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Introducere

Prezentarea domeniului tezei de doctorat

Aceasta tezd de doctorat are un caracter multidisciplinar, situandu-se la confluenta mai

multor domenii: biochimie, farmacognozie, etnofarmacologie, biologie.

Desi utilizate de milenii in tratamentul variatelor afectiuni, plantele medicinale inca
reprezintd un domeniu de interes pentru cercetatori, fiind un rezervor urias de compusi cu o

mare diversitate structurala inzestrati cu potential biologic [1,2].

Marea majoritate a fitocompusilor se caracterizeaza printr-un anumit profil gustativ
orosenzorial [3]. Dat fiind ca receptorii gustativi au fost identificati si extraoral, se presupune

ca gustul ar putea avea si alte roluri fiziologice decat cel senzorial [4,5].

Scopul tezei de doctorat

Scopul acestei lucrari de doctorat este de a realiza o baza de date accesibila online
gratuit care sa cuprinda fitocompusi activi gustativ/orosenzorial si de a investiga impactul
gusturilor/orosenzatiilor acestor fitocompusi, precum si impactul claselor chimice ale

fitocompusilor 1n ceea ce priveste prezenta activitatii antiinflamatoare, respectiv anticancer.



Continutul tezei de doctorat

Acesta teza de doctorat este organizata pe doud sectiuni, si anume: o parte generala

care cuprinde Capitolele 1, 2 si 3 si o parte speciala care include Capitolele 4,5,6,7, 8 si 9.

in Capitolul 1 sunt descrise informatii generale despre canale ionice, receptori
gustativi implicati In perceptia gusturilor sau senzatiilor gustative. De asemenea, sunt dati

ca exemplu compusi activi gustativ.

Capitolul 2 cuprinde descrierea in detaliu a receptorilor gustului amar (TAS2R), fiind
atinse urmatoarele aspecte: structura TAS2R, tipurile de receptori, semnalizarea asociata
acestora, exprimarea si localizarea lor, rolurile potentiale ale acestora, urmate de descrierea
agonistilor naturali ai TAS2R. Capitolul 2 se mai concentreaza asupra implicarii compusilor

naturali amari in inflamatie si cancer, precum si pe implicarea TAS2R in aceleasi procese.

Capitolul 3 include datele obtinute in realizarea unui studiu de tip revizuire a literaturii
de specialitate in ceea ce priveste existenta receptorilor gustului amar la nivelul structurilor
pielii. In acest capitol sunt descrise roluri potentiale ale receptorilor amari in piele sau la
nivelul celulelor pielii, precum si modificari ale exprimarii acestor receptori la nivelul pielii
sau al celulelor pielii in variate conditii. Tot aici sunt detaliate cateva exemple de
fitocompusi, agonisti ai TAS2R, cu roluri benefice in modele experimentale de boli

dermatologice.
Capitolul 4 ilustreaza ipoteza de lucru si obiectivele generale care au fost urmarite.

Capitolul 5 contine metodologia generala a cercetarii (parcursul cercetdrii pentru

atingerea obiectivelor, conceptul de data mining, mijloace de analiza statistica).

Capitolul 6 contine prezentarea bazei de date accesibild online, numita
PlantMolecularTasteDB (https://plantmoleculartastedb.org/index.php), o premiera nationala
si internationald, intrucat aceasta cuprinde un numar vast de fitocompusi activi gustativ
(peste 1500 itemi) care sunt descrisi in detaliu in ceea ce priveste identificatorii
corespunzdtori din baze de date internationale, formule moleculare, stucturi chimice,
SMILES, clasificarea organoleptica, receptorii gustativi pe care actioneaza si alte date
senzoriale, clasele si subclasele chimice de care apartin, precum si activitatea

antiinflamatoare a acestor compusi care este documentatd din trei baze de date consacrate
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international, toate aceste informatii fiind sustinute de referinte bibliografice. Mai mult decat
atat, studiile privind activitatea antiinflamatoare a fitocompusilor sunt insotite de
mentionarea modelului experimental pe care s-a realizat respectiva cercetare (in vitro, studii
pe model animal sau studii clinice). Rezultatul acestui proiect — PlantMolecularTasteDB, a
carui realizare a presupus un efort de echipa indelungat (intins pe mai multi ani), reprezinta
fundamentul tezei de doctorat intrucat urmatoarele doud studii au avut ca punct de plecare

aceasta baza de date.

Capitolul 7 evalueaza impactul gusturilor/senzatiilor gustative ale fitocompusilor
asupra activitatii antiinflamatoare a acestora prin data mining in PlantMolecularTasteDB.
Tot in acest capitol se evalueaza existenta unor asocieri intre clasa chimica de apartenta a

fitocompusilor si activitatea antiinflamatoare.

in Capitolul 8 se evalueaza impactul gusturilor sau senzatiilor gustative ale
fitocompusilor asupra activitatii anticancer prin data mining in PlantMolecularTasteDB. De
asemenea, sunt ilustrate asocieri intre clasele chimice ale fitocompusilor si activitatea
anticancer. Tot aici se arata si faptul ca existd o asociere puternica intre efectul antiinflamator

si efectul anticancer al fitocompusilor.

Capitolul 9 reda concluziile rezultate in urma acestui studiu doctoral, precum si

contributiile personale din cadrul acestui proiect.



1. Receptori gustativi, canale ionice implicate in detectia gusturilor
sau orosenzatiilor si compusi naturali activi gustativ
Prin integrarea datelor din stiinta moderna a gustului si a informatiilor din Medicina
Traditionalda Chineza si Ayurveda rezulta urmatoarele tipuri de gusturi - acru, dulce, sarat,

umami si amar - si senzatii orosenzoriale trigeminale - astringent, picant [6-8].

S-a folosit termenul “compus activ gustativ” in lucrarea de fata pentru a desemna un
compus care produce o orosenzatie (inclusiv senzatia de picant sau astringent; picant sau
astringent fiind considerate de fapt senzatii trigeminale, spre deosebire de gusturile clasice

care sunt orosenzatii mediate de nervii cranieni VII, IX, X) [9].
In detectia gusturilor/orosenzatiilor sunt implicati atat receptori, cat si canale ionice.

Fitocompusii au reprezentanti in multe clase chimice, precum: flavonoide [10],

alcaloizi [11], terpenoide [12], cumarine [13], etc

2. Receptorii gustului amar (TAS2R), compusi naturali amari, agonisti
ai receptorilor gustului amar, roluri in inflamatie si cancer

Receptorii gustului amar (TAS2R) sunt prezenti atat la nivelul cavitatii orale, cat si in

multiple locatii extraorale [4].

Unii receptori pot lega o diversitate impresionanta de compusi, iar altii pot prezenta o

oarecare selectivitate in acest sens [14].

TAS2R sunt exprimati la nivelul unor variate sisteme (de exemplu la nivelul pielii

[15,16], la nivelul sistemului muscular [17], la nivel pulmonar [18,19]).

Compusi naturali amari, agonisti ai receptorilor gustului amar
Desi sunt descrisi pana in prezent doar 26 de tipuri de receptori ai gustului amar, exista
o varietate impresionantd de compusi amari care se pot lega la acesti receptori (existd

aproximativ 270 liganzi si in jur de 800 de interactiuni ligand-receptor) [20].

Unii compusi sunt capabili de a se lega la mai multi TAS2R. Un exemplu in acest sens
este reprezentat de amarogentina care este capabild de a activa sapte receptori ai gustului

amar [14].



Compusi naturali amari si receptori ai gustului amar in inflamatie

Potentiala implicare a TAS2R in procesul inflamator a fost emisa si de cdtre Maria
Ekoff si colaboratorii care au ardtat faptul cd agonisti specifici ai TAS2R au determinat
inhibarea eliberarii de mediatori proinflamatori (histamina, PGD2) de la nivel mastocitelor

preactivate (mastocite derivate din sangele de la nivelul cordonului ombilical) [21].

Intr-un studiu realizat pe probe de mucoasd nazald prelevate de la pacientii cu
rinosinuzita cronica a relevat faptul ca in aceste probe existd o exprimare a receptorilor
TAS2R38 mai crescuta comparativ cu mucoasa nazald a subiectilor fara rinosinuzita cronica

[22].

Fitocompusi amari apartindnd anumitor clase chimice au fost citati mai frecvent ca

avand activitate antiinflamatoare (de exemplu fitocompusi apartinand clasei flavonoidelor

[23]).
Compusi naturali amari si receptori ai gustului amar in cancer

Intr-un studiu publicat in anul 2019, noscapina, prin intermediul TAS2R, poate afecta

supravietuirea celulara in cazul celulelor tumorale ovariene prin inducerea apoptozei [24].

Conform concluziilor mai multor cercetdtori care au revizuit integral informatia
disponibila legata de exprimarea receptorilor gustului amar in cancer, exista in majoritatea
cazurilor, cu putine exceptii, o tendintd de scadere a ARNm si a exprimarii proteinelor

TASZ2R la nivelul celulelor canceroase comparative cu celule normale [25,26].

Sunt numeroase studii in literatura de specialitate privind beneficiile agentilor care

sunt amari in cancer, atat prin modele experimentale in vitro, cat si in vivo [27-30].

Fitocompusi amari apartinand anumitor clase chimice au fost citati mai frecvent ca

avand activitate anticancer (de exemplu din clasa flavonoidelor [31]).

In ce masura medierea efectelor anticancer ale agonistilor amari are loc prin implicarea
directa a TAS2R si a cailor de semnalizare asociate acestora ramane asadar o directie de

cercetare viitoare.



3. Compusi naturali amari, receptori ai gustului amar (TAS2R) si

pielea

Exprimarea receptorilor gustului amar la nivelul pielii prezintd variatii
intraindividuale, precum si interindividuale. Aceasta diferenta in exprimarea receptorilor
gustului amar la nivelul pielii se datoreaza unor factori, cum ar fi varsta, sexul, expunerea la

soare, precum si localizarea zonelor pe harta corporala [15,32].

Se poate afirma faptul ca receptorii gustului amar sunt exprimati la toate cele 3 straturi
ale pielii, intrucat exprimarea acestora a fost detectata la nivelul keratinocitelor [33-35],

adipocitelor [36], fibroblastelor[34], limfocitelor [37].

Au fost propuse urmatoarele roluri ale TAS2R la nivelul pielii: functie de
chemosenzori [35], modularea cresterii parului [38], modularea migrarii limfocitelor la nivel

cutanat [37], etc.

Numerosi fitocompusi amari, au roluri benefice in ceea ce priveste inflamatia, precum

si in carcinogeneza de la nivel cutanat.

Un exemplu este reprezentat de apigenina care este un cunoscut agonist al TAS2R 14,
TAS2R39 [39]. Intr-un model de psoriazis indus la soarece, apigenina a redus eritemul,

scuamele, a redus exprimarea proteinelor IL-1p, IL-6, TNF-a de la nivelul pielii [40].

Avand in vedere prezenta genelor si a receptorilor de gust amar in piele,
functionalitatea TAS2R la acest nivel, precum si implicarea diversilor fitocompusi amari,
agonisti ai acestor receptori, In anumite modele experimentale de patologii (de exemplu
dermatita atopicd, psoriazis, carcinoma scuamocelular), potentialul farmacologic al
compusilor amari meritd studiat in viitor, deoarece poate avea implicatii terapeutice

nebanuite in afectiunile dermatologice.



4. lpoteza de lucru si obiectivele generale

Ipoteza generala a acestei teze de doctorat se poate formula succinct astfel: Gustul
(fito)compusilor si/sau clasele chimice pot juca rolul de descriptori farmacologici si pot
avea un potential predictiv al actiunilor biologice (antiinflamatoare, anticancer).

Obiectivele generale au fost reprezentate de:

e construirea unei baze de date cu fitocompusi care sd fie activi gustativ si care sa
contind informatii despre structura lor chimica, clasa chimica de care apartin,
receptori gustativi activati, activitate antiinflamatoare

e investigarea bazei de date dezvoltate in etapa anterioara in ceea ce priveste
potentialele asocieri: gust/orosenzatie fitocompus si activitate biologica
(antiinflamatoare, anticancer), precum si.clasa chimica a fitocompusilor si

activitate biologica (antiinflamatoare, anticancer),

5. Metodologia generala a cercetarii

In acest capitol am descris parcursul acestui proiect de doctorat, precum si metodele

generale care au condus la indeplinirea obiectivelor din prezenta lucrare de doctorat.

Data mining reprezinta procesul de cautare si analiza a unui lot mare de date brute

pentru a identifica tipare si a extrage informatii utile [41].

Analiza statistica a datelor din studiile prezentate in Capitolul 7 si in Capitolul 8 a
fost realizata folosind limbajul si mediul de programare R al Fundatiei R pentru statistica,

versiunea 4.0.3.

Rezultatele au fost considerate semnificative statistic in cazul in care valoarea p a
fost sub 0.05 (prag universal acceptat). In cazul in care mai multe comparatii au fost
utilizate, s-a aplicat corectia Bonferroni, care a determinat aparitia unui nou nivel de
semnificatie statistica reprezentat de Impartirea valorii de 0.05 la numarul de comparatii

utilizate [42].

A fost utilizat termenul asociere statistica pentru a descrie relatia statistica dintre

doua variabile.
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6. PlantMolecularTasteDB — o baza de date inovatoare

6.1. Introducere
Primul obiectiv din cadrul studiilor doctorale I-a reprezentat crearea unei baze de date,
care sa contind fitocompusi citati in literatura de specialitate ca fiind activi gustativ,
informatii legate de structura chimica, proprietati orosenzoriale, receptori gustativi asociati,

precum si informatii despre potentialul lor antiinflamator.

6.2.Material si Metoda

Colectarea datelor despre fitocompusi s-a realizat atat prin interogarea sistematica a

resurselor electronice, cat si prin consultarea de documente in format fizic (carti).

Crearea listei de fitocompusi activi gustativ s-a realizat intr-o primad etapa prin
identificarea si preluarea lor din baze de date recunoscute international: BitterDB [20,43],
FoodDB [44], PhytoMolTasteDB [3], PubChem [45], SuperSweetDB [46]. Lista obtinuta
astfel a fost imbogatita ulterior prin cautarea cu cuvinte cheie in alte baze de date recunoscute

international: ScienceDirect, PubMed si.Google Scholar.

Sintagmele de cautare au fost: “(phytochemical) AND (taste)”, “(specific
phytochemical name) AND (taste)”, “(phytochemical) AND (astringent OR bitter OR
pungent OR salty OR sour OR sweet OR umami)”, “(specific phytochemical nhame) AND

(specific taste)”, “(phytochemical) AND (specific taste receptor/chemosensor name)” [47].

Dupa aceasta cautare electronica, ori de céte ori a fost nevoie, a avut loc si o cautare
manuald, mai ales pentru descrieri senzoriale sau pentru structuri chimice ale compusilor

care nu erau disponibili in bazele de date mentionate).

Pentru includerea in aceasta baza de date, compusii naturali au trebuit sa indeplineasca

doua conditii:

e Disponibilitatea structurilor chimice in PubChem[45], HMDB[48], FooDB [44],
ChEMBL [49] sau in studii/articole
e Fitocompusii sa fie descrisi ca fiind activi gustativ (senzorial sau experimental — teste
de afinitate de tip ligand — receptor)
Repartizarea pe clase chimice a compusilor naturali constituenti s-a realizat prin
cautarea fitocompusilor in PubChem[45], FooDB[44], HMDB[48].

Pentru evaluarea potentialului antiinflamator, s-a realizat cautarea sistematica in trei
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baze de date recunoscute international (PubMed, GoogleScholar, ScienceDirect) folosind
urmatoarea sintagma cheie: “[specific phytochemical name] AND (antiinflammatory OR
anti-inflammatory OR inflammation)” [47], de exemplu: (Apigenin) AND
(antiinflammatory OR anti-inflammatory OR inflammation) .

”Gustul molecular al plantelor” sau “gustul fitomolecular” reprezinta profilul virtual
gustativ pentru o anumita planta care este alcatuit din toate gusturile/senzatiile gustative date
de principalii compusi activi gustativ/orosenzorial care intra in compozitia plantei de interes
[50]. Gustul fitomolecular este un concept original introdus recent [50]. Acesta poate fi
generat in baza de date sub forma unui grafic de tip placinta (in engleza - pie) pentru o
anumitd plantd de interes. Se tine cont de contributia fiecarui gust al fitocompusilor

constituenti majori ai plantei respective.

6.3. Rezultate

PlantMolecularTasteDB este o baza de date unica la nivel national si international,
pentru unicitate si originalitatea acestui concept a fost obtinut certificatul Benelux Office for
Intellectual Property (BOIP) i-DEPOT cu numarul 122867. Aceasta baza de date este si
accesibild online gratuit (https://plantmoleculartastedb.org/index.php, accesata la data de
01.04.2024).

PlantMolecularTasteDB contine 1527 compusi naturali derivati din plante activi
gustativi. Existd compusi care prezintd mai multe gusturi/senzatii gustative (inregistrati cu
mai multe gusturi/senzatii gustative). In ceea ce priveste numarul inregistrarilor
fitocompusilor din fiecare gust/senzatie gustativd, acestea sunt: 1114 inregistrari cu gust
amar, 263 — cu gust dulce, 224 — cu gust picant, 189 — cu gust astringent, 61 — cu gust acru,
25 — cu gust umami, 7 — cu gust sarat (Figura 6.1).
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Distributia fitocompusilor pe gusturi/orosenzatii
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Figura 6.1. Distributia fitocompusilor pe gusturi/senzatii gustative
Din punct de vedere al claselor chimice reprezentate in aceasta baza de date, cele mai
bine reprezentate trei clase chimice sunt clasa alcaloizilor, clasa terpenoidelor si a

glicozidelor.
6.4.Discutii

Desi la data lansarii PlantMolecularTasteDB mai erau disponibile online si alte baze
de date consecrate compusilor activi gustativ, PlantMolecularTasteDB prezintd mai multe

elemente care au reprezentat o premiera internationala.

PlantMolecularTasteDB este inovativa prin informatiile continute (include profilul
gustativ complet al fiecarui fitocompus, activitate farmacologica — activitate
antiinflamatoare); mai mult decat atat include doar compusi naturali din plante [47]. Un alt

element de noutate este generarea gustului fitomolecular pentru o planta de interes.

SuperSweetDB este alcatuita numai din compusi cu gust dulce (atat sintetici, cat si

naturali) [46].
BitterDB cuprinde doar compusi cu gust amar, atat naturali, cat si de sinteza [20,43].

FlavorDB include compusi care sunt caracterizati din punct de vedere sensorial fara a
se face distinctia intre gust si miros si sunt disponibile date despre proprietati fizicochimice,

date despre gruparile functionale [51].

6.5. Concluzii
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PlantMolecularTasteDB este o bazd de date unica, ce include fitocompusi activi

gustativi din toate categoriile de gusturi/orosenzatii.

In prezent este baza de date care contine cel mai mare numiar de compusi naturali
(derivati din plante) activi gustativ, care descrie profilul gustativ complet al fitocompusilor
si care aduce laolalta informatii fizico-chimice, date calitative si/sau cantitative, activitate

biologica (potential antiinflamator).

PlantMolecularTasteDB reprezinta elemental fundamental al tezei de doctorat intrucat
urmatoarele studii au fost realizate utilizand ca loc de selectie ansamblul de fitocompusi

prezenti 1n acestd baza de date.
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7. Evaluarea impactului gustului si impactului clasei chimice asupra
efectului antiinflamator al fitocompusilor prin data miming in
PlantMolecularTasteDB

7.1. Introducere
Obiective

Obiectivul principal al acestei cercetari a fost sa verificam daca gustul/orosenzatia
fitocompusului sau clasa chimicd ar putea prezenta putere predictivda a activitatii

antiinflamatoare sau nu.

Alte obiective legate de cercetarea de fatd sunt reprezentate de: evaluarea unei
potentiale asocieri dintre apartenenta fitocompusilor la o anumita clasa chimica si activitatea
antiinflamatoare a acestoraevaluarea unei potentiale asocieri dintre gusturile/orosenzatiile
generate de fitocompusi si activitatea antiinflamatoare a acestora Stabilirea superioritatii in
ceea ce priveste capacitatea de predictie a activitatii antiinflamatoare luand in considerare
cele doud proprietati ale fitocompusilor (gust/orosenzatie, respectiv clasa chimica de
apartenentd), evaluarea implicarii gusturilor/orosenzatiilor induse de fitocompusi in relatia
dintre asocierea presupusa a clasei chimice de apartenentd a fitocompusilor si activitatea
antiinflamatoare a acestora, evaluarea unei potentiale asocieri dintre gusturile/orosenzatiile

determinate de fitocompusi si interactiunea lor cu tinte moleculare implicate in inflamatie.

7.2. Material si Metoda

Baza de date construita anterior (PlantMolecularTasteDB) a constituit sursa din care

au fost selectati fitocompusii investigati in acest Studiu [47].

Pentru a ne asigura de faptul ca fitocompusii luati in statisticd in cercetarea prezenta
au fost 1n prealabil suficient de studiati, inclusiv din punct de vedere al rolului in inflamatie,
un prag de minimum 40 de studii la cautarea numelui fitocompusului in PubMed a fost

aplicat in procesul de selectie.

Astfel, criteriile de includere pentru fitocompusii considerati au fost reprezentate de:
existenta lor in PlantMolecularTasteDB si existenta unui numar minim de 40 de articole in

PubMed folosind ca sintagma de cautare numele compusului natural.
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Pentru ca un compus sa fie considerat ca avand activitate antiinflamatoare in literatura
de specialitate, am considerat ca dovada pozitiva existenta a cel putin a unui studiu (in vitro,

pe model animal sau studiu clinic).

A doua parte esentiald a prezentei cercetari a fost reprezentatd de validarea datelor
obtinute din prima cautare. Pentru acest deziderat s-a utilizat programul online
SwissTargetPrediction [52]. Acest instrument bioinformatic realizeaza o predictie a tintelor
moleculare ale moleculelor bioactive investigate. Predictia se bazeaza pe adaugarea in acest
program a caracterelor de tip SMILES pentru itemul de analizat. Patru baze de date
internationale au servit ca suport de cautare a tintelor moleculare indicate prin programul
anterior. Acestea sunt National Library of Medicine/Protein [53], PubChem [45], The
Human Protein Atlas [54], UniProt [55]. Acest lucru a fost necesar pentru a valida implicarea
acelor tinte moleculare in procesul inflamator. Céutarea din acesta etapa a presupus utilizarea
numelui tintei moleculare si a cuvintelor cheie care au in structura lor “inflammat” (de
exemplu, “inflammation”, “inflammatory”,  “anti-inflammatory/anti-inflammatory”,

“proinflammatory/pro-inflammatory”).

Clasele chimice luate in calculul statistic au fost: acizi alifatici cu lant scurt, acizi
fenolici, alcaloizi, aminoacizi, compusi cu sulf, cumarine, diterpenoide, alte
fenilpropanoide* (altele decat clasele principale ale acizilor hidroxicinamici, cumarinelor,
(iso)flavonoidelor, lignanilor, stilbenilor), flavonoide, glicozide ale flavonoidelor, glicozide
ale monoterpenoidelor, glicozide ale steroizilor, monoterpenoide, sescviterpenoide, taninuri,

triterpenoide, zaharide.

Din punct de vedere al mijloacelor statistice folosite in generarea rezultatelor, acestea

au fost testul Chi-patrat, testul Fisher exact, testul Mann-Whitney si corectia Bonferroni.
7.3.Rezultate

Din cei 1527 de compusi continuti in baza de date PlantMolecularTasteDB, 592 au

indeplinit criteriul de a avea peste 40 de studii la cautarea fiecaruia dintre ei in PubMed.

Din acesti 592 de fitocompusi, majoritatea (452, reprezentand 76,35%) au indeplinit
criteriul de a avea cel putin un studiu referitor la efectul antiinflamator. 140 de fitocompusi,
reprezentdnd 23,64%, nu au avut studii referitoare la efectul antiinflamator conform

procesului de cautare.
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Conform corectiei Bonferroni, rezultatele semnificative statistic au fost pentru

asocierile amar si activitate antiinflamatoare, zaharide si lipsa activitatii antiinflamatoare.

Asocierea dintre gustul amar si activitatea

antiinflamatoare la fitocompusi
p=1.4 x 105, OR=2.62, 95%CI 1.74-3.94
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Figura 7.1. Asocierea dintre gustul amar si activitatea antiinflamatoare la fitocompusi

Zaharidele au o asociere negativa cu actiunea antiinflamatoare, afirmatie sustinuta de
o0 valoare a p de 0.0003, un OR (Odds Ratio) de 0.25 si 95% CI (Confidence Interval) de
0.11-0.56 (nu include valoarea 1).

Flavonoidele au avut valoarea p (test Fisher exact) de 0.003, OR de 3.35, 95%CI 1.41-
9.7, deci o asociere pozitiva semnificativa cu activitatea antiinflamatoare, dar aplicand

corectia Bonferroni nivelul de semnificatie statisticd a coborat la 0.002.

Pentru cei 548 de compusi pentru care a putut fi realizata cautarea referitoare la tintele
lor moleculare, au rezultat 1836 de posibile tinte. Dintre acestea, 363 sunt legate de procesul
inflamator, 1245 nu sunt legate de procesul inflamator, iar pentru restul de 228 tinte nu se

poate afirma cu exactitate legatura cu procesul inflamator.

Fitocompusii amari au un numar mai mare de tinte moleculare legate de inflamatie

comparativ cu fitocompusii care nu au gust amar.
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7.4. Discutii

Gustul este un predictor mai bun pentru activitatea antiinflamatoare a fitocompusilor
decat apartenenta la o anumitd clasa chimica. Cel mai relevant exemplu din cercetarea
prezenta este legat de gustul amar al fitocompusilor care este un predictor mai important

decat oricare clasa chimica luata in considerare, inclusiv clasa flavonoidelor.

Exista in literatura de specialitate, studii Iin vitro, in vivo care arata ca fitocompusii
amari din diverse clase chimice prezintd efecte antiinflamatoare (de exemplu, modularea

secretiei unor citokine implicate in inflamatie) [56-59].

O posibild explicatie a asocierii activitatii antiinflamatoare cu o anumitd clasa s-ar
putea datora si activarii receptorilor gustativi corespondenti. Exista un studiu care sugereaza
faptul ca polifenolii (cea mai reprezentativa clasa sunt flavonoidele) se leagd de TAS2R orali
si extraorali care moduleazd cdile de semnalizare care sunt implicate in procesele

antiinflamatoare, demonstrand astfel efecte benefice [60].

Intr-un alt studiu se arata ca desi anumiti compusi cu gust amar (de exemplu: cofeina,
teobromina) Tmpartasesc similitudini structurale, ei pot avea profiluri de promiscuitate
diferite [61]. Astfel pentru completa caracterizare a activitatilor biologice ale unor compusi

naturali din plante, structura chimicd a acestora pare a nu fi suficienta.

Asocierea negativa intre activitatea antiinflamatoare si gustul dulce este sustinuta si de
alte cercetari care au aratat faptul cd o dietd cu cantitati mari de zaharuri (fructoza, sucroza)
se asociaza cu inflamatia cronica [62—65]. Exista insa fitocompusi cu gust dulce care prezinta

proprietati antiinflamatoare [66,67].
7.5. Concluzii

Gustul fitocompusilor este o variabila mai puternic asociata cu rolul antiinflamator

decat clasa chimica a fitocompusilor.

Gustul amar are o0 asociere pozitivd semnificativd statistic cu activitatea

antiinflamatoare.

Fitocompusii cu gust dulce si fitocompusii cu gust acru au o asociere negativa

semnificativa statistic cu activitatea antiinflamatoare

Zaharidele prezinta o asociere negativa semnificativa statistic cu activitatea

antiinflamatoare.
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8. Evaluarea impactului gustului si impactului clasei chimice asupra
activitatii anticancer a fitocompusilor si a posibilei relatii dintre
activitate anticancer si activitate antiinflamatoare a fitocompusilor
prin data miming in PlantMolecularTasteDB

8.1. Introducere
Obiective
Obiectivul general al studiului actual a fost identificarea existentei unei asocieri intre

gusturile/orosenzatiile fitocompusilor si activitatea lor anticancer, precum si intre clasa

chimica a fitocompusilor i activitatea anticancer.

Identificarea unei potentiale asocieri intre actiunea antiinflamatoare a fitocompusilor
activi gustativ si actiunea anticancer a acestora, gasirea unei potentiale implicari a diferitelor
gusturi/orosenzatii generate de fitocompusi ITn ceea ce priveste asocierea activitate
antiinflamatoare — activitate anticancer, identificarea unei potentiale implicari diferentiate a
claselor chimice de apartenenta ale fitocompusilor in ceea ce priveste asocierea actiune
antiinflamatoare — actiune anticancer, identificarea unei superioritati in ceea ce priveste
impactul gustului sau clasei chimice in activitatea anticancer si gasirea raportului ierarhic
dintre variabila gust/orosenzatie si clasa chimica de apartenenta a fitocompusilor in ceea ce
priveste asocierea actiune antiinflamatoare — actiune anticancer sunt alte obiective pe care

ni le-am propus in studiul de fata.

8.2. Material si Metoda

PlantMolecularTasteDB (https://plantmoleculartastedb.org/index.php, accesata la data

de 01.02.2023) a servit ca loc de selectie al compusilor luati in calculul statistic [47].

Aplicand aceeasi metodologie de selectie a fitocompusilor ca si in studiul precent, un
numar de minimum 40 de articole gasite la cautarea numelui compusului in PubMed a fost

necesar pentru un anumit fitocompus pentru a fi inclus in studio [68].

Astfel, criteriile de includere in acest studiu au fost: prezenta fitocompusului in
PlantMolecularTasteDB si criteriul de existenta a minimum 40 de studii la cautarea specifica

a numelui fiecdrui fitocompus din aceasta baza de date.
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Pentru investigarea prezentei de studii in literatura de specialitate referitoare la efectele
anticancer, s-a realizat cautarea fiecarui fitocompus care a indeplinit criteriile de includere
in trei baze de date recunoscute international, respectiv PubMed, Science Direct, Google

Scholar.

Pentru ca variabila timp sa nu influenteze rezultatele statistice, o noud cdutare in ceea
ce priveste activitatea antiinflamatoare a fitocompusilor a fost realizatd. S-au respectat

criteriile enuntate in studiul anterior.

Pentru activitatea anticancer, sintagmele de cautare pentru fiecare fitocompus care a
indeplinit criteriile de includere considerate au inclus numele fitocompusului si cuvinte cheie
precum, “antiproliferative”, “cancer”, “chemopreventive”, ”chemotherapy”, “cytotoxic”,

2 9

“neoplastic”, ’tumor”.

A fost considerata dovada pozitiva pentru efect farmacologic investigat existenta in
literatura de specialitate a cel putin un studiu (in vitro, pe model animal sau clinic) pentru

fitocompusul respectiv.

Clasele chimice luate in calculul statistic au fost: acizi alifatici cu lant scurt, acizi
fenolici, acizi grasi, alcaloizi, alte fenilpropanoide * (altele decat clasele (izo)flavonoidelor,
derivatilor ai acizilor hidroxicinamici - amide, esteri-, esterilor acizilor cinamici,
cumarinelor, lignanilor, metoxifenolilor, stilbenilor), alti compusi fenolici (alti compusi
fenolici in afard de acizi fenolici, esteri ai acizilor fenolici, amide ai acizilor fenolici),
aminoacizi, compusi cu sulf, cumarine, diterpenoide, esteri ai acizilor fenolici, flavonoide,
glicozide ale flavonoidelor, glicozide ale steroizilor, glicozide ale triterpenoidelor, glicozide

ale monoterpenoidelor, monoterpenoide, sescviterpenoide, taninuri, triterpenoide, zaharide.
8.3.Rezultate

Din totalul de 1527, doar 624 de fitocompusi au fost inclusi in analiza statistica. De

remarcat ca un fitocompus poate avea mai multe gusturi/senzatii gustative (Figura 8.1.)
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Distributia fitocompusilor pe gusturi/orosenzatii
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Figura 8.1. Distributia fitocompusilor pe gusturi/orosenzatii
O asociere pozitiva semnificativa statistic a fost gasita intre gustul amar si activitatea
anticancer, afirmatie sustinuti de o valoare a p de 7 x 10, OR 1.92 si 95% CI 1.32-2.77
(Fugura 8.2). Tot 0 asociere pozitiva semnificativa statistic a fost gasita pentru fitocompusii
cu gust amar si efect antiinflamator, afirmatie sustinuta de o valoare p de 0.003, OR 1.9 si
95% CI 1.32-2.77.

Asocierea dintre gustul amar si activitatea

anticancer la fitocompusi
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Figura 8.2. Asocierea dintre gustul amar si activitatea anticancer la fitocompusi
O asociere negativa a fost gasita intre gustul dulce si activitatea anticancer, afirmatie
sustinutd de o valoare a p de 10°, OR 0.36 si 95% CI 0.23-0.56 (Figura 8.3.) Existi o

tendintd negativa de asociere intre gustul dulce si efectul antiinflamator, deoarece valoarea
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p inacest caz (0.016) nu a indeplinit pragul nou de semnificatie statistica ludnd in considerare

corectia Bonferroni (valoarea prag de 0.0035).

Asocierea dintre gustul dulce si activitatea anticancer la

fitocompusi
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Figura 8.3. Asocierea dintre gustul dulce si activitatea anticancer la fitocompusi

Flavonoidele prezinta o asociere pozitiva semnificativa statistic cu efectul anticancer,
afirmatie sustinutd printr-0 valoare p de 7 x 107, OR 12.48 si 95% CI 3.58-76.76 (Figura
8.4). In ceea ce priveste aceeasi clasi chimici de fitocompusi si efectul antiinflamator, exista
0 asociere pozitivi semnificativ statistic, afirmatie sustinuti de o valoare a p de 5 x 10°,0R

15.72 51 95% CI 3.03-324.34.
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Asocierea dintre flavonoide si activitatea
anticancer
p=7 x 107, OR=12.48, 95%CI 3.58-76.76
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Figura 8.4. Asocierea dintre flavonoide si activitatea anticancer

O asociere negativa semnificativa statistic a fost gasita la zaharide si efectul anticancer,
afirmatie sustinuta de o valoare p de 0.0002, OR 0.25 si 95% C1 0.12-0.52. Asociere negativa
semnificativa statistic a fost gésita tot pentru grupul zaharidelor, dar de data aceasta cu
efectul antiinflamator, sustinuti de o valoare p de 2 x 10, un OR de 0.2 si un 95% CI de

0.09-0.41.

Asociere negativa semnificativa statistic a fost gasita intre alcaloizi si efectul
antiinflamator (valoare p 0.0003, OR 0.41 si 95% CI de 0.25-0.66).

O asociere negativa semnificativa din punct de vedere statistic a fost gasita intre

aminoacizi si activitatea anticancer (valoare p 3 x 107, OR 0.14 si 95% CI 0.06-0.3).

Aceste asocieri semnificative static s-au pastrat si in cazul regruparii claselor

chimice.

Exista o asociere puternicd intre activitatea anticancer si activitatea antiinflamatoare

a fitocompusilor pentru toate gusturile si toate clasele chimice (cu exceptia aminoacizilor).
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Asocierea dintre activitatea antiinflamatoare si
activitatea anticancer independent de gust
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Figura 8.5 Asocierea dintre activitatea antiinflamatoare si activitatea anticancer independent

de gust
8.4.Discutii

In studiul anterior, fitocompusii cu gust amar aveau o probabilitate mai ridicata de a
indeplini efecte antiinflamatoare comparativ cu fitocompusii care nu au gust amar [68]. Tot
in studiul anterior, fitocompusii cu gust dulce aveau o probabilitate mai scazutd de a avea
actiuni antiinflamatoare comparative cu compusii care nu sunt dulci [68]. Aceaste tendinte

se pastreaza si in studiul actual.

Se cunoaste faptul cd exista agenti antiinflamatori care au si efecte benefice legate de
carcinogeneza. Un exemplu in acest sens este reprezentat de antiinflamatoarele
nonsteroidiene care in studii experimentale, precum si in studii epidemiologice, dar si in

studii clinice randomizate au avut un efect de chimiopreventie [69—78].

Asocierea pozitiva gust amar — activitate anticancer nu este neasteptatd, Intrucat o

fitocompusii amari prezintd numeroase efecte anticancer [27-30].

O altd constatare este faptul cd o gustul dulce prezinta asociere negativa cu activitatea
antiinflamatoare si o asociere negativa semnificativa cu activitatea anticancer. Conform unei
meta-analize, exista o asociere pozitiva semnificativa intre consumul mai mare de suc de
fructe si riscul de cancer de prostatd [79]. Acelasi studiu arata existd o asociere pozitiva
semnificativa statistic intre consumul mai mare de bauturi indulcite cu zahar si incidenta

cancerului de prostatd, precum si o asociere pozitiva semnificativa statistic intre consumul
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mai mare de bauturi indulcite cu zahar si incidenta cancerului de san [79].

O alta observatie majora reiesita din prezentul studiu este faptul ca gustul/orosenzatia
unui fitocompus este un predictor mai important al efectelor biologice ale acestuia decat
clasa chimica din care acesta face parte. Acest rezultat este in aceeasi linie cu cercetarea
precedentd, in care gustul/orosenzatia fitocompusului ca si variabild era mai puternic
asociata efectului antiinflamator al fitocompusului decat apartenenta la o anumita categorie

de clasa chimica [68].

8.5.Concluzii

Fitocompusii cu gust amar au o probabilitate mai mare de a avea activitate anticancer,

respectiv antiinflamatoare comparativ cu fitocompusii care nu au gust amar.

Fitocompusii cu gust dulce prezinta o probabilitate mai mare de asociere negativa cu
activitatea anticancer, dar si cu activitatea antiinflamatoare comparativ cu compusii care nu

sunt dulci.

Exista asocieri puternic semnificative statistic intre activitatea antiinflamatoare si
activitatea anticancer a unui compus natural activ gustativ, cu alte cuvinte un fitocompus cu
proprietdti antiinflamatoare este foarte probabil sa aiba si actiuni anticancer i reciproc, un
fitocompus cu activitate anticancer este foarte probabil sa prezinte si activitate
antiinflmatoare. Aceastd concluzie sustine conceptul prin care tintirea proceselor

inflamatorii reprezinta o strategie chimiopreventiva si chiar chimioterapeutica.

Singura clasa chimica pentru care a existat o asociere pozitivd semnificativa statistic
cu fiecare din cele doua actiuni farmacologice studiate este clasa flavonoidelor. Si mai
interesant este faptul ca majoritatea compusilor incadrati in aceasta clasa chimica au gust
amar, cu alte cuvinte, gustul are o anumitd suprematie asupra clasei chimice, in ceea ce

priveste puterea predictiva a actiunii biologice.

Este insa nevoie de studii experimentale pentru confirmarea concluziilor mentionate

mai sus.
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Concluzii generale

Concluziile care reies din acest studiu de doctorat si care reflecta noutatea cercetarii
sunt urmatoarele:

¢ Gustul fitocompusilor este o variabila cu o putere de predictie mai mare a activitatii
antiinflamatoare comparativ cu clasa chimica de care apartin fitocompusii.

¢ Gustul fitocompusilor este o variabila cu o putere predictivd mai mare a activitatii
anticancer comparativ cu clasa chimica de care apartin fitocompusii.

¢ Fitocompusii cu gust amar prezintd o probabilitate mai crescuta de a avea efecte
antiinflamatoare comparativ cu fitocompusii care nu au gust amar.

¢ Fitocompusii cu gust amar au o probabilitate mai mare de a avea actiuni anticancer
comparativ cu fitocompusii care nu au gust amar.

e Fitocompusii cu gust dulce prezintd o probabilitate mai mare de a fi lipsiti de
activitati antiinflamatoare comparativ cu compusii care nu sunt dulci

e Fitocompusii cu gust dulce prezintd o probabilitate mai mare de a fi lipsiti de
activitati anticancer comparativ cu compusii care nu sunt dulci

¢ Daca un fitocompus are activitate antiinflamatoare este foarte probabil ca acesta sa
aiba si efect anticancer si, reciproc, daca un fitocompus are activitate anticancer este foarte
probabil ca acesta sa aiba si activitate antiinflamatoare, indiferent de variabila gust; este
adevarat faptul ca gustul ca si variabila ar putea avea un impact asupra puterii asocierii.

e Din toate clasele chimice, clasa flavonoidelor prezintd o probabilitate mai mare de a

avea actiuni antiinflamatoare, cat si actiuni anticancer
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Perspective viitoare

Unele dintre posibilele directii viitoare de cercetare sunt mentionate mai jos:

» Utilizarea PlantMolecularTasteDB pentru a identifica liganzi noi pentru TAS2R sau

pentru a identifica liganzi pentru TAS2R orfan (prin studii de molecular docking)

* Selectarea unor fitocompusi din baza de date si investigarea acestora in vitro (studii
celule/linie celulard) sau pe un model animal privind etapele carcinogenezei, respectiv

interventia acestor compusi In axa inflamatie cronica — cancer

* Investigarea unei potentiale corelatii intre gradul de activare a receptorilor de gust
amar pentru diferiti fitocompusi din baza de date (EC50) si capacitatea acestora de a inhiba

dezvoltarea unei clone tumorale (IC50).

* Crearea de instrumente bioinformatice pentru estimarea profilului gustativ al unui

(fito)compus sau estimarea activitatii antiinflamatoare sau a activitatii anticancer
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