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Rezumat scurt

In lucrarea prezentata este creat un context interdisciplinar utilizand notiuni de chimie
si de biologie-biochimie investigand comportamentul molecular al structurilor chimice
cat si efectele lor la nivelul sistemelor biologice. Scopul studiului a fost de a descrie i
intelege legatura dintre structura moleculara a compusilor anorganici si organici,
gruparea compusilor pe baza similaritatii si efectele terapeutice ale unor compusi
anorganici si organici la nivel celular. Compusii testati in vitro includ arsenati Si
amestecuri de probiotice, pornind in prealabil de la intelegerea comportamentului
molecular prin prisma similaritati a compusilor anorganici (reprezentati prin ioni
metalici) si organici (reprezentati prin clase de compusi antiinflamatori, derivati
steroidici) in apa si respectiv in silico. Stadiul actual al cunoasterii structurat in trei
capitole (Capitolul 1. Structura moleculara; Capitolul 2. Asocierea structurii
moleculare cu proprietatile si activitatile biologice caracteristice; Capitolul 3.
Comportamentul molecular exprimat la nivel transcriptomic) contine o parte din
informatia privind legatura dintre structura moleculara in raport cu geometria si
topologia moleculara si a gruparii compusilor pe baza similaritati precum si
comportamentul molecular la nivel transcriptomic in scop terapeutic. in jurul
conceptelor prezentate in stadiul actual, au derivat o serie de abordari prezentate in
partea de ,Contributii personale” structurate in cinci capitole (Figura 0). intelegerea
comportamentului molecular al compusilor anorganici in apa (Capitolul 5), al
compusilor organici in silico (Capitolul 6) precum si a relatiilor dintre proprietatile
structurale si activitatea biologica (Capitolul 7) a continuat cu caracterizarea efectului
compusilor la nivel celular in scop terapeutic (desfasurata in Capitolele 8 si 9).
Cuvinte cheie

Similaritate moleculara, proprietati chimice, indici topologici, descriptori si amprente
numerice, anti-inflamatoare, activitati biologice, clase de compusi, arsenati,

probiotice, exprimare genica, transcriptomica
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Figura 0. Reprezentarea cadrului cercetarii



CAPITOLUL 1. STRUCTURA MOLECULARA

Proprietatile moleculare si relatiile dintre structura chimica si proprietati/bioactivitati au
servit in constructia modelelor de interactiune si a efectelor compusilor asupra
sistemelor biologice, inclusiv la nivel de exprimare genica. Interdisciplinaritatea este

considerata un factor fundamental in activitatea de cercetare desfasurata.
1.3. Grafuri de structura chimica

Un graf (Figura 1.3.a) este definit ca fiind o pereche de doua seturi, un set cu un
numar finit de puncte (varfuri) si un set de perechi neordonate de puncte distincte, in
timp ce un diagraf (Figura 1.3.b) contine un set cu numar finit de puncte impreuna cu
un set de perechi ordonate de puncte distincte. intr-un multigraf (Figura 1.3.c) se

considera doua puncte ce pot fi unite prin mai mult de o linie (Diudea et al., 2001).

(a) (b) (c)

(€) (S) (P)

O +

Figura 1.3. Reprezentari grafuri. Graf (a), diagraf (b), multigraf (c); C (cycle - ciclu):
lant care pleaca si revine in unul si acelasi varf; S (star - stea): set de varfuri unite cu
un varf comun (Sv', cu v' = v-1); T (tree - arbore): structura ramificata; P (path) cale:
lant (catena) neramificat(a) - adaptat dupa (Diudea et al., 2001).

Reprezentarile numerice corespunzatoare grafurilor (Figura 1.3) sunt integrate in
algoritmi de calcul. Reprezentarile pot fi de tip functional pentru formule moleculare
empirice, greutati moleculare (Harsa et al., 2014), diagrame constitutionale (2D),

coordonate atomice (Kochev et al., 2003), indici topologici, matrici de adiacenta,



distanta (Diudea et al., 2007, 2001; Harsa et al., 2014), etc., cateva astfel de exemple

fiind redate in Tabelul 1.1:

Tabel 1.1. Exemple de reprezentari functionale pentru structuri moleculare

Denumiri Reprezentari
Graf numerotat 1
2
3
7 4
6 5
Tabel de 112
conectivitate 2’1 ’1
2,21
3,2,4
4,3,2
Notatie liniara SMILES:
CC(C(=0)C1=CC=CC=C1)0
ROSDAL.:
1-2-3-4=5-6-7-2
Matrice de 01 000
adiacenta 1 010 0
01 010
0 01 01
00010
Matrice de distanta 01 2 3 4
1 01 2 3
21 0 1 2
321 01
4 3210

Similaritatea dintre doua entitati (atomi, molecule, fragmente moleculare, chiar si
grupuri de molecule) este definita ca fiind o functie a proprietatilor lor cumulate,
bazata fiind pe relatiile uneia cu altele ce apartin aceluiasi grup, aceasta similaritate

poate fi de asemenea estimata pe baza topologiei si a geometriei moleculare.



CAPITOLUL 2. ASOCIEREA STRUCTURII MOLECULARE CU
PROPRIETATILE SI ACTIVITATILE BIOLOGICE CARACTERISTICE

Pentru analiza similaritatii dintre molecule (similaritatea inter-moleculara), una dintre
solutii este de a grupa moleculele in functie de cat de multe asemanari sunt gasite
intre acestea, iar analiza acestor grupuri poate fi realizatd urmarind similaritatea la

nivelul grupurilor (clusterilor).
2.1. Clustering - Gruparea moleculelor

Clustering sau gruparea este o modalitate prin care diferite seturi de obiecte/molecule
sunt atribuite anumitor clase in functie de gradul lor de similaritate redat prin
intermediul caracteristicilor/proprietatilor spatiale sau temporale. Pentru a identifica
caracteristicile specifice se utilizeaza calcule empirice (Cdltekin et al., 2010; Dodge,
2011).

2.2. Masuri de calcul ale similaritatii

Definind similaritatea moleculara ca fiind o masura a gradului de suprapunere a cate
doua molecule intr-un anumit spatiu, amintim in cele ce urmeaza o serie de masuri cu

ajutorul carora se poate caracteriza similaritatea dintre molecule.

Tabel 2.1. Masuri de calcul ale similaritatii frecvent utilizate reprezentate prin ecuatiile
binare (0;1) pentru a cate doua molecule (A;B)

Masuri Denumiri Formule de calcul
Euclidiana Dag=[a+b-2x]"
Hamming
. D = _
Distante (Manhattan) AB= a+b-X
1-x
S | D = -
oerge ABT %
Tanimoto _ X
- . SA,B -
Coeficienti de | (Jaccard) a+b-x
similaritate Dice 2X
. Sap =
(Czekanowski) a+b




a - caracteristica molecula A
b - caracteristica molecula B

x=alb
Da g = distanta dintre doua molecule
Sa g = similaritatea dintre doua molecule

c - caracteristica distincta (alta decat a) molecula A
d - caracteristica distincta (alta decat b) molecula B

Masuri Denumiri Formule de calcul
Cosine Spg = X
Coeficienti de | (Ochiai) " Jab
corelatie Sun = ad-bc
Pearson A~ Jarblarc)b+d)c+d)
Notatii A, B - doua molecule distincte

Pentru expresia similaritati a céate doud molecule, cele mai comune masuri

considerate sunt distantele Euclidiana, Hamming (Manhattan), Soergel (Albrecht et

al., 2004; Allen et al., 2001; Bero et al., 2017), coeficientii de similaritate Tanimoto
(Rogers si Tanimoto, 1960), Indicele Dice (Czekanowski) (Bero et al., 2017; Willett et
al., 1998) si coeficienti de corelatie Cosine (Ochiai) (Willett et al., 1998), Pearson
(Pearson, 1895) (Tabel 2.1).

Tanimoto sau coeficientul Jaccard (Reynolds et al., 1992) este un coeficient standard,

dependent de absenta/prezenta unei caracteristici, reprezentand astfel o masura 2D
(Ma et al., 2011; Willett et al., 1998). in tabelul de mai jos (Tabelul 2.2) este ilustrat

principiul coeficientului Tanimoto.

Tabel 2.2. llustrarea principiului de calcul al coeficientului Tanimoto

a b c d a a d c b A=3

a b b c d a c a a B=4

1 1 0 0 0 1 0 0 0 |AﬂB| =3
i = |AﬂB| =

Tanimoto (Aa,Ba) |A|+|B|—|A ﬂB| 0.75

a, b, ¢, d - caracteristici ale moleculelor A, respectiv B

Astfel ludand doua molecule (A,B) si avand caracteristicile reprezentative (a, b, c, d)

fiecarei molecule, se considera 0 absenta unei anumite caracteristici (spre exemplu




absenta a unui atom intr-o anumita pozitie in cazul unei molecule, fata de cealalta) iar

cu 1 prezenta respectivei caracteristici (Tabelul 2.2)..

Rezultatele obtinute in urma masurilor de similaritate (Figura 2.1) pot fi utilizate in
stabilirea de topologii, in clasificarea si gruparea componentelor ce apartin unui set

de molecule de interes (Diudea et al., 2001).

Euclidiana Hamming

MASURI DE SIMILARITATE

Tanimoto Pearson

Cosine Dice

y
Molecula 1
Molecula 2
Molecula 3

Caracterizare topologica Clustering Clasificare

Figura 2.1. Masurile de similaritate pot conduce la caracterizarea moleculelor din
punct de vedere topologic, la gruparea pe seturi de molecule (clustering) in functie de
similaritate si chiar la clasificarea acestora pe baza anumitor proprietati/caracteristici.

2.3. Matrici de calcul a similaritatii

Matricile pot reprezenta o masura a distantei dintre doua puncte/atomi (A, B)
(matricea de adiacenta) in cadrul unei molecule aflate intr-un spatiu, ce se exprima
printr-o functie d(A, B), unde d(A, B) = 0 daca A = B si d(A, B) = 1 in caz contrar.
Rezultatul unei asocieri de valori numerice corespunzatoare distantelor atomice in
cadrul moleculelor are in vedere 3 axiome si anume:

1) d(A, B) 2 0 si d(A, B) = 0, A=B (reflexivitate)

2) d(A, B) = d(B, A) (simetrie sau comutativitate)



3) d(A, B) + d(B, C) = d(A, C) (subaditivitatea)
Masurile de similaritate in spatiul 2D permit reprezentarea topologica a structurilor
chimice (Tabel 2.3):

Tabel 2.3. Reprezentari moleculare distincte (molecula 1 — m1, molecula 2 — m2,
molecula 3 — m3)
m1 m2 m3

Or-

m1, m2, m3 = molecula 1, 2, 3

Se pot reprezenta astfel distantele intre atomi (Jantschi, 2000) - oricare dintre
matricile exemplificate mai jos (Tabel 2.4, Tabel 2.5, Tabel 2.6, Tabel 2.7) e aplicabila
similar. Se construiesc matricile de adiacenta (Tabel 2.4) corespunzatoare structurilor
chimice (m1, m2, m3) (Tabel 2.3):

Tabel 2.4. Reprezentare matrice de adiacenta pentru moleculele m1, m2, m3

[Ad]1234567 | [Ad]12345678 | [Ad12345678
1 0110000 |1 OMM1O0O0O0O0O0|1 O1100001
2 1001000|2 100100002 100100000
3 10000103 10000101/ |3 100001000
4 01001004 O1001000/|4 010010000
5 0001010/ |5 ©0OO0OO0O10100/ |5 00010100
6 0010101 |6 O0OO0O101010 |6 001010010
7 00000107 O©OOOOO1O00O/|7 000000100

8 00O100000/|8 100000000

m1 m2 m3

Se stie cd numerotarea atomilor este arbitrard, deci folosirea acestor matrici in
aceasta forma nu e posibila. Suma elementelor in m2 si m3 este aceeasi (8 in [Ad])
(Tabel 2.4), 61 in [Di] (Tabel 2.5)) deci suma elementelor nu discrimineaza cele doua
structuri. Problema numerotarii se poate elimina daca se considera indici topologici
(Diudea et al., 2001).

Matricea de distanta (Tabel 2.5) poarta o informatie suplimentara fatd de adiacenta -

in locul valorilor de "0" (excepténd diagonala principald) existd acum distantele



topologice (numarul de legaturi) intre atomi (Jantschi, 2000; Minkin, 1999).

Tabel 2.5. Reprezentare matrice de distanta pentru moleculele m1, m2, m3

[Dil1234567 | [D112345678 ||[Di]l123456 78
10112323 101123232 1 01123231
2 1021234 2 10212343 2 10212342
31203212 3120321121 312032122
4 2130123 4 21301234 4 21301233
53221012 532210123 532210124
6 2312101 6 23121012 6 23121013
7 3423210 7 342321083 7 34232104

8 23143230 8 12234340

m1 m2 m3

in Tabelul 2.6 si Tabelul 2.7 au fost sunt considerate secvente de numere Si

descriptori topologici (aplicabile atat la linii cat si la coloane, rezultand acelasi lucru)

care permit analiza de similaritate intramoleculara (in interiorul moleculei) (Tabelul

2.6) si respectiv intermoleculara (intre molecule) (Tabelul 2.7):

Tabel 2.6. Reprezentare matrice de distanta pentru moleculele m1, m2, m3 —

similaritate intramoleculara

[Di]|1]2/3/456/7/0.1.234|% |||[Di]1234/5/6/7/80.1.23.4 = |/[Di]1234/56(7/8/0.1.234 %
1 1011232312220 012/||1 0/1123/12/3]21.232.014|||1 0/1/123/2/3/1/1.3.2.2.0 /13
2 102/12341.221113/[/ 2 102/12343/1222116| 2 1/02/1/2(3 42 12841 15
3112032/121.231.08 (|3 1203212113310 [A2| 3 1/2/032/1221.24.1.0/13
4 2130(1231.222012/|/4 2130/112(3/41.222116(| 4 2130123312280 15
5322101212310 | 5 322/101231232014| 5 [322/10/1 2412841 15
6 23/12/10/1/1.321.010/| 6 2(31/2/1/0121.331.042| 6 23/12/10[13/1.3.22.0 13
7 3142132/101.1.221/15(|| 7 31421312/1/0/3/1.1.23.1118| 7 314123121104 1.1.222/19

8 2131143 2/3/01.1231/18||| 8 [12/23/4134/0/1.1.2.2.2 19

m1 m2 m3

Se poate observa ca secventele de numere "1.2.3.1.0", "1.2.2.2.0", "1.3.2.1.0",

"1.221.1", "1.1.2.2.1"

intramoleculara.

identifica corect similaritatile intre atomi

similaritate



Nu acelasi lucru se poate spune despre suma desi in acest caz este si ea un
identificator al similaritatii. Concluzia este ca pentru analiza de similaritate intre atomi
"1.2.2.2.0", "1.3.2.1.0", "1.2.2.1.1" trebuie folosite

2000). Pentru analiza de similaritate intermoleculara (Tabel 2.7) o

secventele de tipul "1.2.3.1.0",
(Jantschi,
modalitate de extindere este de a insuma, iar alta este de a pastra distinctibilitatea.

Tabel 2.7. Reprezentare matrice de distanta pentru moleculele m1, m2, m3 —
similaritate intermoleculara

[Di] 112|1314/56 7| 01234 2 |[Dil|12|1314/5/6|7|8| 0.1.2.34 z [Di]|1]2/3145|617 8 0.1.2.3.4 z
1 011123123 1.2.2.2.0 12 1 /011/11/2/3/12/3/2(1.2.3.2.0 14 1 101{1/2/312(31/1.3.2.2.0 13
2 110121123 /4 1.2.21.1 13 2 10|2(1/12/3/4|3/(1.2.2.21 16 2 (101211231412 |1.2.3.1.1 15
3 112101312112 1.2.3.1.0 11 3 112/0/32/1|2(1/1.3.3.1.0 12 3 1/12/031[2/11]2/12(1.24.1.0 13
4 21113101213 12220 |[12 4 21113 0(12/13/412.2.21 16 421301233- 15
5 312121|0/12 1.2.3.1.0 11 5 3/12|12(110/1|2(3/1.2.3.2.0 14 5 (3/12/1211/0/(11214 |1.2.3.1.1 15
6 213112|11/01 1.3.2.1.0 10 6 23/1/12/1/0/121.3.3.1.0 12 6 2/3/12{1/0/(1/31.3.2.2.0 13
7 31412|132(10 11221 15 7 |31412/3/121/0/3/1.1.2.31 18 7 |314/1213/12(11/0/41]11.2.2.2 19
0.7.0.0.0.. 8 [2/13/1/4/3/2/3/0/1.1.2.31 18 8 |[1/12/12/13/4(3(4101(1.1.2.2.2 19
0.1.2.3.4 0.1.5.1.0. 0.7.0.0.0..
52000 024.20. 51620146
e 0.0.4.4.0..
7.14.14.10.2 4.4.0.0
8.16.20.16.4
m1 m2 m3
8 8
1 3 3 1
2 6 7 6 7 .
4 5 4 5 = 5

Astfel, considerand matricea (Tabel 2.7), si daca se calculeaza distanta Minkowski

(Minkowski, 1953) intre doi atomi/varfuri (o forma generalizata a distantei Manhattan -

d=>|p;—q;|, unde p;
molecula A, g = numar de varfuri la distanta i pentru molecula B, d =
obtinem (Tabelul 2.7):

vezi Tabelul 2.1), numar de varfuri la distanta i pentru

distanta,

d(m1,m2) = [7-8| + [14-16 + |14-20] + |[10-16] + [2-4| =1+ 2 + 6+ 6 +2 =17
d(m1,m3) = [7-8| + [14-16| + [14-20] + |[10-14| + [2-6]| =1+ 2 + 6+ 4 + 4 =17
d(m2,m3) = [8-8| + [16-16| + [20-20] + |16-14| + |4-6] =



2.4. Descriptorii moleculari si amprentele numerice

Luarea in considerare a mai multor descriptori moleculari (vezi Figura 2.3) este foarte
frecvent regasita in analizele de similaritate (Bender et al., 2009), astfel incat prin
combinatii diferite ale acestora rezulta noi descriptori iar mai apoi aplicabilitatea lor

urmeaza metode de corelatie sau analize de tip componente principale.

Descriptori
5 Spatiu Proprietati ) | QSAR
1D, 2D, 3D logP. MolWt QSPR
Molecule | m=p — Slmlllan_tate
Fingerprints Predictie
Clusterin
11 000 1000 E—) J
- 11 | \ Etc.

Figura 2.3. Utilizarea descriptorilor si amprentelor moleculare in chimie. Calcularea
similaritatii dintre doua molecule considera descriptori moleculari in functie de spatiul
(1D, 2D, 3D) si proprietatile moleculelor (lipofilicitatea - logP, greutatea moleculara -
MolWt) iar calculele numerice se realizeaza cu ajutorul amprentelor numerice
(fingerprints) de tip 1100 ... 00. Rezultatele permit initierea analizelor precum QSAR,
QSPR, similaritatea moleculara, de predictie, de grupare (clustering), etc. - figura
adaptata dupa (Dong et al., 2015).

Amprentele moleculare (fingerprints) (Doucet si Weber, 1996; Rarey si Dixon, 1998)
nu reprezinta informatii referitoare la coordonatele unei molecule, insd acestea
codifica o structura moleculara intr-o serie de cifre binare (ex. 01001) (vezi Figura
2.3).

Trei tipuri de indici topologici sunt descrisi in literatura ca fiind cel mai adesea utilizati,

si anume:

> Indicele Wiener: reprezentari numerice intregi, obtinute din grafurile corelate cu
unele proprietati (Singh et al., 2008);

> Indici de conectivitate moleculara: de aceasta data, acestia sunt reprezentati prin
numere reale si sunt otinute din grafuri cu numere intregi corelate cu unele

proprietati (Diudea et al., 2001);
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> Indicii topologici reprezentati de numere reale derivate din grafuri cu numere reale
corelate cu anumite proprietati (Bender, 2005).

Scaffold-urile moleculare ("scheletul” unei molecule) reprezinta o metoda des intalnita

in cautarea similaritatii (Egieyeh et al., 2016; Velkoborsky si Hoksza, 2016). Utilizand

ca model o molecula sub forma de scaffold, dintr-un set de molecule, se creeaza un

model "query” pe baza caruia se urmareste similaritatea (Willett, 2011).
2.5. Relatii cantitative structura chimica - proprietate/activitate

Prin aplicarea metodelor de tip QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
sau QSPR (Quantitative Structure-Property Relationship) este posibila descrierea
relatiei structura chimica - activitate biologica, relatiei proprietate - activitate biologica
sau chiar relatiei structura chimica - proprietate fizica/chimica, in urma carora se pot
analiza si colecta date atat din punct de vedere cantitativ cat si din punct de vedere
calitativ, ulterior fiind posibil sa se interpreteze si gradul de similaritate dintre anumiti

compusi.
2.6. Machine learning/ invatare mecanica

Metodele de machine learning (invatare mecanica) permit aplicarea algoritmilor de
calcul (ex. Matrici, modele liniare) in mediul informatic (prin limbaje de programare si
medii de calcul specifice — R in RStudio) (RStudio, 2014) pe seturi reale de date

experimentale. Dintre alternativele ce pot fi utilizate sunt:

= Se pot genera combinatii de descriptori chimici structurali si secvente ale tintelor cu
ajutorul analizelor incorporate in platforme de tip SVMs (support vector machines)
(Bleakley si Yamanishi, 2009; Jiang et al., 2007; Mishra et al., 2010);

» Masurarea similaritati (Ding et al., 2013): are loc generarea matricilor de
similaritate pentru perechi de compusi, corelate cu structurile lor chimice. Printre
metodele ce le includ, amintim regresia Kernel (Chen et al., 2015), BLM (bipartite
local method) (Bleakley si Yamanishi, 2009), PKM (pairwise kernel method) (Ding
et al., 2013), metoda celor mai mici patrate (Legendre, 1805), Laplacian (Terfloth,
2003; Thomson et al., 2003), interactiunile Gaussiene (Doucet si Weber, 1996;

Jantschi et al., 2015), matricea Bayesian (Nidhi et al., 2006).
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CAPITOLUL 3. COMPORTAMENTUL MOLECULAR EXPRIMAT LA NIVEL
TRANSCRIPTOMIC

Transcriptomul este definit prin reprezentarea ansamblului tuturor moleculelor de
ARN dintr-o celula sau o populatie de celule (Trapnell et al., 2011). Dintre acestea
amintim tipurile de ARN codificatoare (ARNCc) si necodificatoare (ARNnc), ARN lung
non-codificator (ARNInc), ARN nuclear mic (ARN-sn), ARN ribozomal (ARN-r).

Cel mai frecvent tip de ARN studiat este ARN-ul mesager datorita functiei sale de a
transporta informatia genetica de la ADN, necesara pentru sinteza de proteine (Wang
et al., 2009). Aceasta varietate a permis dezvoltarea de diferite tehnologii pentru a

intelege si prezice exprimarea genica la nivelul sistemelor biologice.

Efectele compusilor sunt urmarite la nivelul sistemelor biologice (Bose, 2013) prin
intermediul raspunsurilor exprimate la nivel de genom, predictia mecanismelor de
actiune fiind posibila. Relatia dintre raspunsurile biologice si modul de actiune a unui
compus descrisa la nivel genic, poate conduce la identificarea de biomarkeri de

prognostic sau diagnostic.
3.1. Metode de evaluare a exprimarii genice - Microarray vs RNA-Seq

Tehnicile microarray permit masurarea modificarilor in expresia a mii de gene in urma
expunerii acestora la actiunea unui anumit compus medicamentos (Yu et al., 2006).
Principiul de functionare se bazeaza pe atasarea moleculelor de ADN pe o suprafata

solida, numita adesea chip (Figura 3.2).

In comparatie cu analiza microarray, noile tehnici cum ar fi RNA-Seq, pe langa
scurtarea perioadei de extragere si secventiere a ADN-ului, permit analiza
fragmentelor de ADN foarte vechi si totodata analiza modificarilor continue la nivelul

transcriptomului, permitand cuantificarea directa a exprimarii genice.

Principiul RNA-Seq are la baza izolarea ARN-ului, conversia in ADN-ul complementar
(ADNCc) (Secvente 1, Secvente 2), controlul calitatii, prepararea librariei de secvente

si secventierea acesteia pe o platforma de next generation sequencing (NGS).
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ADN

ATGATATCGTAA ADN
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Proteina | | Proteina | | Proteina
2 Nm | | |
NH2 NH NH?2
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/ CHQ Cuplarea CHz2
| .
‘\CH A > HO—CH A
‘ ey e Atasarea | ARG
Substrat chip (epoxid) Substrat chip (epoxid)

Figura 3.2. Principiul microarray de atasare a moleculelor de ADN pe suprafata
solida a chip-ului prin legaturi covalente prin gruparile amino-alifatice (NH) - figura
realizata cu ajutorul instrumentului de lucru — ChemBioDraw Ultra 12.0 (Milne, 2010)
si adaptata dupa (Stears et al., 2003).

Tehnica RNA-Seq (RNA sequencing) in comparatie cu microarray, permite o analiza

mai detaliata din punctul de vedere al:

- masurarii exprimarii genice;
- intelegerii splicing-ului (combinarea) alternativ al genelor;

- modificarilor post-transcriptie.

Datele generate se pot analiza pentru identificarea unor noi factori de transcriptie, a
unor noi combinatii de gene alternative si intelegerea functionalitatii transcriptomului
(ARNm, ARNnc, ARNInc) (Kukurba si Montgomery, 2016) (Figura 3.3).

Daca microarray se bazeaza pe potentialul de hibridizare a probelor ce sunt marcate
cu secventele de ADNc tinta, RNA-Seq utilizeaza tehnici avansate de secventiere
cum ar fi Next-Generation Sequencing (NGS) pentru secventarea ARN prin

secventiere directd a catenelor de ADNc (Figura 3.3). In ambele cazuri (Bourdon-
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Lacombe et al., 2015), in urma obtinerii genelor exprimate diferential se poate urmari
in continuare functionalitatea celulara si expresia la nivelul cailor cu ajutorul

metodelor statistice si pachetelor bioinformatice ce vor fi amintite in cele ce urmeaza.

| |zolare ARN II |
Microarray RNA-Seq
( Secvente 1 (Secvente 2]
- ) - .
[ Scanare imagini ] Controlul calitatii sirurilor de
secvente
L p. vy
Cuantificare - l
Prepararea librariei de
secvente (ARNc)

[ Intensitati brute ]

L

— L - Reasamblarea de novo — alinierea
Corectia si normalizarea cu genomul de referinta
datelor

l Cuantificarea Noi secvente
Expresie genica | | expresiei genice | de gene

[ Analiza statistic‘a’]

: !

[ Gene exprimate diferential ]

| |

[Prezicere cai/gene implicate in raspunsul la diferiti factori ]

Figura 3.3. Principiul tehnicii Microarray vs RNA-Seq — adaptat dupa (Corney et al.,
2013).

3.2. Analiza moleculara

Pentru analiza exprimarii genice se pot aplica o serie de metode de screening pentru
identificarea cailor si genelor exprimate ca raspuns la diferiti factori: determinarea
genelor exprimate diferential (DEGs); potrivirea secventelor - semnelor (signature

matching); retele (network) de interactiune proteina-proteina (I-P-P) (PPl network);
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retele de coexprimare genica (coexpression network) (Alexander-Dann et al., 2018)

(Figura 3.4).

ADN _y ARN "_. Proteina
b .

/s i |
[ gRT- PCR ] [ Microarray ] [ RNA-Seq ]

!

Exprimare genica

!
! ! ! i

Expresie Potrivirea Retele Retele
diferentiala semnelor I-P-P Co-expresie

[Predictia cailor/genelor implicate]

Figura 3.4. Reprezentarea tipurilor de analizd a exprimarii genice in urma expunerii
celulare la un anumit compus - adaptat dupa (Alexander-Dann et al., 2018).

3.2.1. Gene exprimate diferential

Genele exprimate diferential sunt utile in procesul de identificare a biomarkerilor
specifici cum ar fi biomarkerii tumorali, de toxicitate, de prognostic sau diagnostic (Shi
et al., 2008).

Un marker ideal este detectat inainte de simptomele patologice traditionale si este
caracterizat prin specificitate si o sensibilitate ridicatd precum si de relatiile mecanice

de relevanta biologica (Rininger et al., 2000). O gena este considerata a fi exprimata
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diferential daca diferenta observata dintre doua conditii diferite este semnificativa
statistic (Alexander-Dann et al., 2018; Anjum et al., 2016) Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Masuri analitice de determinare a DEGs

Metoda | Principiu Formula de calcul Utilitate
Se calculeaza raportul in| F, =log,(E,,)-log,(E,)
exprimarea genica dintre
proba si control. Este | F - fold change
exprimat in logaritmul in| 4 _geng - usor de
Fold baza 2, unde este egal cu E - expresie interpretat
change |0, daca nu existd nicio s - probe mici
diferentd. In functie de a- CO”C?'F'G a (ex. tratat) - apar variatii
limita aleasd (cut-off), sunt | - conditie b (ex. netratat)
determinate DEGs cu valori
cuprinse intre 0.5 si 2.
Compararea randurilor de Eq
gene in functie de expresie Ry = E - comparare
prin aplicarea unui test o gg Leezultate
Rank nonparametric. R - rat;a~ olatforme
product g-gena diferite
E - expresie - utilizata in
a - conditie a (ex. tratat) meta-analize
b- conditie b (ex. netratat)
Compararea valorii medii a media(d)
expresiei per gena in probe. t= T o(d)
Se bazeaza pe ipoteza nula ﬁ o
unde mediile sunt egale. In | , _ - semnificatie
timp ce t-test este utilizat ~ Xa¥b - statistica
pentru compararea a doud | @~ media numarului de ridicata
t-test, probe, ANOVA permite gene atribuite conditiei a - valorile sunt
ANOVA | compararea pentru probe Yo - media numarului de normal
multiple. gene atrlbyltg lcond|t,|e| b distribuite si
o (d) - variabilitatea au aceeasi
grupurilor de gene, 0= variatie
deviatia standard ’
n - numarul de perechi
testate
Utilizeaza datele pentru PB|A)«P(A)
predictia probabilitatilor P(A|B)= T PE) - timp mai
expresiei diferentiate si indelungat
Bayesian deviatia standard. P(A|B) - probabilitatea ;nraeizultate
conditiei A daca conditia B | o mnificative
are loc decat t-test
P(B|A) - probabilitatea
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Metoda | Principiu Formula de calcul Utilitate

conditiei B daca conditia A
are loc

P(A) - probabilitatea
prioritatii conditiei A

P(B) - probabilitatea
prioritatii conditiei B

Pentru compararea p=

exprimarii genice, utilizeaza | (a+b)(c+d)(a+c)(b+d)!
numararea reala a alblcldin!
expresiilor.

unde, - necesita un
Test Cal Cg | Total numar exact
exact GenaX | a| b | a+b de copii de
Restgene c| d | c+d ARNm

Total atgb+q n

Ca - conditie A
Cg - conditie B

Pentru masurarea acestora se considera o serie de metode statistice precum: fold
change (nivel de exprimare genica) (Love et al., 2014; Tarca et al., 2006), Rank
product (Breitling et al., 2004; Hong et al., 2006), metode liniare (ANOVA, t-test)
(Trapnell et al., 2013), metode Bayesiene (Hardcastle si Kelly, 2010), testul exact
(Auer si Doerge, 2010; Love et al., 2014), incorporate in diferite pachete de calcul
precum limma (Tarca et al., 2006), weighted average difference method (Kadota et
al., 2008), RankProd (Hong et al., 2006), Cuffdiff 2 (Trapnell et al., 2013), baySeq
(Hardcastle si Kelly, 2010), DESeq2 (Love et al., 2014), edgeR (Robinson et al.,

2009). Utilitatea si principiul metodelor este redata in Tabelul 3.1.

3.2.2. Signature matching

in aplicarea metodelor de Signature matching (potrivirea semnelor), DEGs sunt
evaluate in comparatie cu o librarie ce contine profile transcriptomice cu scopul de a

prezice efectele potentiale (Hettne et al., 2013).

Comparand modificarile in expresia genelor rezultate in urma expunerii la anumiti
compusi, se pot corela efectele acestora asupra unui sistem biologic cu proprietatile

structurale ale acestora, separat de ceea ce inseamna o analiza de similaritate
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moleculara. Utilizand de asemenea librariile cu gene de referinta, se poate masura

similaritatea dintre compusi in spatiul exprimarii genice (Lamb et al., 2006).
3.2.3. Retele de interactiune de tip proteina-proteina

Retelele de interactiune proteina-proteina (Protein-Protein interaction network - PPI
network) permit vizualizarea si caracterizarea raspunsului biologic dupa expunerea

unui anumit compus (efect terapeutic sau efect toxic — vezi Figura 3.5) la nivel celular.

As As
S S N

Met lle" (Ser

Interactiuni
Cai biologice proteina-proteina

Retele biologice Nivel molecular
|

5
=
D
Q
=
= \ Expresie genica
— |
o T
'g> Tesut «» Organ
=
!
5 Caracterizare raspuns |E—) Efect terapeutic
& biologic =) Efect toxic

Figura 3.5. Reprezentarea exemplificata (compus: trioxid de arsen) a integrarii
datelor experimentale si computationale la nivelul sistemelor biologice pentru
caracterizarea raspunsurilor biologice prin intermediul retelelor de asociere (cai
biologice si interactiunile dintre proteine) - figura adaptata dupa (Orozcoa et al.,
2016).
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In Figura 3.5, se poate observa cum la nivel molecular, trioxidul de arsen actioneaza
asupra unor tinte proteice (targets). Caile biologice implicate si interactiunile dintre
proteine pot fi analizate prin prisma diferentierii expresiei genelor rezultate.

Caracterizarea raspunsului biologic survine in functie de predictia cailor implicate.
3.2.4. Retele de co-expresie genica

Retelele de co-expresie (Co-expression network) utilizeaza totalitatea masurilor
legate de transcriptom, ceea ce creeaza o puternica corelatie intre gene si efectele
biologice. Metode aplicate pana la ora actuala sunt regasite in exemple precum:
Context Likelihood of Relatedness (Taylor et al., 2008), Weighted Gene Co-
expression Network Analysis’ — WGCNA (Zhang si Horvath, 2005) .

Metodele permit corelatia si compararea retelelor de exprimare genica cu un puternic
impact in predictia efectelor compusilor testati. Similaritatile si diferentele fiecarui
raspuns in parte, pentru fiecare compus sunt astfel evidentiate. Dependenta
metodelor de co-expresie de determinarea corelatiilor intre expresiile genice este

asociata cu utilizarea unui numar minim necesare de replicate.
3.3. Aplicabilitatea notiunilor de similaritate in contextul exprimarii genice

Transferul conceptului de similaritate la nivelul exprimarii genice a fost tot mai mult
inaintat Tn ultimii ani. Au fost create intregi librarii cu informatii descriptive, astfel incat
similaritatea compusilor se poate masura in spatiul de expresie a genelor. Una dintre
abordarile curente refera maparea conectivitatii (Connectivity mapping) cu ajutorul

careia se poate descrie actiunea unor compusi la nivelul genelor (Sirci et al., 2017).

Prin reprezentarile numerice se pot analiza relatiile dintre compusi si expresia
genelor. O serie de masuri de calcul a similaritatii exprimarii genice au fost dezvoltate
pana la ora actuala, utilizand grafuri ca si reprezentari ale genelor, unde nodurile se
considera a fi genele, iar muchiile legatura dintre gene, daca exista o relatie intre

acestea (Yona et al., 2006).
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CONTRIBUTII PERSONALE

Similaritatea moleculara a fost ilustrata pornind de la descrierea comportamentului
compusilor anorganici in apa (Capitolul 5) continudnd cu descrierea caracteristicilor
compusilor organici pe baza similaritatii (Capitolul 6) si cuantificarea relatiilor dintre
caracteristicile structurale si proprietati (Capitolul 7), ajungadnd la modelarea si
caracterizarea la nivel transcriptomic a raspunsului compusilor anorganici (arsenati)
(Capitolul 8), a probioticelor (Capitolul 9) in urma tratamentului liniilor celulare de

cancer de san, respectiv epiteliale intestinale porcine, in vitro (Fig. 4.1).

‘{ Comportamentul structurilor anorganice in apa J

Aranjamente moleculare si proprietatile acestora J

A{Caracteristicile structurale ale compusilor organici si relatiile dintre acestea cu proprietatile lor J

Capitolul 5. Modele de hidratare a ionilor monovalenti J

—>[ Similaritatea in clase de compusi J

Capitolul 6. Similaritatea moleculara n clase de
anti-inflamatoare

L’[ Relatii cantitative structura-proprietate J

Capitolul 7. Model de relatie cantitativa structura-
proprietate Tn clase de steroide

A{Comportamentul molecular exprimat la nivel transcriptomic J

SCHEMA CERCETARII BAZATA PE STADIUL ACTUALAL CUNOASTERII

[Comportamentul arsenatilor in vitro J

Capitolul 8. Efectul terapeutic al arsenatilor asupra
liniilor celulare de cancer de sén

—>[ Efectele terapeutice ale lactobacililor urmarite in vitro J

Capitolul 9. Efectul terapeutic al lactobacililor asupra
celulelor intestinale epiteliale porcine la
nivel de expresie genica

Figura 4.1. Schema cercetarii bazata pe stadiul actual al cunoasterii
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CAPITOLUL 4. CADRUL CERCETARII

4.1. Aranjamentele moleculare si proprietatile acestora

In vederea investigarii si descrierii comportamentului structurilor anorganice in apa,
au fost urmarite caracteristicile structurale si proprietatile acestora in cadrul
aranjamentelor moleculare rezultate. in acest context, in capitolul 5 sunt prezentate
modelele de hidratare obtinute pe baza modelarii interactiunii a sase ioni monovalenti
(NH4*, F', CI', Li*, Na® si K*) cu molecule de apa (Pruteanu et al., 2016).

4.2. Similaritatea in clase de compusi

O colectie proprie de specii de plante pentru care se cunosc extrase de compusi cu
potential anti-inflamator a fost considerata. Similaritatea a fost calculata intre
compusii acestor plante si un set de compusi medicamentosi utilizati in tratamentul
afectiunilor inflamatorii. Astfel in urma studiului s-a dorit evidentierea altor surse

naturale de compusi cu proprietati similare.
4.3. Relatii cantitative structura-proprietate

Pentru a valida un model de relatie cantitativa structura-proprietate a fost considerat
un set de 40 de molecule similare (Pruteanu et al., 2016) din baza de date PubChem
(https://pubchem. ncbi.nlm.nih.gov/) apartindnd unei clase de steroide si proprietatea
lor de lipofilicitate exprimata logaritmic prin coeficientul de partitie octanol-apa (logP,
de obicei < 5) facand referire la raportul de concentratie dintre speciile neionizate ale

unui compus.
4.4. Comportamentul arsenatilor in vitro

Comportamentul molecular a fost urmarit si la nivel celular, astfel in urma
tratamentului a trei linii celulare de cancer de san cu arsenati si o linie celulara
normala (HUMEC) pentru control, s-au investigat modificarile la nivel de exprimare
genica. A fost propusa astfel evaluarea efectului arsenatilor la nivel transcriptomic si
investigarea mecanismelor de actiune (activarea apoptozei, autofagia, reducerea

proliferarii celulare) pentru a intelege comportamentul arsenatilor in vitro.
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4.5. Efectele terapeutice ale lactobacililor urmarite in vitro

in privinta efectelor terapeutice ale compusilor organici, s-a considerat o solutie de
probiotice reprezentative a trei specii de Lactobacillus (Taranu et al., 2018). in urma
tratarii celulelor epiteliale intestinale porcine (IPEC-1) cu amestecul de lactobacili, s-a

urmarit comportamentul acestor compusi la nivel de expresie genica.

CAPITOLUL 5. MODELE DE HIDRATARE A IONILOR MONOVALENTI

5.1. Materiale si metode

In Tabelul 5.1 sunt reprezentate valorile distantelor calculate prin metode diferite
(Experimental, MP4/6-31G*, MP3/6-31G*, MP2/6-31G*, M06-2X/6-31G*, HF/6-31G*,
HF/3-21G*, HF/STO-3G) iar valorile cele mai apropiate intre ele sunt date de calculul
efectuat prin metodele: M06-2X/6-31G*, HF/3-21G* and MP3/6-31G* (Russell, 2006).

Tabel 5.1. Lungimea d(O—H) in apa: experimental vs. calculat (Russell, 2006)

Metoda d(O—H) pm
Experimental 95.78
MP4/6-31G* 97.03
MP3/6-31G* 96.68
MP2/6-31G* 96.89
MO06-2X/6-31G* 96.56
HF/6-31G* 94.73
HF/3-21G* 96.65
HF/STO-3G 98.92

5.1.2. Gruparea moleculelor ion-apa

Algoritmul de lucru care descrie aceasta procedura este detaliata in pasii dupa cum

urmeaza:

» Pas 1: molecule de apa au fost plasate in vecinatatea ionilor de interes
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» Pas 2*: a fost efectuata optimizarea geometriei
> Pas 3" mai multe molecule de apa au fost adaugate in spatiile neocupate din

vecinatatea ionilor investigati

*Pasii 2 si 3 au fost repetati pdna nu a mai fost observatd nicio schimbare in

aranjamentele gruparilor formate din primul substrat.
Pasii descrisi anteriori au fost aplicati pentru fiecare ion investigat in parte.
5.1.3. Construirea custilor de congeneri

Custile de dodecaedru au fost construite conform metodelor descrise in literatura de
specialitate (Burnham et al., 2006; Grayson et al., 2009) pentru fiecare cation

investigat (NH,", Li*, Na® si K*) iar structurile obtinute sunt prezentate in Figura 5.1.

6 O-Hin & 6 O-H out

|d(Li.0) = 179:1 pm| |

OpN;Hs: stable Oy;LigH ! stable

0,4NagH,,: instable O15KsHys: stable

-

,[dNa.0) = 275246 pm]| | 1

.......

dK.0)=2704pm| < |

Figura 5.1. Gruparile dodecaedru pentru cationii NH4", Li*, Na* si K* (O - rosu; H -
albastru; N - albastru inchis; Li, Na, respectiv K - roz)
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Mediile lungimilor legaturilor au fost comparate cu ajutorul testului statistic ANOVA cu
un nivel de semnificatie 0.33% (a = 0.05 ajustat de numarul de comparatii
considerate, in cazul de fata, acest numar fiind reprezentat de numarul de ioni
investigati; a* = 0.05/[6*(6-1)/2]).

Luand in considerare si testul Bonferroni (Biella et al., 2008) in urma rezultatelor au
fost observate diferente semnificative. Pentru a testa diferentele dintre unghiurile
formate intre gruparile ion-apa a fost aplicat testul Friedman ANOVA (Pruteanu et al.,
2016), analiza statistica fiind realizata utilizdnd software-ul Statistica (V. 8.)

(http://software.dell.com/products/statistica/).
5.1.4. Simetria si stabilitatea structurala

In cazul amoniacului (O12NgHs0) sase legaturi O-H sunt stabilizate in interiorul gruparii
formate si sase legaturi O-H sunt stabilizate in afara structurii (dupa cum se poate

observa in Figura 5.1).

Formarea si/sau stabilitatea gruparilor dodecaedru ce integreaza moleculele de apa,

au fost predominant investigate la formarea acestora cu amoniacul.

®0orN

A L

[ o /

™

\fd JY (O.N)z0Hso

Figura 5.2. Forma generala pentru OxN2o.xHso (O sau N - rosu; H - albastru)
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5.2. Rezultate si discutii
5.2.1. Moleculele stabile ion-apa

Gruparile stabile ion-apa identificate in cazul de fata, s-au dovedit a fi cele care s-au
format cu:

e patru (NH4"-4H,0 si Li*-4H,0);

e cinci (CI"-5H,0 si Na*-5H,0);

e sase (F-6H,0 si K"-6H,0) molecule de apa.

Gruparile stabile mentionate sunt reprezentate in figura de mai jos (Figura 5.3) cu
mentiunea ca gruparile ion-apa sunt natural formate si fara constrangeri, dat fiind

faptul ca modelul in silico a fost efectuat cu moleculele de apa.

P .
/Yy
A,
* _‘\/. ...... ¥
a) b)
L v
------ ? E v
L .‘ --------- - " .'
* g I &
c) - 3
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5 & f

Figura 5.3. a) Gruparea NH;"-4H,0, b) Gruparea Li*-4H,0, c) Gruparea CI-5H,0,

d) Gruparea Na*-5H,0, e) Gruparea F-6H.,0, f) Gruparea K*-6H,0.

Primul ion analizat (NHs") a fost selectat ca referintd pentru reproductibilitatea
calculului si pentru validarea metodei de analiza iar rezultatele obtinute sunt in acord
cu date cunoscute (Clegg si Brimblecombe, 1989; Galashev, 2013; Guerra et al.,
2014; Janeiro-Barral si Mella, 2006).

Legaturile si unghiurile calculate reies ca fiind foarte aproape de valorile acestora
cand se afld in stare naturald in mediul apos. Pentru Na*(H;O)z, CI'(H20)s7, si
Na*(H20)100 utilizdnd algoritmul PBHaT (Burnham et al., 2006) a fost identificat
minimum global. Acest algoritm este un hibrid capabil sa esantioneze eficient functia

de partitie de la minimul global la starea lichida.
5.2.2. Simetria moleculara

Analizand gruparile ionilor cu apa se arata ca aranjamentul moleculei de apa in jurul
ionilor investigati nu este simetric chiar daca acesta pare a fi simetric la prima vedere
(Ex. Figura 5.3a). Adaugand ulterior mai multe molecule de apa, dupa ce legatura

initiala a fost creata se poate observa ca asimetria este tot mai evidenta.

Se poate spune ca este de asteptat ca aranjamentul molecular sa isi piarda simetria

in momentul in care intervin Tn apropiere orbitali cu energii superioare. De fapt, este
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greu de crezut ca la dizolvarea unui ion in apa, in solutii diluate, dispunerea

moleculelor de apa va urma simetria asteptata a starii fundamentale a ionului in vitro.

Asa cum era de asteptat, dat fiind faptul ca au fost investigate grupari diferite ion-apa,
lungimile legaturilor si unghiurile dintre legaturi difera de la o grupare la alta.

Rezultatele sunt redate in tabelele (Tabelul 5.2 si Tabelul 5.3):

Tabel 5.2. Lungimea legaturilor si unghiurilor dintre legaturi in gruparea CI"-5H,0 si
gruparea F-6H,0

Distanta Unghiurile
d(Atom...Atom) | pm (Atom...Atom) ) (Atom...Atom) )
d(Atom...Atom) d(Atom...Atom)
Gruparea CI"-5H,0
d(H...Cl) 265 | (H...Cl)2g1—(H...Cl)307 | 67 | (H...Cl)274—(H...Cl)2g1 | 96
d(H...Cl) 274 | (H...Cl)274—(H...Cl)307 | 76 | (H...Cl)265—(H...Cl)274 | 101
d(H...Cl) 281 | (H...Cl)2g1—(H...Cl)284 | 82 | (H...Cl)265—(H...Cl)284 | 129
d(H...Cl) 284 | (H...Cl)o74—~(H...Cl)284 | 82 | (H...Cl)284—(H...Cl)307 | 140
d(H...Cl) 307 | (H...Cl)ae5—(H...Cl)307 | 89 | (H...Cl)265—(H...Cl)2g1 | 146
Gruparea F-6H,0
d(H...F) 179 | (H...F)179—~(H...F)18a | 77 | (H...F)18a—(H...F)1s5 | 89
d(H...F) 182 | (H...F)1ga—(H...F)1g7 | 85 | (H...F)170—(H...F)185 | 90
d(H...F) 183 | (H...F)1go—(H...F)183 | 85 | (H...F)1g3—(H...F)187 | 93
d(H...F) 184 | (H...F)170—(H...F)1g3 | 86 | (H...F)1g2—~(H...F)1s7 | 109
d(H...F) 185 | (H...F)1s5—(H...F)1s7 | 87 | (H...F)179—~(H...F)1s7 | 162
d(H...F) 187 | (H...F)1g3—~(H...F)184 |88 | (H...F)1g2—~(H...F)1s4 | 165
(H...F)179—(H...F)182 89 (H...F)183—(H ..F)185 177

in cazul anionilor CI" si F’, legatura dintre moleculele de apa si ioni este creata cu
contributia ionilor de hidrogen ai apei, regiunea din jurul anionilor fiind bogata in
electroni. Asa se explica faptul ca distantele si unghiurile aranjamentelor moleculare
rezultate, sunt date in raport cu acesti atomi de hidrogen (vezi Tabel 5.2 pentru CI' si
F).

Distantele H...CI" in grupurile CI-:5H,0 sunt apropiate de acele valori ale distantei
dintre H...CI" in dimensiunea normala de clatrat, unde sunt posibile salturi de

orientare cu unghiuri mari (Laage si Hynes, 2007).

Dupa cum se poate observa pentru ionul clorura, nu exista simetrie datorita efectului

suplimentar dat de prezenta energiei libere corespunzatoare orbitalilor de tip d (a se

27



vedea Tabel 5.2). O alta constatare este vizibila la nivelul numarului de molecule de

apa care inconjoara anionul.
5.2.3. Electronegativitatea

Diferenta de electronegativitate dintre ionii fluorura si ionii cluorura, este evidentiata,
ionul fluorura fiind capabil sa atraga in primul strat, 6 atomi de hidrogen ai moleculelor
de apa, pe cand, ionul cluorura, avand electronegativitatea mai scazuta, atrage doar

5 atomi de hidrogen ai moleculelor de apa.

Calculand deviatia standard dintre valorile obtinute ale unghiurilor si valorile
asteptate, se observa ca deviatia standard devine de doua ori in comparatie cu cea
obtinutd in gruparea ion flourura-apa. Pentru aceste calcule a fost luata in

considerare structura platonica cu cinci varfuri si sase fete (6x90°, 3x120°, 1x180°).

Luand in considerare unghiurile, pentru ionul fluorura dizolvat in apa, aranjamentul
moleculelor de apa din primul strat ce inconjoara ionul F°, este apropiat de ceea ce

inseamna un aranjament de tip patrat bi-piramidal (Tabel 5.2).

in cazul de fata, din cauza diferentei de electronegativitate dintre oxigen si ionul
fluorura, se poate observa ca aranjamentul este unul asimetric de tip patrat bi-

piramidal format de atomii de hidrogen ce inconjoara ionul fluorura.

Pentru cationi, lucrurile sunt exact invers, incat legatura dintre moleculele de apa si
cationi este formata prin intermediul atomilor de oxigen. Datorita acestui fapt, si
situatia in care numarul de coordonare este in scadere cu cresterea numarului atomic
observat in cazul anionilor (6 pentru F, 5 pentru CI'), se inverseaza in cazul cationilor

(a se vedea Tabel 5.3).

Tabel 5.3. Lungimea legaturilor si unghiurilor dintre legaturi in gruparile cationi-apa:
NH4"-4H,0, Li*-4H,0, Na*-5H,0, K*-6H,0

Distanta Unghiurile
d(Atom...Atom) | pm (Atom...Atom) ) (Atom...Atom) )
d(Atom...Atom) d(Atom...Atom)
Gruparea NH;"-4H,0
d(O...H) |95 | (H...0)0s—(0...H)os | 105 | |
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Distanta Unghiurile

d(N...H) 101 (H...N)1o1—(N...H)101 109
d(0...H) 208 (H...Cl)os—(O..H)2os | 113

Gruparea Li*-4H,0
d(Li...0) 193] (Li...0)195—(Li...O)195 | 99 | (Li...O)193—(Li...O)o00 | 111
d(Li...0) 194 (Li...O)1a—(Li...O)o00 | 104 | (Li...O)19a—(Li...O)106 | 116
d(Li...O) 196 (Li...O)166—(Li...O)200 | 110 | (Li...O)103—(Li...O)1es | 117
d(Li...O) 200

Gruparea Na*-5H,0
d(Na O) 231 (NaO)234—(Na )239 84 (NaO)234—( 0)235 97
d(NaO) 234 (Na...0)235—(Na . ) 85 (Na...O)231 ( ..0)234 100
d(NaO) 235 (Na...O)231—(Na... ) 88 (Na...O)234 ( ---0)236 123
d(Na. O) 236 (Na...O)231—(Na... ) 93 (Na...O)231 ( 0)236 135
d(Na...O) 239 (Na...O)x5—(Na...O)ss6| 94 | (Na...O)ps—(Na...O)pzs | 178

Gruparea K"-6H,0
d(0...K) 278] (0..K )ag5—( O..K )a93 | 58.1 | (O...K )ors—( O..K )24 | 94.4
d(O...K) 279 (0...K )agi—( O...K )85 | 79.0 | (O...K )og1—( O...K )o03 | 100.5
d(0...K) 281] (0..K )aga~( O..K )ag3 | 79.1 | (0..K )oro—( O..K )ogs | 121.6
d(0...K) 284 (0..K )a75—( O..K )og1 | 80.8 | (0...K )oga—( O..K )ogs | 127.8
d(0...K) 285| (0...K )og1—( O..K )84 | 81.3 | (0..K )o7e—( O..K )5 | 128.8
d(0...K) 293 (0...K )a76—( O..K )03 | 86.2 | (0...K )o7e—( O..K g1 | 157.1

(0..K )o7o—( O..K Yoss | 86.3 | (O...K Ja76—( O..K )20 | 173.0
(O...K)278—(0...K)o79 | 92.5

Media lungimilor de legatura intre gruparile ion-apa investigate s-a dovedit a fi
semnificativ diferitd (testul ANOVA cu o valoare p = 3:107°). Testul post-hoc
Bonferroni a identificat diferente semnificative in raport cu lungimile de legatura
pentru urmatoarele perechi de grupari (diferentele au fost considerate semnificative

conform nivelului de semnificatie ajustat de 0.3333%):

» Media lungimii de legaturd pentru gruparea NH;"-4H,O s-a dovedit a fi putin
semnificativa in comparatie cu cea observata la gruparea CI"-:5H,0 (unde p=10"),

gruparea Na*-5H,0 (p=8.7-10"°), si respectiv la gruparea K*-6H,0 (p=5:10®).

* Media lungimii de legatura pentru gruparea Li*-4H,O s-a dovedit a fi putin
semnificativa in comparatie cu cea observata la gruparea CI"-5H,0 (p=2.3-10), Si
gruparea K*-6H,0 (1.6:107°).
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Media lungimii de legatura pentru gruparea CI-5H,0 s-a dovedit a fi semnificativa

in comparatie cu cea observata la gruparea F -6H,0 (p=5-107).

Media lungimii de legatura pentru gruparea F-6H,O s-a dovedit a fi semnificativ

scazuta in comparatie cu cea observata la gruparea K*-6H,0 (p=2:107).
Analiza unghiurilor prezentate in Tabelul 5.2 si 5.3 a condus la urmatoarele:

Dupa cum era de asteptat, cel mai mic unghi dintre legaturi a fost observat la o

grupare cu 6 molecule de apa, respectiv la gruparea K*-6H,0 (unghi=58.1°).

Nu au fost observate diferente semnificative cand ungiurile dintre legaturi au fost
investigate din punct de vedere statistic (Statistica Friedman ANOVA=4.27
p=0.5119).

Rezultatele obtinute in cazul de fata sunt asociate cu conceptul de "dilutie infinita”, la

care, de exemplu se poate spune ca nu exista alti ioni in vecinatate (Tabel 5.4).

Tabelul 5.4 contine:

Ratia dintre apa si amoniac pentru fiecare grupare de acest tip (H20 si NH3);

Numarul ioni hidroniu (coloana HzO") si ioni hidroxid (coloana HO") eliberati in

urma formarii gruparilor;

Rata sarcinii eliberate per numarul total de molecule de apa implicate (coloana
["VH:0);

Reactia care conduce la formarea grupurilor (coloana "Reactia de formare” care

reprezinta de asemenea cheia de verificare pentru calculele anterioare);

Rata dintre atomii de azot si oxigen care corespund intregului aranjament in

amestecul total al apei si amoniacului.

Tabel 5.4. Aranjamente pentru OxN2o.xHso

Nr.| Grupare] H,O| NH4 H;O0* | HO'| [7"1/H,0 Reactia de formare | N/(N+0)%

0 |OgNypg |0 |20 |10 |0 |+(10)/(0+10) | 20NH3 + 10H,O0 — | 18/28=100

OoN20H50 + 10H3OJr
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Nr| Grupare| H,0| NH3| H30* | HO| ["]/H.0 Reactia de formare | N/(N+O)%

1 [ONw |2 |18 [8 |0 | +(8)/(2+8) | 18NHs + 10H,0 — | 18/28=643
OoNygHsg + 8H30+

2 |O4sNig |4 16 | 6 0 +(6)/(6+4) 16NH3; + 10H,O — | 16/26=61.5
O4N46Hs0 + 6H3O+

3 [ONw |5 |15 |5 |0 | +(5)(5+5) | 15NHs + 10H,0 — | 15/25=60.0
OsN1sH50 + 5H30+

4 [OoNw |6 |14 |4 |0 | +(@)(4+6) |14NH,+ 10H,0 — | 14/24=58.3
OgN14Hs50 + 4H3O+

5 | OgNy2 |8 12 | 2 0 +(2)/(2+8) 12NH3 + 10H,O — | 12/22=54.5
OgN1oHs0 + 2H;0"

6 [OwNiyp |10 |10 | O 0 +(0)/(0+10) | 10NH3 + 10H,O — | 10/20=50.0
O10N1oHs0

7 [OaNs |12 |8 |0 |2 |-(2)/@2+12) | 8NHs+ 14H,0 > | 8/22=36.4
O15NgH50 + 2HO"

8 [OuNe |14 |6 |0 |4 |-(4)(@+14) |6NH;+ 18H,0 — | 6/24=25.0
O44NgH50 + 4HO

9 [OwNs |15 |5 |0 |5 | +(5)(5+15) |5NHs+20H,0 — | 5/25=20.0
O45NsH50 + 5SHO

10{O6Ns |16 |4 | O 6 +(6)/(6+16) | 4NH3 + 22H,0 — 4/26=15.4
O1sN4H59 + 6HO"

11/ O4sN2 |18 |2 |0 8 +(8)/(8+18) | 2NH3 + 26H,0 — 2/28=07 .1
O1sNoH50 + 8HO'

12/ ONg |20 |0 |O 10 | +(10)/(10+20), ONH3; + 30H,0 — 0/30=0.00
O5oNogH59 + 10HO"

Unghiurile dintre legaturi in gruparile ioni-apa pentru ionii investigati, au fost obtinute

cu succes iar grupurile formate cu un numar considerabil de molecule de apa pot

explica dizolvarea ionilor investigati in apa.

"Numarul considerabil” de molecule sau denumit in acest caz "Numarul magic de

grupari”, la care acestea au fost investigate pentru:

LinNag-n, NanKs-n, si KsLis-n (Fournier, 2008);
(CsHsN), (H20)m (n=1~2, m=1~4) (DeBlase et al., 2015);

Metil tert-butil eter (MTBE) - grupari de apa (Di Palma si Bende, 2013);

H*(NH3)(piridina)(H20),, H*(NH3)(piridina)2(H20), (n = 18, 20 si 27) (Ryding et al.,
2012);
H*(NH3)5(H20)20 (amoniu tetraedric incapsulat intr-o structurd de dodecaedru

(H20)20, gasita in clatrat) (Hvelplund et al., 2010).
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Pentru Na*(H20)z0, CI'(H20)47, si Na*'(H20)100 utilizand algoritmul PBHaT (Burnham et

al., 2006) a fost identificat minimum global. Acest algoritm este un hibrid capabil sa

esantioneze eficient functia de partitie de la minimul global la starea lichida.

5.4. Concluzii

= Diferenta semnificativa printre congeneri in tendinta aranjamentelor in echilibru

ca rezultat al interactiunilor dintre moleculele de apa (in acest caz fiind utilizat
modelul SM8);

= In absenta altor ioni (la o dilutie infinitd) aranjamentul este in general cu simetrie

alterata;

= In prezenta altor ioni (in solutii concentrate) grupérile de dodecaedru, continand 8

atomi de litiu si 4 atomi de potasiu, sunt simetrice si stabile in timp ce gruparile de

dodecaedru contindnd 6 atomi de sodiu sunt instabili in timp ce simetria este

alterata.

CAPITOLUL 6. SIMILARITATEA MOLECULARA iN CLASE DE

6.1. Materiale si metode

ANTI-INFLAMATOARE

= Colectie de date compusii naturali cu activitate antiinflamatoare, din literatura de

specialitate;

= Aplicare masuri de similaritate cu ajutorul programului DataWarrior.

6.1.1. Colectarea datelor

Tabel 6.1. Informatia de interes colectata pentru specia Dipteracanthus prostratus

NCBI_ID Compusi SMILES Uniprot_ID — Tinte
Taxonomic biologice (Targets)
1052855 | Acid OC(=0O)c1cce(c(c1)0)0 075496, P22748,
protocatecuic P23280, ... .
Acid galic OC(=0)c1cc(O)c(c(c1)0)O | P10145, P22748,
P23280, ....
Acid galic COC(=0)c1cc(0)c(c(c1)0)O | P83916, P55789,
metil ester B2RXH2, ....
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De exemplu, din datele experimentale se arata ca 15 specii de plante, apartinand

familiei Acanthaceae, au fost studiate pentru efectul lor anti-inflamator si in

conformitate cu sistemul ITIS sunt cunoscute 39 de genuri apartinand familiei

Acanthaceae (Tabel 6.2).

Tabel 6.2. Speciile de plante (36) ce apartin celor 8 familii, luate in considerare

Familie Gen/specie NCBI_ID_Taxonomic
Acanthaceae Acanthus ilicifolius 328098
42% | Adhatoda vasica 141317
Andrographis paniculata 175694
Asteracantha longifolia 883475
Asystasia gangetica 141292
Barleria prionitis 4189
Barleria lupulina 101743
Dipteracanthus prostratus 1052855
Elytraria acaulis 640489
Nelsonia campestris 4193
Phlogocanthus thyrsiflorus 526790
Pseuderanthemum 1685563
palatiferum
Rhinacanthus nasutus 537489
Ruellia tuberosa 441035
Thunbergia laurifolia 504053
Achariaceae Carpotroche brasiliensis 1633205
8% | Flacourtia indica 210376
Gynocardia odorata 124848
Agaricaceae Agaricus blazei 79798
5% | Agaricus bisporus 5341
Aizoaceae Glinus oppositifolius 764175
6% | Trianthema portulacastrum 3548
Alariaceae Undaria pinnatifida 74381
3%
Alisma plantago-aquatica 262913
- subsp. Orientale
Altingiaceae Liquidambar styraciflua 4400
3%
Amaranthaceae | Aerva javanica 240009
30% | Alternanthera philoxeroides 381410
Alternanthera sessilis 221762
Amaranthus spinosus 124765
Celosia cristata 124768
Salicornia herbacea 259302
Suaeda maritima 126913
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Familie Gen/specie NCBI_ID_Taxonomic

Cyathula prostrata 221766
Pupalia lappacea 240105
Spinacia oleracea 3562

Anti-inflamatoarele ChEBI (in numar de 225 de compusi) au fost comparate cu un
numar de 283 de compusii naturali extrasi anterior din baza de date colectata (Tabel
6.4 din sectiunea Rezultate si discutii) din 35 specii de plante ce apartin a 8 familii
(Tabel 6.2).

6.1.2. Similaritatea utilizdnd scheletul molecular

Din setul de molecule, se poate evidentia fragmentul central comun majoritatii
moleculelor astfel incat substituentii sunt cei care difera si confera diferite conformatii

structurale.

Spre exemplu, in Tabelul 6.3, pentru molecula de genisteina (reprezentare
DataWarrior), se pot observa tipurile de reprezentari moleculare dupa care s-au

efectuat calculele in scopul caracterizarii setului de compusi naturali colectat.

Tabel 6.3. Reprezentari de tip scaffold molecular luadnd ca si exemplu molecula de
genisteina din setul de compusi naturali colectati - reprezentare din DataWarrior
(Sander et al., 2015)

Genisteina
HO OH
oY
Tip scaffold
(a) Sistemele ciclice simple

34



Genisteina

(b) Sisteme ciclice cu modele de substitutie
S - substituenti
Is - substituent exo-ciclic, in afara de

hidrogen

scisc
\
O !SC/SC.rSC
[ I
— Is !
Cscéc

(c) Sisteme ciclice cu model de substitutie
carbon/hetero

Is - substituent exo-ciclic, in afara de
hidrogen

['C] - orice atom substituent in afara de C
sau H

(d) Sisteme ciclice fara modele de
substitutie atomica

Is - substituent exo-ciclic, in afara de
hidrogen
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Genisteina

(e) Scaffold/Schelet Murcko AN
P
O
=
O\ % |
X
(f) Graful scheletului Murcko
(g) Sistemul ciclic central 07X

Cu ajutorul programului DataWarrior s-a calculat similaritatea prin diferite modalitati in
functie de scopul propus si in functie de metoda pe care dorim sa o aplicam. Pornind
de la metoda de calcul simplificata a similaritatii moleculare la calculul similaritatii in

spatiul 3D ce tine cont atat de geometria cat si de modul de legare a atomilor.

Rezultatul a constat in compararea moleculelor prin intermediul acestor descriptori
specifici fiecarei molecule din set. Valorile rezultate (scorul de similaritate) bazate pe
calcule euclidiene SOM (Self Organizing Map) (Sander et al., 2015) si masura de
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calcul Tanimoto (Willett, 2011), redau cat de multe au in comun compusii comparati,

respectiv cat de similare sunt cele doua molecule (sectiunea Rezultate si discutii).
6.1.3. Analiza componentelor principale si maparea datelor

Pe baza scaffoldurilor s-au construit grafice de vizualizare a similaritatii prin prisma si
PCA (Principal component Analysis) in DataWarrior. De asemenea s-au generat
moleculele din vecinatatea unei molecule principale din punct de vedere al

similaritatii.

Pentru calcularea similaritati a fost considerat coeficientul Tanimoto, iar prin

descriptorii considerati, conform (Sander et al., 2015):

» S-au utilizat reprezentari binare ale fragmentelor substructurilor (FragFp);
= S-a considerat stereochimia, s-au numarat fragmentele in duplicat si s-au

codificat heteroatomii (SkelSpheres).
Algoritmul de lucru a fost considerat in urmatorii pasi:

» Pozitionarea setului de molecule in spatiul 2D;

= Calcularea matricei similaritatii intre toate moleculele;

* Localizarea a cele mai similare molecule vecine;

= Intre a cate douad molecule vecine, evidentierea fortelor de atractie, care cresc
odata cu scorul de similaritate si distanta dintre acestea;

* Vizualizarea similaritatii si a moleculelor similare.

6.2. Rezultate si discutii

6.2.2. Clusterii de similaritate

Vizualizarea relatiilor de similaritate este evidentiata pe baza clusterilor formati prin
corelatia cu mai similari componenti din vecinatate. Datele au fost generate cu
ajutorul programului DataWarrior in urma calculelor de similaritate comparand cele
doud seturi de molecule adnotate ANTIINFLAMMATORY (albastru) si CHEBI (rosu)
(Figura 6.2).
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Figura 6.2. Clusterii de similaritate rezultati in urma calcularii similaritatii pe baza
vecinatatii (vizualizare in DataWarrior) - exemplu cluster 1 (C1), cluster 2 (C2).

Aceasta corelatie a similaritatii dintre seturile de date a fost efectuata pe baza
calculului coeficientului Bravais-Pearson, rezultdnd un coeficient de corelatie foarte

aproape de valoarea ideala 1, r = 0.0990 (Figura 6.2).

Clusterii formati ce pot fi observati in Figura 6.2 (exemplu cluster 1 format din
moleculele corespunzatoare ID-urilor: 443, 556, 441, 74, 205, 76, 183, 518, 258, 465,
464; exemplu cluster 2 format din moleculele corespunzatoare ID-urilor: 146, 125,
549, 428, 38, 36, 578, 408, 400, 181) reprezinta subgrupuri de molecule, conectate
intre ele pe baza vecinatatii ce apartin ambelor seturi de date analizate, indicand o

buna corelatie intre acestea in functie de similaritate.

Pe baza descriptorilor structurali (SMILES) si SkelSpheres, in acelasi timp

considerand si scheletele structurale (scaffold-uri) de tip sistemele ciclice simple
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corespunzatoare componentilor, a fost urmarita similaritatea in cadrul clusterilor

formati (Figura 6.3 si Figura 6.4).
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Figura 6.3. Similaritatea pe baza scaffold-urilor de tipul sistemelor ciclice simple
(Ring Systems), SMILES si descriptorii SkelSpheres, formeaza clusterii ai caror
componenti se gasesc a fi foarte similari din punct de vedere al caracteristicilor
structurale. Similaritatea raportata la componetul principal (lider) ID 152 (vezi Tabel
Suplimentar 6.1) din setul de compusi naturali.

Un grad inalt de similaritate este evidentiat avand ca si lideri (componenti principali)
de comparatie, cate o molecula din fiecare cluster. in figura 6.3 componentul principal
este reprezentat de ID-ul 152 corespunzator acidului vanilic din setul de compusi
naturali (ANTIINFLAMMATORY).

in figura 6.4 componentul principal este reprezentat de ID-ul 109 corespunzétor
acidului oleanolic din setul de compusi naturali. Relatiile de similaritate ale

componentilor celor doi clusteri mentionati sunt redate in Tabelul 6.5.
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Figura 6.4. Similaritatea pe baza scaffold-urilor de tipul sistemelor ciclice simple
(Ring Systems), SMILES si descriptorii SkelSpheres, formeaza clusterii ai caror
componenti se gasesc a fi foarte similari din punct de vedere al caracteristicilor
structurale. Similaritatea raportata la componetul principal (lider) ID 109 (vezi Tabel
Suplimentar 6.1) din setul de compusi naturali.

Tabel 6.5. Relatiile de similaritate ale componentilor celor doi clusteri de similaritate
(cu liderii corespunzatori considerati) reprezentanti ai figurilor 6.3 si 6.4.

Lider cluster 1 Lider cluster 2
(ANTIINFLAMMATORY:A) (ANTIINFLAMMATORY:A)
OH
/O 0
HO
152 109
ID | Structura 2D Scor | Set ID Structura 2D Scor | Set
455 oH 1 CHEBI 1 A
/O (o)
HO
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Lider cluster 1

(ANTIINFLAMMATORY:A)

OH

Lider cluster 2
(ANTIINFLAMMATORY:A)

152 109
454 o 1 CHEBI| 162 1 A
/O o)
HO:QA
o\
599 i 1 CHEBI| 406 0.934 | CHEBI
Howo/\
HO
585 "1 CHEBI| 385 he £° 0.933 | CHEBI
HODMO s
HO
555 /\/@/OH 1 CHEBI| 408 0.927 | CHEBI
=z
461 | ° o 1 CHEBI| 422 0.910 | CHEBI
HO
o\
446 | O~F° 1 CHEBI| 369 0.900 | CHEBI
Ho/é\OH
OH
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Lider cluster 1 Lider cluster 2

(ANTIINFLAMMATORY:A) (ANTIINFLAMMATORY:A)
OH
O
-~ 0]
HO
152 109
46 % 0.916 | A 148 0.877 | A
N0 X0
0.877 | CHEBI

66 oH 10.887 | A 502
/OWO
HO

99 | L0 0.858 | A
Ho/é\m—
98 oH 0.849 A
HO
O
5
325 oH 0.845 | A
HOW
(¢}
HO
155 oH 0.839 A
HO
o
HO

71 /\/(53 0.829 A

Luand in considerare cate un component lider din fiecare cluster de similaritate

distinct format, se observa cum similaritatea globala calculata din punct de vedere al
veciniatatii se schimba in acord cu acestia (152 si 109). Axandu-ne pe cei doi clusteri

cu un scor de similaritate aproape egal cu 1, se observa legatura de similaritate dintre
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compusii din cele doua seturi (CHEBI si compusii naturali antiinflamatori). Astfel cei

mai similari compusi din cei doi clusteri pot fi urmariti in Tabelul 6.5.

6.2.3. Maparea similaritatii utilizand scaffold-urile moleculare

!

Figura 6.5. Self Organising Map pentru aranjarea moleculelor in functie de
asemanarea scaffold-urilor corespunzatoare compusilor si vizualizarea clusterilor de
similaritate pe baza vecinatatii si descriptorilor SkelSpheres (vizualizare fin
DataWarrior).

Prin SOM s-au luat in calcul si pot fi vizualizate valorile de similaritate exacte (Figura
6.5), iar in cazul PCA, scaffold-urile sunt separate in functie de doua sau trei
componente principale, dupa cum se observa in cele ce urmeaza (Figura 6.6, Figura
6.7, Figura 6.8).
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6.2.4. Analiza componentelor principale
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Figura 6.6. Analiza componentelor principale in vecinatatea Y, in urma calculului
similaritatii utilizdnd scaffold-ul molecular si FragFp (conform rezultatului din

DataWarrior), cu o varianta 23.2% a componentului principal 1 si 24.6% a
componentului principal 2.
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Figura 6.7. Analiza componentelor principale in vecinatatea X, in urma calculului
similaritatii utilizdnd scaffold-ul molecular si FragFp (conform rezultatului din
DataWarrior), cu o varianta 35.6% a componentului principal 1 si 40.2% a
componentului principal 2.

Urmarind cele doud figuri (Figura 6.6 si Figura 6.7), se poate spune ca exista o
similaritate semnificativa intre molecule si ca in raport cu acestea existd un numar
mic de molecule care nu sunt similare. Considerand stereochimia, prin descriptorul
SkelSpheres s-au numarat fragmentele in duplicat si s-au codificat heteroatomii

calculand similaritatea pe baza acestui descriptor (Figura 6.8).

CP3
A

15

10

-10

=15
20~

5 CP2

SET DE DATE @ANTINFLAMMATORY @ CHEBI
max similaritate vecinatate °-04 °-02 0 *02 904 o056 908
[SkelSpheres] 82%
Figura 6.8. Vizualizarea 3D a similaritatii moleculelor celor doua seturi de date
(ANTIINFLAMMATORY - albastru; CHEBI - rosu) si evaluarea acesteia prin prisma
analizei componentelor principale (CP) utilizdnd descriptorul SkelSpheres in spatiul
3D.
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In cadrul analizei componentelor principale (PCA) in spatiul 3D, relatia de similaritate

dintre componenti este confirmata prin graficul rezultat in Figura 6.8. Similaritatea

este astfel redata prin semnificatia statistica data de rezultatul scorului de similaritate
de 82% cu valori intre 0.6 si 0.8.

6.4.

Concluzii

O serie de compusi naturali din setul de date colectat, sunt similari cu structurile

compusilor medicamentosi din setul luat ca referinta;

Un compus chimic si derivatul sau pot fi gasiti intr-o diversitate de extracte de

plante;

Rezultatele contribuie la confirmarea si recentralizarea periodica a compusilor

gasiti ca avand activitati antiinflamatoare.

CAPITOLUL 7. MODEL DE RELATIE CANTITATIVA STRUCTURA-PROPRIETATE
iN CLASE DE STEROIDE

7.1. Materiale si metode

Tabel 7.1. Cei 40 de derivati ai moleculei de 7B-hidroxisteroid

NI Publ(f)hem logP| |Nr. PUbI%hem logP| |Nr. Publti:‘.)hem logP| INr. PubI(i‘.)hem logP
112760132 | 10.2| |11|76310266| 8.2 |21|57390981| 5.2| |31|76322257|10.7
2|70682679| 7.1| [12/56663807| 6.4| |22|16758147 | 8.5 |32|76325907| 3.8
3|70682680| 6.5 [13|56847117| 6.2| |23]22213946| 6.2| |33(76327928| 3.8
4/70688976| 6.2| |14/70686910 6| |24|16759984 | 5.9| |34(76333144| 4.2
5(70693211| 6.2| | 1570691082 | 7.1| |25|16758161| 4.2| |35|371617 6.1
6(70697302| 6.5 |16(11647965| 8.4| |26|76336739(11.2| |36|313039 8
7/12836861| 4.7| |17(52947587 | 4.9| |27|57396177 3| | 379922115 | 4.2
824867469 | 4.2| |[18]24982302| 3.8| |28/57399636 3| 1389924252 | 5.4
9|16082386| 8.1| (1949823443 | 5.9| | 2957401396 3| [39/11551321 3

1012358742 | 5.2| | 2022216291 3| [30|76322252 | 9.8| |40(11957457 | 4.2
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7.1.1. Optimizarea geometriei

Geometriile moleculare au fost optimizate in programul HyperChem la nivelul semi-
empiric PM3 (Parametrizat Model nr. 3). Fisierele log-date cu colectarea datelor au

fost extrase utilizand programul utilitar JSChem (Harsa et al., 2014).
7.1.2. Constructia hipermoleculei

Pe baza fiecarei pozitie a atomilor ce formeaza hipermolecula (vezi Figura 7.1), au
fost calculati vectorii binari si fragmentele de masa corespunzatoare pentru fiecare
molecula din set.

28

29

Figura 7.1. Hipermolecula formata in urma suprapunerii a patruzeci de liganzi.
Reprezentarea grafica 2D si numerotarea grafului (Pruteanu et al., 2016) realizate in
ChemBioDraw (,ChemBioDraw 14.0 User Guide”, 2016).

7.1.3. Descriptorii topologici

Tabel 7.2. Indicii topologici calculati pentru derivatii 73-hidroxisteroid din Tabelul 7.1

Mol-IAp|cON| Di | D3D | De | CjDi | CjDe | CFDi | CFDe

1] 35| 35|2522(4138.48|7313|4573.5|1750.5| 5062| 1809
2| 34| 34|2670|3980.77(6965| 4467({1923.5| 4918]|1966.5
3| 33| 33|2369|3510.96(6451| 4047 1665| 4487]|1706.5
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Mol.

AD|CON| Di | D3D | De | CjDi | CjDe | CFDi |CFDe
4| 33| 33|2342)3522.35(6424|4019.5| 1638| 4460]|1679.5
5| 33| 33(2342|3355.66|64241|4019.5| 1638| 4460)|1679.5
6| 33| 33[2369(3520.97|6451| 4047| 1665| 4487|1706.5
7] 25| 25| 926)1354.38|3297|1729.5| 546.5| 1983| 572.5
8| 24| 24| 802 1163.2(2969(1504.5| 463| 1739| 486.5
9| 33| 33|2335|3350.73(6511| 4029({1648.5|4550.5] 1693

10| 26| 26|{1052]|1868.14(3627(1956.5| 632| 2229| 660.5
11| 35] 35|2237|3659.41(8399|4455.5( 1302 5281| 1361
12| 33| 33|2345|3436.73(6348| 3996({1647.5| 4362|1687.5
13[ 33] 33|2342(3309.13(6424|4019.5| 1638| 4460{1679.5
14| 32| 32|2098|3117.36[5967(3657.5(1436.5| 4086|1476.5
15| 34| 34|2560|3759.51(6855(4349.5(1813.5| 4808|1856.5
16| 36| 36(2435|3417.31(8962(4849.5(1424.5| 5718| 1485
17| 24| 24| 796|1153.47(2949(1490.5| 461| 1732] 488
18| 27| 27[1149]|1681.56(3971| 2130| 715.5| 2485| 747.5
19| 23| 23| 699| 988.57(2662| 1310( 402| 1516| 421.5
20| 25| 25| 887(1279.08|3279| 1655| 535.5| 1966| 562.5
21| 26| 26(1052(1530.66|3627|1956.5| 632| 2229| 660.5
22| 36| 36(2436] 3497|9036|4811.5[(1459.5|5703.5|1521.5
23| 33| 33(2342(3355.66|6424|4019.5| 1638| 4460[1679.5
24| 23] 23| 699 1023)|2662| 1310 402| 1516| 421.5
25| 24| 24| 802(1158.41|2969(1504.5| 463| 1739| 486.5
26| 35| 35(2944(4219.49|7659|5068.5|2080.5| 5527| 2130
27| 25| 25| 887(1279.08|3279| 1655| 535.5| 1966| 562.5
28| 25| 25| 887(1279.08|3279| 1655| 535.5| 1966| 562.5
29| 25| 25| 887(1279.08|3279| 1655| 535.5| 1966| 562.5
30| 34| 36|2668(3785.72|7103| 4609|1864.5(5048.5(1911.5
31| 34| 34)|2668(3828.26|7103| 4609|1864.5(5048.5(1911.5
32| 27| 271172 1646|3967 2178| 728 2483| 763
33| 27| 27|1172(1654.23|3967|2177.5| 728(2482.5| 762.5
34| 24| 24| 802(1169.48|2969|1504.5| 463 1739| 486.5
35| 24| 24| 732[1086.05|2660| 1437| 483.5(1707.5| 501.5
36| 32| 32|2276(3204.88|6075| 3832| 1619 4173[{1656.5
37| 24| 24| 802({1169.48|2969|1504.5| 463 1739| 486.5
38| 28| 30)1412(2008.12|4395| 2535| 914| 2829| 944.5
39| 25| 25| 887(1279.08|3279| 1655| 535.5| 1966| 562.5
40)| 24| 24| 802(1169.48|2969(1504.5| 463| 1739| 486.5
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7.1.4. Pozitiile semnificative

Tabel 7.3. Pozitiile semnificative statistic, corelate cu masa fragmentelor

Mol.| p17 | p18 | p26 | p28 | p33 |p34| p35 | p36 | p37 | p40 | p43 | p50
1 /12.011]12.011]12.011] 0 0 0 0 0 [17.007] 0 (12011 O
2 [12.011]12.011/12.011]12.011] O 0 [17.007] O [17.007] O 0 0
3 [12.011]12.011]12.011]12.011] O 0 17.007{ O |17.007f O 0 0
4 112.011]12.011|12.011| O 0 0 |17.007 O |17.007f O 0 0
5 [12.011/12.011]12.011] O 0 0 |17.007] O |17.007] O 0 0
6 |12.011/12.011|12.011|12.011] O 0 |17.007{ O |17.007] O 0 0
7 |12.011{17.007| O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
8 [12.011/17.007] O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
9 [12.011[12.011/12.011] O 0 19 [17.007) 0 |17.007] O 0 0
10 |12.011]12.011] O 0 0 0 0 0 [17.007] O 0 0
11 |12.011{12.011] 0 0 0 0 0 0 [17.007] O [12.011] O
12 [12.011]12.011]12.011] O 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
13 [12.011]12.011]12.011] O 0 0 [17.007] O [17.007] O 0 0
14 |12.011{12.011]12.011] O 0 0 [17.007] O [17.007] O 0 0
15 [12.011]12.011{12.011]12.011] O 0 17.007{ O |17.007f O 0 0
16 [12.011{12.011) O 0 0 0 0 0 [17.007] 0 |[12.011] O
17 |12.011] O 0 0 0 0 0 [17.007|17.007] O 0 0
18 |12.011{12.011] O 0 |17.007| O 0 0 [17.007] O 0 0
19 [12.011] O 0 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
20 [12.011/17.007] O 0 |17.007| O 0 0 [17.007] O 0 0
21 [12.01112.011] O 0 0 0 0 0 [17.007] O 0 0
22 [12.011[12.011] O 0 0 0 |17.007] O 0 0 0 0
23 [12.011[12.011/12.011] O 0 0 [17.007] O [17.007] O 0 0
24 |12.011] O 0 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
25 [12.01117.007] O 0 0 0 0 0 [17.007] O 0 0
26 [12.011]12.011/12.011] 0 0 0 0 0 [17.007]12.011]12.011] O
27 [12.011[17.007] O 0 [17.007| O 0 0 |17.007] O 0 0
28 |12.01117.007|12.011] 0 |17.007| O 0 0 |17.007] O 0 0
29 [12.011/17.007] O 0 |17.007| O 0 0 [17.007] O 0 0
30 [12.011/12.011/12.011] O 0 0 0 0 |17.007] 0 |12.011] O
31 [12.011/12.011]{12.011] 0 0 0 0 0 |[17.007|12.011{12.011] O
32 [12.011/12.011] O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 [17.007
33 [12.011/12.011] O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 [17.007
34 |12.011[17.007| O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
35 0 0 0 0 0 0 |17.007|17.007|17.007 O 0 0
36 [12.011[12.011]12.011|17.007] O 0 0 0 |17.007] O 0 0
37 [12.011[17.007| O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
38 [12.01112.011] 0 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
39 [12.011[17.007] O 0 [17.007| O 0 0 |17.007] O 0 0
40 |12.011{17.007, O 0 0 0 0 0 |17.007] O 0 0
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Proprietatea logP a fost modelata astfel folosind fragmente de masa ca si
caracteristici structurale ale moleculelor din setul ales. Modelul a fost validat prin

procedurile "leave-one-out" si "training vs. test".
7.2. Rezultate si discutii
7.2.1. Model de regresie obtinut pe baza pozitiilor semnificative

A fost obtinut un model semnificativ de regresie prin care s-au identificat sapte

variabile ca pozitii semnificative (Ec.1 este reprezentata in Tabelul 7.4).

logP=36.2431+0.0180+C|Di-1.6780-AD-0.0353+Di+0.0228+CjDe-0.0605+p 18-
0.0542+p33-0.0495+p35 (Ec.1)
R?=0.9610, R? o; = 0.9525, Q*= 0.9413; s = 0.4808, n = 40

F-statistica (p-value) = 113 (1.02:10%°) unde,

R? = coeficientul de determinare,

R? adj = coeficientul de determinare ajustat,

Q? = coeficientul de determinare in analiza leave-one-out,
s = eroarea standard estimata,

n = marimea probei; F-statistica = statistica Fisher,
p-value = probabilitatea de a obtine un model semnificativ.

Table 7.4. Pozitiile semnificative si coeficientii lor de regresie

Variabile Coeficientii Eroarea standard |t Stat (p-value)
Interceptia 36.2431 4.4755| 8.10 (3.01-10)
CjDi 0.0180 0.0020/8.82 (4.41-10°)
AD -1.6780 0.2383]-7.04 (5.53:10°)
DI -0.0353 0.0060]-5.85 (1.69:10°)
CjDe 0.0228 0.0043| 5.35 (7.12:10°)
P18 -0.0605 0.0197|-3.07 (4.37:10)
P33 -0.0542 0.0157|-3.44 (1.63:10)
P35 -0.0495 0.0137]-3.61 (1.04-10)

CjDi = distanta Cluj; AD = Adiacenta;
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Di = Distanta; CjDe = Cluj detur;
P18 = Pozitia 18; P33 = Pozitia 33; P35 = Pozitia 35

Modelul cu cel mai mic numar de predictori a fost ales ca fiind modelul cu cea mai
mare putere explicativa. Acesta a fost obtinut prin aplicarea succesiva si repetata a

metodei pas cu pas pentru setul de descriptori din tabelele 7.3 si 7.4.
7.2.2. Validarea modelului prin procedura leave-one-out

Pentru validarea modelului a fost efectuata o analiza de tip leave-one-out cu un

coeficient de determinare n analiza leave-one-out Q% = 0.9413 (vezi Ec.1).

3=

Valorile logP estimate

A / R2 liniar = 0.961
(o]

T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Valorile logP observate

Figure 7.2. Modelul estimat (linia rosie - modelul obtinut iar liniile negre reprezinta
intervalul de incredere de 95%)

7.2.3. Validarea modelului prin procedura training vs. test

Modelul rezultat a fost validat si prin procedura de tip training vs. test pe setul de cele

40 de molecule analizate (Tabel 7.1), pentru setul de descriptori.
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Setul de 40 de molecule a fost impartit in cate doua seturi, 24 de molecule in setul

training si restul de 16 molecule in setul de testare.

Urmatoarele molecule au fost alese aleator pentru a fi parte din setul training:
57396177, 49823443, 16082386, 16758147, 22216291, 9922115, 70688976,
70682680, 22213946, 11647965, 57390981, 12358742, 313039, 76325907,
57401396, 76327928, 76322252, 16759984, 24982302, 52947587, 12760132,
76336739, 76310266 si 70697302.

Ecuatia de regresie obtinuta cu setul de molecule training a fost utilizata pentru a

prezice valorile logP pentru restul moleculelor din setul test:

logPyain = 27.014 - 0.08755-p18 - 0.03625-p33 - 0.06206-p35 -1.2697-AD -
0.001154-DI + 0.006573-CjDi (Ec.2)

RZrain = 0.9337

Firain = 40 (pF<5-10®)

R%est = 0.873

Fiest = 9 (PF<2.6-10) unde,

R? = coeficientul de determinare (pentru setul training respectiv setul test),
p-value = probabilitatea de a obtine un model semnificativ.

7.4. Concluzii

» Validarea modelului conform procedurii leave-one-out;

» Totodata a fost confirmat faptul ca o data cu scaderea numarului de variabile,

semnificatia statistica a unui model, scade.

* Pe baza modelului obtinut, se poate spune ca pozitille 18, 33 si respectiv 35 sunt
cele datorita carora semnificatia statistica scade (toate aceste pozitii avand un

efect negativ asupra valorii coeficientilor logP).
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CAPITOLUL 8. EFECTUL TERAPEUTIC AL ARSENATILOR ASUPRA LINIILOR
CELULARE DE CANCER DE SAN

8.1. Materiale si metode

Cu scopul de a evalua efectul arsenatilor (2 HNO3 + As;O3 + 2 H,O — 2 H3AsO4 +
N2O3) asupra a trei linii celulare de cancer de san (MCF-7 dublu pozitiv, Hs578T triplu
negativ, MDA-MB-231 triplu negativ) si o linie celulara normala HUMEC (normal
human mammary epithelial cells) pentru control, s-au urmarit modificarile la nivel
transcriptomic, in special, cu privire la modularea proceselor de apoptoza, autofagie

si proliferare celulara.

8.1.3. Analiza bioinformatica a datelor de microarray

3 linii celulare cancer san:

Netratate MCF-7 dublu pozitiva

- Hs578 triplu negative
§ N MDA-MB-231 triplu negative
ADN_ ) ARN |, Proteina | ADN ) ARN |_, Proteina HUMEC normala
A 3X ~ 3X
[ Microarray ] [ Microarray ]
Exprimare genica Exprimare genica
I |
L .
Expresie diferentiald GSEA
FC + t-test (limma) | Ppe linie celulara )

/Descompunerea matricelorw

robuste ( Raspuns diferit \_
1 linie cancer san dublu GO-BP ]
pozitiva si 1 linie HUMEC ] _ -
Vs. [Prezwere cai/gene |mpI|cate]
2 linii celulare cancer san triplu in raspunsul la As

\_ negative J

Figura 8.1. Algoritmul analizei la nivel transcriptomic utilizand datele de microarray
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Probe tratate Probe netratate

9 fold change

Figura 8.2. Reprezentare calcul fold change

Pentru fiecare din probe, tratate si netratate, a fost calculat nivelul de exprimare
genica (log2 fold change), pentru fiecare linie celulara rezultand astfel o valoare de

exprimare de 9 (fold change) pe fiecare linie celulara (Figura 8.2).

Tabel 8.1. Predictia in functie de diferiti parametri in analiza RDA

Valoare Valoare Delta
Alpha | 0/033|0.7| 1[1.333|1.667| 2|2333|2.667| 3
0 2 2 11 1 5 7118 18 18 | 18
0.11 | O 2110110 12 10 | 11 18 18 | 18
022 0 0| 9|10 11 11110 11 18 | 18
0.33| 0 0| 9|10 10 12 | 11 10 11|11
044 0 0| 9| 9 10 11|12 11 10 | 11
0.55| 0 0| 2| 9 10 10 | 10 11 12 | 11
0.66 O 0| 0| 5 9 91|10 10 10 | 11
0.77 | O 0| 0] O 3 9| 9 9 10 | 10
0.88 0 0| 0] O 0 0| O 1 3| 7
099 | 0 0| 0| O 0 0| O 0 0| 0

in tabelul 8.1 se pot regasi si observa toate datele matricelor robuste calculate si
rezultate, prin evidentierea acelor valori luate in considerare. Valoarea aleasa

marcata in portocaliu, este dimensiunea aleasa in analiza RDA.
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8.2. Rezultate si discutii

8.2.1. Evaluarea efectului arsenatilor in cultura de matrigel

Testul de scurta durata in vitro pe cultura de matrigel a fost efectuat cu scopul de a

urmari efectele arsenatilor la nivelul organizarii celulare (Figura 8.3).

Se aratd ca in toate liniile celulare, arsenatii moduleaza procesele implicate in
elongarea celulara si reduce interactiunile intercelulare si a capacitatii de a forma
retele celulare. Acest efect este mult evidentiat in celulele de cancer de san triplu
negativ Hs578T si MDA-MB-231 (Figura 8.3).

Control Arsenati

Hs578T

MDA-MB-231

MCF-7

microscopica celule netratate (Control) vs. celule tratate cu arsenati.
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8.2.2. Evaluarea efectului arsenatilor asupra autofagiei si apoptozei
Annexin-FITC Merged

Hs578T
Control
MDA-
MB-231
Control
) - - -
MCF-7
Control
) -- -

Figura 8.4.a. Evaluarea procesului de apoptoza prin microscopie de fluorescenta
(20X magnitudine) ca efect al expunerii celulelor la arsenati (As — notatie arsenati in
imagine) 50 nM.

As
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MDC Merzed

Hs578T
Control
) - -
MDA-MB-231
Control

Figura 8.4.b. Evaluarea procesului de autofagie prin microscopie de fluorescenta
(20X magnitudine) ca efect al expunerii celulelor la arsenati (As — notatie arsenati in
imagine) 50 nM.

MCF-7

Control

As
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8.2.3. Vizualizarea datelor in functie de raspunsul celulelor in urma
tratamentului

Legenda culorilor

Linii celulare
@ Hs578T
HUMEC
® MCF-7
0.7 08 09 1 MDA-MB-231
Valori corelatie
MDA _t
MDA_nt
MDA_t
MDA_nt o
MDA_nt =.
MDA _t 3
MCF7_t @
MCF7_t g
MCF7_nt oS
MCF7_nt « e o
MCF7_t 5 o
e oo
_ =

HUMEC_nt & i
HUMEC_nt c =
HUMEC_t T3
HUMEC_t B =
HUMEC_t @
HS578T_nt =
HS578T "(_1 e
HS578T_nt =
HS578T_t | c
HSS.’ST !

Figura 8.5. Arsenatii moduleaza raspunsuri diferite in cele patru linii celulare distincte

Legenda culorilor

Linii celulare Tratament

@® Hs578T O Nu
HUMEC ® Da
® MCF-7
07 08 09 1 ® MDA-MB-231

Valori corelatie

HS578T_nt
HS578T_nt
HS578T_nt
HS578T_t
HS578T_t
HS578T_t

I
Cc
<
m
O
2
!
jusween
ap aljouny uj aleledas enop

.

Figura 8.6. Raspunsuri diferite in cele doua conditii (tratate-t, netratate-nt)
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8.2.4. Analiza componentelor principale

~ ~
© ©
E — ‘ S ~— 501 :
g i % g— I * :\
S @ ° o @
Ec Ec
= G =
5 S 52
c T c T
g3 S5
== s £c °*
=3 ISI=3
O o | » O g - b
QO -100 Q1001
0 :vn i . ‘\vu: 1;11 f:.l \YJ ’lll
Component principal 1 Component principal 3
Continand varianta= 229 Continand varianta = 14.6
© 2
o X =
—_— ~
AT
Cc ®
£ T -
SEa Linii celulare  Tratament
= 0
% g [ ) Hs578T O Nu
=T
S = r HUMEC ® Da
= 5
Eg w0 ® MCF-7
05
O @® MDA-MB-231

50 0 50 100 150
Component principal 1
Continand varianta = 22.9

Figura 8.7. Fiecare linie celulara este evidentiata printro zona distincta in spatiul de
exprimare genica, considerand cele trei componente principale continand o varianta
de 22.9% (CP 1), 16.7% (CP2) si 14.6% (CP3).

8.2.5. Analiza setului semnificativ de gene exprimate diferential

Tabel 8.2. Procesele biologice comune exprimate, ca raspuns la tratamentul cu
arsenati in cele patru lini celulare, considerate semnificative statistic cu un FDR <0.15
(False discovery rate)

FDR valoarea q

Denumirea procesului biologic Hs578T/ MCF-7/

MDA-MB-231 | HUMEC
Replicarea ADN-ului dependenta de 0 0
organizarea nucleozomului 0 0
Cromatina ce nu se exprima la rADN 8 8
Heterotetramerizarea proteinei 8 8'0001 8
Cromatina ce nu se exprima (tacuta) 8 00064 8
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Scorul de exprimare

Gene Tn

Scorul de exprimare

Gene in

FDR valoarea q

Denumirea procesului biologic Hs578T/ MCE-7/

MDA-MB-231 | HUMEC

Reglarea negativa a diferentierii 0 0.00027
celulelor progenitoare 0.01886 0
Reglarea negativa a diferentierii 0 0
megacariocitelor 0.00284 0

Reglarea negativa a expresiei genice 0 0.00015
epigenetice 0.00083 0

Reglarea pozitiva a expresiei genei 0 0.01009
epigenetic 0.04965 0

Complex de asamblare al Beta cateninei | 0 0.03176
TCF 0.00326 0

Heterooligomerizarea proteinei 0 0.00748
0.04438 0

Organizarea telomerilor 0 0.00747
0.04186 0

oo 0 0.12874

Gene silentioase de ARN 0.01242 0.00026

Reglarea genelor silentioase 0.00942 0.00363

’ 0.00100 0.02088

HALLMARK_APOPTOZA

HALLMARK_SEMNALIZARE_MTORCH1

005

000 w7#
.0.05 -0.05
0.10 {
-0.15 -0.15
020 -0.20
025 |
-030

-0.35 1

ALLAMRIR RN

|
Linii celularetriplu negative Linii celulare dublu pozitiva, normala

Scorul de exprimare

-0.35

centroid &

centroid ©
Gene n

HALLMARK_PUNCTUL DE CONTROL G2M
aos)| ‘
-0.10 1
-0.15
-0.20 |
025 4
-0.30
o]
-0.45 1

T T

Linii celularetriplu negative Linii celulare dublu pozitiva, normala

centroid &

0.00

-0.10 4

-0.25 |
-0.30

ML

(il

LA

Linii celulare triplu negative Linii celulare dublu pozitiva, normala

Legenda
Grafic GSEA

Scorul de exprimare
Gene

Figure 8.8. Genele sunt perturbate diferit in procesele biologice ce implica apoptoza,
MTORCH1, punctul de control G2M (q <0.15). Pe axa X se pot observa valorile de
centroid care reprezinta unde anume genele sunt cele mai perturbate.
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Valorile centroidului de date reprezinta raspunsul comparativ intre liniile celulare triplu

negative (rosu) versus dublu negativa si normala (albastru) (Figure 8.8).

8.3. Concluzii

Ca si efect global in urma tratamentului celulelor canceroase cu arsenati, s-a

aratat ca prin aceasta reglarea epigenetica a fost perturbata.

Procesele de apoptoza si autofagie au fost afectate in liniile celulare de cancer de
san triplu negativ (Hs578T si MDA-MB-231).

Caile biologice ce implica mecanismele de reparare al ADN-ului, organizarea
cromatinei si reglarea epigenetica au fost modulate la nivel ridicat de catre

arsenati.

Considerand doza de arsenati (50nM) la care celulele au fost supuse si efectele
asupra procesele biologice mentionate, se poate concluziona ca arsenatii pot fi
atribuiti unui tratament alternativ anti-tumoral pentru acele tumori care implica

perturbarea procesului de reparare a ADN-ului.

Datele transcriptomice rezultate, oferd o perspectiva a evidentelor cu privire la
efectul arsenatilor asupra proceseor si mecanismele complexe ce implica

inhibarea sau activarea proceselor tumorale.

CAPITOLUL 9. EFECTUL TERAPEUTIC AL LACTOBACILILOR ASUPRA
CELULELOR INTESTINALE EPITELIALE PORCINE LA NIVEL DE EXPRESIE
GENICA

9.1. Materiale si metode

9.1.4. Extractia ARN-ului total pentru analiza microarray

ARN-ul total, atat cel provenit de la celulele IPEC-1 tratate cu lactobacili, cat si cel

provenit de la celulele IPEC-1 netratate, a fost izolat utilizand kit-ul QiagenRNeasy
midi (QIAGEN GmbH), dupa protocolul recomandat de furnizor (Pistol et al., 2014).

Calitatea si integritatea probelor au fost verificate utilizand bio-analizatorul Agilent
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2100 si nano kit-ul Agilent RNA 6000 (Agilent Technologies). Scorul RIN (RNA
integrity number) a fost gasit in intervalul 8-10. Probele de ARN purificate au fost

pastrate la —80°C pana la utilizare.
9.1.6. Analiza statistica a datelor de microarray

Toate secventele genice a speciei porcine Sus scrofa au fost extrapolate la omologii
lor umani utilizdnd Homology Based Annotation din baza de date NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) si BLAST (Braicu et al., 2016).

Analiza de tip Ingenuity Pathway (IPA; http://www.ingenuity.com) a fost aplicata.
9.1.7. Validarea datelor de exprimare genica

Validarea datelor de exprimare genica a fost efectuata prin analiza cantitativa Real-
time PCR (RT-gPCR). Nivelurile de expresie a patru gene (IL-13, TLR6, TLR4, IL-10)
(Tabel 9.1) selectate aleator au fost masurate prin RT-gPCR, in toate probele

considerate, conform protocolului prezentat in (Taranu et al., 2015).

Tabel 9.1. Validarea datelor de exprimare genica considerand nivelurile de exprimare
a patru gene (IL-1B, TLR6, TLR4, IL-10) cu media geometrica (Geomean) si Fold
change (FC), dupa tratamentul cu lactobacili (LB).

Cai celulare Gene | Geomean_Fold LB | FC
TLR6 | 1.03 2.04
Raspunsul inflamator
TLR4 | 1.46 2.75
l-1b 1.45 2.73
Citokineza
IL10 1.8 3.48

9.2. Rezultate si discutii
9.2.2. Clasificarea functionala a genelor exprimate diferential

Genele care au fost gasite ca fiind exprimate diferential in urma tratamentului, au fost
supuse in continuare unei analize de tip grupare (cluster) si clasificate in opt categorii
functionale si cai de semnalizare astfel: semnalizare, semnalizare celulara,
proliferare, factor de transcriptie, factori de crestere, citokine, interleukine, raspunsul
inflamator (Tabelul 9.2).
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Tabel 9.2. Genele supra-(up-) (rosu) si sub-(down-) (verde) exprimate implicate in
cele opt categorii functionale si cai de semnalizare

Denumire cai Up regulated | Down regulated | Total gasite
Factor de 597 60 657
transcriptie

Semnalizare 1735 76 1811
Semnallzare 132 5 137
celulara

Proliferare 632 60 692
Citokine 224 10 234
Interleukine 186 14 200
Raspunsul 205 13 218
inflamator

Factor de crestere | 398 13 411

76 de gene dintre cele 1811 au fost gasite ca fiind down-regulated, o supresie genica

semnificativa fiind observata pentru genele RGS2 cu un nivel de expresie de -6.67 si

p-value = 0.017 si OR1L8 cu un nivel de expresie de -5.26 si p-value = 0.259

(Tabelul 9.3).

Tabel 9.3. Lista genelor supra- (up-) si sub-exprimate (down-) implicate in
semnalizarea celulara in celulele epiteliale porcine IPEC-1

ID Gene SmlEe Descrierea genelor FC Expresia
gene
Semnalizare
GACCO01000361 | nf1 NF1 (neurofibromin 1), varianta 10.20 | Up
de transcriere 1
AK349266 fuz FUZ (fuzzy homolog) 10.63 | Up
(Drosophila),
varianta de transcriere 1 10.70 | Up
XM-001928433 | or2m3 | receptorul olfactiv, familia 2, 11.63 |Up
subfamilia M, membru 3
(OR2M3)
AK345382 entpd1 | ENTPD1 1 (ectonucleoside 1213 | Up
triphosphate
diphosphohydrolase),
varianta de transcriere 1 13.45 | Up
XM-003482962 | axin2 | AXIN 2 (axis inhibition protein) 13.93 | Up
AB530146 rgs2 Reglator al semnalizarii proteinei | -6.67 down
G 2, 24kDa
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ID Gene S;r:::l Descrierea genelor FC Expresia
XM-001925049 | or1l8 Receptorul olfactiv, familia 1, -5.26 down

subfamilia L,

membru 8 -4.17 down
NM-001001861 | cxcl2 Chemochine (C-X-C motif) ligand | -4.00 down

2
NM-214376 areg Amfiregulina -3.85 down
NM-214376 areg Amfiregulina -3.85 down
AY609724 tef21 Factor de transcriptie 21 -3.70 | down

Un numar semnificativ (692 gene) de gene exprimate diferential implicate in
proliferarea celulara au fost observate, dintre acestea 632 au fost gasite ca fiind
supra-exprimate (dintre care un numar de 59 de gene au un nivel de expresie 4, ex.
NF1 cu un 10.20 FC) iar 60 gene sub-exprimate precum AREG cu un nivel de
expresie de -3.85 FC, IL1a cu un nivel de expresie de -3.33 FC (Tabelul 9.4).

Tabel 9.4. Lista genelor supra- (up-) si sub-exprimate (down-) implicate fin
proliferarea celulara in celulele epiteliale porcine IPEC-1

ID Gene mlEe Descrierea genelor FC Expresia
gene
Proliferare
GACCO01000361 | nf1 NF1 (neurofibromin 1), varianta 10.20 | Up
de transcriere 1 10.70
13.45
XM-003482962 | axin2 | AXIN 2 (axis inhibition protein) 13.93 | Up
NM-214376 areg Amfiregulina -3.85 down
-3.45
NM-214029 ila Interleuchina 1, alpha (IL1A) -3.33 down
AY610314 ube2v?2 | Ubiquitin-enzima de conjugare E2 | -3.33 down
varianta de transcriere 2

Un grup de gene (657) implicate in factorii de transcriptie au fost gasite ca fiind
exprimate diferential astfel, 597 sunt supra-exprimate (cu un nivel de expresie 12.21
si p-value = 0.058 a fost gasita gena TSHZ2, NF1 cu un nivel de expresie de 10.20 si
p-value = 0.133, EMX1 cu un nivel de expresie de 9.00 si p-value = 0.133) iar 60 de
gene sunt sub-exprimate (spre exemplu gena PKNOX2 cu un nivel de expresie de -
8.33 si p-value = 0.015) (Tabelul 9.5).
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Tabel 9.5. Lista genelor supra- (up-) si sub-exprimate (down-) implicate in factorii de
transcriptie in celulele epiteliale porcine IPEC-1

ID Gene Sl Descrierea genelor FC Expresia
gene
Factorii de transcriptie

XM-003125031 | emx1 EMX1 (empty spiracles 9.00 Up
homeobox 1)

GACC01000361 | nf1 NF1 (neurofibromin 1), 10.20 | Up
varianta de transcriere 1

AK347929 tshz2 TSHZ2 (teashirt zinc finger 12.21 Up
homeobox 2), varianta de
transcriere 1

XM-003361490 | pknox2 | PBX/knotted 1 homeobox 2 -8.33 down

AY609724 tcf21 ref|Homo sapiens factor de -3.70 down
transcrptie 21 (TCF21), varianta
de transcriere 2

Tabel 9.6. Lista genelor supra- (up-) si sub-exprimate (down-) implicate in raspunsul
inflamator in celulele epiteliale porcine IPEC-1

Simbol

ID Gene gene Descrierea genelor FC Expresia
Raspunsul inflamator
XM-003131278 | prkca Protein kinaza C, alpha 513 Up
5.58
AK396677 pla2g7 | Fosfolipaza A2, grup VIl (platelet- | 5.82 Up
activating factor acetylhydrolase,
plasma)
XM-001929161 | osm Oncostatina M 6.19 Up
XM-003130465 | il20 Interleuchina 20 6.23 Up
AY669080 bmp2 Proteina morfogenetica osoasa 2 | 6.87 Up
AK232615 serpina3 | Inhibitor peptidaza serpin, 9.85 Up

CLADE A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin),

membru U 3
AK345252 cxcl2 Chemochine (C-X-C motif) ligand | -6.25 down
XM-003129107 | cxcl2 (23hemochine (C-X-C motif) ligand | -6.25 down
XM-003126166 | cxcl2 (23hemochine (C-X-C motif) ligand | -6.25 down
NM-001001861 | cxcl2 éhemochine (C-X-C motif) ligand | -4.00 down
AYS577905 cxcl2 zlhemochine (C-X-C motif) ligand | -3.45 down
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ID Gene S;r:::l Descrierea genelor FC Expresia
NM_ 214029 il1a Interleuchina 1, alpha -3.33 down

9.2.3. Validarea prin Real-Time PCR

Rezultatele de microarray au fost validate prin analiza qRT-PCR pentru nivelurile de
expresie a patru gene (IL-1B, TLR6, TLR4, IL-10). Nivelurile de expresie a genelor
selectate au aratat un grad apropiat de supra-exprimare atat in cazul analizei
microarray (IL-18 cu 2.73 FC, TLR-6 cu 2.04 FC, TLR-4 cu 1.46 FC si IL-10 cu 3.48
FC) cét si in cazul analizei qRT-PCR (IL-18 cu 2.32 FC, TLR-6 cu 1.84 FC, TLR-4 cu
1.74 FC si IL-10 cu 3.77 FC) (Tabel 9.1). Din ambele cazuri se poate concluziona ca
s-a obtinut o buna corelatie intre rezultate. Metoda avand potentialul de a elimina

variabilitatea care ar putea influenta cantitativ nivelurile de expresie al genelor.
9.2.4. Analiza cailor celulare

Dintre caile canonice implicate amintim Wnt/B-catenina si mecanismul molecular
implicat in dezvoltarea cancerului (Tabel 9.7), functiile celulare, cresterea si
proliferarea celulara, diviziunea celulara, moartea (apoptoza) si supravietuirea
celulara (Tabel 9.8 si 9.9).

Tabel 9.7. Cai canonice semnificativ exprimate, implicate asociate cu tratamentul cu
lactobacilli in urma analizei IPA

Denumire Tratament LB

p-value Ratia
Rolul macrofagelor, fibroblastilor si celulelor
endoteliale in artrita reumatoida 9.33E-21 56/309 (0.181)
Mecanismul molecular al cancerului 4.29E-20 61/374 (0.163)
Wnt/B-catenina 1.32E-18 39/169 (0.231)
Pluripotenta celulelor stem embrionare umane 1.33E-18 36/143 (0.252)

Tabel 9.8. Gene semnificativ exprimate si functii celulare implicate asociate cu
tratamentul cu lactobacilli in urma analizei IPA
Denumire Tratament LB
p-value Molecule
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Cresterea si proliferarea celulara 2.79E-20 -1.53E-124 5908

Diviziunea celulara 2.79-20 -1.13E-117 572
Exprimarea genica 1.83E-33 -1.33E-117 439
Miscarea celulara 3.35E-20 -2.04E-95 392
Moartea si supravietuirea celulara 495E-20 -5.24E-86 478

Tabel 9.9. Gene semnificativ exprimate, implicate in afectiuni si functii biologice
asociate cu tratamentul cu lactobacilli in urma analizei IPA

Denumire Tratament LB

p-value Molecule
Cancer 241E-20 -1.11E-58 849
Leziuni si anomalii 2.41E-20 -1.11E-58 860
Afectiuni gastro-intestinale 2.38E-20 -1.53E-42 761
Tulburari de dezvoltare 3.43E-21  -5.85E-42 282
Raspunsul inflamator 5.00E-33 -2.08E-43 362

Tabel 9.10. Numar de gene (Scor) semnificativ exprimate, implicate in retele
functionale asociate cu tratamentul cu lactobacilli in urma analizei IPA

Retele functionale asociate Scor
Semnalizarea si interactiunea intercelulara, 52
ciclul ceular

Exprimarea genica, diviziunea celulara, 41

dezvoltarea si functionarea sistemului digestiv

Exprimarea genica, tulburari musculare si 37
scheletice, dezvoltarea si functionalitatea
sistemului scheletic si muscular

Miscarea celulara, dezvoltarea si 37
functionalitatea sistemului hematologic, traficul
imunitar

Exprimarea genica, dezvoltarea si 37

functionalitatea sistemului hematologic,
morfologia tisulara
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9.4. Concluzii

» Rezultatele obtinute in urma analizei transcriptomice, indica faptul ca mixul de
cele trei tulpini de lactobacilli (L. rhamnosus, L. plantarum si L. paracasei) de
concentratie 1x10°CFU /mL moduleaza diferential exprimarea genic&, avand un
efect benefic asupra barierei epiteliale functionale, asupra proliferarii celulare,
inflamatiei si raspunsului imun (citokine, chemokine) in celulele epiteliale
intestinale IPEC-1.

= Efectul predominant produs de probioticele testate, a fost activarea genica,
genele implicate in caile de semnalizare fiind cele mai afectate: 95% supra- (up-)
exprimate. Multe dintre genele exprimate sunt implicate in cai celulare si functii
biologice importante. In comparatie cu lista de gene control (13950), au fost
gasite 12678 gene supra-exprimate si 1272 sub- (down-) exprimate implicate in

efectul predominant.

» Majoritatea genelor modulate (1811) au fost associate cu caile de semnalizare
dintre care 121 gene up- exprimate cu un cut off de 2 si nivelul de expresie de
referinta  (FC) mai mare decat 10. Mixul de lactobacilli a avut un effect
semnificativ asupra cai de semnalizare Wnt/B-catenin, pentru care gena AXIN2 a
fost gasita ca supra- exprimata cu un fold change de 13.93, un regulator negativ

al B-cateninei care joaca un rol important in tumorile canceroase umane.

» Rezultatele obtinute in urma analizei de microarray evidentiaza efectele mixului
de lactobacilli asupra proliferarii celulare si transcriptiei. Gena NF1 care codifica
proteina neurofibrominei, un supresor tumoral care iTmpiedica proliferarea

necontrolata a celulelor a inregistrat un nivel de expresie mai mare de 10 FC.

* Inducerea genelor precum SERPINA 3, IL-20, OSM, GM-CSF, precum si
suprimarea genelor CXCL-2 (MCP-1) si RGS2 si a citokinei pro-inflamatorii IL-18,
evidentiaza rolul protector al lactobacililor in functia barierei epidermice impotriva

inflamatiei si in activarea raspunsului imun.
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CONCLUZII S1 PERSPECTIVE VIITOARE

S-a aratat ca un set de compusi anorganici (Capitolul 5) tind sa formeze diferit
aranjamente in echilibru ca rezultat al interactiunii cu moleculele de apa iar in
absenta altor ioni (la o dilutie infinita) aranjamentele pot avea simetrie alterata.
Totodata, in solutii concentrate cu 8 atomi de litiu si 4 atomi de potasiu,
aranjamentele dodecaedrice formate s-au dovedit a fi simetrice si stabile, pe cand

dodecaedrele continand 6 atomi de sodiu prezinta instabilitate si simetrie alterata.

in privinta similaritati in clasele de compusi cu proprietati antiinflamatoare
(Capitolul 6), s-a aratat ca o serie de compusi naturali din setul de date colectat,
sunt similari cu structurile compusilor medicamentosi administrati in tratamentele
bolilor inflamatorii. De asemenea, pe baza similaritatii s-a aratat ca un compus
natural si/sau derivatii sai pot fi gasiti intr-o diversitate de alte extracte de plante

inrudite pe baza filogeniei.

Urmarind in continuare comportamentul si aranjamentele moleculelor organice,
reprezentate de setul de derivati steroidici (Capitolul 7), s-a constatat ca in urma
suprapunerii lor prin intermediul constructiei hipermoleculei a fost posibila
estimarea unui model de relatie structura-proprietate, considerand masa
fragmentelor si proprietatea de lipofilicitate. Relatia dintre caracteristicile
structurale si proprietatea considerata a fost gasitd ca fiind de o semnificatie
statistica ridicata, fapt aratat si prin validarea modelului prin procedura leave-one-
out, cu un coeficient de determinare Q° = 0.9413 in analiza leave-one-out si R* =

0.961 in modelul estimat.

in urma tratamentului celulelor canceroase cu arsenati (Capitolul 8), s-a arétat ca
reglarea epigenetica a fost perturbata iar procesele de apoptoza si autofagie au
fost afectate in liniile celulare de cancer de séan triplu negativ (Hs578T si MDA-
MB-231) ceea ce duce implicit la afirmarea faptului ca arsenatii actioneaza
asupra proceselor si mecanismele complexe ce au ca efect inhibarea proceselor

tumorale. De asemenea, in urma tratamentului, arsenatii s-au dovedit ca fiind
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implicati in caile biologice ce implica mecanismele de reparare al ADN-ului,

organizarea cromatinei si reglarea epigenetica, moduléndu-le la un nivel ridicat.

Mixul solutiei de probiotice (Capitolul 9), aplicat ca si tratament asupra celulelor
epiteliale intestinale porcine, a modulat diferential exprimarea genica
demonstrand efecte benefice asupra barierei epiteliale functionale, asupra

proliferarii celulare, inflamatiei si réspunsului imun.

intelegerea proprietatilor structurale si caracterizarea comportamentului
molecular (in apa si in silico), atat a compusilor anorganici cat si a celor organici,
poate conduce la explicabilitatea activitatilor biologice ale acestora, in vitro.
Privind prin prisma similaritatii, aceasta poate aduce o contributie in alegerea si
selectia compusilor pentru a fi testati in vitro in scop terapeutic, in functie de

afectiunea pentru care se doreste tratamentul.
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