au
importanta industriala si farmaceutica.

De exemplu, in urma degradarii nicotinei de catre P. nicotinovorans ATCC 49919,
in mediul de culturi se acumuleaza metilamina. In plus, la aceasta specie sunt sintetizati si
alti derivati nicotinici, precum acidul gama-aminobutiric (GABA), acidul a-cetoglutaric,
acidul succinic etc. Metilamina este un compus intermediar major in industria chimica,
folositd ca precursor pentru sinteza altor compusi organici. Metilamina este utilizatd in
industria farmaceutica pentru sinteza de teofilind si efedrina, fiind folosita si in obtinerea de
pesticide si solventi, fiind estimat ca in 2005 au fost produse aproximativ 115.000 de tone
de metilamina prin metoda chimica. Acidul succinic a fost desemnat de catre Departamentul
pentru Energie a SUA drept unul din cei top 12 produsi cu valoare adaugata din biomasa,
reprezentand substante chimice de baza, cu multiple grupari functionale care le confera
potentialul de a fi transformate n noi familii de molecule utile. Tn 2021, dimensiunea pietei

globale a acidului succinic a fost evaluata la ~223 milioane USD.

Motivatia medicala a studiului
Ceea ce deosebeste P. nicotinovorans ATCC 49919 de alte microorganisme care au
capacitatea de a utiliza nicotina ca sursa de carbon este potentialul tulpinii in industria

farmaceutica, prin metabolitii secundari pe care 1i sintetizeaza. Dintre acestia, de relevanta



majora sunt GABA, acidul o-cetoglutaric, 6-hidroxi-L-nicotina (6HLN) si chiar si
metilamina discutata anterior.

Efectele 6HLN asupra deteriorarii memoriei, anxietatii si stresului oxidativ au fost
testate intr-un model animal al bolii Alzheimer indus de scopolamina la pestele zebra, Danio
rerio. Testele comportamentale, determinarea biochimica a activitatii acetilcolinesterazei si
ale enzimelor stresului oxidativ exprimate in creierul pestilor zebra, impreund cu analiza prin
reactia de polimerizare in lant cantitativa in timp real (RT-qPCR) a expresiei unor gene
implicate In modularea proceselor de invatare si memorie au indicat cd 6HLN a atenuat
comportamentul anxios si deficitele de memorie, a redus stresul oxidativ si activitatea
acetilcolinesterazei in creierul pestilor si a crescut expresia genelor marker testate’. Drept
urmare, a fost postulat cd 6HLN ar putea s compenseze epuizarea acetilcolinei si sa
restabileasca functiile normale ale creierului, fiind o posibild tintd pentru dezvoltarea
medicamentelor utile in tratamentul tulburarilor asociate cu o reducere a nivelului de

acetilcolind din creier, precum boala Alzheimer’.

Lacune in stadiul actual al cunoasterii relevante studiului

In urma celor expuse, putem constata ca importanta tulpinii P. nicotinovorans ATCC
49919 este una multifactoriala. Suplimentar valorii bacteriei pentru studiul caii de degradare
a nicotinei prin calea piridinica, aceasta are potentialul de a deveni o fabrica celulard pentru
compusi obtinuti prin practicile chimiei verzi, care implicd procese industriale mai durabile®,
pornind de la resursele regenerabile reprezentate de cantitdtile mari de nicotind produse
anual si existente in apele si solurile deja contaminate. Produsele rezultate din catabolizarea
nicotinei prin calea codificatd de pAO1, dintre care au fost evidentiate metilamina, acidul a-
cetoglutaric, acidul succinic, acidul y-aminobutiric si 6-hidroxi-L-nicotina, au valoare
economica intrinsecd, dar pot fi utilizate si in calitate de precusori pentru sinteza unei game
largi de compusi cu aplicatii in multiple arii ale industriei, intre care cea farmaceutica,
agricola, alimentara si cosmetica.

Tn ciuda potentialului tulpinii P. nicotinovorans ATCC 49919 si a faptului ca secventa
megaplasmidului pAO1 este cunoscuti® din 2003, este surprinzitoare lipsa unui genom
complet al unei tulpini de P. nicotinovorans in bazele de date de secventa. Din acest motiv,
eforturile de valorificare a potentialului in ecologie si biotehnologie al oricaror tulpini de
Paenarthrobacter sunt grav ingreunate sau chiar totalmente Tmpiedicate de lipsa

instrumentelor genetice adecvate pentru modificarea cu precizie a ratei de metabolizare a



oricarui substrat in vederea imbunatatirii sintezei diversilor intermediari metabolici de
interes.

Absenta unui genom complet si adnotat functional este insotita de volumul redus de
date referitoare la mecanismele genetice de reglare ale cailor metabolice codificate atat de
cromozomul bacterian in sine, dar si de plasmidele corespunzitoare, dupa caz. In plus, in
cazul existentei plasmidelor, ceea ce este de relevantd pentru ATCC 49919, sunt esentiale
cunostinte exhaustive privind mecanismele prin care caile metabolice codificate de ADN-ul
extracromozomial interactioneaza si se integreazd cu cele codificate de cromozomul
bacterian. Dobandirea acestor informatii necesita, pe langa explorarea implicitd a genomului,
si evaluarea modificarilor in functie de conditiile de mediu, ce pot fi analizate doar la nivelul
transcriptomului si proteomului. Lipsa secventei complete a genomului bacterian este
insotitd si de absenta informatiilor cheie privind origini ale replicarii, promotori, structura
operonilor, situsurile de initiere si terminare a transcrierii si sistemele CRISPR existente la
genul Paenarthrobacter, ceea ce impiedica dezvoltarea instrumentelor de inginerie genetica.
Mai mult decét atat, nici plasmidele genului Paenarthrobacter nu sunt Tndestul studiate,

existind doar doud publicatii®!

care s-au axat pe genomica comparativd si biologia
moleculara a acestora.

Eliminarea obstacolului reprezentat de genomul incomplet al oricéarei tulpini din
genul P. nicotinovorans este un pas important inspre exploatarea acestor microorganisme.
Cu toate acestea, secventierea si asamblarea genomului bacteriei P. nicotinovorans ATCC
49919 1n mod specific este de si mai mare relevanta stiintifica si actualitate, fiind un pas
important Tn completarea eforturilor deja depuse in caracterizarea caii de degradare a
nicotinei prin intermediul piridinei. Abordarea ,clasica” de clonare, purificare si
caracterizare utilizatd pana in 2019 pentru studierea metabolismului nicotinei la P.
nicotinovorans ATCC 49919 nu a reusit sa furnizeze date experimentale solide despre
functia a numeroase gene ce alcituiesc calea piridinei codificatd de pAO11L.

Pentru a adresa aceasta problema, Mihdsan et al. au utilizat o abordare proteomica
folosind cromatografie nanolichidd cu detectie prin spectrometric de masa in tandem
(nanoLC-MS/MS) pentru a identifica toate proteinele exprimate de P. nicotinovorans ATCC
49919 in trei medii de culturi diferite’* . Cu toate ci aceastd abordare a furnizat informatii
importante in privinta exprimarii genelor care codifica catabolismul nicotinei la pAOL, inca
existd numeroase intrebari referitoare la functionalitatea acestor secvente, care nu au fost

adresate Tn totalitate nici n urma experimentelor de proteomici!*~*®. Mai precis, pentru

jumatate din genele megaplasmidului pAO1 presupuse a fi implicate in catabolismul
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nicotinei ori nu li se cunoaste functia, ori nu exista dovezi experimentale ale implicarii in
metabolismul nicotinei. Chiar mai mult, exista si posibilitatea ca minim unele dintre aceste
gene sd fie reziduuri ale proceselor evolutive care au contribuit la asamblarea clusterului

nicts.

Scopul studiului

Dezvoltarea recentd a tehnologiilor omice bazate pe ,gena la metaboliti” si
»~metaboliti la gend” a avut un impact major in dezvaluirea prevalentei clusterelor de gene
silentioase din genomul microorganismelor. Mai mult, descoperirea instrumentelor de
editare precisa a genomului si utilizarea operonilor artificiali pentru ingineria cailor
metabolice au devenit jucdtori cheie in activarea grupurilor de gene silentioase in vederea
obtinerii de noi metaboliti la scara larga, care anterior s-ar fi dovedit a fi slab exprimati si
dificil de caracterizat in conditii de laborator. in comparatie cu modul traditional de extractie
a metabolitilor, accesul la diversitatea grupurilor de gene biosintetice distincte si anterior
necaracterizate, impreuna cu utilizarea instrumentelor moderne de editare a genelor pentru
modularea exprimarii operonilor, ar contribui la descoperirea de noi compusi si la
diversificarea acestora. Considerand cd din 23.000 metaboliti bioactivi sintetizati de
microorganisme, aproximativ 10.000 au fost identificati la actinobacterii, este absolut
covarsitor potentialul explordrii acestui grup de microorganisme pentru imbunatatirea
calitatii vietii umane si nu numai.

Prin urmare, pentru a avansa in elucidarea aspectelor necunoscute ale degradarii
nicotinei prin calea piridinei de la P. nicotinovorans ATCC 49919, s-a ales implementarea
unei abordari multiomice!*, bazata pe dezvoltirile recente ale tehnologiilor din domeniu. Tn
acest studiu au fost urmarite asamblarea completa si analiza genomului tulpinii de interes,
secventierea si analiza transcriptomului in urma tratamentului cu nicotind, reanaliza datelor
proteomice deja existente folosind noul genom disponibil si, in final, integrarea si analiza
datelor omice referitoare la degradarea nicotinei la P. nicotinovorans ATCC 49919.

Astfel, a fost asamblat si analizat primul genom complet al unei tulpini de P.
nicotinovorans si primul transcriptom al unui microorganism care realizeaza catabolismul
nicotinei folosind calea piridinica. Aceste realizari au permis efectuarea primului studiu
multiomic asupra catabolismului bacterian (si chiar microbian) al nicotinei, care integreaza
date genomice, transcriptomice si proteomice. Analiza multiomica asupra degradarii
nicotinei la P. nicotinovorans ATCC 49919 ar permite aprofundarea cunostintelor asupra

biologiei moleculare si biochimiei degradarii nicotinei prin calea piridinica, reprezentand



fundamentele pentru dezvoltarea unui viitor model catabolic la specia de referinta. Pornind
de la acest model si cu ajutorul ingineriei genetice, P. nicotinovorans ATCC 49919 are
potentialul de a deveni un agent biologic important ih decontaminarea resurselor poluate cu
nicotind si o adevaratd unitate de productie a substantelor chimice prin procedee care adera

la principiile chimiei verzi si durabile.

Obiectivele principale ale studiului

Considerand ca scopul acestui studiu este integrarea datelor genomice cu cele
transcriptomice si proteomice asupra catabolismului nicotinei la P. nicotinovorans ATCC
49919, obiectivele principale stabilite corespund numarului de analize omice efectuate. In

continuare, sunt prezentate obiectivele pricipale ale studiului si activitatile asociate fiecaruia.

O.1. Obtinerea si analiza genomului P. nicotinovorans ATCC 49919 complet asamblat
si adnotat structural si functional.

0O.1.1. Validarea si implementarea metodologiei pentru extractia si purificarea ADN-ului

genomic (ADNQ) de greutate moleculara mare pentru secventierea cu citire lunga.

0.1.2. Pregatirea bibliotecilor si secventierea cu citire lunga a ADN-ului genomic.

0.1.3. Procesarea primara a datelor de secventiere cu citire scurtda a ADN-ului genomic.

0.1.4. Procesarea primara a datelor de secventiere cu citire lungda a ADN-ului genomic.

0.1.5. Asamblarea hibrida a genomului P. nicotinovorans ATCC 49919.

0.1.6. Validarea si adnotarea asamblarii genomului P. nicotinovorans ATCC 49919.

0O.1.7. Analiza functionala a genomului P. nicotinovorans ATCC 49919.

0.1.8. Diseminarea rezultatelor obtinute in urma indeplinirii acestui obiectiv.

O.2. Obtinerea transcriptomului P. nicotinovorans ATCC 49919 in prezenta nicotinei
si analiza expresiei genice diferentiale in momentele cheie ale catabolismului
alcaloidului.

0.2.1. Stabilirea momentelor cheie Tn catabolismul nicotinei la tulpina de interes.

0.2.2. Stabilirea metodologiei si extractia ARN-ului total pentru secventierea cu citire lunga.

0.2.3. Pregatirea bibliotecilor si secventierea directda a ARN-ului.

0.2.4. Procesarea primara a datelor de secventiere directa a ARN-ului.

0.2.5. Procesarea citirilor ARN in vederea analizei statistice a expresiei diferentiale a

genelor in urma tratamentului cu nicotina la P. nicotinovorans ATCC 49919.
0.2.6. Interpretarea rezultatelor analizei expresiei diferentiale a genelor (DGE) de la P.

nicotinovorans ATCC 49919 in urma tratamentului cu nicotina.



0.2.7. Diseminarea rezultatelor obtinute Tn urma indeplinirii acestui obiectiv.

0.3. Analiza multiomicd integrati a P. nicotinovorans ATCC 49919 in urma
tratamentului cu nicotina.

0.3.1. Reinterpretarea proteomului P. nicotinovorans ATCC 49919 in prezenta nicotinei
folosind rezultatul indeplinirii O.1., anume genomul complet asamblat al tulpinii.

0.3.2. Analiza statistica a expresiei diferentiale a proteinelor (DPE) de la P. nicotinovorans
ATCC 49919 in urma tratamentului cu nicotind in cele trei momente cheie ale
catabolismului alcaloidului.

0.3.3. Integrarea datelor transcriptomice (rezultatul Tndeplinirii O.2.) cu cele proteomice
reinterpretate (rezultatul indeplinirii O.3.1.) si analiza genelor si produselor lor
implicate in raspunsul P. nicotinovorans ATCC 49919 la tratamentul cu nicotina.

0.3.4. Diseminarea rezultatelor obtinute Tn urma Tndeplinirii acestui obiectiv.



CAPITOLUL 3 - METODE DE CERCETARE

Tn Figura 3.1. sunt prezentate succint activitatile O.1.1. — O.1.7., urmdrite pentru
indeplinirea primului obiectiv al studiului, anume asamblarea, adnotarea si analiza

genomului complet al tulpinii P. nicotinovorans ATCC 499109.

A. Metode in vitro

[ Cultivarea tulpinilor P. nicotinovorans ATCC 49919 si nic- ]

24 h 24 h

-——

P. nicotinovorans P, nicotinovorans P. nicotinovorans  P. nicotinovorans
ATCC 49919 nic- ATCC 49919 nic-

[ Extractia ADN-ului genomic (ADNg) |

~
Pentru secventierea cu citire scurta Pentru secventierea cu citire lunga
Qiagen DNeasy UltraClean Microbial Kit Qiagen MagAttract HMW DNA
+ selectia pe baza dimensiunii

[ Pregatirea bibliotecilor si secventierea ADNg ]

[l

(LT RS — I— o - Citiri lungi
ambele capete = 1T X = — S Oxford Nanopore
lllumina ___-__ S Technologies

NovaSeq 6000 MinION Mk1B

_——

B. Metode in silico

[ Procesarea datelor de secventiere a ADNg, asamblarea de novo hibrida si adnotarea genomurilor ]

Interpretarea si controlul calitatii datelor brute
lllumina: FastQC 0.11.9 | ONT: identificarea nucleotidelor (Guppy v.5.0.16) + LongQC 1.2.0¢c

<z

Eliminarea adaptorilor, primerilor si filtrare citirilor
lllumina: fastp 0.21.0; @ >30

Ny r
Asamblarea genomurilor: @ Unicycler 049
lllumina: citiri scurte filtrate | ONT: citiri lungi neprocesate

NS

Evaluarea calitatii asamblarilor si statistici rezumative
CheckM 1.1.3 si QUAST 5.0.2
< =

‘ Adnotarea stucturala si functionald cu NCBI PGAP 5.3 si eggNOG mapper v2 ‘

Figura 3.1. Reprezentare schematica a activitatilor O.1.1. — O.1.7. asociate primului
obiectiv al studiului, anume asamblarea, adnotarea, validarea si analiza functionala a

genomului complet al Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919.
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Tn Figura 3.2. — A. sunt prezentate etapele principale realizate in vederea secventierii
propriu-zise a transcriptomului bacterian, asociate activitatilor O.2.1. — 0.2.3. ale studiului.
TIn Figura 3.2. — B. este prezentati succint procesarea datelor transcriptomice in vederea
analizei expresiei diferentiale a genelor in momentele cheie ale catabolismului nicotinei,

corespunzatoare activitatilor O.2.4. — O.2.6.

A. Metode in vitro

[ Cultivarea P. nicotinovorans ATCC 49919 si tratamentul cu nicotina ]

24h E 24h
a o
28°C, 190 rpm ] 28°C, 190 rpm

grup control grup nic

P nicotinovorans ATCC 49913 (netratat cu nicotina) (tratat cu 0,05% L-nicotind)

[ Determinarea momentelor cheie ale catabolismului nicotinei ]

1. Determinarea densitatii optice a culturilor bacteriene la 600 nm
2. Dozarea spectrofotometrica a concentratiei de albastru de nicotina la 585 nm
3. Cuantificarea dinamicii concentratiei de nicotina si albastru de nicotina in mediul de cultura prin cromatografie lichida de ultra performanta

[ Prelevarea, pastrarea si preventia contaminarii probelor ]

[ Extractia ARN-ului total, pregatirea bibliotecilor si secventiere ]

extractie ARN total

cuantificare \ﬁ
concentrare Y / >
' pregiitirea bibliotecii pentru secventiere \/

cuantificare
cuantificare

poliadenilare
concentrare
cuantificare

W

] ARN nattv polladenltat ONT MinlON Mk1B si Flongle
grup control  grup nic
(6-7 replicate) (5 replicate)

B. Metode in silico

Q

— nf-core/ = ﬁ

Jaliam nanoseq L L L
MKW PPY date brute interpretate e Divect ARN + ADNG statistica rezumativa si Script Python
Min N . N & » " ———
date brute identificarea nucleotidelor (nucleotide, citiri lungi) - controul calitatii si matrice de count-uri integrare date

brute/ genal replicat

(variatii de curent) generarea matricei de pentru analiza DGE
numarare
R:k. (')4_ JRs U+
RStudio RStudio
count-uri brute/ genal replicat  Pnic_DESeq2_analysis.R Pnic_functional_enrichmentR  rezyjtatele analizei
+ rezultatele analizei DGE

cu identificatori de referinta " pentruimbogatirea

analiza si interpretarea DGE analiza pentru imbogatirea
’ P p g=e functionald a sDEGs

functionala a sDEGs

Figura 3.2. Reprezentare schematica a principalelor etape parcurse in vederea
analizei expresiei diferentiale a genelor (DGE) in timpul degradarii nicotinei de catre
Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919, asociate A. activitatilor O.2.1. - 0.2.3.

si metodelor in vitro, respectiv B. activitatilor O.2.4. — O.2.6. si metodelor in silico;
ODeoonm: densitatea optica a unei probe masurata la o lungime de unda de 600 nm; SDEGS:

gene exprimate diferential cu semnificatie statistica.
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In vederea realizarii activitatii O.3.1., setul de date proteomice disponibil in
ProteomeXchange cu ID-ul PXD012577 a fost reanalizat folosind ca referintd adnotarea
genomului P. nicotinovorans ATCC 49919. Programul Scaffold cu optiunea de analiza
MudPIT afost utilizat pentru validarea identificarilor bazate pe nanoLC-MS/MS a peptidelor
si proteinelor. Activitatea O.3.2., anume testarea expresiei diferentiale a proteinelor in cele
trei momente cheie ale degradarii nicotinei de catre P. nicotinovorans ATCC 49919 a fost
realizata cu testul Fisher.

Tabelele cu rezultatele fiecarei comparatii efectuate au fost prelucrate in continuare
cu scriptul Pnic_proteome FC_rescale.R™, pentru transformarea valorilor schimbirii
nivelului de expresie (eng. fold change, FC) in log2 (LFC) si re-scalarea acestora fata de
valorile minime si maxime ale LFC obtinute din datele de transcriptomica. Aceste modificari
au fost necesare pentru a permite vizualizarea integratd a datelor provenite din analiza
transcriptomica si proteomica.

Pentru realizarea activitatii O.3.3., au fost identificate caile metabolice imbogatite in
timpul catabolismului nicotinei prin implementarea functiei enrichkeGG din pachetul
clusterProfiler, cu pragul statistic p = 0,1 si metoda Benjamini-Hochberg (BH) pentru
corectarea testarii ipotezelor multiple. Pentru a vizualiza cele mai imbogatite cai biochimice
disponibile in KEGG PATHWAY s-a utilizat pachetul pathview 1.42.0, disponibil prin

Bioconductor.
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CAPITOLUL 4 - REZULTATE SI DISCUTII

4.1 Asamblarea, adnotarea si analiza genomului Paenarthrobacter nicotinovorans

Figura4.1. prezinta hartile circulare ale repliconilor identificati in cele doua genomuri
secventiate si asamblate 1n acest studiu, anume P. nicotinovorans ATCC 49919 si tulpina
derivata nic-, lipsitd de megaplasmidul pAO1. In genomul P. nicotinovorans ATCC 49919
au fost identificati doi repliconi (Figura 4.1. — A). Cel mai lung replicon al tulpinii ATCC
49919, de 4.316.184 pb si cu un continut mediu de guanina si citozina (GC) de 63,2%, a fost
atribuit cromozomului bacterian. Pe cromozom au fost identificate in total 4173 gene si 4098
de secvente codificatoare (CDS) pentru 4068 proteine si 30 pseudogene. Genomul prezinta
54 CDS pentru ARN de transfer, trei CDS pentru ARN necodificator si sase operoni
ribozomali identici si completi, fiecare continand cele trei gene 5S, 16S si 23S ale
subunititilor ARNr la procariote. In doud instante, doi operoni ribozomali sunt situati in
stransa proximitate, fiind separati de trei secvente ce nu codifica ARNr (evidentiat cu mov
in Figura 4.1. — A.). Al doilea replicon, de 165.141 pb si cu un continut mediu de GC de
59,7%, reprezinta un plasmid cu 145 CDS. Analiza BLAST a ADN-ului extracromozomial
prezent la tulpina ATCC 49919 a indicat 99,9% identitate cu secventa megaplasmidului
pAOI descrisa anterior de Igloi si Brandsch (inregistrarea GenBank AJ507836.1), despre
care se cunostea® ci ar fi prezenti la tulpina ATCC 49919.

Au fost realizate multiple validari ale calitatii genomurilor asamblate pentru a
contribui cu date de incredere Tn comunitate, Tn vederea facilitarii explorarii potentialului
tulpinii de interes ATTC 49919, a speciei P. nicotinovorans si a genului Paenarthrobacter.
Pentru a asigura accesul la datele genomice rezultate, conform principiilor FAIR 1n stiintele
omice (detaliate in subcapitolele 2.3.1 si 2.3.3.2 ale tezei), genomurile complete au fost
depuse si sunt accesibile in baza de date de referintd internationala NCBI GenBank. In
februarie 2022, NCBI GenBank a selectat genomul P. nicotinovorans ATCC 49919 asamblat
aici drept secventda de referinta pentru specia P. nicotinovorans, ca o recunoastere
suplimentara a calitatii sale. Mai multe informatii despre relevanta genomurilor incluse in
NCBI RefSeq au fost descrise in subcapitolul 2.3.3.2 al tezei, referitor la principalele baze
de date utilizate in stocarea datelor omice.

In prezent, in NCBI Genome sunt inregistrate 21 genomuri P. nicotinovorans, 13
fiind depuse intre februarie 2022 si martie 2025. Chiar si la ora actuala, din totalul de 21 de
genomuri incadrate drept P. nicotinovorans, numai trei asamblari sunt in stadiul complet,

doua din cele trei fiind, In continuare, chiar cele asamblate in cadrul acestui studiu pentru
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ATCC 49919 si nic-. Cu atat mai mult, rezultatul primului obiectiv al studiului curent, anume
genomul complet, circular si adnotat structural si functional al P. nicotinovorans ATCC
49919, si-a pastrat statutul de secventa de referinta pentru specia Paenarthrobacter

nicotinovorans inca din februarie 2022, fapt care evidentiaza calitatea si impactul acestuia.

'
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Megaplasmidul

-
-
j
= 1000 kbp
=
&
®

L]
i
P. nicotinovorans < ; e PAO1
§
(]

’
),

i i % W CDS

it T L e v B ARNt

%! 3§ P. nicotinovorans i @ ARNr

i % M e/ £ s Altele

; 'a% B H W Continut GC
mMMM‘M&_s\

""’"u«,

Figura 4.1. Harti circulare ale genomurilor P. nicotinovorans asamblate.
A. Repliconii identificati la tulpina P. nicotinovorans ATCC 49919; stanga: cromozomul
bacterian, dreapta: megaplasmidul pAO1. B. Repliconul identificat la P. nicotinovorans
nic-, reprezentand cromozomul bacterian. Figurile au fost generate cu CGView, conform
subcapitolului 3.2.2.6 al tezei; kbp: kilo perechi de nucleotide; CDS: secvente

codificatoare; GC: guanina si citozina.

14



4.2 Analiza transcriptomicd a degradarii nicotinei la Paenarthrobacter nicotinovorans
4.2.1 Momentele cheie ale catabolismul nicotinei

Tn Figura 4.2. se observi corelarea fazelor principale ale dezvoltirii celulelor de P.
nicotinovorans ATCC 49919 cu momentele cheie ale catabolismului nicotinei pentru
probele utilizate Tn analiza transcriptomica. Momentele cheie pentru prelevarea celulelor

bacteriene au fost stabilite la aproximativ 5, 10 si 24 ore de la inoculare (HAI).

-©-grup nic -A-grup control -@-nicotina M- albastrude nicotina

25 - - 1400000 —
1.2 '©
— T3 -
= G =
£ t 1200000 §
1 1 ‘T
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- ()
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= ®
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© 0.6 r_:' ©
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0.4 8 + 400000 ~
c «©
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0.2 O L 200000
<
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Cresterecelulara (ore de lainoculare)

Figura 4.2. Dinamica concentratiei de nicotina si a albastrului de nicotina din mediul
de cultura in cele trei momente cheie ale catabolismului alcaloidului la
Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919%°.

Rosu: probe prelevate la ~5 ore de la inoculare (HAI), corespunzand debutului fazei de
crestere exponentiald; galben: probe prelevate la ~10 HAI, corespunzand tranzitiei de la faza
de crestere exponentiald la faza stationard; albastru: probe prelevate la ~24 HAI,
corespunzand fazei stationare. Barele de eroare reprezinta deviatia standard calculata pentru

minim trei determindri per replicat biologic™®.

La P. nicotinovorans ATCC 49919, faza de lag dureaza aproximativ 5 HAI si
corespunde unei densititi optice la lungimea de unda de 600 nm (ODsoonm) egala cu 0,25. Tn
acest moment, denumit in continuare T1, are loc debutul fazei de crestere logaritmica sau
exponentiala (log), observabila odatad cu inceperea acumularii in mediul de culturd a
albastrului de nicotind, produsul final al degradarii nicotinei la bacteria studiata (Figura 4.2.).

La ~10 HAI (ODeoonm = 0,6), moment denumit in continuare T2, este surprinsa
tranzitia dintre faza logaritmica si cea stationard, in care cantitatea de nicotind din mediul de

cultura incepe sa scada (Figura 4.2.). Tn T2, culturile de P. nicotinovorans ATCC 49919
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ating densitatea celulara maxima, catabolismul nicotinei este intens si continud acumularea
de metaboliti intermediari in mediul de cultura.

La 24 HAI, moment denumit in continuare T3, celulele se afld in faza stationara.
Aceasta debuteaza la ~18 HAI, fiind caracterizata de un numar constant de celule bacteriene,
de consumul complet al nicotinei din mediul de culturd si de finalizarea catabolismului
nicotinei, dupa cum se observa in Figura 4.2. La 24 HAI, depinzand de suplimentarea
mediului citrat cu nicotina, ODeoonm variaza de la 0,7 la 1, cresterea celulara fiind mai intensa

cand este disponibila si nicotina ca sursa de carbon pe langa citrat (Figura 4.2.).

4.2.2 Analiza expresiei diferentiale a genelor in timpul degradarii nicotinei

Dupa cum se poate observa in Figura 4.3. — A., in urma tratamentului cu nicotina in
T1, T2 si T3 au fost identificate 29, 35, respectiv 17 gene exprimate diferential in mod
statistic semnificativ (SDEGs; p-adj < 0,1 si [LFC| > 1). Tn Figura 4.3. — B. este prezentata
suprapunerea dintre sSDEGs identificate in fiecare din cele trei comparatii efectuate. 25 dintre
sDEGs identificate in T1 au fost identificate si in T2, toate aceste gene apartinand clusterului
nic codificat de megaplasmidul pAO1%°,

Singurele patru sSDEGs unice in T1 sunt codificate de cromozomul P. nicotinovorans
ATCC 49919, pe cand cele zece gene exprimate diferential doar in T2 sunt sase gene nic si
patru gene cromozomiale. Toate SDEGSs au fost supra-exprimate atat in T1, cat si in T2 in
urma tratamentului cu nicotind, cu singura exceptie reprezentatd de JIMY29_20035. Aceasta
este 0 gend cromozomiald care codificdA o permeazd din familia transportorilor ABC
(detaliati in subcapitolul 4.1.5.1 al tezei) si este singura Sub-exprimata in faza logaritmica ca
urmare a suplimentarii mediului citrat cu nicotina (nic_T1 vs control_T1: LFC < -4,4, p-adj
<0,1)%.

In ceea ce priveste T3, toate SDEGs in celulele tratate cu nicotind au fost specifice
acestui moment (Figura 4.3. — B.) si sunt codificate de cromozomul bacterian. Trei SDEGs
au fost supra-exprimate, in timp ce restul de 14 gene au fost sub-exprimate. Aceste rezultate
se aliniaza cu asteptarile sugerate de analiza gruparii probelor (prezentata in subcapitolul
4.2.2.3 al tezei). Deoarece probele T1 si T2 reprezinta celule prelevate la debutul si,
respectiv, spre finalul fazei logaritmice, acestea au in comun majoritatea SDEGs induse de
nicotind. Pe de alta parte, probele T3 sunt distincte, reprezentdnd faza stationara tarzie, cand
nicotina este epuizatd, prin urmare nu au sDEGs comune cu cele identificate la celulele n

T1 sau T2%,
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Figura 4.3. Expresia diferentialii a genelor indusi de tratamentul cu nicotini®®
A. Grafic vulcan al rezultatelor analizei expresiei diferentiale a genelor intre probele tratate
cu nicotind versus control in momentele T1, T2, respectiv T3; FC = schimbarea nivelului de
expresie; B. Diagrama Venn a intersectiei genelor exprimate diferential in mod statistic

semnificativ in fiecare dintre cele trei momente cheie ale degradarii nicotinei®®



Analiza dependenta de momentul cheie al catabolismului nicotinei nu a indicat
diferente semnificative (p-adj <0,1) intre genele exprimate spre finalul fatd de debutul fazei
logaritmice (nic_T2 vs nic_T1). Cu toate acestea, comparand celulele din faza stationara cu
cele din faza logaritmica tarzie (T3 vs T2), a fost detectat un numar mai mare de sDEGs
decat fata de debutul fazei logaritmice (T3 vs T1). Cu p-adj <0,1 si [LFC| > 1, s-au identificat
1171 sDEGs pentru nic_T3 vs nic_T1, respectiv 1249 sDEGs pentru nic_T3 vs nic_T2. Tn
comparatia fata de faza stationara (T3), un total de 1035 sDEGs au fost identificate in ambele
etape analizate ale fazei logaritmice (T1 si T2). Insa, 136 SDEGs au fost specifice in T1, iar
214 sDEGs in T2. Toate SDEGs in T3 codificate de pAOL1 au fost sub-exprimate, confirméand
ca degradarea nicotinei a incetat in faza stationara din cauza epuizarii complete a compusului

din mediul de culturd, dupa cum era asteptat din analiza cromatografica (Figura 4.2.)%.

4.3 Analiza multiomica a degraddrii nicotinei la Paenarthrobacter nicotinovorans
4.3.1 Gene plasmidiale exprimate diferential in timpul degradarii nicotinei

Analiza DGE a indicat ca 25 din cele 40 de gene nic adnotate (Figura 4.4., Figura
4.5.) au fost supra-exprimate in faza logaritmica in prezenta nicotinei (Figura 4.3. — A.).
Dintre aceste 25 de gene nic, produsele a 14 (nbor, mao, sad, coxD, nit, coxG, dhph, pkc,
pnh, kdhL, kdhM, 6-hIno, ndhL, modC) au fost detectate anterior prin nanoLC-MS/MS in
mediul de culturd suplimentat cu nicotina'3!°, Chiar mai mult, enzimele codificate de nbor,
mao, sad, nit, dhph, pnh, kdhL, kdhM, 6-hIno si ndhL au functiile in catabolismul nicotinei
la P. nicotinovorans ATCC 49919 cunoscute si dovedite experimental'®> 7,

Pe de alta parte, pana in prezent, CoxD, coxG, pkc si modC au fost implicate doar
putativ in degradarea nicotinei, singurele dovezi experimentale pre-existente acestui studiu
multiomic fiind produsele acestora detectate prin nanoLC-MS/MS in mediul de cultura
suplimentat cu nicotini®®. Noile date de secventiere directd a ARN-ului confirmai ci expresia
coxD, coxG, pkc si modC este direct indusa de nicotina, deoarece aceste gene sunt puternic
sub-exprimate in faza stationara (LFC < -4, p-adj < 0,05), cand nicotina nu mai este detectata
in mediul de cultura (Figura 4.2.)%°.

Celelalte 11 gene nic sugerate din analiza transcriptomica ca fiind supra-exprimate in
faza logaritmica in prezenta nicotinei (Figura 4.3. — A.) sunt JMY29 20530 (proteina
ipotetica care contine un domeniu in forma de cupa, eng. cupin), JIMY29_20550 (proteina
ipotetica din familia fumaril-acetoacetat-hidrolazelor), abo, IMY29 20575/ perm (permeaza
putativa din familia APC, abreviere pentru aminoacid-poliamina-cation organic), pmfR,

coxF, coxE, JMY29 20640 (proteina ipotetica din familia Dabb, care contine proteine ce
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prezintd un domeniu o/p in forma de butoi), IMY29_20655 (proteina ipotetica care contine
un domeniu in forma de cupa), kdhS si modB. Proteinele corespunzatoare codificate de aceste
11 gene nic nu au putut fi identificate in datele proteomice, cel mai probabil din cauza
abundentei lor scizute, a modului de prelucrare a probelor sau a altor factori necunoscuti®®.

Pentru restul genelor nic adnotate initial® nu a fost detectati expresie diferentiali care
sa sugereze implicarea in catabolismul nicotinei in mod statistic semnificativ (p-adj < 0,1 si
|[LFC| > 1). Majoritatea genelor care au fost corelate experimental cu metabolismul nicotinei
Tnaintea studiului curent au fost adnotate corect in secventa publicati® in 2003. insi, analiza
secventelor pAOI1 a evidentiat si diferente in lungimea genelor adnotate, acestea fiind
cauzate de modificari ale pozitiei codonilor start sau stop. Suplimentar, exista diferente si
intre adnotarea structurald computationald cu NCBI PGAP si coordonatele start si stop
indicate de analiza citirilor directe ale transcriptelor exprimate de P. nicotinovorans ATCC
49919 in conditiile experimentale testate. Astfel, in Anexa 6 a tezei se regasesc marcate toate
genele nic pentru care a existat minim o citire in minim o biblioteca ARN secventiata aici.
In plus, sunt incluse si neconcordantele in adnotarea clusterului nic observate intre datele
obtinute de Igloi si Brandsch® si cele generate atat prin secventierea hibridid a ADN-ului, cat
si prin secventierea directa a ARN-ululi.

Pentru opt dintre genele nic ipotetice sau putative detectate in secventa initiald® a
pAOl, analiza citirilor noi de ADNg sau ARN nu au adus dovezi suplimentare ca oricare
dintre respectivele gene ar fi exprimate sau cel putin codificate de secventa plasmidului
asamblatd aici prin abordarea hibridd. Aceastd observatie este fondatd de lipsa adnotarii
structurale si functionale a acestor gene, realizatd computational cu NCBI PGAP 5.3. Prin
urmare, au fost observate diferente distincte intre adnotari (Anexa 6 a tezei) si in cazul
proteinelor ipotetice si putative, situatie care se datoreazd imbunatatirii din ultimele decenii
a algoritmilor de detectare a genelor?®.

Mai mult decét atét, nici datele experimentale de secventiere directd a ARN-ului si
analiza bioinformaticd a acestora (alinierea fatd de genomul complet cu Minimap2,
reconstructia si cuantificarea transcriptelor cu StringTie2 si featureCounts), nu au indicat
existenta sau expresia celor opt gene putative sau ipotetice, marcate in Anexa 6 a tezei cu
,hedetectat de PGAP sau prin secventiere”. Neconcordantele dintre aceste coordonate ar fi
putut complica si afecta in mod negativ succesul unor aplicatii ce necesitd ingineria genetica

a megaplasmidului pAO1 si a tulpinii ATCC 49919.
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Figura 4.4. Organizarea genetica a clusterului de gene nic (sus) si citirile ARN reprezentative (jos) aliniate folosind Geneious Prime
2024.0.7 RNA cu setarea medium sensitivity.
Text albastru: gene cu functii cunoscute in degradarea nicotinei si pentru care s-a demonstrat anterior cd au expresia corelatd cu nicotina; text rosu:

gene pentru care s-a demonstrat pentru prima data in acest studiu ca au expresia corelatd cu nicotina; text negru: gene putative ale clusterului nic.
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Prezentare generald a genelor si proteinelor exprimate diferential (p-adj < 0.1, [LFC| > 1), corelate cu metabolismul nicotinei si nicotinamidei
(KEGG pnv00760) in timpul cultivarii P. nicotinovorans ATCC 49919 pe mediu citrat suplimentat cu nicotind, conform datelor transcriptomice si
proteomice; RNA-seq: rezultate din analiza transcriptomicd; MS/MS: rezultate din analiza proteomica; LFC: log2FoldChange; text albastru: gene
cu functii cunoscute 1n degradarea nicotinei si pentru care s-a demonstrat anterior ca au expresia corelata cu nicotina; text negru: gene pentru care

s-a demonstrat 1n acest studiu ca au expresia corelata cu nicotina; grafic generat conform subcapitolului 3.2.4.2 al tezei.
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4.3.2 Integrarea ciii de degradare a nicotinei in metabolismul general al celulei

Pe baza analizei initiale a proteomului a fost sugerat ca a-ceto-glutaratul, unul dintre
principalii produsi finali ai degradarii nicotinei la tulpina studiatd, este integrat in caile
metabolice generale ale celulei prin intermediul unui ciclu modificat al acizilor tricarboxilici
(TCA)®. Astfel, s-a postulat ca atunci cand actinobacteria dispune de nicotini ca sursi de
carbon, importul suplimentar de citrat nu este de necesitate majord pentru cresterea si
metabolismul celular'®. Aceasti ipotezi este sugerata si sustinutd si de rezultatele analizei
transcriptomului P. nicotinovorans ATCC 49919, fiind indicata atat de expresia genelor
cromozomiale, cat si de cea a genelor codificate de pAO1% (Figura 4.6.).

Tn primul rand, dintre genele nic s-a remarcat JMY29 20550, care codifici o proteina
ipotetica din familia fumaril-acetoacetat-hidrolazelor (InterPro Pfam ID: PF01557). in E.
coli W, o enzima din aceeasi familie catalizeaza o decarboxilare urmata de o reactie de
izomerizare implicatd in metabolismul compusului aromatic acid 4-hidroxifenilacetic.
Nivelurile ARNm pentru JMY29 20550 au fost de peste noua ori mai ridicate (LFC > 3,4,
p-adj < 0,001) atunci cand nicotina a fost prezenta in mediul de cultura (Figura 4.3. — A.) si
au fost semnificativ mai scazute (LFC < -6,4, p-adj < 0,001) dupa consumul nicotinei, dupa
cum s-a observat comparand celulele tratate aflate in faza stationarad fatd de cele in faza
logaritmica. O scadere de peste patru ori a expresiei JIMY29 20550 (LFC < -2, p-adj < 0,05)
a fost observatd in comparatia probelelor netratate in T3 fatd de T2. Avand in vedere aceste
observatii si cresterea mai intensa a celulelor P. nicotinovorans ATCC 49919 in prezenta
nicotinei ca sursa suplimentara de carbon pe langa citrat (Figura 4.2.), este foarte probabil
ca enzima codificata de JIMY29 20550 sa indeplineasca roluri similare omologului sau de la
E. coli, transformand direct a-ceto-glutaratul in acid succinic si formic, conectand astfel
metabolismul nicotinei la ciclul TCA modificat raportat anterior®3®,

Suplimentar, gena cromozomiala JMY29 06775 este puternic sub-exprimata in faza
stationara atat de grupul control, cat si de cel tratat cu nicotina (LFC < -1,9, p-adj < 0,05).
Ins3, s-a detectat ca nivelurile de expresie ale IMY29 06775 sunt remarcabil de scazute
(LFC = -4,14, p-adj < 0,005) fata de celulele netratate in faza stationara in urma degradarii
nicotinei. JMY29 06775 codifica un transportor din cadrul CitMHS, o familie de proteine
care, la bacterii, sunt responsabile de transportul secundar al complexelor formate intre ioni
metalici si citrat. Prin urmare, tiparul de expresie observat pentru JMY29_06775 se
datoreaza, cel mai probabil, derivatilor nicotinei precum acidul succinic si a-ceto-glutaric,
care persistd in mediul de culturd in faza stationara si continua sa alimenteze ciclul TCA

(Figura 4.6.) chiar si dupa epuizarea nicotinei din mediu®®.
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Figura 4.6. Prezentare generala a genelor si proteinelor exprimate diferential in mod statistic semnificativ in timpul cultivarii P

nicotinovorans ATCC 49919 cu nicotina, implicate in ciclul acizilor tricarboxilici conform datelor transcriptomice si proteomice.

A. gene si proteine exprimate diferential in mod statistic semnificativ in grupul tratat cu nicotina fata de control; B. analiza genelor si proteinelor

exprimate diferential Tn mod statistic semnificativ intre cele trei momente cheie ale catabolismului nicotinei; RNA-seq: rezultate din comparatia

datelor transcriptomice; MS/MS: rezultate din comparatia datelor proteomice; LFC: log2FoldChange; grafice generate conform subcapitolului

3.2.4.2 al tezei.
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CONCLUZII

Considerand importanta dezvoltarii metodelor eficiente pentru decontaminarea
deseurilor de tutun si bioremedierea resurselor naturale poluate de nicotina toxicd, acest
studiu a avut ca scop extinderea cunostintelor privind catabolismul nicotinei la
Paenarthrobacter nicotinovorans ATCC 49919, microorganismul de referintd pentru
degradarea alcaloidului prin calea piridinica. Pentru a completa datele biochimice, de
biologie moleculara si proteomice pre-existente asupra subiectului de interes, a fost propusa
o abordare bazata pe dezvoltarile recente ale tehnologiilor de secventiere de ultima generatie.
Tn acest sens, obiectivele principale au fost derivate din si ierarhizate urmand dogma centrala
a biologiei moleculare, fiind reprezentate de generarea si analiza primului genom complet si
adnotat al speciei P. nicotinovorans ATCC 49919, secventierea si analiza transcriptomului
actinomicetului tratat cu nicotina, reanaliza unui set pre-existent de date proteomice folosind
genomul asamblat si, nu in ultimul rand, integrarea datelor omice complementare.

In urma analizei critice a tehnologiilor de secventiere de actualitate si considerand
caracteristicile speciei studiate, s-a ales o abordare hibrida pentru asamblarea genomului,
fundamentatd de consensul comunitatii de specialitate asupra faptului ca aceasta ar fi
asigurat, cel mai probabil, calitatea dorita a secventei genomice rezultate. Tn plus, a fost
secventiat, asamblat si analizat si genomul unei tulpini derivate, P. nicotinovorans nic-, care
a pierdut capacitatea de degradare a nicotinei.

Conform principiilor FAIR, datele brute obtinute din secventierea ADN-ului
genomic, cat si genomurile P. nicotinovorans ATCC 49919 si nic- asamblate si adnotate au
fost diseminate in bazele de date publice de referinta in domeniu si pot fi accesate si utilizate
de orice persoana interesata. Genomul tulpinii P. nicotinovorans ATCC 49919 asamblat prin
abordarea de novo hibrida reprezinta prima secventa completa si adnotatd structural si
functional a unui microorganism capabil de degradarea nicotinei prin intermediul caii
piridinei*®,

Suplimentar, rezultatul primului obiectiv indeplinit a permis o serie de analize care
au contribuit la impactul acestui studiu. Tn primul rand, s-au dezvoltat contributiile limitate
existente referitoare la originea si evolutia genelor catabolice nic. A fost descrisa utilizarea
secventei genomului complet al P. nicotinovorans ATCC 49919 drept referinta pentru
analiza filogenetica si filogenomica comparativa fata de genomurile a 63 de specii inrudite
sau care prezentau un set comun de cinci gene nic*®. S-a demonstrat ci doui dintre secventele
P. nicotinovorans (DSM 420 si JCM 3874) din NCBI Genome sunt redundante, iar altele nu
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reprezinta specii de P. nicotinovorans, nefiind echipate cu genele implicate in catabolismul
nicotinel, caracteristica esentiald pentru a fi numite ,,hicotinovorans”'®. Mai mult, a fost
identificata o serie de repliconi apartinand unor tulpini inrudite cu P. nicotinovorans ATCC
49919 si care prezinti o ordine conservati a genelor clusterului nic'®.

Tn al doilea rand, genomul complet obtinut a facilitat executarea cu succes a celui de-
al doilea obiectiv principal al studiului, anume secventierea si analiza transcriptomului de la
P. nicotinovorans ATCC 49919 in prezenta nicotinei in momentele cheie ale degradarii
alcaloidului. Setul de date transcriptomice generat in acest studiu este de calitate superioara,
caracteristica importantd mai ales considerand cd este chiar primul care descrie catabolismul
microbian al nicotinei prin calea piridinica. Tn plus, datele produse sunt printre primele
generate cu ajutorul tehnologiei nanopore utilizata pentru secventierea directa a ARN-ului
bacterian, mai ales utilizand celulele de secventiere Flongle.

Datele brute, interpretate in nucleotide si citiri, plus fisierele cheie utilizate in analiza
expresiei diferentiale a genelor intre momentele cheie ale catabolismului nicotinei au fost
diseminate in baza de date relevanta, NCBI GEO, fiind disponibile cu acces liber. Acestea
reprezintd o sursd importantd de informatii referitoare la catabolismul bacterian al nicotinei,
dar si o resursd pentru studiile viitoare in domeniul transcriptomicii sau chiar a
epitranscriptomicii microbiene, atunci cand metodele bioinformatice vor fi suficient de
dezvoltate pentru a permite acest tip de analiza asupra procariotelor.

Rezultatele obtinute prin analiza DGE la P. nicotinovorans ATCC 49919 in prezenta
nicotinei n trei momente cheie ale catabolismului alcaloidului sunt conforme cu si le
confirma pe cele descrise anterior pe baza analizei proteomului speciei de interes cultivata
pe mediu citrat suplimentat cu nicotind'®. Mai mult, datele transcriptomice au suplimentat in
mod semnificativ informatiile biochimice, genomice si proteomice generate anterior sau
raportate aici pentru tulpina ATCC 49919. Realizarea cu succes a primelor doua obiective a
permis indeplinirea celui final, anume integrarea datelor genomice si transcriptomice
originale cu un set pre-existent de date proteomice.

Datele transcriptomice noi si reinterpretarea proteomului P. nicotinovorans ATCC
49919 pe baza genomului nou asamblat au confirmat expresia corelatd cu nicotina a 25 de
gene nic si a produselor lor. Dintre acestea, opt au fost raportate pentru prima data ca avand
expresia corelatd cu nicotina: JMY29 20530, JMY29 20550, perm, coxF, CcoxE,
JMY29_20640, JIMY29_ 20655 si modB. Analiza genelor active si a nivelelor proteinelor
corespunzatoare acestora au oferit informatii privind integrarea catabolismului nicotinei cu

metabolismul general al celulei bacteriene si a dezvaluit un repertoriu alcatuit din multiple
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mecanisme de aparare Tmpotriva stresului oxidativ generat in timpul degradarii alcaloidului
toxic. Tiparele de expresie ale genelor si proteinelor indicate prin analiza transcriptomului
si proteomului in urma tratamentului cu nicotina au fost coroborate cu informatii functionale
de la omologii de secventa apropiati, ceea ce a permis identificarea mai multor noi gene
putative implicate in procesele cheie ale degradarii nicotinei. S-a postulat ca JIMY29_ 05475
codifica putativ un exportator al pigmentului albastru din familia transportatorilor EamA,
JMY29_04550 si IMY29_04555 au fost propuse ca fiind implicate Tn controlul transportului
nicotinei, iar JIMY29 20550 n conectarea metabolismului nicotinei la ciclul modificat al
acizilor tricarboxilici'’.

Prin combinarea datelor de proteomica bazate pe nanoLC-MS/MS cu datele generate
prin secventierea cu citire scurtd a ADN-ului, cu citire lunga a ADN-ului si directa a ARN-
ului, acest studiu ofera prima investigatie multiomica asupra Paenarthrobacter
nicotinovorans ATCC 49919. Chiar mai mult, aceasta lucrare reprezinta chiar prima analiza

multiomici a unei cii bacteriene de degradare a nicotinei'>.
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PERSPECTIVE DE CONTINUARE A STUDIILOR

Tn scriptul inclus In Anexa 4 a tezei si disponibil in domeniul public'®, redactat pentru
analiza functionald a datelor de transcriptomicd si proteomica, identificatorul taxonului
(tax_id) poate fi inlocuit cu identificatorul NCBI al oricdrui taxon de interes. Prin urmare,
cu modificari minimale, scriptul modular poate fi utilizat atat pentru generarea unei baze de
date locald pentru orice specie cu informatii disponibile in NCBI, cat si pentru analiza pentru
imbogatirea functionald a genelor sau proteinelor exprimate diferential generate de un alt
studiu. Se considera dezvoltarea acestui script intr-un pipeline automatizat pentru procesarea
rezultatelor analizei DGE 1n vederea imbogétirii functionale a acestora, cu relevanta mai ales
pentru speciile non-model, pentru care cel mai probabil nu exista pachete de adnotare in
domeniul public.

Catabolismul nicotinei de catre P. nicotinovorans ATCC 49919, suplimentar faptului
ca se regaseste intre cele mai bine caracterizate cai de degradare a nicotinei, prezinta totodata
si potential biotehnologic, dupa cum s-a elaborat in Motivatia economica i ecologica a
studiului si Motivatia medicali a studiului. In prezent, eforturile sunt concentrate in mod
proactiv pe dezvoltarea de plasmide si instrumente bazate pe CRISPR pentru ingineria P.
nicotinovorans ATCC 49919 cu scopul imbunatatirii randamentului de degradare a nicotinei
si eficientei conversiei sale’®.

Descoperirile raportate de studiul multiomic deschid noi oportunitati de utilizare a
ingineriei genetice si metabolice pentru continuarea modificarii tulpinii Tn vederea
intensificdrii randamentului si ratelor de conversie a nicotinei. Tintele principale in aceasta
directie sunt JMY29 04550 si JMY29_04555, implicate putativ in controlul transportului
transmembranar al nicotinei, JMY29_ 05475, postulat ca fiind implicat in exportul
pigmentului albastru, plus gena JMY29 14770 care codifica o catalaza. Ipotetic, supra-
expresia acestor gene ar creste rata de absorbtie a nicotinei si de export a derivatilor
metabolici si, simultan, ar reduce stresul oxidativ intracelular. Prin urmare, ar fi imbunatatita
concomitent toleranta la nicotini si rata de degradare a alcaloidului®®.

Chiar mai mult, toate cele opt gene nic raportate pentru prima data in acest studiu ca
avand expresie corelatd cu nicotina sunt posibile tinte pentru experimente de knock-out
pentru intreruperea procesului catabolic si obtinerea intermediarilor metabolici de interes
economic. Aceasta abordare s-a dovedit a fi fezabila in alte microorganisme care degradeaza
nicotina. In plus, in ciuda faptului ci ingineria intregului metabolism celular este o sarcina

mai complexd, aceasta deja s-a dovedit a fi posibila in Pseudomonas sp. JY-Q, care
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degradeaza nicotina prin calea pirolidinei. Principalele tinte potentiale in aceasta abordare
sunt reprezentate de gena nic JMY29 20550, identificatd ca enzima cheie implicata in
conectarea cdii de degradare a nicotinei cu ciclul modificat al acizilor tricarboxilici, precum
si cei patru factori de transcriere cu expresie corelatd cu nicotina si codificati de cromozom
(JMY29_08370, IMY29_09095, IMY29 04550, IMY29_04555)™,

Constatarile bazate pe rezultatele analizei transcriptomului necesitd validare
suplimentara prin metode alternative si complementare secventierii directe a ARN-ului, mai
ales in cazul genelor putative indicate ca fiind exprimate diferential, dar ale caror produse
nu au fost identificate in setul de date proteomice. Impactul acestor potentiale gene tinta
pentru ingineria genetica si metabolica a P. nicotinovorans ATCC 49919 in dezvoltarea
potentialelor aplicatii biotehnologice ale tulpinii necesita studii exploratorii in mod
particular. Tn cazul in care eforturile de inginerie genetica a ciii de degradare a nicotinei prin
intermediul piridinei la P. nicotinovorans ATCC 49919 nu vor genera rezultatele dorite, 0
strategie alternativd care prezinta potential este reprezentata de transferul megaplasmidului
pAO1 in tulpini precum Pseudomonas putida S16 sau J5 si Agrobacterium tumefaciens S33.
S-a dovedit sau s-a sugerat ca aceste tulpini utilizeaza acelasi compus molibdenic esential
pentru degradarea nicotinei ca si P. nicotinovorans ATCC 49919, factor care limiteaza

transferul pAOL1 in alte specii utilizate in ingineria genetica si metabolica, precum E. coli.
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