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SUHRN

Stddium lokalnych anestetik

Cast 191: Vyuzitie umelych neurénovych sieti pri $tidiu korelacii medzi vypoéitanymi
a nameranymi hodnotami reten¢nych faktorov k v roznych separacnych systémoch v skupine
bazickych esterov alkoxysubstituovanej kyseliny fenylkarbamovej

V skupine bazickych esterov alkoxysubstituovanej kyseliny fenylkarbamovej sa vyuzili umelé
neurénové siete (ANN — artificial neural network) na predikciu HPLC retencného fak-
tora k. Velmi dobré vysledky predikcie sa ziskali pre tri vySetrované systémy: fenylova koléna,
mobilna faza acetonitril/voda (retenény faktor kPhAc), fenylova koléna, mobilna faza
metanol/voda (reten¢ny faktor kPhMe) a C18 koléna, mobilnd fiza acetonitril/voda (retencny
faktor kCI8Ac), ktoré su vyjadrené zdvislostami predikovaného retenéného faktora voci
experimentdlne nameranému. Useky, ako aj smernice tychto zistenych zavislosti sa bliZia k 0,
resp. k 1. Vysledky pre systém C18 kolona, mobilné faza metanol/voda (retencny faktor kC18Me)
na predpoved k neboli velmi vhodné.

Klicové slova: lokdlne anestetikd — predikcia HPLC retenéného faktora — umelé neurénové siete
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SUMMARY

Studies of local anaesthetics

Part 191 - Utilization of artificial neural networks in the study of correlations between the
calculated and measured values of retention factors k in various separation systems in the
group of basic esters of alkoxy-substituted phenylcarbamic acid

Artificial neural networks (ANN) were utilized to predict the HPLC retention factor & of a group of basic
esters of alkoxyphenyl-substituted phenylcarbamic acid. Very good results were obtained in the
prediction of three investigated systems: phenyl column, acetonitrile/water mobile phase (retention factor
kPhAc), phenyl column, methanol/water mobile phase (retention factor kPhMe), and C18 column,
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acetonitrile/water mobile phase (retention factor kC18Ac), which are expressed by the dependences of
the retention factor predicted vs. the retention factor experimentally measured. The intercepts and the
slopes of the obtained dependences were close to 0 and 1, respectively. The results for the system C18
column, methanol/water mobile phase were not sufficiently suitable for the k prediction.

Key words: local anaesthetics — prediction of HPLC retention factor — artificial neural networks
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Uvod

Termin umelé neurénové siete (ANN — artificial neural
network) je dany historickym vyvojom, ked vznik prvych
umelych neurénovych sieti bol in§pirovany biologickymi
systémami. Existujd viaceré definicie neurénovej siete.
Jedna z nich, najvhodne;jsia, je, Ze neurénova siet je vypo-
¢tovy model, zostaveny na zdklade abstrakcie vlastnosti
biologickych nervovych systémov. Zakladnou vlastnos-
fou umelych neurénovych sieti je schopnost abstrakcie,
z ktorej vyplyva, ze pravidld urCujice vztahy medzi
vstupnymi a vystupnymi hodnotami prezentované vo
vhodnej forme su vSeobecne aplikovatelné pre ktorykol-
vek skiimany problém s prisluSnymi vstupnymi hodnota-
mi. Preto sa ANN vyuZivaji vo vyskume i v regulacne;j
technike v priemyslovych aplikaciich.

Hlavnym znakom neurénovej siete je jej Struktira, t.j.
vrstvy neurénov prepojenych spojmi, po ktorych sa Siria

signdly. Jednou z najvyznamnejSich vlastnosti neuréno-
vych sieti je, Ze dokdzu univerzilne aproximovat funk-
cie V, aj také, ktoré su nelinedrne a zloZité.

Ulohou neurénovych sieti je schopnost spracovavat
dlohy a adaptovat sa na zmenu vstupnych hodnét. VyuZi-
tie ANN vychddza z ich zékladnych vlastnosti: ucia sa
z predchadzajicej skusenosti metddou spitného Sirenia
chyb, st schopné klasifikovat nelinearne separovatelné
problémy a v spojitej oblasti hodndt premennych st uni-
verzalnymi aproximatormi funkcii. Tato ich schopnost sa
v chemickej praxi vyuZiva napr. na dizajnovanie Struktury
zIt&enin, cielené na ich potencidlne pouZitie ako lieciv 2.
Detailnejsi opis fungovania neurénovej siete s rovnakymi
zdkladnymi vlastnostami je uvedeny v teoretickej Casti
nasej préace .

V skupine bazickych esterov kyseliny fenylkarbamo-
vej metéda umelych neurénovych sieti bola dosial apli-
kovana v pracach +7, kde sa zistilo, Ze ma potencidlne

Tab. 1. Zakladné charakteristiky Studovanych latok

C.z. R! R? R n P C.ouz R! R? R n P C.z. R! R? R n P
I CH3 NCSHIO PP 2 o 21 C3H7 NC4HS P 5 o 41 C2HS NC4HS P m
2  CH3 NC4H8 P 2 o 22 C3H7 NCSHIO PP 5 o 42 C2H5S NCSHIO PP m
3 CH3 NCSHIO PP 3 o 23 C3H7 NC6HI2 A 43 C3H7 NC4HS P m
4 CH3 NC4H8 P 3 o 24 2&1{235 NCSHIO PP 5 o 44 C3H7 NCSHIO PP 4 m
5 C2H5 NCSHIO PP 3 o 25  CH3 NC4H§ P 6 o 45 C3H7 NC6HI2 A 4 m
6 C3H7 NC4H8 P 3 o 26 C2HS NC4HS P 6 o 46 CH3 NC4H8 P 5 m
7  C3H7 NCSHIO PP 3 o 27 C2H5 NCSHIO PP 6 o 47 CH3 NCSHIO PP 5 m
8 C3H7 NC6HI2 A 3 o 28 C2H5S NC6HI2 A 6 o 48 C2H5 NC4H8 P 5 m
9 2&?22 , NCSHIO PP 3 o 29 C3H7 NCSHIO PP 6 o 49 C2HS NCSHIO PP 5 m
10 CH3 NCSHIO PP 4 o 30 MY NesHIO PP 6 o 50 C3H7 NC4HS P 5 m
20C2HS5

11 CH3 NC4H8 P 4 o 31 CH3  NCSHIO PP 2 m 51 C3H7 NCSHIO PP 5 m
12 C2H5 NC4H8 P 4 o 32 CH3  NCSHIO PP 3 m 52 C3H7 NC6HI2 A 5 m
13 C2HS NCSHIO PP 4 o 33 C2H5  NC4HS P 3 m 53 CH3 NCSHIO PP 6 m
14 C2H5 NC6HI2 A 4 o 34 (C2H5 NCSHIO PP 3 m 54 CH3 NC6HI2 A 6 m
15 C3H7 NC4HS P 4 o 35 C3H7 NC4HS P 3 m 55 C2HS NC4HS P 6 m
16 C3H7 NCSHIO PP 4 o 36 C3H7 NCSHIO PP 3 m 56 C2H5S NCSHIO PP 6 m
17 CH3 NCSHIO PP 5 o 37 C3H7 NC6HI2 A 3 m 57 C3H7 NC4HS P 6 m
18 (C2H5 NC4H8 P 5 o 38 22%;2}}5 NCSHIO PP 3 m 58 C3H7 NCSHIO PP 6 m
19 C2H5 NCSHIO PP 5 o 39 CH3  NCSHIO PP 4 m 59 C3H7 NC6HI2 A 6 m
20 C2H5 NC6HI2 A 5 o 40  CH3 NC4H§ P 4 m

P — poloha naviazaného alkoxyretazca: o — orto, m — meta; R — druh heterocyklického kruhu v polohe R*: PP — piperidin, P — pyrolidin, A — azepan
C. z. oznatuje &islo zldeniny.
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velky vyznam v predikcii povrchovej a infiltracnej lokal-
nej anestézie.

Cielom tejto prace je overit a aplikovat tieto doterajsie
poznatky v skupine dalSich, inak substituovanych bazic-
kych esterov kyseliny fenylkarbamovej a predikovat im
prislichajice hodnoty retenénych faktorov k, ktoré su
dolezitym ukazovatelom lipofility lokdlnych anestetik.

POKUSNA CAST

V préci sa Studovala séria zlucenin patriacich do sku-
piny bazickych esterov alkoxyfenylkarbamovej kyseliny,
ktoré boli pripravené podla pric *?. Chemicka Struktdra
skimanych esterov alkoxyfenylkarbdmovych kyselin je
znazornena na obrazku 1.

Na meranie hodnoty retencného faktora HPLC met6-
dou sa pouzila koléna Separon® SGX C18 a Separon®
SGX Phenyl; v obidvoch pripadoch bola velkost Castic
5 um, dizka 15 cm, priemer 0,32 cm. Na meranie sa pou-
zili dve mobilné fazy, prva obsahovala 50 % metanolu vo
vode a druhd 60 % acetonitrilu vo vode, rychlost prieto-
ku bola 1,0 ml/min, pouZity diédovy detektor meral
v rozmedzi 210-290 nm. Navazok Studovanych latok bol
1 mg/1 ml, davkoval sa objem 20 pl. Retencné faktory
k boli ziskané pomocou nameraného reten¢ného Casu ¢,

Q 1 5_p
8
HN? 9;@  .(cooH),
6 1 2 2 R
0—(CH,)—CH,
5 3 "
4
1 —_ —_ -
R\ —CH, CH, CH, (CH ,),0C ,H,

-0 -0 -0

Obr. 1. Struktira studovanych derivdtov alkoxyfenylkarbd-
movych kyselin, n = 2 — 6 (dI2ka postranného retazca)

a mitveho casu 7, podla v8eobecne pouZivaného vztahu
k=(t —1)h,

Na modelovanie najlepSej neurdnovej siete sa pouZil
softvér Statistica 7.0 '9. Ako vstupné premenné v neurd-
novych siefach sa pouZili tieto kontinudlne premenné:
molova hmotnost M, koeficienty lipofility log P v 9 roz-
liénych formach (ALOGPs, ACLogP, miLogP, ALOGP,
MLOGP, KOWWIN, XLOGP2, XLOGP3, AvlogP), koe-
ficienty rozpustnosti log S v 3 rozlicnych formach
(ALOGpS, ACLogS, AvlogS), na ktorych vypocet sa pou-
7il softvér ALOGPS, ver. 2.1 'V, Dalej sa pouZilo 10 che-

Tab. 2. Namerané a predikované hodnoty retencénych faktorov kPhAc, kRC18Ac, kPhMe pre zliceniny v testovacom stibore

kPhAc kCI18Ac kPhMe

C.z. namerané predikované ch;:)l:,t.% C.z. namerané predikované chl;::,t'% C.z. namerané predikované chl;)l:,t'%
2 1.28 1.12 -12.31 3 1.50 1.60 6.67 2 1.76 1.63 -7.30
9 0.95 0.88 -7.21 9 1.69 1.55 -8.43 4 1.93 2.02 4.65
52 1.56 1.52 -2.60 15 2.92 3.29 12.58 10 2.13 2.05 -3.67
30 1.45 1.42 -1.71 17 277 2.95 6.72 11 227 2.29 1.10
33 1.32 1.29 -1.63 23 6.61 6.42 -2.87 13 222 2.22 0.11
48 1.66 1.64 -1.38 27 4.52 4.72 4.40 15 2.59 2.47 -4.77
26 1.98 1.96 -1.12 29 597 6.30 5.40 20 3.82 3.84 0.66
13 1.13 1.12 -0.24 35 1.70 1.63 -4.54 24 2.87 2.64 -7.98
16 1.18 1.20 1.73 40 1.69 1.60 -5.25 28 4.79 4.67 -2.53
50 1.52 1.55 2.04 47 2.07 2.04 -1.77 32 1.54 1.62 5.04
44 0.95 0.98 2.93 48 2.38 2.20 -1.79 38 1.81 1.75 -3.53
18 1.64 1.70 3.84 49 2.25 2.01 -10.72 41 2.28 2.32 1.46
35 1.15 1.21 4.48 50 2.83 291 2.80 48 2.75 2.81 2.07
32 0.87 0.91 5.18 58 3.68 3.59 -2.42 51 2.63 2.63 -0.09
medidn relativnej chyby -0.68 median relativnej chyby -2.09 medidn relativnej chyby 0.01
min. relativna chyba -12.31 min. relativna chyba -10.72 min. relativna chyba -7.98
max. relativna chyba 5.18 max. relativna chyba 12.58 max. relativna chyba 5.04

Oznacenie reten¢nych faktorov kPhAc, kC18Ac a kPhMe vyjadruje podmienky chromatografickej separacie: PhAC — fenylova koléna, mobilna
faza acetonitril — voda, kC18Ac — C18 koldéna, mobilna faza acetonitril — voda, PhMe — fenylova kolona, mobilnd fiza metanol — voda

C. z. oznacuje Cislo zlic¢eniny, ktoré koreSponduje s tidajmi v tabulke 1.
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mickych posunov v BC NMR (uhlikov C/ az C6, CS8,
C10, C12 aich priemer Call) a napokon 10 premennych
'"H NMR (vodikov H4 a7 H6, kvartérny ¢H, H10, po dve
dvojice Hlla a H11b, HI2a a HI2b a priemer vsetkych
Hall); vsetky boli simulované softvérom ACDLabs, ver.
7.0 2. Z nich sa podla korela¢nej analyzy vybrali iba tie,
ktoré vyznamne korelovali s prisluSnym retenénym fak-
torom (kedZe velky pocet premennych nepriaznivo
ovplyviiuje vypocet neurénove;j siete). Ako vstupné kate-
gorické premenné sa pouZili: n (dizka postranného retaz-
ca), Rtypen (typ substituenta R%, 1 — A, 2 — P, 3 — PP,
v tabulke 1), Pno (poloha alkoxy-skupiny, 1-orto,
2-meta). Cielovymi premennymi (na vystupe ANN) boli
retencné faktory kPhAc, kPhMe, kC18Ac a kC18Me.

Pri optimalizacii architektiry neurénovych sieti sa
pouzil trojvrstvovy perceptron zloZeny z (a) 13 vstup-
nych, 2 skrytych a 1 vystupného neurénu pri predikcii
kPhAc, (b) 16 vstupnych, 3 skrytych a 1 vystupného neu-
rénu pri predikcii kPhMe, (c) 19 vstupnych, 2 skrytych
a 1 vystupného neurénu pri predikcii kC18Ac. Predikcia
retencného faktora sa uskutocnila pre zliceniny ndhodne
rozdelené do tréningového (train), vyberového (selecti-
on) a testovacieho (zest) suboru. Rozdelenie zlicenin do
uvedenych troch siborov bolo vykonané automaticky
pomocou generdatora ndhodnych cisel. Uskutocnilo sa
bez vplyvu autorov v module softvéru Statistica, ktory
vykonava vypocty umelych neurénovych sieti. Najdole-
zitejSie vysledky neurénovych sieti predstavuju predik-
cie retencného faktora zlicenin testovacieho stboru.
Zluceniny zaradené do testovacieho suboru st uvedené
v tabulke 2.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V doterajsich pracach, ktoré boli venované vztahom
Struktdra — aktivita v skupine lokdlno anestetickych Gcin-
nych bazickych karbamétov, boli zistené suvislosti med-
zi lipo/hydrofilnou vyvaZenostou molekuly a u¢innostou,
niektorymi elektronovymi deskriptormi a anestetickou
ucinnostou, ako aj inymi fyzikdlnochemickymi vlastnos-
tami a anestetickou ucinnostou. Z tychto stadii vyplynu-
la nutnost pripravovat latky s vysokou lipofilitou
a s alkoxysubstituentom umiestnenym na benzénovom
jadre. Predpoklady vysokej lokdlnej anestetickej ucin-
nosti uvedenych latok sa potvrdili v praci '*.

Pre Studium derivatov kyseliny fenylkarbdmove;j z hla-
diska potencidlneho farmaceutického vyuZitia ma zasad-
ny vyznam povrchova anesteticka aktivita A i infiltracna
anesteticka aktivita B, o bolo publikované v pracach®?.
Zakladné parametre Studovanych latok sa uvadzaju
v tabulke 1. Ako cielové premenné sa pouzili retenéné
faktory opisané vyssie.

Metéda HPLC sa pouZila predovSetkym na modelova-
nie podmienok penetracie uvedenych latok k aktivnemu
centru. Z tohto hladiska sa vyuzili dve stacionarne che-
micky viazané fazy — C18 koldna, kde sa predovSetkym
uplatfiuju nepolarne interakcie, a fenylova koléna, kde
prevazuju interakcie cez m-m komplexy. Mobilné fazy sa

e N
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Obr. 2. Priamka regresie pre kPhAc. Softvér STATISTICA 7,
pocet vstupnych premennych: 13, pocet skrytych neurénov: 2,
pocet vystupnych neurénov: 1
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Obr. 3. Priamka regresie pre kPhMe. Softvér STATISTICA 7,
podet vstupnych premennych: 16, pocet skrytych neurénov: 3,
pocet vystupnych neurénov: 1
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Obr. 4. Priamka regresie pre kC18Ac. Softvér STATISTICA 7,
pocet vstupnych premennych: 19, pocet skrytych neurénov: 2,
pocet vystupnych neurénov: 1

zvolili tak, Ze v pripade metanolu ide o donor H* iénov
a acetonitril je akceptorom H*. Takymto modelovanim sa
mohli preskimat vplyvy, ktoré maji podstatny vplyv na
penetriciu.

Vysledky st zndzornené formou grafu predikovanych
hodnét voci experimentdlne zistenym hodnotdm (obr. 2,
3 a 4). Usek a smernica ziskanych regresnych rovnic sa
signifikantne neliSili od 0 a 1, o su ocakavané idedlne
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hodnoty. Vykonané z-testy, ktoré pre kazdi regresiu oso-
bitne zistovali vyznamnost hodnoty useku aj smernice,
prislusnu vypocitand #-hodnotu porovnévali s kritickou
hodnotou testu (pre 95 % pravdepodobnost). Vo vSetkych
pripadoch bola potvrdena Statistickd vyznamnost obi-
dvoch regresnych parametrov.

Z analyzy chyb (porovnania predikovanych a experi-
mentélnych retencnych faktorov) vyplyva, Ze (a) pre
systém fenylova koléna, mobilnd faza acetonitril/voda
bola priemernd absoliitna chyba 3,46 %, minimélna chy-
ba-12,3 % a maximalna chyba je +5,18 %, (b) pre systém
fenylova koléna, mobilna fiza metanol/voda bola prie-
merna absolttna chyba 3,21 %, minimélna chyba -7,98 %
a maximéalna chyba +5,04 % a (c) pre systém C18 kolo-
na, mobilna faza acetonitril/voda bola priemerna absolut-
na chyba 5,88 %, minimalna chyba -10,7 % a maximalna
chyba +12,6 %. Tieto udaje sa ziskali z tabulky 2, ktora
demonstruje konkrétne namerané a predikované hodnoty
retenénych faktorov pre tri rozlicné kombindcie stacio-
narnej a mobilnej fazy v HPLC derivatov kyseliny fenyl-
karbamovej. Uvedené udaje svedcia o velmi dobrej pre-
dik¢nej schopnosti pouZzitej metddy.

Podla citlivostnej analyzy (sensitivity analysis), ktora
sa uskutocnila po vypocte neurénovej siete, sa zistilo
poradie vyznamnosti vstupnych premennych (a) pre
systém fenylova koléna, mobilna fdza acetonitril/voda:
n, Rtypen, AClogS, M, Pno, C4, H5, XLOGP2, C3, Call,
Hlla, C6 a Cl10, (b) pre systém fenylova koléna, mobil-
na faza metanol/voda: n, Rtypen, ALOGPs, ALOGpS,
Ci2,HI2a, Pno, H5, C4, C6, M, C13C3,C5,Cl11, HI2b
a CI0, (c) pre systém C18 kolona, mobilnd faza aceto-
nitril/voda: n, Rtypen, Hl12a, C12, C8, ALOGpS, C11, M,
C3, C10, ALOGPs, C2, C6, H5, Call, Pno, HI2b, gH
a C4.

Na zéklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat,
Ze na predikciu hodnoty k uvedenych latok je vhodné
pouzit umelé neurénové siete so vstupnymi premennymi,
ktorych poradie ddleZitosti je uvedené v predchadzaji-
com odstavci. Aj ked poradie premennych pre rézne
podmienky separdcie nie je rovnaké, v troch uspeSne
pouzitych HPLC systémoch sa vZdy ako velmi vyznam-
né premenné prejavili n, Rtypen a sCasti aj Pno, ktoré pri-
amo charakterizuji Struktdru, ale aj vhodné formy log P
a log S charakterizujice lipofilitu a rozpustnost a tiezZ
molovda hmotnost M. Z NMR premennych systémy
s fenylovou kolénou najlepsie charakterizuje C4 (che-
micky posun na Stvrtom uhliku), zatial ¢o C12 a C8 (che-
mické posuny na dvanastom resp. dsmom uhliku) st cha-
rakteristické pre systémy s koloénou C18.

ZAVERY

Predpoved hodnét retencnych faktorov, charakterizu-
jucich separédciu derivatov kyseliny fenylkarbdmovej,
ktoré vykazuju anestetickd aktivitu, bola velmi uspokoji-
vo vyrieSend pre tri vySetrované varianty chromatogra-

e N

fickych podmienok. Na predikciu sa vyuZzili optimalizo-
vané umelé neurénové siete, ktorych architektira umoz-
fiuje spolahlivé rieSenie nelinearnych problémov, o aké
ilo aj v tomto Studiu. V tomto aspekte sa pouzitd meto-
da vypoctu diametralne liSi od mnohonasobnej linearne;j
regresie, ktora dokéze riesit iba linearne problémy 2.

Autori dakuju za podporu grantov VEGA (projekty 1/1005/09
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