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REZUMATUL SI STRUCTURA LUCRARII STIINTIFICE

Lucrarea de doctorat este formata din patru capitole. Capitolul I prezinta stadiul actual
al cercetdrii privind proprietatile fizico-chimice si spectrale ale principalilor canabinoizi
sintetici. Capitolul II detaliaza aspecte teoretice privind fitocanabinoidele, canabisul si
produsele pe bazd de canabis. Tot in acest capitol sunt prezentate metode analitice folosite
pentru profilarea fitocanabinoizilor. Capitolul III detaliaza metode de inteligenta artificiala
aplicabile pentru detectia canabinoidelor, precum retele neuronale artificiale, analiza
hierarhica a clusterelor, regresia liniara prin metoda celor mai mici patrate.

In ultimul capitol al lucrarii sunt detaliate contributii proprii privind METODE DE
INTELIGENTA ARTIFICIALA APLICATE PENTRU DETECTIA CANABINOIZILOR.
Un prim studiu a vizat estimarea activitatii toxicologice a unor canabinoizi sintetici JWH cu
ajutorul software-ului PROTOX. Un al doilea studiu prezinta analiza vibrationala a
principalilor canabinoizi folositi in baza de date cu ajutorul careia s-au realizat aplicatiile
multivariate prezentate in continuare.

In al treilea studiu prezentam doud sisteme expert concepute pentru a recunoaste
canabinoizii sinteticic JWH si orice substantd noud avand o structura moleculara similara
acestor droguri de abuz. In acest scop, am construit doui ANN-uri, care au fost antrenate
pentru a identifica canabinoizii sintetici JWH pe baza descriptorilor lor structurali, adica
descriptori constitutionali si numarul grupurilor functionale. Eficienta fiecarui sistem expert
in atribuirea corectd a identitatii de clasa a unui necunoscut a fost evaluatd pe baza mai multor
indici de merit si comparata. S-a determinat si importanta fiecarui tip de variabila de intrare.
Baza de date folosita a constat din 160 de compusi reprezentand substante de interes
criminalistic precum drogurile (in principal canabinoizi sintetici, stimulente, halucinogene,
narcotice si alte analgezice puternice), precursori sau omologi derivati ai acestora. Structura
moleculara a fiecarui compus a fost pe deplin optimizata prin utilizarea metodei semiempirice
de chimie cuanticd AM1, folosind pachetul software HyperChem, versiunea 8.0.3 . Fisierele
care contin moleculele optimizate au fost utilizate ca input pentru software-ul Dragon 5.5
pentru calcularea a 75 de descriptori structurali pentru fiecare compus, respectiv 41 de
descriptori constitutionali si 34 de numarari de grupuri functionale.

In al patrulea studiu au fost prezentate metode multivariate aplicate pentru
automatizarea detectiei amfetaminelor. Sistemul este dezvoltat pentru screening-ul
amfetaminelor cu ajutorul unor instrumente spectrale portabile.

In ultimul studiu este prezentat un model QSAR ce a fost construit cu ajutorul
descriptorilor moleculari pentru a prezice afinitatea de legare la receptorul CBl a
canabinoizilor JWH. Un set de 20 de canabinoizi JWH a fost folosit pentru a construi baza de
date. Valorile experimentale ale constantei inhibitorii Ki a receptorului CB1 au fost colectate
din literaturd. Parametrul Ki caracterizeaza potenta farmacologicd a compusilor. Mai precis,
reprezintd concentratia de inhibitor care este necesard pentru a scddea viteza maxima a
reactiei la jumatate. Pentru optimizarea geometriei 3D a compusilor studiati a fost utilizat
pachetul software HyperChem 8.03. Optimizarea s-a realizat pe baza metodei semi-empirice
cuantice-chimice AM1.



MOTIVATIA PENTRU ALEGEREA TEMEI DE CERCETARE

Medicamentele sintetice, atat legale cat si ilegale, au cunoscut o expansiune puternica
in ultimii ani in toata lumea. Noi derivati sintetici, precum canabinoizii sintetici si
amfetaminele, sunt confiscati in raziile privind piata ilegald de droguri.

In ultimele decenii, consumul de droguri a crescut semnificativ, mai ales in randul
tinerilor. Consumul de narcotice este un fenomen care este 1n crestere si este direct
proportional cu numarul de decese inregistrate la nivel mondial. Majoritatea cercetarilor
sugereazd cd varsta critica de risc pentru inceputul consumului de substante interzise este
pubertatea.

Procesului de identificare si recunoastere a noilor structuri chimice este costisitor si de
duratd. Din acest motiv, autoritatile mondiale, europene si nationale din acest domeniu
incurajeaza cercetdtorii sa dezvolte solutii analitice care sd permitd identificarea de noi
substante ilicite cat mai rapid si eficient posibil.

Ca atare este necesara dezvoltarea de noi instrumente si metode analitice pentru
identificarea mai rapida a substantelor noi dezvoltate in laboratoarele clandestine, pentru ca
organele de drept sa poatd urmari penal pe cei care produc, detin, comercializeaza si/sau
folosesc substante ilegale. Aceasta teza descrie astfel de solutii, dezvoltate pe baza metodelor
spectroscopice si ale inteligentei artificiale, cu aplicatii in inginerie industriald, industria
farmaceutica si tehnologia medicala.
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OBIECTIVELE URMARITE ALE CERCETARII

Principalele obiective stiintifice ale lucrarii au vizat:

e realizarea unei cercetari bibliografice privind proprietatile fizico-chimice si
spectrale ale canabinoizilor sintetici JWH; descriptori moleculari; metode
chemiometrice aplicabile pentru recunoasterea identitatii de clasda a
substantelor, in special a retelelor ANN;

e estimarea activitatii toxicologice a unor canabinoizi sintetici JWH.

e caracterizarea fizico-chimicd a noilor canabinoizi sintetici pe baza
descriptorilor moleculari;

e construirea unui model QSAR bazat pe descriptori moleculari construit pentru
a prezice afinitatea de legare la receptorul CB1 a canabinoizilor JWH;

e construirea unui model multivariat pentru automatizarea detectiei
amfetaminelor cu ajutorul unor instrumente spectrale portabile.

e construirea unor sisteme expert concepute pentru a recunoaste canabinoizii
sintetici JWH si orice substantd noud avand o structurd moleculard similara
acestor droguri de abuz;

e construirea unor retele neuronale artificiale pentru identificarea canabinoizii
sintetici folosind descriptori structurali.

11



SUMMARY AND STRUCTURE OF THE SCIENTIFIC WORK

The doctoral thesis consists of four chapters. Chapter I describes the current state of
the research regarding the physical-chemical and spectral properties of the main synthetic
cannabinoids. Chapter II details aspects regarding the properties and biological activity of
phytocannabinoids, cannabis and cannabis-based products, as well as analytical methods for
the profiling of phytocannabinoids. Chapter III presents several methods that can be applied
for the detection of cannabinoids, such as artificial neural networks, hierarchical cluster
analysis, and linear least squares regression.

In the Ilast chapter, the original contributions regarding ARTIFICIAL
INTELLIGENCE METHODS APPLIED FOR THE DETECTION OF CANNABINOIDS are
detailed. A first study was performed in order to estimate the toxicological activity of some
JWH synthetic cannabinoids based on the PROTOX software. A second study presents the
vibrational analysis of the main cannabinoids included in the database that was further used
for developing the multivariate aplications presented in this chapter.

The third study presented in this thesis presents two artificial neural networks built for
the identification of JWH cannabinoids, and any other new compound having a molecular
structure similar to these drugs, based on structural descriptors. Two expert systems were
developed. To this end, we built two ANNSs, which were trained to identify JWH synthetic
cannabinoids based on their structural descriptors, i.e. constitutional descriptors and
functional group counts. The efficiency of each expert system in correctly assigning the class
identity of an unknown was evaluated based on several figures of merit and compared. The
importance of each type of input variable was also determined. The database consisted of 160
compounds representing substances of forensic interest such as drugs (mainly synthetic
cannabinoids, stimulants, hallucinogens, narcotics and other strong analgesics), their
precursors or derivative counterparts. The molecular structure of each compound was fully
optimized using the AM1 semiempirical quantum chemistry method using the HyperChem
8.0.3 software. The files containing the optimized molecules were used as input to Dragon 5.5
software to calculate 75 structural descriptors for each compound, namely 41 constitutional
descriptors and 34 functional group counts.

The fourth study presents multivariate methods applied for automatizing the detection
of amphetamines. The system was developed for screening for amphetamines by using
portable spectral instruments.

The last study presents a QSAR model based on molecular descriptors that was built to
predict CB1 receptor binding affinity of JWH cannabinoids. A set of 20 JWH cannabinoids
was used to build the database. Experimental values of the inhibitory constant Ki of the CB1
receptor were collected from the literature. The Ki parameter characterizes the
pharmacological potency of the compounds. More specifically, it represents the concentration
of inhibitor that is required to halve the maximum rate of the reaction. HyperChem 8.03
Software was used to optimize the 3D geometry of the studied compounds. The optimization
was carried out based on the semi-empirical quantum-chemical method AM1.

12



MOTIVATION FOR CHOOSING THE RESEARCH TOPIC

Synthetic drugs, legal and illicit, have experienced strong expansion worldwide in
recent years. New synthetic derivatives, such as synthetic cannabinoids and amphetamines,
are seized on raids targeting the illegal market of drugs of abuse.

Narcotics use is a phenomenon that is growing especially among young people. Drug
consumption is a continuously growing phenomenon that is proportional to the number of
deaths recorded worldwide. Most research suggests that puberty is the critical age of risk for
the beginning of the illicit drug abuse.

The process of identification and recognition of novel chemical structures is costly and
time-consuming. For this reason, world, European and national agencies involved in the fight
against drugs of abuse encourage scientists to develop analytical solutions allowing a fast and
efficient identification of the new illicit drugs.

Hence, the development of new instruments and analytical methods allowing a faster
identification of new pshychotropic substances synthetized in clandestine laboratories is
highly necessary, so that law enforcement officers can bring to trial those involved in the
production, storage, sales and / or use illegal substances. This thesis describes the solutions
that were developped to this aim based on artificial intelligence and spectroscopic methods.
These applications can be useful in industrial engineering, pharma industry and biomedical
industry.

13



OBJECTIVES OF THE RESEARCH

The main scientific objectives of the work are the following:

overview of the current state of the art regarding the chemico-physical and
spectral properties of JWH synthetic cannabinoids; molecular descriptors;
chemometrical methods used for the recognition of the class identity of a
compound, especially ANNs;

estimation of the toxicological activity of some JWH synthetic cannabinoids;

physico-chemical characterization of new synthetic cannabinoids based on
molecular descriptors;

development of a QSAR model based on molecular descriptors built to predict
the affinity of binding to the CB1 receptor of the JWH cannabinoids;

building a multivariate model designed to automatize the detection of
amphetamines by using portable spectral instruments;

building experts systems designed to detect JWH synthetic cannabinoids and
any other novel substance having a molecular structure similar to these drugs

of abuse;

Building artificial neural networks for the identification of JWH synthetic
cannabinoids using structural descriptors.

14



NOTATII SI ABREVIERI

ROS - specii de radicali de oxigen

COX - ciclo-oxigenaza

LDL- lipoproteine cu densitate mica

QSAR - corelatia cantitativa dintre structura si activitate
IR- Spectroscopia in Infrarosu

NIR - domeniul IR apropiat

MIR - domeniul IR mediu

FIR - domeniul IR indepartat

v - vibratii de valenta

vs - vibratie de Intindere simetrica

vas - vibratie de Intindere antisimetrice

B - vibratie de deformare

Bsc vibratii de deformare in plan (forfecare)

Brock vibratii de deformare in plan (pendulare)

Bwag vibratii de deformare in afara planului (balansare)
Btw vibratii de deformare 1n afara planului (rasucire)

'] -vibratii de torsiune

FTIR — spectrometrie in infrarosu (IR) cu transformata Fourier
ATR-FTIR - spectrometrie FTIR cu dispozitiv ATR (reflexie totala atenuatd)
DFT - teoria functionalei de densitate

LC — cromatografie lichida

LDA - aproximatia densitdtii locale

GGA - aproximatia generalizatd a gradientului

B3LYP - functionald hibrida cu 3 parametri a lui Becke, care foloseste functionala de
corelatie LYP formulata de Lee, Yang si Par

PED - distributia energiei potentiale

PCA - analiza in componente principale

MLR - regresia liniard multipla

MS - sume modificate

XRD - difractie de raze X

NMR - rezonanta magneticd nucleara

RMSE - eroarea medie patratica

ADM - matricea de deplasare atomica

EC50- concentratia molara a unui agonist care produce 50% din efectul inhibitor maxim
posibil

ELUMO - energia celui mai jos orbital molecular liber
EHOMO - energia celui mai inalt orbital molecular ocupat
LogP- coeficientul de partitie octanol/apa

DM - momentul de dipol

Hy - factorul de hidrofilicitate

SAA - aria suprafetei accesibild solventului

TPSA - aria suprafetei polare folosind contributii polare de N, O, S
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MW - masa moleculara

V - volumul molecular

AMR - refractivitatea molard Ghose-Crippen
HBD - numarul de donori de legéturi de hidrogen
HBA - numarul de acceptori de legaturi de hidrogen
1N - duritate chimica

o - flexibilitatea chimica

IE - potentialul de ionizare

EA - afinitatea electronica

x- electronegativitate

o - indice de electrofilicitate

Egap - diferenta dintre energiile orbitalilor HOMO si LUMO
Sav - aria suprafetei Van der Waals a moleculei
HE - energia de hidratare

Pol - polarizabilitatea moleculara

Emin - energia minima

Et - energia totala

DHEF - céldura de formare

Ee - energia electronica

MEP - potentialul electrostatic molecular

Ro5 - Regulile lui Lipinski / "Regula celor cinci"
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I. STADIUL ACTUAL AL CERCETARII
I.1 Canabinoizii: prezentare generala

Conform studiilor efectuate de institutiile abilitate, cea mai mare cota din valoarea
pietei europene a drogurilor ilegale o atinge consumul de cannabis [1 - 3]. Productia de
canabis a devenit o sursa importantd de venit pentru crima organizatd, iar consumul de
cantitati tot mai mari a dus la aparitia, pe piata drogurilor, a numerosi canabinoizi sintetici in
ultimii ani [4].

Aceste substante sunt sintetizate n laboratoarele clandestine, pentru a se obtine efecte
comparabile cu THC (tetrahidrocanabinol) - unul dintre principalii compusi activi ce se
gasesc 1n canabis in forma naturala [5 - 6].

Canabinoizii sunt substante a caror actiune asupra organismului uman este foarte
puternica, deoarece organismul uman prezintd 2 receptori pentru substantele canabinoide,
respective CB1 si CB2. Receptorul CB1 este exprimat la nivelul sistemului nervos central [7],
plamani, ficat si rinichi, iar CB2 este exprimat la nivelul sistemului imun si a celulelor
hematopoietice.

John William Huffman (profesor emerit al catedrei de Chimie Organica -
Universtitatea Clemson) a descoperit, impreund cu echipa sa de cercetatori, peste 450 de
canabinoizi sintetici pe piata drogurilor din Europa, Asia, America si Australia [8]. Acestea
sunt consumate atat prin ingerare de alimente in compozifia carora sunt introduse aceste
substante, cat si prin inhalare. Dintre canabinoizii sintetici descoperiti de John W. Huffman,
enumer: JWH-018, JWH-018 adamantyl-carboxamide, JWH-018 Benzimidazole, JWH-
019,JWH-022, JWH-073, JWH-081, JWH-122, JWH-200, JWH-203, JWH-210, JWH-250,
JWH-307, substante care sunt descrise 1n prezenta lucrare.

Dintre tehnicile spectrale recomandate pentru analiza (detectia si identificarea)
canabinoizilor sintetici, amintim GC-IR, GC-FTIR, FT-IR si ATR-FTIR [9].

ATR-FTIR este o metoda foarte utila pentru identificarea canabinoizilor, datoritd
caracterului putin volatil al acestora. Acest aspect ingreuneaza analiza prin metoda GC-FTIR,
care, alaturi de GC-MS, constituie metodele de analiza clasice in identificarea a multor
categorii de droguri. Spectroscopia in infrarosu (IR) combinatd cu fenomenul de reflexie
totald atenuatd (ATR, eng. Attenuated Total Reflection) este o metoda foarte utila pentru
analiza primara a probelor. ATR-FTIR permite identificarea compusilor atat de natura
oragnica, cat §i anorganicd. Aceastd metoda spectrald oferda posibilitatea de a analiza, atat
cantitativ cat si calitativ, probe aflate in diverese stari de agregare (solida, lichida, sub forma
de pulbere sau pasta). Spre deosebire de GC-FTIR sau GC-MS, ATR-FTIR prezintd marele
avantaj de a nu necesita o pregitire prealabild a probelor analizate, ceea ce face ca aceasta
tehnica sa fie foarte adecvata analizei in-situ a probelor, pentru luarea unei decizii motivate
rapide in sensul confiscarii bunurilor suspecte.
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CAPITOLUL II. TEHNICI ANALITICE PENTRU PROFILAREA
FITOCANABINOIDELOR A CANABISULUI SI A PRODUSELOR PE BAZA DE
CANABIS

I1.1. Aspecte teoretice privind canabisul si produsele pe baza de canabis

Cannabis sativa L. (C. sativa L.), din familia Cannabaceae, este cel mai mult
cultivata, traficatd, consumata si investigata, dar totusi cea mai notorie si controversata planta
din lume [11, 12]. Este una dintre cele mai vechi culturi cunoscute de omenire, cu primele
inregistrari de utilizare datdnd din 3000 i.Hr. [13]. Este si una dintre cele mai frecvent
utilizate fabrici in scopuri industriale si medicale, cu o piatd legald globala estimatd sa atinga
147 de miliarde USD pana la sfarsitul anului 2027, dar si cel mai raspandit drog de abuz din
lume [11], cuprinzand aproximativ 200 de milioane de utilizatori globali. /.1. Botanica C.
sativa C. sativa este o plantd dioica anuald cu flori masculine histaminate si flori feminine
pistilate pe plante separate. Creste pand la 5 m indltime, cu frunze zimtate cu un model
distinct de nervuri care se extinde pana la varfuri [ 14].

Inflorescentele plantelor femele produc mai multe ciorchini individuale de flori, un
ciorchin mare pe trunchiul superior si diverse ciorchini mici in fiecare ramurd, acoperite de
glande tricom care contin rdsind bogata in fitocanabinoizi si terpenoizi. Fitocanabinoizii se
acumuleazd 1n principal in glandele tricomilor cu tulpina si capitat-sesile, dar mai ales in cei
din urma [14]. C. sativa a fost clasificatd pentru prima datd in 1753 de botanistul suedez
Carolus Linnaeus (Carl Von Linné). Doua secole mai tarziu, in ciuda utilizarii pe scara larga,
C. sativa este consideratd o plantd cu organizare taxonomicd neconcludentd si istorie
evolutiva care fac obiectul unor dezbateri stiintifice constante [13, 15, 16].

Oficiul Natiunilor Unite pentru Droguri si Crima (UNODC) [15] considerd ca planta
are o singurd specie recunoscutd, C. sativa L. [15-17], desi alti taxoni raportati pentru acest
gen, cum ar fi C. sativa subsp. sativa, C. sativa subsp. indica, C. sativa subsp. ruderalis, C.
sativa subsp. spontanea, C. sativa subsp. kafiristanca [13, 15-17]. Astazi, din cauza
dificultatii de a distinge speciile de canabis fie din punct de vedere morfologic, fie chimic, si
avand 1n vedere schimbdrile continue care apar la subspecii in functie de mediul de cultivare,
denumirea C. sativa este considerata potrivita pentru toate plantele din gen [13, 15].
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CAPITOLUL III TEHNICI DE INTELIGENTA ARTIFICIALA
ULITIZATE PENTRU PRELUCRAREA DATELOR SPECTRALE

III.1.Introducere

In aceasta lucrare prezentiam o serie de cinci tehnici de inteligenta artificiala ce pot fi
aplicate pentru identificarea automata a unor canabinoizi sintetici pe baza unor baze de date
spectrale sau moleculare.

Piata neagra a drogurilor de abuz este in continua schimbare, noi structuri chimice
fiind frecvent introduse in circulatie, pentru consum. De aceea identificarea cat mai rapida si
facila a noilor substante este foarte importantd. Aceasta este un proces comple, de oarece in
probele confiscate sunt intalnite in permanenta noi structuri moleculare, modificate controlat
prin adaugarea, scoaterea sau schimbarea unor substituenti in diferite pozitii pentru a putea
ocoli rigorile legii. Astfel este necesard utilizarea unor sisteme de incredere, rapide si
accesibile, care sa fie capabile sa prelucreze datele noi aferente probelor prelevate din teren si
sa le compare cu baze de date deja existente, ce cuprind informatii despre substantele ilicite
cunoscute in scopul identificarii naturii drogurilor recent descoperite.

Tehnicile de inteligenta artificiala prezentate in continuare sunt: retele neuronale
artificiale (Artificial Neural Networks, ANN), analiza hierarhica a clusterelor (Hierarchical
Cluster Analysis, HCA), decizii multi-criteriale (Multi-Criteria Decision Making, MCDM)),
regresia prin metoda celor mai mici patrate generalizata (Generalized Least Squares
Reggression, GLSR).

Utilizarea acestor tehnici de analizd a datelor este foarte utila pentru pentru
interpretarea datelor spectrale sau moleculare, care sunt foarte complexe. In general, este
necesard o vasta experienta pentru identificarea substantelor pe baza acestor date. Utilizarea
bazelor de date si a metodelor de inteligenta artificiala ce automatizeaza identificarea probelor
permite ca procesul de detectie si identificare sa fie mult mai rapid. Prin analiza si compararea
automata a datelor spectrale ale unei substante necunoscute cu un set de spectre de referinta,
metodele de inteligenta artificiala permit elucidarea atat a structurii moleculare a probelor
analizate, cat si identificarea altor caracteristici fizico-chimice, sau chiar a provenientei
probelor.
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CAPITOLUL IV CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND METODE DE
INTELIGENTA ARTIFICIALA APLICATE PENTRU DETECTIA
CANABINOIZILOR

IV.1. Studiu privind activitatea toxicologica a unor canabinoizi sintetici JWH [97]

Introducere

In ultimii ani, canabinoizii sintetici au devenit droguri recreative din ce in ce mai
populare datoritd proprietatilor lor psihoactive [98]. Ele sunt abuzate in ciuda faptului ca
efectele lor toxice acute pot duce chiar la deces in anumite circumstante [99].

John William Huffman, un pionier in dezvoltarea acestor compusi, impreund cu
echipa sa de cercetatori, au descoperit peste 450 de canabinoizi sintetici. Dintre acestea,
compusul numit JWH-018 este cel mai puternic si mai usor de sintetizat canabinoid Huffman
(vezi Figura 4.1.). Prin urmare, aceastd clasd de substante sintetice este identificatd cu
acronimul ,,JJWH?”, urmat de un numar, care indica ordinea in care au fost identificati acesti
canabinoizi sintetici.

Deoarece canabinoizii JWH corespund celor doi receptori de canabinoizi CB1 si CB2
localizati in celulele sistemului nervos si in celulele sistemului imunitar [100], ei sunt
responsabili de actiuni toxice in sistemul nervos central si asupra imunitatii consumatorilor.
Efectele toxice se datoreaza probabil stimuldrii puternice a receptorului CB1, deoarece
canabinoizii sintetici au afinitate mare pentru acesta. Efectele adverse includ simptome
precum agitatie, hipertensiune arteriala si hipokaliemie [101]. Aceiasi indicatori de toxicitate
au fost determinati si pentru canabis (tetrahidrocannabinol, THC), care a fost ales ca si
compus standard pentru ca este cel mai cunoscut canabinoid natural.

In acest studiu sunt prezentate rezultatele unei analize comparative a toxicitdtii
canabinoizilor sintetici si naturali, in special a activitdtii toxice ale canabinoizilor sintetici
Huffman. Datele gasite in literatura de specialitate privind activitatea toxicd a THC au fost
coroborate cu calcule de toxicitate efectuate cu doud pachete software, adica ADME-tox si
PROTOX. Aceste masuri de toxicitate au fost comparate cu cele care caracterizeaza THC,
care a fost ales ca compus standard. Rezultatele confirma ca unii canabinoizi sintetici JWH
sunt chiar mai toxici decat omologul lor natural.
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Fig. 4.1.1. Structura moleculara optimizata a canabinoidului JWH-018 [97]

24



Partea experimentala

Au fost analizati un numar de 32 de compusi, dintre care 31 sunt canabinoizi JWH.
Toate sunt canabinoizi sintetici, cu exceptia THC, care este singurul compus natural.
Structurile 3D au fost reprezentate pornind de la structura moleculara a lui JWH-018 (vezi
Figura 4.1.2) si comparate cu THC (vezi Figura 4.1.3).

In acest scop, geometriile moleculelor au fost optimizate pe baza metodei cuantice
semi-empirice AM1, prin utilizarea programului HyperChem. Calculele de toxicitate au fost
efectuate cu pachetele software ADME-Tox si PROTOX.

Fig. 4.1.2. Structura moleculara 2D a JWH-018 [97]

Fig. 4.1.3. Structura moleculara 2D a THC [97]

ADME-tox calculeaza parametri specifici toxicitatii canabinoizilor JWH. Parametrii de
toxicitate indicd o varietate de date relevante privind efectele secundare ale substantelor
analizate. Acesti parametri ilustreaza modul in care fiecare dintre compusi este absorbit,
distribuit si metabolizat in corpul uman. De asemenea, au fost analizate toxicitatea acutd la
sobolan si toxicitatea Tetrahymena Pyriformis. Acesti doi parametri sunt utilizati pentru
determinarile de laborator ale dozelor letale de substante.

Al doilea software, PROTOX, ofera informatii despre imunotoxicitatea, mutagenitatea si
citotoxicitatea compusilor analizati. Ambele pachete software, ADME-tox si PROTOX,
proceseaza datele incepand cu formula moleculard SMILES a compusilor. Aceste formule au
fost preluate de pe site-ul PubChem [102].
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Tabelul 4.1.1. Estimarea toxicitatii orale si raportul modelului de toxicitate obtinut
pentru JWH-018. [97]

Oral toxicity prediction results for input compour

Name
Predicted LD30: 410mg/kg

Molweight

Number of hydrogen b
acceptors

2 = 4 5 6 Number of hydrogen b
donors

Number of atoms

Predicted Toxicity Class: 4

Average similarity: 63.64%

Number of bonds
e ) .
Prediction accuracy: 68.07% Nimiberok ca:

Toxicity Model Report

Classification Target Shorthand Ere
Drgan e Ei T ; Sikh -
Toxicity endpomts Carcmogenicity. carcing Ina

icity end poi / icity mutagen Act

Toxicity end points Mutagemcity, g
Toxigity end points Cytotomcity, oyt Ina
Tox21 \Iuclea.rrecepmr Ary] hyd bonReceptor (ARR e .
Tox21-Nuclearreceptor

Androgen Beceptor (AR nr_ar
signalling pathways : ik = .
Tox21-Nuclearreceptor Androgen Feceptor Ligand Bnding Domain (AR.-- ne ar gd
signalling pathways LED) S
Tox21-Nuclearreceptor ) - .
Tox21-Nuclearreceptor

Estrogen Fecentor Alpha (ER. nr
signalling pathways 5 A i .
Tox21-MNuclearreceptor Estrogen Beceptor Ligand Bmdng Domam (EE.-- 1 Ibd
signalling pathways LBD) -
Trw 1 Murlaarrarantnr Parnvizcnmea Pralifarator Artivratad B arartor -

Rezultate si discutii

Estimarile cantitative au fost claculate cu ADME-tox pentru toti compusii studiati. Figura
4.1.4 prezintd solubilitatea apoasa determinatd pentru compusii vizati. Aceasta proprietate
afecteaza in mod semnificativ caracteristicile de absorbtie si distributie ale unui medicament.
Majoritatea medicamentelor de pe piatd au o valoare logS estimatd mai mare de -4 (vezi
Figura 4.1.5). De obicei, o solubilitate scdzutd este asociatd cu o absorbtie proastd. Prin
urmare, compusii slab solubili sunt de obicei evitati.
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Figura 4.1.4 indica faptul ca, in cazul canabinoizilor JWH, numai JWH-260 are o
solubilitate apoasa comparabild cu THC. Multi alti canabinoizi JWH au o solubilitate apoasa
de aproximativ -4, de ex. JWH-046, JWH-098, JWH-148, JWH-153, JWH-159 si JWH-211.
Toti canabinoizii JWH studiati au o solubilitate apoasd mai mica de -3.

LogS Aqueous solubility

AG-THE
0
1
1
1
1
2
45

Fig. 4.1.4. Solubilitatea apoasa a canabinoizilor JWH studiati in comparatie cu THC [97]
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Fig. 4.1.5. Distributia logS in medicamentele comercializate [97]

Parametrul de promiscuitate Caco-2 este utilizat pentru evaluarile de toxicitate si se referd
la o linie celulara de cancer epitelial de colon uman care este utilizatd pentru a modela
absorbtia intestinald umand a medicamentelor. Promiscuitatea enzimaticd se referd la
capacitatea unei enzime de a cataliza o reactie secundara fortuitd pe langa reactia principala.
Acest parametru este evaluat pe baza parametrului logPapp, adica permeabilitatea membranei
pasive in vitro 1n celula Caco-2.

Rezultatele obtinute cu privire la promiscuitatea Caco-2 a canabinoizilor JWH studiati
sunt prezentate Tn Figura 4.1.6. Cea mai mare valoare LogPapp, a doua dupa cea determinata
pentru compusul natural THC, a fost obtinuta pentru JWH-267. Valori putin mai mici au fost
obtinute pentru JWH-098, JWH-153 si JWH-159.

27



LogPapp (cm/s) Caco-2

2

18 g

16

14 4

12

i1

08 7

06 4

04

0.2 4

Fig. 4.1.6. Promiscuitatea caco-2 a canabinoizilor JWH studiati in comparatie cu THC [97]

Au fost obtinute si alte predictii calitative ADME-tox pentru compusii studiati. Figura
4.1.7 prezinta rezultatele obtinute cu privire la bariera hematoencefalici BBB+. Aceasta
bariera membranard semipermeabila este foarte selectiva si separa sangele circulant de creier
st lichidul extracelular din sistemul nervos central (SNC).

Probability Blood Brain Barrier_BBB+
1
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Fig. 4.1.7. Probabilitatea trecerii prin bariera hematoencefalica BBB+ a canabinoizilor
JWH studiati in comparatie cu THC [97]

Bariera hemato-encefalica functioneaza eficient pentru a proteja creierul de circulatia
agentilor patogeni. In consecinta, infectiile cauzate de sangele creierului sunt rare si atunci
cand sunt foarte greu de tratat. Bariera hemato-encefalicd devine mai permeabila in timpul
inflamatiei. In unele cazuri, un medicament ar trebui si fie administrat direct in lichidul
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cefalorahidian (LCR), unde poate patrunde in creier prin traversarea barierei sange-lichide
cerebrale.

Din acest punct de vedere, Figura 4.1.7 indica faptul ca toti canabinoizii JWH studiati
au o probabilitate semnificativ mai mare decat THC, omologul lor natural. Prin urmare, putem
concluziona ca toti acesti compusi sunt intr-adevar mai toxici pentru creier decat THC. Cele
mai mari probabilitati au fost obtinute pentru JWH-081, JWH-164 si JWH-166.

Un alt parametru care a fost studiat a fost toxicitatea acutd la sobolan. Toxicitatea
acutd descrie efectele adverse ale unei substante. Acest efect poate aparea dintr-o singura sau
mai multe expuneri in mai putin de 24 de ore. Toxicitatea este consideratd acuta dacd efectele
adverse apar In mai putin de 14 zile de la administrarea compusului. Datele privind toxicitatea
acutd pot fi obtinute din testele pe animale, precum si din testele in vitro sau din inferenta din
datele obtinute pentru substante similare.

Toxicitatea acutd la sobolan este masuratd prin parametrul DL50, care este frecvent
utilizat ca indicator general al toxicitatii acute a unei substante. O DL50 mai mica indica o
toxicitate crescutd. Figura 4.1.8 indicd faptul cd toti canabinoizii JWH studiati au un LD50
mai mic decat THC, cu exceptia JWH-098, JIWH-153, JIWH-159 si JWH-267. Cel mai scazut
JWH-166 il caracterizeaza pe JWH-258. Valori LD50 foarte scazute sunt inregistrate si pentru
JWH-018, JWH-019 si JWH-020.

LD50 (mol/ke) Rat Acute Toxicity
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Fig. 4.1.8. Toxicitatea acutd la sobolan a canabinoizilor JWH studiati in comparatie cu
THC [97]

Toxicitatea Tetrahymena pyriformis (TPT) este modelul cel mai frecvent ciliat utilizat
ca efect toxicologic. Rezultatele obfinute pentru canabinoizii JWH vizati sunt prezentate in
Figura 4.1.9 Datele de toxicitate sunt exprimate ca logaritmul negativ al valorilor
concentratiei inhibitoare de crestere de 50% (p/GC50), valoarea pragului fiind p/GC50 = -0,5.
Cu alte cuvinte, compusii care au p/GC50 > -0,5 sunt atribuiti ca TPT si ceilalti ca non-TPT.
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Fig. 4.1.9. Estimarea toxicitatii Tetrahymena pyriformis (TPT) obtinute pentru canabinoizii
JWH studiati in comparatie cu THC [97]
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Rezultatele obtinute cu software-ul PROTOX sunt prezentate in Figura 4.1.10. Ele
indica clar ca numai THC prezintd o activitate mutagena importanta, in timp ce majoritatea
canabinoizilor JWH prezinta activitate de imunotoxicitate ca actiune prioritara.

30



PREDICTION TOXICITY
Compound | Immumotoxicity | Motagemcity
THC
JWH-007
JWH-015
JWH-O016
JWH-013
JWH-019
JWH-020
IWH-046-
JWH-043
JWH-073
JWH-076
JWH-079
JWH-080
JWH-081
JWH-038
JWH-120
JWH-122
JWH-143
JWH-148
JWH-153
JWH-159
JWH-1g4
JWH-166
JWH-180
JWH-181
JWH-182
JWH-210
JWH-211
JWH-212

Fig. 4.1.10. Estimarea toxicitatii pentru canabinoizii JWH studiati in comparatie cu THC
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IV.2. Caracterizarea ATR-FTIR a canabinoizilor sintetici Huffman [103]

Aspecte introductive

Obiectivul principal al acestui studiu este caracterizarea, pe baza spectrelor lor ATR-
FTIR (Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared Spectroscopy), a mai multor
canabinoizi sintetici apartinadnd clasei JWH [104]. John William Huffman, profesor emerit al
catedrei de chimie organicd de la Universitatea Clemson, impreund cu echipa sa de
cercetatori, au descoperit peste 450 de canabinoizi sintetici, care de atunci sunt identificati cu
acronimul ,, JWH”. Numele este urmat de un numadr, care indicd ordinea in care au fost
identificati acesti canabinoizi sintetici [105].

Din pacate, multi dintre compusii care apartin acestei serii sunt acum sintetizati in
laboratoare clandestine si vanduti pe piata neagra a medicamentelor. Prin urmare, este necesar
sd se gaseasca metode rapide si eficiente de identificare a canabinoizilor sintetici. La nivel
mondial, consumul ilegal al acestor substante a atins proportii alarmante, Intrucat acesti
compusi au un efect farmacologic similar cu delta-9 tetrahidro-canabinol (THC). Aceasta este
principala substanta chimicd cu efecte psihoactive. THC este prezent in plantele de canabis si
este folosit pentru capacitatea sa de a induce senzatia de ,,inaltare” (“getting high”).

Partea experimentald

Au fost analizate spectrele ATR-FTIR a sapte canabinoizi sintetici apartinand clasei
JWH. Identificarea diferitelor benzi a fost efectuata prin compararea spectrului compusului
parinte, JWH-018, cu spectrele celorlalti sase compusi, adica JWH-019, JIWH-022, JWH-073,
JWH-122, JWH- 200 si JWH-210 [106]. Spectrele ATR-FTIR au fost obtinute in format
electronic din baza de date spectrala publica oferita de Scientific Working Group for the
Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) [10].

ATR-FTIR este o metoda foarte potrivita pentru detectarea canabinoizilor. In ultima
decada, aceastd noud metoda a fost folositd din ce In ce mai mult pentru caracterizarea si
identificarea substantelor ilicite. ATR-FTIR poate fi aplicat pentru identificarea atat a
compusilor organici, cat si a celor anorganici. Spre deosebire de multe alte metode analitice,
ATR-FTIR permite analiza substantelor chimice care se gasesc in diferite stari de agregare,
adica solide sau lichide, sub forma de pulbere sau pastd, atit cantitativ cat si calitativ.
Principalul avantaj al ATR-FTIR este cad nu necesita pregatirea prealabila a probelor analizate,
fiind astfel o analizd adecvata pentru determindri in situ. Prin urmare, aceastd tehnica este
deosebit de utila in luarea unei decizii motivate atunci cand se pune problema confiscarii unor
bunuri suspecte [107].
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Figura 4.2.1. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 200 ((1-(2-
Morfolin-4-iletil) formeaza si indol-3-il)-naftalen-1-ilmetanond) cu compusul parinte JWH
018 (Naphthalen-1- il-(1-pentilindol-3-il)metanona) [10, 103]
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Figura 4.2.2. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 122 ((4-metil-1-naftil)-
(1-pentilindol-3-il)metanona) cu compusul de baza JWH 018 (Naftalen-1-il-(1-pentilindol)
-3-il)metanonda [10, 103]
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Figura 4.2.3. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 019 (1-hexil-3-(naftalen-
1-oil)indol) cu compusul parinte JWH 018 (naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-il)metanond )
[10, 103]
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Figura 4.2.4. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 022 (1-naftalenil[1-(4-
penten-1-il)-1H-formad, de asemenea, indol-3-il[-metanond) cu compusul parinte JWH 018
(Naftalen- 1-il-(1-pentilindol-3-il)metanona) [10, 103]
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Figura 4.2.5. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 210 (4-etilnaftalen-1-il-
(1-pentilindol-3-il)metanona) cu compusul de bazd JWH 018 (Naftalen-1-il-(1-pentilindol-
3) -illmetanona) [10, 103]
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Figura 4.2.6. Analiza comparativa a canabinoidului sintetic JWH 073 (naftalen-1-il-(1-
butilindol-3-il)metanona) cu compusul parinte JWH 018 (naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-il)
metanond) [10, 103]

Rezultate si Discutii

Analiza spectrelor a indicat cd compusii vizati pot fi caracterizati printr-o serie de
benzi specifice gruparilor functionale caracteristice fiecarui compus [108, 109], asa cum este
ilustrat in Tabelul 4.2.1.
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Tabel 4.2.1. Analiza spectrelor [103]

v JWH JWH JWH | JWH JWH JWH JWH | Specific Functional
(ecm™) | -018 -200 -122 -019 -022 -210 -073 vibrations | chemical
groups
750-720 - bending | e=e¢’=
e e’ e’ e e’” vibration | pentyl
radical
e”’= hexyl
radical
e’”’=butyl
radical
1070- f - bending | f=keto
1140 (1114) vibration group
1310- - bending | c=amino
1360 c c/g c c C c c vibration group
1445- - bending | d= ethyl
1485 j vibration | group
1625 -stretching | b= keto
(1620) b b b b B b b vibration group
1660 -stretching | d= indole
d d d d D d d vibration
2000 -stretching | a=
a a a a A a a vibration | naphtalene
2800- h -stretching | h= methyl
2870 (2870) vibration radical
3000- -stretching | i= pentene
3100 1 vibration radical
Concluzii

Mai multi canabinoizi sintetici JWH au fost analizati si caracterizati pe baza spectrelor
lor ATR-FTIR. Au fost identificate mai multe absorbtii specifice clasei de JWH. Prin urmare,
rezultatele sustin fezabilitatea dezvoltarii sistemelor de inteligenta artificiala concepute pentru
a realiza identificarea automata a canabinoizilor sintetici.
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IV.3. Retele neuronale artificiale aplicate pentru identificarea canabinoizilor JWH pe
baza descriptorilor structurali [110]

Aspecte introductive

In ultimul deceniu, consumul de canabinoizi sintetici JWH a crescut semnificativ la
nivel mondial, varianta foarte simpld de cumparare on-line fiind unul dintre principalii factori
care au facilitat accesul la aceste droguri de abuz unui numar mai mare de utilizatori [111,
112]. Pentru a evita repercusiunile legale, laboratoarele clandestine sintetizeazd noi
canabinoizi sintetici modificand usor structura moleculard a canabinoizilor deja controlati,
fara a altera efectul psihotrop al acestor ,,super-uri legale”. Prin urmare, autoritatile au nevoie
de noi metode care sa permita o detectie eficientd si rapida a acestor substante controlate.

In ultimii ani a crescut foarte mult interesul pentru utilizarea retelelor neuronale
artificiale (ANN) in identificarea/clasificarea compusilor care pot fi fie droguri de abuz [113-
120] ﬁe medicamente cu proprietéti farmacologice diferite [121] Folosirea sistemelor ANN
acestor sisteme.

De exemplu, ANN sunt capabile sd genereze modele neliniare, sd gaseascd si sa
utilizeze interactiuni complexe intre variabilele de intrare, chiar si atunci cand acestea sunt
dificil de determinat si descris. O altd caracteristica foarte importantd a ANN-urilor este ca
sunt adaptative, adicd pot invata din setul de date initial folosit ca set de antrenament. Apoi,
ANN-urile sunt capabile sa generalizeze regulile de discriminare derivate din setul de

antrenament si sa le aplice cazurilor noi (setul de validare), cu care nu a fost instruit anterior
[113, 122, 123].

jj/m J I !\7* T

E_l R‘

Fig. 4.3.1. Structurile moleculare generale ale canabinoizilor JWH modelati [110]

Partea experimentala

In aceasti lucrare prezentim doud sisteme expert concepute pentru a recunoaste
canabinoizii sintetici JWH si orice substantd noua avand o structurd moleculara similard
acestor droguri de abuz (vezi Figura 4.3.1). In acest scop, am construit doud ANN-uri, care au
fost antrenate pentru a identifica canabinoizii sintetici JWH pe baza descriptorilor lor
structurali, adica descriptori constitutionali si numaratoarea grupurilor functionale. Eficienta
fiecarui sistem expert in atribuirea corectd a identitatii de clasd a unui necunoscut a fost
evaluata pe baza mai multor cifre de merit si comparata. S-a determinat si importanta fiecarui
tip de variabila de intrare.
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Principalele doua etape in proiectarea ANN-urilor sunt: a) calcularea variabilelor de
intrare reprezentand parametrii (descriptori moleculari) care caracterizeaza compusii chimici
inclusi in baza de date; b) dezvoltarea sistemului ANN, adica construirea retelei, instruirea si
validarea modelului ANN.

Baza de date folosita a constat din 160 de compusi reprezentand substante de interes
criminalistic precum drogurile (in principal canabinoizi sintetici, stimulente, halucinogene,
narcotice si alte analgezice puternice), precursori sau omologi derivati ai acestora. Structura
moleculara a fiecarui compus a fost pe deplin optimizata prin utilizarea metodei semiempirice
de chimie cuantici AMI1, folosind pachetul software HyperChem, versiunea 8.0.3 [124].
Fisierele care contin moleculele optimizate au fost utilizate ca input pentru software-ul
Dragon 5.5 [125] pentru calcularea a 75 de descriptori structurali pentru fiecare compus,
respectiv 41 de descriptori constitutionali si 34 de numere de grupuri functionale (vezi
Tabelul 4.3.1). O descriere detaliatd a descriptorilor constitutionali si a numarului de grupuri
functionale, precum si a semnificatiei lor chimice poate fi gasitd in Todeschini et al. [126].

Dezvoltarea retelelor CD-ANN si FG-ANN

Exista doud caracteristici topologice esentiale ale arhitecturii retelei, si anume numarul
de straturi si numarul de neuroni (sau noduri) din fiecare strat. Retelele prezentate in aceasta
lucrare constau dintr-un strat de intrare, un strat ascuns si un strat de iesire cu interconectare
intre toate nodurile in straturi consecutive. Dimensiunea stratului de intrare este egald cu
numadrul de variabile de intrare, adica descriptori constitutionali si numardtoarea grupurilor
functionale. Numarul de noduri ale stratului de iesire este egal cu numarul de clase modelate
de compusi. Prin urmare, prima retea (CD-ANN) are 41 de variabile de intrare reprezentand
descriptori constitutionali. A doua retea (FG-ANN) are 34 de variabile de intrare,
reprezentdnd grupuri functionale. Ambele retele au doud noduri de iesire, deoarece sunt
concepute pentru a distinge intre canabinoizi JWH (cod de clasa JWH) si non-canabinoizi
(cod de clasa non-JWH).

In timp ce numarul de noduri din straturile de intrare si de iesire a fost strict
determinat de variabilele de intrare si raspunsurile de iesire, numarul de noduri ale stratului
ascuns a fost optimizat. Numerele rezultate si conexiunile de greutate sunt: 12 neuroni ascunsi
s1 516 conexiuni de greutate in cazul sistemului CD-ANN, respectiv 12 neuroni ascunsi si 432
conexiuni de greutate in cazul sistemului GF-ANN. Ambele sisteme expert ANN au fost
antrenate folosind algoritmul de backpropagation si functia sigmoid ca functie de transfer
intre noduri. Valorile optimizate ale ratei de invatare si ale impulsului au fost a = 0,70 si
respectiv p = 0,80.

Experimentele de clasificare au fost efectuate pe 160 de molecule, dintre care 16 sunt
canabinoizi JWH si 144 sunt alte substante (non-JWH). Setul de antrenament pentru ambele
ANN este format din 24 de compusi, respectiv 7 canabinoizi JWH si 17 substante non-JWH.
Restul de 136 de probe au fost incluse in setul de validare. Canabinoizii JWH din setului de
antrenament  sunt:  naftalen-1-il(1-pentil-1H-indol-3-il)metanona,  (1-hexil-1H-indol-3-
il)(naftalen-1-il)metanona , (4-metoxinaftalen-1-il)(1-pentil-1H-indol-3-il)metanona, N-(1-
amino-3,3-dimetil- 1-oxobutan-2-il)-1-(5-fluorpentil)-1H-indol-3-carboxamida, (4-
etilnaftalen-1-il)(1 pentil-1H-indol-3il)metanond, 2-(2-clorfenil)-1 -(1-pentil)-1 H-indol-3-
il)etanona si 2-(2-metoxifenil)-1 -(1-pentil-1H-indol-3 -il)etanona.
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Substantele non-JWH incluse in setul de antrenament au fost selectati aleatoriu din
baza de date: bemegrida, p-butirolactona, derivatul heptafluorobutiric (HFB) de cadaverina,
codeind si derivatul sau pentafluoropropionic (PFP), cafeind, y-butirolactond, derivatul
trimetilsilil (TMS) al acidului y-hidroxibutiric, derivatul TMS al acidului y-hidroxi valeric, y-

valerolactona,

nicotamida,

derivatul HFB al

1-(3,4-metilendioxifenil-2-butanaminei),
piracetam, putrescind, 4-iodo-2,5-dimetoxiamfetamina, nicotind si cocaina.

Tabelul 4.3.1.Denumirea si simbolul descriptorilor calculati pentru caracterizarea
substantelor de interes

Numele descriptorului Numele numarului de Simbolul
constitutional Simbolul descriptorului g1y, r functionale gruparii
constitutional functionale
Molecular  weight and MW, AMW Number of  terminall nCp
average molecular weight primary C(sp3)
Sum of atomic van den Sv INumber of total secondary, nCs, nCt, nCq
'Waals volumes tertiary and quaternary|
C(sp3)
Sum of atomic Sanderson| Se INumber of ring secondary,nCrs, nCrt, nCrq
electronegativities tertiary and quaternary|
C(sp3)
Sum of atomic Sp Number of  aromatic nCar
polarizabilities C(sp2)
Sum of Kier-Hall Ss Number of unsubstituted nCbH
electropological states benzene C(sp2)
Mean atomic van der Waals Myv Number of non-aromatic nCconj
volume conjugated C(sp2)
Me Number  of aliphatic] nNR=Cs, nR=Ct
Mean atomic  Sanderson| secondary and tertiary
electronegalivity C(sp2)
Mean atomic polarizability Mp INumber of esters nRCOOR,
(aliphatic/aromatic) nArCOOR
Mean electropological state Ms Number  of  hydroxyl nROH
groups
Number of atoms/non-H| nAT, nSK Number of ketones nArCO
atoms (aromatic)
Number of bonds/ non-H nBT, nBO INumber of imides (-thio) nN(CO)2
bonds
Number of multiple, double Number of primary and
and aromatic bonds nBM, nDB, nAB tertiary amines (aliphatic) |nRNH2, nRNR2
Number of  hydrogen,
carbon, nitrogen, oxygen, Number  of  primary, nRCONH2,
fluorine, chlorine, ioding secondary and tertiary nRCONHR,
atoms nH, nC, nN, nO, nF, nCl, nljamides (aliphatic) nRCONR2
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Number of heavy atoms nHM Number of secondary nOHs
alcohols
INumber of ethers
Number of halogen atoms nX (aromatic) nArOR
nCIC, nCIR, nR05, nR06, [Number of pyrrolidines, nPyrrolidines,
nR07, nRO8, nR09, nR10, |pyrroles, imidazoles,| nPyrroles,
Counts of different size rings nR11, nR12 pyridines nlmidazoles
Sum of conventional bond| SCBO Number of intramolecular nHBonds
orders (H-depleted) H- bonds (with N, O, F)
IAromatic ratio ARR Number of CR2X2, CRX3 nCR2X2,
CRX3
Number of rotatable bonds RBN Number of donor atoms for nHDon
H- bonds (N and O)
Rotatable bond fraction RBF Number of acceptor atoms nHAcc
for H-bonds (N,O,F)
Number of benzene-like nBnz Number of X on aromatic nArX
rings ring

Ambele sisteme expert au fost programate pentru a opri procesul de instruire atunci
cand eroarea patratd medie (RMS) scade sub eroarea tintd, care a fost setatd la 0,01.
Convergenta a fost atinsd dupa 26 de cicluri de antrenament pentru CD-ANN (vezi Figura
4.3.2) si dupa 18 cicluri de antrenament pentru FG-ANN (vezi Figura 4.3.3). In aceste grafice,
axa ciclului este neliniard. Ambele retele au fost construite folosind software-ul Easy NNplus

3.0 [127].
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Fig. 4.3.2. Eroarea RMS normalizati in procesul de instruire vs. numdrul de cicluri de
invatare pentru reteaua CD-ANN [110]
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Fig. 4.3.3. Eroarea RMS normalizatd in procesul de instruire vs. numdarul de cicluri de
invatare pentru reteaua FG-ANN [110]

Rezultate si discutii

Pentru a evalua performantele retelelor CD-ANN si FG-ANN, procesul de validare a
inclus intregul set de compusi gasiti n baza de date. Metoda de validare a fost validarea
incrucisatd completd (leave-one-out), deoarece numarul de esantioane din baza de date a fost
relativ mic.

Pentru a analiza sensibilitatea si selectivitatea CD-ANN si FG-ANN, au fost calculate
mai multi indici de merit care caracterizeaza performantele sistemelor expert CD-ANN si FG-
ANN, respectiv rata de pozitive adevarate (true positives rate, TPR) sau sensibilitatea, rata de
negative adevarate (true negatives rate, TNR) sau selectivitatea, rata de pozitive false (false
positives rate, FPR), rata de negative false (false negatives rate, FNR), rata de clasificare
(classification rate, CR) si rata clasificare corecta (accuracy, ACC) sau precizia. Valorile
acestor parametri sunt prezentate in Tabelul 4.3.2.

Tabelul 4.3.2. Rezultatele procesului de validare pentru retelele CD-ANN si FG-ANN
[110]

Indicele de merit CD-ANN network FG-ANN network
TPR (%) 100 100
TNR (%) 80.56 95.83
FNR (%) 0 0
FPR (%) 19.44 4.17
CR (%) 100 100
ACC(%) 82.5 96.25
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Intrucat scopul acestor sisteme expert este de a detecta canabinoizii JWH, cel mai
important indice de merit care trebuie analizat este sensibilitatea, masurata prin TPR. Acest
parametru trebuie s fie cat mai mare posibil, astfel incat sistemul ANN sd nu ,,scape” nicio
proba pozitiva (canabinoid JWH adevarat). In cazul nostru, ambele sisteme expert au o
sensibilitate remarcabila. Ele se caracterizeaza printr-o TPR de 100%, ceea ce inseamnd ca
toate pozitivele (canabinoizii JWH) sunt recunoscute ca atare. De asemenea, este important de
mentionat ca ambele sisteme ANN clasificd (corect sau incorect) toti compusii din baza de
date, rata de clasificare avand valoarea maxima, de 100% (vezi Tabelul 4.3.2).

De obicei, identificarea negativelor constituie o provocare deoarece structurile lor
moleculare sunt foarte diferite si, in consecintd, modelarea lor este foarte dificila. Tabelul
4.3.2 indica faptul ca sistemul FG-ANN este mai selectiv decat sistemul CD-ANN, TNR fiind
egald cu 95,83% in primul caz si 80,56% in al doilea caz. Mai precis, sistemul FG-ANN
identificd sase negative (non-JWH) ca pozitive (FPR = 4,17%), iar sistemul CD-ANN
clasifica gresit doudzeci si opt de negative (non-JWH) ca (false) pozitive (FPR = 19,44%).
Rata probelor clasificate corect (pozitive si negative) indica faptul cd FG-ANN este mai precis
decat CD-ANN, parametrul ACC fiind de 96,25% pentru prima retea si de 82,5% pentru a
doua.

Putem concluziona cad FG-ANN are o putere de modelare/discriminare mai buna decat
CD-ANN. Aceasta inseamna ca variabilele de intrare ale primei retele, adica grupul functional
numdra, contin informatii mai relevante si sunt mai potrivite scopului decat descriptorii
constitutionali utilizati ca intrare pentru a doua retea.

Luand in considerare rezultatele validarii sistemului CD-ANN (vezi Tabelul 4.3.2),
putem concluziona cd descriptorii mentionati mai sus modeleazad bine canabinoizii JWH (TPR
= 100%). Cu toate acestea, ei nu sunt capabili s le discrimineze prea bine de negative (TNR
= 80,56%). O posibila explicatie este cd descriptorii mentionati mai sus nu sunt foarte
specifici canabinoizilor JWH, unele negative avand valori identice sau foarte asemanatoare
pentru acesti descriptori.

In cazul sistemului FG-ANN, cei mai importanti doi descriptori sunt numarul de inele
pirol si numarul de cetone aromatice (vezi Figura 4.3.4). Acesti descriptori asigurd o modelare
foarte buna a canabinoizilor JWH (TPR = 100%), precum si o foarte bund discriminare de
negative (TNR = 95,83%) (vezi Tabelul 4.3.2). Acest rezultat dezvaluie ca acesti doi
descriptori sunt foarte specifici canabinoizilor JWH, avand astfel o contributie semnificativa
la modelarea acestei clase.
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Input Name Importance Relative Importance

nBn: 22.0160
nSM 20 8445 nPyrole 10.734:
nAB 19.2142 nArco 8.0046
nO 18 3498 nCconj 6.8510
ARS8 13 8960 nCOH 6.6114
nRO7 124777 nCar 6.5000
nC 10.8489 nCb- 5.6912
noB 10 0659 nPyndin 4.9698
Me 9.9204 nCrq 4.7966
AMW 92743 nRCOOR 4.5635
SCBO 8 8506 nCR2X2 4.4078
nROS 8.34sS g r>RNR2 4.3077
nCL 8.2346 i nHAcc 4.2420
sv 3.1048 nCrt 4.0433
Sp 7,0514 ; pPArX 4 0211
Ft BN 68455 nN (COJ2 39974
nM 6 7555 ntp 3.8925
nftl2 6,5976 nRCONR2 3.8664
Ms 65377 nCrs 3.7635
nST 6 4577 nPyrolid 3.7583
r.RH 6 4186 nRCONH2 3.7237
nH 6.207S r>0H$ 3.6436
Mp 5.6726 nF?IMH2 3.5738
nHM 5.7659 ; nCt 3.4325
nAT 5.6396 nc5 3 4260
3% 5 4984 nlmidazo 3 3926
nROS 5 3794 nHBonds 3 2454
nX 5.2763 nCRX3 3.1808
nSH 4,9191 nHDon 3.1355
of 4 8989 nROH 3.1257
Mv 4.7443 : nArOR 3.0332
nFtOB 4.7016 nR=C£ 2.7621
nC1R 4.3282 nRCONHR 2.4262
ol 4,1952 nCq 2.1817
nROS 4 1451 nAfCOOR 1.8745
nR10 83749

nBO 35297

Sm 8 5217

nCIC 3,5018

MW 3.3181

rep 3.2656

@) b)

Fig. 4.3.4. Importanta variabilelor de intrare pentru sistemele expert: (a) 41CD-ANN si (b)
FG-ANN [110]

Pentru a gasi o explicatie de ce sistemul FG-ANN a clasificat sase compusi drept fals
pozitivi, am prezentat in Figura 4.3.5 structurile lor moleculare. Merita subliniat faptul ca
structurile moleculare ale fals pozitive contin fie o grupare cetond aromaticd (in cazul
dimetilpropionei, oxifedrinei si dietilpropionei), fie un inel pirol (in cazul skatolului,
triptaminei si N-metiltriptaminei). Ambele grupuri functionale au o influentd mare asupra
modeldrii clasei de canabinoizi JWH. Ar trebui sa adaugam ca doud fals pozitive, adica
dimetilpropion (metamfepramond) si dietilpropion (amfepramond), sunt, de asemenea,
substante cu actiune farmacologica stimulatoare, reprezentand derivati ai fenetilaminelor cu o
grupa P-ceto pe lantul lateral.

43



\ o -\-MN
~ Y 1
o |
( \H ,"[x JI /&
T o0 S L ]
" | -

Dimethylpropion Oxyfedrine Diethylpropion
NHz HN=—""
/ /
/ ! o
N £ . o
| > T\ Rt
‘-J// Hj ‘ i ;>> | } /\>
Y T
Skatole Tryptamine N-Methyltryptamine

Fig. 4.3.5. Structurile moleculare ale fals pozitivelor identificate cu sistemul expert FG-
ANN [110]

IV.4. Selectia laserului cuantic in cascada (QCL) care echipeaza un nou scaner cu
infrarosu cu fibra tubulara conceput pentru a detecta noi substante psihoactive (NPS)
[128]

Aspecte introductive

Tulburarile legate de consumul de noi droguri psihoactive (NPS), cum ar fi
amfetaminele, reprezintd o pondere considerabila din internarile si decesele in spitale atribuite
tulburarilor legate de consumul de droguri, pe locul doi numai dupa cele legate de abuzul de
opioide. Potrivit World Drug Report 2017 elaborat de Oficiul Natiunilor Unite pentru Droguri
si Crimda (UNODC), stimulentele asemanatoare amfetaminei (ATS) precum metamfetamina
reprezintd cea mai mare amenintare pentru sanatatea globala.

Amfetaminele halucinogene, cum ar fi 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA) si analogii
sdi, sunt responsabile de un numar si mai mare de decese. Acesti compusi nu au uz medical si
sunt substante controlate in majoritatea tarilor. Cu toate acestea, In ciuda toxicitatii lor
ridicate, acestia sunt consumati in timpul petrecerilor de lunga durata pentru efectul lor
euforizant. Prin urmare, se impune dezvoltarea unor noi instrumente analitice, care sa permita
un screening in situ cat mai eficient pentru NPS.

Cea mai importantd provocare pentru astfel de instrumente criminalistice este
capacitatea lor de a scana nu numai in cautarea NPS-urile cunoscute, ci si a oricarui compus
cu o structurd moleculara (deci o activitate farmacologica) similard drogurilor de abuz deja
cunoscute si controlate. Un astfel de nou instrument, construit in cadrul proiectului DIRAC,
finantat de UE, consta dintr-un spectrometru in infrarosu portabil cu fibra tubulara (hallow

fibre).
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Aplicatia de inteligenta artificiald descrisa in continuare a fost conceputd pentru
screening-ul in situ pentru amfetaminele si principalii lor precursori, efedrinele [129].
Sistemul dezvoltat opereaza spectrometrul cu infrarosu portabil compact mentionat anterior.
Pentru a-i micsora cat mai mult dimensiunile si greutatea, adica pentru a obtine un instrument
cat mai compact, sursa de radiatie a acestui spectrometru a fost aleasa sa fie un laser cuantic
in cascada (quantum cascade laser, QCL) [130, 131]. Pe de alta parte, utilizarea acestui tip de
sursa de radiatii infrarosii ridica o altd provocare, respectiv obtinerea unei eficiente de detectie
comparabile cu cea a spectrometrelor care genereazd intregul spectru infrarosu, desi QCL-
urile emit in ferestre spectrale foarte inguste.

Pentru a atribui identitatea de clasd a unui compus, sistemul preproceseaza mai intai
spectrul sdu de vibratii cu o functie pondere caracteristicd w*yr. Clusterele care pot fi distinse
in hiperspatiul de date au fost mai Intai analizate printr-o analiza exploratorie efectuatd prin
utilizarea PCA [132]. Suprapunerea potentiald a clusterelor a fost evaluata utilizand o functie
kernel normald [133]. Consistenta si numarul de clustere formate in mod natural au fost
determinate pe baza indicelui mediu Silhouette [134]. Au fost comparate rezultatele obtinute
in cazul a doua QCL-uri si a mai multor arhitecturi de calcul. Cel mai adecvat QCL si cel mai
eficient sistem au fost in cele din urma determinate pe baza ratelor de clasificare corecta
obtinute cu HCA [135, 136].

Partea experimentala

Baza de date spectrald initiald constd din absorbtiile extrase din spectrele intregi
normalizate GC-FTIR, inregistrate in intreg domeniul spectral (4000 — 600 cm™), a 36 de
compusi grupati dupd cum urmeazd: amfetamine stimulante ilicite (avand codul de clasa
atribuit M), izomeri si analogi ai efedrinei (E), amfetamine halucinogene (T) si negative (N),
reprezentdnd substante diverse de interes criminalistic. Conditiile experimentale in care au
fost obtinute aceste spectre sunt descrise in detaliu in studii anterioare [137, 138].

A fost determinati o pondere caracteristicd wyr> , pentru fiecare fereastra spectrala

QCL
A? A? ArA

5 R TAR2EY NN 6

:\1T - {Aj_.u"i.l_:l: [.'Jl“'_.i_“l FJ g :\1T . 3
e

N

.'lll? I

(M

unde A; si Ay sunt absorbanta masurata pentru probele incluse in clasa I si, respectiv, in clasa
II. Ny si Ny, reprezintd numarul de substante incluse 1n fiecare clasa.

In acest caz, clasa I contine spectrele amfetaminelor stimulante (M) si a amfetaminelor
halucinogene (T). Amfetaminele M incluse in baza de date initialda sunt: AMP, MAMP,
EAMP, PAMP, APEA, MAPEA si BPEA [129, 139, 140]. Amfetaminele T sunt: MDA,
MDMA, MDEA, N-OH-MDEA, BDB si MBDB [140, 141].

Clasa II include efedrine reprezentand suplimente ergogenice care sunt frecvent
abuzate de sportivi si care sunt, de asemenea, principalii precursori utilizati de laboratoarele
clandestine pentru fabricarea amfetaminelor, respectiv efedrina, pseudoefedrina, norefedrina,
norpseudoefedrina, N-metilefedrina si benzile [142, 143]. Clasa II contine, de asemenea,
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spectrele a 17 negative (N). Ponderile caracteristicilor (feature weights) obtinute pentru cele
doua ferestre spectrale sunt prezentate in Figura 4.4.1.

WAMT

L s L L L L L i i 3
1840 1230 1300 480 1460 1448 1420 1400 1380 1360 1340 pELLT] 1350 L3y 1250 1200 1150
Waveaumber [¢m-1) Wavenumber (om-1]

_ a) b)
Figura 4.4.1. Functiile pondere wur obfinute pentru ferestrele spectrale ale
laserelor cuantice in cascada (QCL): a) UT7 (1550-1330 cm'l); b) UTS (1405-1150 cm'l)
[128]

Efectul lor asupra spectrelor initiale ale claselor modelate de compusi este ilustrat in
Figurile 4.4.2 - 4.4.5. Cele mai multe absorbtii gésite de wyvr ca avand cea mai mare putere
de modelare si discriminare in fereastra spectrald a UT7 (1550-1330 cm™) sunt 1505, 1480 si
1440 cm™ (vezi Figura 4.4.1a).

Figurile 4.4.2a — 4.4.5a indica faptul cad maximele de la 1505 si 1440 cm’ se datoreaza
in principal absorbtiei foarte puternice ale amfetaminelor halucinogene (T) (vezi Figura
4.4.3a). Aceste benzi, in special cele de 1490 cm’, sunt de asemenea foarte stabile, asigurand
astfel o putere mare de modelare [137, 138].

Maximul wyr corespunzitor este usor deplasat citre numere de unda mai mari (1505
cm™) din cauza absorbtiilor slabe, dar si foarte stabile, ce apar in spectrele restului de
fenetilamine modelate, adicd amfetaminele M si efedrinele E ( vezi figurile 4.4.2a si 4.4.4a).
Maximul wyt de la 1480 cm’! este caracteristic pentru fenetilaminele stimulante modelate,
adicd amfetaminele M si efedrinele E (vezi Figura 4.4.2a si 4.4.4a). Desi slaba, aceastd banda
este foarte caracteristicd acestor clase de compusi si poate discrimina aceste doud clase de
compusi de celelalte substante (amfetaminele halucinogene si negativele).

Cea mai importanta absorbtie amplificatd de wyr” in fereastra spectrald a QCL UTS
(1405-1150 cm™) este cea de la 1280 cm™ (vezi Figura 4.4.1b), care este caracteristica
efedrinelor (vezi Figura 4.4.4b). Al doilea cel mai puternic varf identificat de wyr” , adica
1170 cm™, distinge amfetaminele halucinogene de restul compusilor modelati, dar de data
aceasta datoritd absentei benzilor de absorbtie in spectrele lor in jurul acestui numar de unda
(vezi Figura 4.4.2b — 4.4.5b). Absorbtiile in jurul numarului de unda 1245 cm” sunt
amplificate si de WMT , cu o intensitate medie. De asemenea, domeniul distinge
halucinogenele de ceilalti compusi, datorita benzii lor foarte puternice si stabile gasite la acest
numar de unda (vezi Figura 4.4.3b) [137, 138].
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Figura 4.4.2. Efectul ponderarii cu functia Wyt a spectrelor vibrationale initiale ale
amfetaminelor stimulante (cod de clasa M) inregistrate in ferestrele spectrale ale laserelor
cuantice in cascadda (QCL): a) UT7 (1550-1330 cem™); b) UT8 (1405-1150cm™). Linia
intrerupta este spectrul mediu al efedrinelor, linia continud este spectrul mediu preprocesat
[128]
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Figura 4.4.3. Efectul ponderarii cu functia Wur a spectrelor vibrationale initiale ale
amfetaminelor halucinogene (cod de clasa T) inregistrate in ferestrele spectrale ale
laserelor cuantice in cascada (QCL): a) UT7 (1550-1330 cm'l); b) UTS (1405-1150cm'1).
Linia intrerupta este spectrul mediu al efedrinelor, linia continud este spectrul mediu
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preprocesat [128]

in fine, wur gaseste la fel de importante absorbtiile dn jurul numarului de unda 1370
cm’™', care sunt caracteristice fenetilaminelor stimulante modelate, adici amfetaminele M (vezi
Figura 4.4.2b) si efedrinele E (vezi Figura 4.4.3b), acestea din urma prezentand absorbtii usor
deplasate catre numere de undd mai mari.

In final, trebuie subliniat faptul ci in cazul QCL UT?7 intensitatea absorbtiilor
importante este sporitd de wyr de aproximativ sase orli mai mult decat in cazul spectrelor
inregistrate cu QCL UT7 (vezi Figura 4.4.1). O alta observatie importanta este ca, in cazul
spectrelor Inregistrate cu QCL UT?7, aproape toate absorbtiile au putere de modelare sau
discriminare (wyr® > 1) (vezi Figura 4.4.1b). Pe de alti parte, in cazul QCL UT7, numerele
de unda (variabilele) gasite intre 1380 si 1330 cm” pot fi eliminate din baza de date, deoarece
nu au nicio relevanta pentru acest sistem (wur” = 1) (vezi Figura4.4.1a).
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Rezultate si discutii

Prin urmare, s-au format doud baze de date, prin preprocesarea celor 36 de spectre cu
functia wyr> > 1 pentru fiecare fereastrd spectrald de interes. Aceste baze de date au fost
supuse analizei componentelor principale si analizei ierarhice a clusterelor folosind aplicatia

software Matlab.
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Figura 4.4.4. Efectul preprocesarii cu functia Wwur a spectrelor vibrationale initiale ale
efedrinelor (cod de clasa E) inregistrate in ferestrele spectrale ale laserelor cuantice in
cascada (QCL): a) UT7 (1550-1330 cm’! s b) UT8 (1405-1150 cm™). Linia intreruptd este
spectrul mediu al efedrinelor, linia continua este spectrul mediu preprocesat [128]
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Figura 4.4.5. Efectul preprocesarii cu functia Wur asupra spectrelor vibrationale initiale
ale negativelor (cod de clasa N) inregistrate in ferestrele spectrale ale laserelor cuantice in
cascada (QCL): a) UT7 (1550-1330 cem™); b) UTS8 (1405-1150cm'1). Linia intreruptd este

spectrul mediu al efedrinelor, linia continuad este spectrul mediu preprocesat [128]

Analiza componentelor principale

Numarul de componente principale (PC) necesare pentru modelarea claselor vizate de
compusi a fost stabilit pe baza dinamicii variantei cumulate, care este prezentata in Figura
4.4.6. Rezultatele indica faptul ca in cazul QCL UT7 (vezi Figura 4.4.6a). ), primele doua PC
cumuleazd o varianta explicata de 97,22% (PC1 = 93,01%, PC2 = 4,21%), contributia PC3
fiind practic neglijabila (PC3= 1,67%). In consecinti, doar primele douia PC-uri au fost
retinute pentru evaluarea eficientei atribuirii identitatii clasei.
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In cazul spectrelor inregistrate in domeniul spectral caracteristic QCL UTS, primele
cinci PC-uri sunt necesare pentru a obtine o variantd explicatd cumulatd de 95,87%. Puterea
de modelare a PC1 este semnificativ mai mica, deoarece varianta sa explicatd este aproape
jumatate din cea obtinutd pentru acelasi PC in cazul QCL UT7. Pe de alta parte, restul
variantei explicate este distribuit mai uniform intre urmatoarele PC-uri: in acest caz, chiar si
PC5 explica o variantd mai mare decat PC2 obtinut in cazul QCL UT?7. Prin urmare, in cazul
QCL UTS, au fost utilizate primele cinci PC-uri pentru analize ulterioare. Graficele scorurilor
PC (score plot) obtinute pentru cele doua ferestre spectrale analizate sunt prezentate in figura
4.4.7.
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Figura 4.4.6. Varianta cumulata explicatid a componentelor principale: a) UT7 (1550-1330
em™); b) UTS (1405-1150 cm™) [128]
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Figura 4.4.7. Graficele scorurilor (score plot) obtinute cu spectrele preprocesate cu functia
Wyt inregistrate in ferestrele spectrale ale: a) QCL UT7 (1550-1330 cm'l); b) OCL UTS
(1405-1150 cm™) [128]

Pentru o mai buna comparatie, ambele grafice au fost obtinute cu scorurile primelor
trei PC-uri. Rezultatele indica faptul ca spectrele inregistrate cu QCL UT7 produc un grafic
3D al scorurilor in care amfetaminele halucinogene (T) formeaza un cluster remarcabil de
bine definit, caracterizat prin scoruri PC1 pozitive mari si scoruri PC2 si PC3 negative (vezi
figura 4.4.7a).

Cu putine exceptii, negativele pot fi, de asemenea, usor de recunoscut, datoritd
scorurilor lor PC1 negative mari si scorurilor PC2 si PC3 negative medii. Pe de alta parte,
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punctele asociate cu fenetilaminele stimulante (amfetaminele M si efedrinele E) sunt relativ
imprastiate. Prin urmare, aceste doud clase de compusi vor fi mai dificil de distins una de
cealalta.

Pe de alta parte, spectrele inregistrate cu QCL UTS ofera un grafic 3D al scorurilor in
care doar efedrinele E pot fi distinse clar (vezi Figura 4.4.7b). Halucinogenele T formeaza un
cluster dens, caracterizat prin cele mai mari scoruri PC2 negative. Cu toate acestea, acest
cluster este situat relativ aproape de norii formati de amfetaminele M si negativele N. Intr-
adevar, punctele asociate substantelor care formeaza ultimele doud clase de compusi sunt
destul de imprastiate. In plus, acesti doi nori sunt foarte aproape unul de celalalt. Prin urmare,
clasele M si N vor fi foarte greu de distins. Cu alte cuvinte, este de asteptat ca un numar
important de amfetamine stimulante M sa fie clasificate gresit drept negative N (si invers).

Dupa cum am explicat mai sus, o ratd ridicatd de false negative este un punct slab
important pentru o aplicatie criminalistici. In concluzie, analiza exploratorie efectuati de
PCA indica faptul ca spectrele preprocesate w’yr inregistrate in fereastra spectrald a QCL
UT?7 vor oferi o atribuire mai eficienta a identitatii de clasa.

Tindnd cont de apropierea unora dintre clusterele si/sau norii observati in timpul
analizei graficelor scorurilor, suprapunerea lor potentiald a fost evaluatd folosind o functie
normald kernel, determinatd pentru n = 100 de puncte x; distantate egal de-a lungul
intervalului de scoruri a fiecarui grup modelat de substante si un parametru de netezire de h
=0,94 (vezi Figura 4.4.8-4.4.10). Aceste distributii sustin concluziile obtinute prin analiza
PCA.
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Figura 4.4.8. Suprapunerea estimata a clusterelor estimata cu ajutorul scorurilor PCI1: a)
UT?7 (1550-1330 cm™); b) UT8 (1405-1150 cm™) [128]
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Figura 4.4.9. Suprapunerea potentiala a clusterelor estimata cu ajutorul scorurilor PC2: a)

UT7 (1550-1330 cm™); b) UT8 (1405-1150 cm™) [128]
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Figura 4.4.10. Suprapunerea potentiala a clusterelor estimata cu ajutorul scorurilor PC3:
a) UT7 (1550-1330 cm™); b) UT8 (1405-1150 cm™) [128]

In cele din urma, numirul de clustere care urmeaza si fie modelat a fost evaluat
cantitativ pe baza indicelui Silhouette mediu, care este o masurd a consistentei in cadrul
clusterelor de date. Indicele Silhouette individual indicd cat de asemanator este un obiect cu
propriul sau cluster (coeziune) in comparatie cu celelalte clustere gasite in acelasi hiperspatiu
(separare). Desi acest indice poate fi determinat cu orice metricd a distantei, de obicei este
calculat pe baza distantei Euclidiene.

Valoarea indicelui Silhouette variazd intre -1 si +1. O valoare mare inseamna ca
obiectul este bine asociat cu un anumit cluster si slab asociat cu toate celelalte clustere. Daca
majoritatea obiectelor au un indice Silhouette ridicat, atunci structura de clusterizare este
adecvatd. Dacd multe obiecte au o valoare scazuta sau negativa, atunci configuratia contine
prea multe sau prea putine clustere.

Indicele Silhouette mediu este calculat pentru toate obiectele care formeaza un cluster
si indica cat de strans sunt grupate in cluster aceste obiecte. Cu alte cuvinte, indicele mediu
poate fi utilizat pentru a evalua cat de adecvat au fost grupate obiectele sau pentru a determina
numarul de clustere formate 1n mod natural intr-un set de date. Un indice Silhouette mediu
scazut indica faptul ca au fost alese prea multe sau prea putine grupuri pentru algoritmul de
grupare. Valoarea maxima a indicelui mediu indica cel mai bun numar de clustere, ceea ce
maximizeaza si mai mult ratele de clasificare corecta obtinute in atribuirea apartenentei la
clasa.

Rezultatele obtinute pentru spectrele preprocesate cu functia wyr” inregistrate in
ferestrele spectrale ale QCL-urilor analizate sunt prezentate in Figura 4.4.11. Aceste valori au
fost calculate doar pe baza scorurilor PC1 si PC2 ale compusilor modelati.
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Figura 4.4.11. Indicele mediu Silhouette obtinut pe baza scorurilor primelor doud
componente principale (PC1 si PC2): a) UT7 (1550-1330 cem™); b) UTS (1405-1150 cm™)

[128]

O primd observatie este cd, asa cum era de asteptat, se obtin valori mai mari ale
indicelui Silhouette mediu pentru QCL UT7 decat pentru QCL UT8. Desi cel mai mare indice
corespunde, in cazul QCL-ului UT7, unui numar de doua clustere, valoarea corespunzatoare a
patru clustere este doar putin mai mica (vezi figura 4.4.11a). Cu alte cuvinte, un numar de
patru clustere (T, M, E, N) pare a fi adecvat pentru atribuirile de identitate de clasa efectuate
cu scorurile (PC1, PC2) determinate pentru spectrele preprocesate wyr° inregistrate in
ferestrele spectrale ale QCL UT7.

In cazul UT8 QCL, chiar si cel mai mare indice Silhouette mediu, obtinut pentru cinci
clustere, este mai mic decat indicele calculat pentru patru clustere in cazul UT7 QCL (vezi
Figura 4.4.11b). A doua cea mai bund valoare obtinutd pentru UT8 QCL corespunde tot la
patru clustere, dar aceasta valoare este mult mai mica decat cea obtinuta pentru cinci clustere.

Rezultatele obtinute cu scorurile primelor trei PC-uri (PC1, PC2 si PC3) pentru
spectrele preprocesate WMT inregistrate in cele doud ferestre spectrale sunt prezentate in
figura 4.4.12. In cazul QCL UT?7, indicele Silhouette mediu are practic aceeasi dinamica ca in
cazul mentionat anterior (vezi Figurile 4.4.11a si 4.4.12a). Cu toate acestea, valorile indicelui
mediu sunt mai mici decit cele obtinute atunci cdnd datele sunt modelate cu scorurile
primelor doud PC-uri (PC1 si PC2) (vezi Figurile 4.4.11a si 4.4.12a). Acelasi lucru este
valabil si pentru spectrele inregistrate in domeniul spectral al QCL UTS. In concluzie, cea mai
adecvatd abordare pentru obtinerea unor rate ridicate de clasificare corecta pare sa fie
utilizarea scorurilor PC1 si PC2 ale spectrelor preprocesate wyr” inregistrate in fereastra
spectrald a QCL UT7.
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b) UT8 (1405-1150 cm™) [128]

Analiza hierarhica a clusterelor
Dendrogramele (arborii de clasificare) au fost construiti folosind HCA bazat pe
algoritmul de grupare aglomerativa.
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Figura 4.4.13. Dendrograma construita cu scorurile primelor doud componente principale
(PC1 si PC2) obtinute cu spectrele preprocesate Wnr inregistrate in fereastra spectrala a

OCL UT7 (1550-1330 cm™) [128]
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Rezultatele obtinute pe baza scorurilor (PC1, PC2) sunt prezentate in Figura 4.4.13.
Calitatea arborilor de clusterizare este caracterizata de un coeficient de corelatie cofenetica
foarte mare, adicd ¢ = 0,9252. Rezultatele indica faptul ca in cazul amfetaminelor
halucinogene T se obtine o selectivitate si o sensibilitate remarcabile atunci cand spectrele
acestora sunt Inregistrate cu QCL UT7. Nu exista niciun compus clasificat eronat in clasa T si
niciun halucinogen adevarat nu a fost clasificat gresit (nu i s-a atribuit una dintre celelalte
identitati de clasd). Acest comportament este deosebit de important pentru aceastd aplicatie
este una criminalisticd, acesti compusi fiind cei mai toxici dintre compusii modelati.

Un alt aspect pozitiv important este ca sistemul este, de asemenea, foarte eficient in
recunoasterea negativelor N: doar o substanta negativa (N30) a fost clasificata in mod eronat
drept amfetamina (fals stimulant M). Niciunei substante pozitive nu i s-a atribuit identitatea
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clasei N. Acest lucru este, de asemenea, foarte important, deoarece o selectivitate scazuta
pentru N inseamna ca sistemul de screening un ar reusi sa detecteze probe ilicite.

Pe de altd parte, putem observa ca unele efedrine E sunt clasificate gresit ca
amfetamine stimulatoare M si invers. Cu alte cuvinte, sistemul are unele dificultiti in a
distinge intre aceste doua clase de fenetilamine stimulante. Cu toate acestea, ratele corecte de
clasificare sunt mult mai bune decdt cele care caracterizeazd dendrograma obtinuta cu
scorurile PC1 si PC2 determinate pentru spectrele preprocesate cu wyr~ inregistrate in
fereastra spectralda a QCL UTS8 (vezi Figura 4.4.14). Acesta dendrograma este caracterizata
printr-un coeficient de corelatie cofenetica semnificativ mai scazut, adica ¢ = 0,8757.

In sfarsit, trebuie subliniat ci scorurile PC3 nu imbunititesc ratele de clasificare
corectd obtinute cu scorurile primelor doud PC-uri.
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Figura 4.4.14. Dendrograma construita cu scorurile primelor doud componente principale
(PC1 si PC2) obtinute cu spectrele preprocesate Wnr inregistrate in ferestrele spectrale ale
OCL UTS8 (1405-1150 cm™) [128]

IV.5. Model QSAR bazat pe descriptori moleculari, construiti pentru a prezice afinitatea
de legare CB1 a canabinoizilor JWH [144]

In ultimii ani, canabinoizii sintetici au devenit droguri recreative populare datorita
proprietdtilor lor psihoactive: relaxare, fericire, simpatie, puteri crescute de concentrare,
excitare sexuald, pierderea inhibitiei, cdldura, cresterea apetitului, logoree, etc [98]. Ele sunt
abuzate 1n ciuda faptului cd efectele lor toxice acute pot duce chiar la moarte In anumite
circumstante.

Acest tip de droguri sintetice a fost descoperit pentru prima datd de John William
Huffman si echipa sa de cercetare. Ei au raportat sinteza a peste 450 de canabinoizi. Prin
urmare, aceastd clasd de medicamente de designer este identificatd cu acronimul ,, JWH”
[145]. Compusul reprezentativ al canabinoizilor JWH este JWH-018. Structura sa moleculara
este prezentata in Figura 4.5.1.
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Deoarece canabinoizii JWH corespund celor doi receptori CB1 si CB2 localizati in
celulele sistemului nervos si celulele sistemului imunitar, ei sunt responsabili de actiuni toxice
in sistemul nervos central si asupra imunitdtii consumatorilor. Receptorul canabinoid CB-1
este foarte exprimat In sistemul nervos central din hipocamp, cortexul cerebral, ganglionii
bazali si regiunile cerebelului ale creierului. Receptorul canabinoid CB-2 este localizat in
tesuturile periferice care ajuta la mediarea raspunsului imun al organismului, ceea ce ar putea
explica efectul imunosupresor usor al canabisului [146].

Fig. 4.5.1. Structura moleculara a JWH-018, care este compusul reprezentativ al grupului
de canabinoizi JWH [144]

Cand se discutd despre efectele toxicologice ale canabinoizilor sintetici, accentul
principal se pune pe intelegerea raspunsurilor induse ale receptorului CB1. Multi canabinoizi
sintetici nu numai ca au afinitate mare si activitate intrinseca semnificativa la receptorul CBI,
dar foarte adesea au si activitate functionald si de legare comparabild la al doilea subtip major
al receptorului CB, adica CB2 [97, 147].

Relatiile cantitative structura-activitate (QSAR) joacd un rol vital in proiectarea
modernd a medicamentelor, deoarece reprezintd o alternativd mult mai ieftind si rapida la
testele in vitro cu debit mediu si in vivo, care sunt in general restrictionate in procesul de
descoperire. In prezent, practic niciun medicament nu este dezvoltat fird o analizi QSAR
prealabild [148].

QSAR-urile reprezintd o incercare de a corela descriptorii fizico-chimici ai unui set de
compusi Inruditi structural cu proprietatile lor biologice (farmacologice, toxicologice) sau
fizice [149, 150]. Un factor crucial in gasirea QSAR eficient este identificarea descriptorilor
relevanti, bogati in informatii pentru o moleculd sau un fragment dat. Odata dezvoltate,
QSAR-urile oferda modele care prezic activitatea biologicd, contribuind la intelegerea
mecanismului de actiune [151].

Regresia liniara multipla (MLR) este o metoda statisticd importantd pentru analiza
datelor, fiind una dintre cele mai frecvent utilizate metode de modelare in QSAR. Permite
identificarea relatiilor dintre mai multi factori, cum ar fi activitatea biologica (variabile
dependente) si descriptorii teoretici asociati (variabile independente). In cazul nostru,
variabila dependentd este valoarea experimentald a constantei inhibitorii Ki a receptorului
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CBI1, care reprezintd concentratia inhibitorului necesard pentru a scadea viteza maxima a
reactiei la jumatate. Variabilele independente sunt descriptorii teoretici care caracterizeaza
canabinoizii JWH studiati [145, 152-155].

Scopul acestui studiu a fost obtinerea unui model QSAR eficient, care sa coreleze
activitatea de inhibitie a receptorului CB1 (constanta de inhibare, Ki) si parametrii moleculari
pentru unii canabinoizi JWH, prin utilizarea modelarii moleculare, adicd PCA si MLR.

Partea experimentala

Baza de date contine date referitoare la un set de 20 de canabinoizi JWH. Valorile
constantei inhibitorii Ki a receptorului CB1 au fost colectate din literaturd [156, 157].
Parametrul Ki caracterizeaza potenta farmacologica a compusilor. Mai precis, reprezinta
concentratia de inhibitor care este necesara pentru a scadea viteza maximad a reactiei la
jumatate.

Software-ul HyperChem 8.03 [124] a fost utilizat pentru optimizarea geometriei 3D a
compusilor studiati, pe baza metodei semi-empirice cuantice-chimice AMI1. Metoda de
optimizare a gradientului conjugat neliniar, adicd algoritmul Polak-Ribiere, a fost utilizata
pentru a atinge energia minima a fiecarei structuri moleculare in timp ce se ajusteaza
geometria acesteia. Apoi, un numar de 265 de descriptori moleculari au fost calculati pentru
fiecare compus folosind software-ul Dragon 5.5 [125]. Mai precis, au fost calculati 14
descriptori de sarcind, 33 de indici de conectivitate, 99 de descriptori WHIM (Weighted
Holistic Invariant Molecular descriptors) si 119 descriptori topologici. O caracterizare
completa a descriptorilor calculati si formulele lor sunt prezentate in detaliu in cartea lui R.
Todeschini [126].

Cei mai relevanti descriptori moleculari pentru modelarea canabinoizilor JWH studiati
in ceea ce priveste activitatea de inhibare a receptorului CB1 au fost selectati prin utilizarea
PCA [158]. Pentru fiecare tip de descriptor, am trasat graficul ponderilor primelor doua
componente principale (PC) (vezi Figurile 2-5), deoarece aceste doua PC cumuleaza cea mai
semnificativd parte a variantei. Aceste grafice au indicat descriptorii cu ponderile cele mai
apropiate de log(Ki), care arata o potentiala corelatie cu activitatea de inhibitie.
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Fig. 4.5.2. Graficul ponderilor PCA pentru descriptorii de sarcina [144]
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Fig. 4.5.3. Graficul de ponderilor PCA pentru indicii de conectivitate [144]
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Fig. 4.5.4. Graficul de ponderilor PCA pentru descriptorii WHIM [144]

Se stie cd, pentru construirea unui model QSAR, este necesar s existe mici corelatii
intre variabile (descriptori). Din acest motiv, am selectat doar acei descriptori care sunt
caracterizati printr-un coeficient de corelatie adecvat, adicd R <0,5 (vezi Tabelul 4.5.1).
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Fig. 4.5.5. Graficul de ponderilor PCA pentru descriptorii topologici [144]
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Tabel 4.5.1. Matricea de corelatie dintre cei 5 descriptori moleculari selectati [144]

Correlations (Selected descriptors)

) Qmean G3e Glu PW2

=

=

H] X2A

>
Quean 1.000000 -0.374310 0.090386 0.251012 -0.055827
X2A -0.374310 1.000000 -0.300011 -0.012777 -0.418874
G3e 0.090386 -0.300011 1.000000 0.130530 -0.012118
Glu 0.251012 -0.012777 0.130530 1.000000 -0.287959
PW2 -0.055827 -0.418874 -0.012118 -0.287959 1.000000

Descriptorii moleculari selectati sunt urmatorii: descriptorul de sarcind Qmean
(incarcare medie absolutd), indicele de conectivitate X2A (indicele mediu de conectivitate
chi-2), G3e si Glu (indicele WHIM directional de simetrie a componentei a treia/ponderat de
electronegativitatile atomice Sanderson, prima simetria componentelor indicele WHIM
directional/neponderat) descriptori WHIM si descriptorul topologic PW2 (indice de forma ale
caii/walk2-Randic).

Metodele PCA si MLR au fost aplicate utilizand software-ul Statistica 8.0 [159].

Rezultate

MLR, bazat pe procedura celor mai mici patrate, a fost aplicat pentru estimarea
coeficientilor implicati in ecuatia modelului QSAR. Analiza MLR a fost efectuatd pentru a
gasi modelul QSAR care prezice constanta inhibitorie Ki a receptorului CB1, utilizand cei
cinci descriptori moleculari mentionati mai sus.

Calitatea unui model MLR poate fi evaluatd cu succes utilizdnd coeficientul de
corelatie R, R2 si R2 ajustat. In cazul nostru, acesti indici statistici au valori acceptabile, adica
0,833, 0,693 si, respectiv, 0,591 (vezi Tabelul 4.5.2). Combinatia ponderatd a descriptorilor
moleculari selectati este explicatd de 69,3% din varianta log(Ki). Valoarea p este 0,0017, fiind
semnificativ mai mica decat pragul de materialitate, care a fost stabilit ca fiind egal cu 0,05.

Tabelul 4.5.2. Valori statistice caracteristice modelului MLR [144]

Dependent Test of SS Whole Model vs. SS Residual (selected descriptors)
variable
Multiple R Multiple R’ Adjusted R’
0.832716 0.693416 2.970593
SS Model df Model MS Model
2.970593 5 0.594119
Log (Ki) SS Residual df Residual MS Residual
1.313402 15 0.087560
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F p
6.785262 0.001710

Pentru a arata contributia fiecarei variabile predictoare la modelul MLR, am analizat
coeficientii nestandardizati (B) si standardizati (Beta) si eroarea standard a acestora (vezi
Tabelul 4.5.3.).

Tabelul 4.5.3. Coeficienti statistici ai modelului MLR [144]

N=21 Regression summary for dependent varable Log(Ki)
R =0.83271633 R*=0.69341648
Adjusted R* = 0.59122198
F(5.15) = 6.7853 p<0.00171
Standard error of estimate 0.29591
Beta Standard error of beta
Intercept
Qunean 0.633175 0.163280
X2A 0.740520 0.185711
G3e 0.518713 0.152969
Glu -0.462151 0.155048
PW2 0.398170 0.170843
B Standard error of B
Intercept
Qumean 0.633175 0.163280
X2A 0.740520 0.185711
G3e 0.518713 0.152969
Glu -0.462151 0.155048
PW2 0.398170 0.170843
t(15) p level
Intercept 9.54448 0.000000
Qmean 3.87784 0.001487
X2A 3.98748 0.001189
G3e 3.39097 0.004032
Glu -2.98069 0.009332
PW2 2.33062 0.034139

Coeficientii beta standardizati sunt o masura a contributiei fiecarei variabile la model.
O valoare mare indica faptul ca o schimbare de unitate in aceastd variabild predictor are un
efect mare asupra variabilei de raspuns Log(Ki). Valorile t si p ofera o indicatie aproximativa
a impactului fiecarei variabile de predictie. O valoare t absolutd mare si o valoare p mica
sugereaza ca o variabila predictor are un impact important asupra variabilei raspuns. Valorile
coeficientilor beta sunt prezentate in Tabelul 4.5.3. Acestea indicd faptul ca X2A si, Intr-o
masurd mai micd, Qmean si G3e au contributii relativ importante la puterea predictiva a
modelului.

Analiza MLR furnizeaza si o ecuatie utila pentru a prezice valorile Log(Ki) ale
canabinoizilor JWH.
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Log (Ki) = 0,616 - 0,293Qmean - 0,343X2A - 0,24G3e - 0,214Glu - 0,184PW2

(1)

Valorile estimate ale Log(Ki) au fost obtinute folosind metoda de validare incrucisata.
Figura 4.5.6 arata corelatia dintre valorile prezise si cele experimentale pe care le-am obtinut
pentru Log(Ki). Corelatia este destul de buna, punctele asociate canabinoizilor JWH fiind

situate de-a lungul diagonalei.
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Fig. 4.5.6. Valori estimate vs. experimentale pentru Log(Ki) [144]

Concluzii

14

Tehnica de regresie liniard multipld, combinatd cu PCA, a fost aplicata pentru un set
de canabinoizi JWH pentru a determina o ecuatie de regresie care leagd activitatea lor de
inhibitie pentru receptorul CB1 de o serie de descriptori.

Aceastd procedura este o metodd relativ rapida si precisd pentru determinarea
activitatii inhibitorii a canabinoizilor JWH. Rezultatele confirmd cd permite o predictie
(estimare) precisd a afinitatii de legare a CB1 a canabinoizilor JWH. Aceasta metoda este, de
asemenea, foarte eficientd din punctul de vedere al costurilor, deoarece descriptorii teoretici
pot fi calculati (derivati din structura moleculard optimizata a compusilor) fara a fi nevoie de
nicio configuratie experimentald. Mai mult, tehnicile chemometrice combinate pot fi aplicate
in stadiile foarte incipiente ale dezvoltarii medicamentului, chiar Tnainte ca moleculele sd fie

efectiv sintetizate.
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CONCLUZII GENERALE SI DIRECTII VIITOARE DE
CERCETARE SI DEZVOLTARE

In primul studiu, un numar de 31 de canabinoizi sintetici JWH au fost estimati si
comparati cu THC din punct de vedere al absorbtiei, distributiei, metabolismului si toxicitatii
acestora. Estimarile au fost calculate utilizdnd doud pachete software specializate, adica
ADME-tox si PROTOX. Rezultatele indica faptul ca canabinoizii JWH identificati ca avand o
absorbtie intestinala ridicatd la om vor traversa mai usor bariera hemato-encefalica, deoarece
toxicitatea ridicatd se datoreazd unei bune absorbtii. Valorile LD50 obtinute pentru
canabinoizii JWH sunt toate mai mari decat cele ale THC. Acelasi comportament a fost
observat si In cazul evaludrilor toxicitatii Tetrahymena pyriformis.

In al doilea studiu a fost realizata analiza vibrationala a principalilor canabinoizi
sintetici pentru a facilita interpretarea ulterioara a performantelor sistemelor multivariate
dezvoltate pentru detectia automata a acestora.

In al treilea studiu am prezentat o analizd comparativa a doua sisteme expert ANN
care realizeaza atribuirea automatd a identitatii de clasd a canabinoizilor sintetici JWH.
Rezultatele aratd cd sistemul expert cu cele mai bune performante este FG-ANN, care
utilizeaza realizeaza estimarile pe baza grupurilor functionale. Aceast sistem expert are o
sensibilitate si o selectivitate foarte bune, respectiv a fost capabil sa clasifice toate substantele
testate, a identificat toate pozitivele reale (canabinoizi sintetici JWH) analizate, clasificand
gresit doar sase negative ca fiind (false) pozitive. Prin urmare, utilizarea grupurilor
functionale ca input pentru un astfel de sistem expert duce la o atribuire automatad foarte
eficientd a identitdtii de clasd a unei substante ilicite necunoscute, care poate fi un analog
canabinoid JWH sau orice alta substanta cu o structurd moleculara similara.

In al patrulea studiu am prezentat o aplicatie computationald conceputa pentru a
realiza screening-ul amfetaminelor stimulante si halucinogene, precum si pentru efedrine, care
sunt abuzate ca ajutoare ergogenice si reprezintd in acelasi timp principalii precursori utilizati
de laboratoarele clandestine pentru productia de amfetamine. Analiza exploratorie, efectuata
prin utilizarea PCA si coroboratd cu HCA, a indicat ca cel mai potrivit QCL care ar trebui
utilizat ca sursa de radiatie electromagnetica este QCL UT7, care emite in domeniul spectral
1550-1330 cm™. Rezultatele indica faptul ci cea mai buna eficientd in atribuirea identititilor
de clasd modelate se obtine dacad spectrul esantionului este preprocesat cu functia pondere
WoMT si apoi testat cu dendrograma construita cu scorurile PCA ale primelor doud PC-uri.

Desi performantele sistemului conduc la eficienta asteptatd de la un sistem de
screening folosit in criminalistica, trebuie sd subliniem cd acuratetea de clasificare a
sistemului este mai micd decat cea obtinuta pentru sisteme similare care evalueaza identitatea
de clasa pe baza spectrelor infrarosii complete. Acest lucru se datoreaza faptului ca, in cazul
spectrometrelor cu laser, sistemul decide apartenenta unei substante la o anumita clasa doar pe
baza informatiilor dintr-o fereastra spectrala foarte ingustd din spectrul vibrational (IR)
complet. Mai precis, desi procedura prezentatd este foarte eficientd In recunoasterea
amfetaminelor halucinogene T si a negativelor N, este mai putin precisd in distingerea intre
fenetilaminele stimulante modelate, adica amfetaminele stimulante M si efedrinele E.

Cu toate acestea, aceastd performanta mai scazuta nu este foarte importanta, deoarece
nicio amfetamina stimulanta si nicio efedrina nu sunt clasificate gresit ca fiind o negativa N.
Trebuie sd retinem cd atdt compusii M, cat si E sunt substante controlate. Atunci cand
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sistemul atribuie unui esantion una dintre identitatile de clasa pozitive (T, M sau E) in timpul
screening-ului in situ, esantionul suspect este retinut si proba este trimisa la laboratorul
criminalistic pentru o testare ulterioara mult mai detaliata. Cu alte cuvinte, atita timp cat
proba nu este clasificatd gresit ca N negativ, proba va fi retinuta (sau chiar confiscata) si
adevdrata sa identitate va fi clar stabilita in timpul analizei complete efectuate In conditii de
laborator.

Scopul ultimului studiu a fost de a determina relatia dintre afinitatea de legare a CB1
si descriptorii moleculari relevanti care caracterizeaza canabinoizii sintetici JWH, pe baza
utilizdrii combinate a tehnicilor de modelare moleculard si chemometrie, adicd analiza
componentelor principale (PCA) si regresia liniard multipla (MLR). Modelarea moleculara a
fost utilizatd pentru a evalua energia minimd a fiecarui compus JWH si pentru a calcula
proprietatile stereoelectronice ale acestora, adica descriptorii lor moleculari. PCA a fost
utilizat pentru a selecta descriptorii moleculari, care contin informatii utile cu privire la
afinitatea de legare a CB1. Metoda MLR a fost folosita pentru a furniza cel mai bun model
QSAR de regresie predictiva. Au fost identificati descriptorilor moleculari care sunt cei mai
relevanti pentru modelul QSAR. Principalul avantaj al modelului QSAR prezentat este ca
poate fi utilizat pentru a prezice afinitatea de legare a liganzilor inainte de sinteza lor.

Directii viitoare de cercetare si dezvoltare

Sistemele de inteligenta artificiala dezvoltate pentru detectia canabinoizilor sintetici si a
amfetaminelor demostreaza eficienta si utilitatea lor pentru automatizarea procesului de
recunoastere a clasei de substante cdreia i1 apartine subtanta testata intr-un timp relativ scurt,
in conditii de senzitivitate si o selectivitate deosebite.

Avem in vedere urmatoarele directii viitoare de cercetare si dezvoltare:
- Dezvoltarea bazei de date prin introducerea de compusi noi descoperiti in
probele confiscate;
- Diversificarea metodelor si a combinatiilor de inteligenta artificiala folosite
pentru a maximiza senzitivitate si o selectivitate sistemelor expert;
- Dezvoltarea aplicatiilor computationale prezentate in sensul maririi numarului
de clase de substante prohibite pe care le pot analiza concomitent.
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