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Ruolo di BCL-2 nel 

processo apoptotico

Metodologie QSAR

e procedura 

sperimentale

Risultati

3

➢ Fisiologici

➢ Patologici

Squilibri

Stimoli induttori

Evento «programmato» 

di morte cellulare

Vie di esecuzione

+

-

Malattie neurodegenerative

Neoplasie

➢ Via estrinseca

➢ Via intrinseca

4

BCL-2
(B-Cell Lymphoma 2)

Proteine

codificate
Gene

Ruolo biologico:

➪ Regolazione del   processo apoptotico

BCL-2

(PDB ID: 1GJH)

Via intrinseca

5

• BCL-2
• BCL-XL

• BCL-W
• MCL-1
• A1
• BCL-B

BH3 – only:
• BIM
• BAD
• BID
• PUMA
• NOXA

Multi BH domain:
• BAX
• BAK 

Fattori anti-apoptoticiFattori pro-apoptotici

• 4 domini

• 9 α-eliche

α7

α2
α6

α5

α3
α4

6

Via 

intrinseca

Via 

estrinseca

Apoptosi, linfocita umano, 

Tem (David M. Phillips)
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BCL-2 – BAX-BH3 

(PDB ID: 2XA0)

BCL-2 - BIM 

(PDB IDs: 4B4S + 2XA0)

Arg146 (BH1)

Asp67

Asp68
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BH3 mimetici
(Small Molecule Inhibitors, SMIs)

ABT-737

ABT-263 (Navitoclax)

ABT-199 (Venetoclax)
BCL-2 – ABT-263

(PDB ID: 4LVT)
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=

(Quantitative) Structure – Activity Relationship

= f (    )

IN SILICO

y x

Struttura, proprietà 

chimico-fisiche

Attività, effetto 

tossico
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Algoritmi 

di 

Machine 

Learning

Modelli 

QSAR

Nuovi 

inibitori 

di BCL-2
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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DATASET di 

1762 record

ChEMBL 4860 
(Apoptosis Regulator BCL-2)

1723 record

1590 (Saggi B – Binding)

133 (Saggi F – Functional)

IC50, Ki, Kd, EC50

Eliminazione duplicati

Trattamento sali

Eliminazione 

outliers

DATASET 

definitivo

Applicazione cutoff

Trattamento dati 

mancanti

≥ 1 μM 

→ «1» (composto 

attivo);

→ «0» (composto 

inattivo).
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 

Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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Training set

64 molecole
(32 attivi e 32 inattivi)

Training set

2172 molecole
(992 attivi e 1180 inattivi)

8 modelli di 

classificazione

Saggi biochimici (B)Saggi cellulari (F)

DATASET 

definitivi
(pretrattati)

923 ligandi 

inattivi
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Tipo di X Algoritmo
Miglior set di 

parametri
Accuracy MCC ROC AUC F1 score

Fingerprints KNN

K = 6

Metric = Hamming

Weights = Distance

0.78 0.57 0.77 0.79

Fingerprints Log. Reg.

C = 1

Penalty = l2 0.76 0.54 0.74 0.78

Descrittori KNN

K = 13

Metric = Cosine

Weights = Distance

0.70 0.43 0.71 0.75

Descrittori Log. Reg.

C = 0.5

Penalty = l2 0.70 0.44 0.73 0.74

Validazione 

interna
Ottimizzazione con 

Grid Search

Cross-Validazione 

con approccio 

Leave-Half-Out
(50% del training set, 32 

molecole)

StratifiedShuffleSplit

(n_split = 100)

17

K-Nearest Neighbors Logistic Regression
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Tipo di X Algoritmo
Miglior set di 

parametri
Accuracy MCC ROC AUC F1 score

Fingerprints KNN

K = 4

Metric = Hamming

Weights = Distance

0.93 0.86 0.97 0.92

Fingerprints Log. Reg.

C = 0.5

Penalty = l2 0.93 0.87 0.98 0.93

Descrittori KNN

K = 5

Metric = Cosine

Weights = Distance

0.93 0.85 0.98 0.91

Descrittori Log. Reg.

C = 1

Penalty = l2 0.93 0.85 0.98 0.90

Validazione 

interna
Ottimizzazione con 

Grid Search

Cross-Validazione 

con approccio 

Leave-Many-Out
(90% del training set, 

1955 molecole)

StratifiedShuffleSplit

(n_split = 100)
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K-Nearest Neighbors Logistic Regression
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 

Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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Selezione delle 

prime

56 molecole

predette attive 

MOLID Struttura DOSE (μM) POZZETTO 1 POZZETTO 2

Mortalità 

cellulare media 

(%)
COMMENTO

STK366292 5 3.2 4.2 3.7

STK366292 20 95.1 93.1 94.1

STK366292 50 98 96.5 97.25

STK367596 5 4 3.8 3.9

STK367596 20 82.8 91.6 87.2

STK367596 50 98 98.1 98.05

Libreria commerciale 

da 1 milione di 

composti

Saggi 

biologici 

in cellula

Modelli di 

classificazione IFO

22

(Probabilità di essere attiva: 0.27)

(Probabilità di essere attiva: 0.77)

STK394848

Modelli su dati 

di saggi 

cellulari (F)

Modelli su dati 

di saggi 

biochimici (B)
STK366292

(Probabilità di essere attiva: 0.55)

(Probabilità di essere attiva: 0.02)

Generate a partire 

da fingerprints
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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Training set

ampliato

112 molecole
(39 attivi e 73 inattivi)

4 nuovi 

modelli di 

classificazione

Saggi cellulari (F)

DATASET 

definitivo
(pretrattato)

Pretrattamento 

dataset IFO
56 composti

• Applicazione di un cutoff

• Eliminazione record a 20 e 

50 μM 

• Eliminazione di molecole 

sottoposte a saggi non 

andati a buon fine

Composto attivo se a 

5 μM ≥ 50% cellule morte

- 8 molecole

48 molecole

7 attive (1) 41 inattive (0)
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Tipo di X Algoritmo
Miglior set di 

parametri
Accuracy MCC ROC AUC F1 score

Fingerprints KNN

K = 5

Metric = Hamming

Weights = Uniform

0.81 0.60 0.85 0.72

Fingerprints Log. Reg.

C = 1

Penalty = l2 0.77 0.49 0.76 0.66

Descrittori KNN

K = 10

Metric = Cosine

Weights = Uniform

0.76 0.50 0.86 0.68

Descrittori Log. Reg.

C = 0.5

Penalty = l1 0.75 0.50 0.86 0.68

Validazione 

interna
Ottimizzazione con 

Grid Search

Cross-Validazione 

con approccio 

Leave-Half-Out
(50% del training set, 56 

molecole)

StratifiedShuffleSplit

(n_split = 100)

Performance
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 

Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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Training set

510 molecole

Training set

688 molecole

10 modelli di 

regressione

pKipIC50

DATASET 

definitivi
(pretrattati)

Composti attivi 

Risposte biologiche espresse in:

28

Miglior set di 

parametri
Random Forest

r2 q2
LHO SDEC SDEP

pIC50
N_estim. = 100 0.97 0.75 0.20 0.55

pKi N_estim. = 100 0.98 0.86 0.23 0.65

KNN

r2 q2
LHO SDEC SDEP

pIC50

K = 7

Metric = Hamming

Weights = Distance

0.99 0.73 0.02 0.59

pKi

K = 5

Metric = Hamming

Weights = Distance

0.99 0.85 0.01 0.69

Ridge Regression

r2 q2
LHO SDEC SDEP

pIC50
α = 10 0.96 0.76 0.23 0.53

pKi α = 25 0.95 0.87 0.41 0.63

FingerprintsValidazione 

interna

Ottimizzazione con 

Grid Search

StratifiedShuffleSplit

(n_split = 100)

255 molecole

(pIC50)

344 molecole

(pKi)

Cross-Validazione 

con approccio 

Leave-Half-Out
(50% del training set)
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Miglior set di 

parametri
Random Forest

r2 q2
LHO SDEC SDEP

pIC50
N_estim. = 100 0.97 0.75 0.20 0.55

pKi N_estim. = 100 0.98 0.86 0.23 0.65

KNN

r2 q2
LHO SDEC SDEP

pIC50

K = 7

Metric = Minkowski

Weights = Distance

0.99 0.73 0.02 0.59

pKi

K = 10

Metric = Minkowski

Weights = Distance

0.99 0.85 0.01 0.69

DescrittoriValidazione 

interna

Ottimizzazione con 

Grid Search

StratifiedShuffleSplit

(n_split = 100)

Cross-Validazione 

con approccio 

Leave-Half-Out
(50% del training set)

255 molecole

(pIC50)

344 molecole

(pKi)
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Dati presenti in letteratura e 

banche dati pubbliche

(ChEMBL, PubChem)

Pretrattamento

(analisi e pulizia dei dati)

Dati sperimentali di attività 

(y)
Generazione fingerprints 

e descrittori molecolari 

(x) 1°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 56 composti 

da libreria commerciale

(Vitas-M)

Saggi biologici 

in cellula

Ampliamento 

training set

2°ciclo di 
Virtual 

Screening

Selezione di 40 composti 

da NCI database

CLASSIFICAZIONE

COSTRUZIONE 

MODELLI QSAR
e validazione interna

REGRESSIONE

Nuovi modelli di 

CLASSIFICAZIONE
Training set
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NCI Open 

Database
(National Cancer 

Institute)

265,242 strutture 

nel formato SDF

Saggi 

biologici

Nuovi modelli di 

classificazione

IFO
Modelli di 

regressione

Pretrattamento

1) Ottenimento SMILES

2) Eliminazione molecole non valide e con SMILES del tipo [*]

3) Trattamento Sali (salt stripping)

4) Filtro «drug-like»: Te, Hg, Pb, As

5) Eliminazione dei composti inorganici 261,512

composti

Predizioni

NSC42322

6.29 6.37

pIC50) pKi)

Selezione delle 

prime

40 molecole

più attive 

Filtrazione con

dominio di 

applicabilità

80,400

composti
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• Modelli QSAR ad alta

performance;

• Cicli di screening

Design e sintesi 

di nuovi inibitori 

BCL-2

33


