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INTRODUZIONE

Dato un insieme di molecole congeneri questo elaborato si propone di quantificare le differenze dell’attività biologica in termini di differenze strutturali. A tale scopo abbiamo formulato e condotto studi QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships). In essi è di importanza fondamentale rappresentare con descrittori molecolari l’informazione chimica contenuta nelle formule di struttura, nella topologia molecolare e nelle conformazioni tridimensionali delle molecole.

MOLECOLE

Le  molecole utilizzate per lo studio sono 14 isomeri delle PCDD (Poli-Cloro-dibenzo-diossina); è importante sottolineare che le molecole analizzate
sono strettamente congeneri e differiscono solamente nel numero e nella posizione degli atomi di Cloro, per tanto rappresentano un set molto omogeneo di composti per il quale ci si può aspettare una buona correlazione.

La risposta biologica per la quale viene costruito un modello di regressione è l’affinità di binding.

Al fine di calcolare i descrittori molecolari le 14 diossine sono state disegnate con il programma MOE (Molecular Operating Environment) e successivamente sono state minimizzate  attraverso i metodi della meccanica molecolare. In particolare è stato utilizzato il campo di forza MMFF94 adatto a descrivere le proprietà di piccole molecole organiche. 

La conformazione spaziale delle 14 molecole minimizzate è il punto di partenza per il calcolo dell’insieme dei descrittori molecolari. La scelta dei descrittori riveste un ruolo fondamentale nella formulazione di un modello in quanto essi sono il modo attraverso il quale rappresentiamo l’attività biologica; i descrittori utilizzati in questo lavoro sono:

DESCRITTORI MOLECOLARI

I descrittori molecolari che possono essere calcolati sono un numero elevatissimo, infatti il  software da noi usato, Dragon, per esempio, contiene un elenco di 1947 descrittori distinti. E’ quindi indispensabile essere in grado di selezionare quelli che risultano più adeguati alle nostre necessità.

Si possono distinguere diverse tipologie di descrittori: costituzionali, topologici, molecolari, di tipo BCUT, di autocorrelazione 2d, geometrici, di carica, RDF, 3D-morse, WHIM, GETWAY, funzionali, ecc. Ognuno di essi ha un valore informativo specifico. Durante gli esperimenti che condurremo ci focalizzeremo su 3 tipi di descrittori: Whim, Getway e costituzionali/topologici.

Nel corso dei nostri esperimenti focalizzeremo l’interesse su tre gruppi di descrittori:

WHIM (weighted holistic invariant molecular): sono descrittori basati sull’analisi delle componenti principali delle coordinate atomiche con schemi a pesi differenti. Pesandoli sulla base della massa atomica, l’elettronegatività, la polarizabilità atomica, il volume di Van der Walls, lo stato elettrotopologico si ricavano descrittori, che risultano essere di due tipi: direzionali (shape related) e non-direzionali (size related).

GETAWAY (Geometry Topology and Atom Weights Assembly): sono descrittori calcolati da una matrice delle leve (leverage matrix) basata sulle coordinate atomiche, chiamata  quindi matrice dell’influenza molecolare. 

TOPOLOGICI e COSTITUZIONALI: i costituzionali sono descrittori a-dimensionali, indipendenti dalla connettività e dalla conformazione molecolare. Sono quindi contatori di atomi e di legami, somma di proprietà atomiche. Mentre quelli topologici sono ottenuti da grafici molecolari privati degli atomi di idrogeno, sono per esempio descrittori bidimensionali indipendenti dalla conformazione:

ALGORITMI GENETICI

L’esplorazione esaustiva di tutte le possibili combinazioni di descrittori richiederebbe un tempo di calcolo troppo elevato che impedisce di utilizzare degli algoritmi esatti, quindi s’impone l’utilizzo di metodi approssimati. La nostra scelta ricade sugli algoritmi genetici che permettono di esplorare in tempi ragionevoli lo spazio delle soluzioni. 

Essi infatti possono essere applicati sia per l’ottimizzazione di sistemi complessi, che per la selezione di variabili per la costruzione di modelli. Essi sono sviluppati a partire dalla teoria evoluzionistica. Basati sulla selezione naturale e sul paragone con la genetica osservata in natura. Essi combinano la sopravvivenza del più forte con lo scambio di conoscenza strutturata per formare un algoritmo di ricerca innovativo. In ogni generazione, un nuovo insieme di creature artificiali (stringhe) viene creato usando pezzi dei migliori della generazione precedente.

Nonostante siano basati sulla casualità, gli algoritmi genetici non sono una semplice ricerca casuale; essi esplorano efficacemente informazioni già note per dedurre nuovi punti di ricerca che abbiano migliori caratteristiche. Essi appartengono alla categoria degli algoritmi probabilistici, ma sono molto differenti dagli algoritmi casuali, perché combinano elementi di ricerca stocastica e ricerca guidata; proprio grazie a questo, sono molto più robusti dei metodi esistenti di ricerca mirata.

Gli algoritmi genetici (GA) sono metodi adattativi che possono essere usati per risolvere problemi di ricerca e ottimizzazione. Essi usano una diretta analogia con il comportamento della natura. Dopo molte generazioni, le popolazioni si evolvono secondo i principi della selezione naturale e della sopravvivenza del migliore. Lavorano con una popolazione di individui, ciascuno dei quali rappresenta una possibile soluzione del problema posto. A ogni individuo è associato un punteggio di adattamento "fitness score" a seconda di quanto sia buona la soluzione al problema. Si assume che una possibile soluzione per un problema possa essere rappresentata come un set di parametri (detti geni) i quali sono uniti insieme per formare una stringa di valori (spesso chiamata cromosoma). 

Dato un particolare cromosoma, la funzione fitness restituisce un singolo valore numerico "fitness" o una "figura di merito", che si suppone sia proporzionale alla utilità o abilità dell'individuo che il cromosoma rappresenta. Per molti problemi, in particolari funzioni di ottimizzazione, è ovvio che la funzione fitness deve misurare il valore stesso della funzione. 

Gli individui migliori hanno la possibilità di riprodursi incrociandosi con altri individui della popolazione. Questo produce nuovi individui discendenti che condividono alcune caratteristiche di ciascun genitore. Questa nuova generazione contiene una proporzione più alta delle caratteristiche possedute dagli individui buoni della precedente generazione. Prima che un GA possa girare, deve essere compiuta un'adeguata codifica del problema. Abbiamo anche bisogno di una funzione fitness, che assegni una figura di merito a ogni soluzione codificata. Durante l'esecuzione i genitori devono essere selezionati per la riproduzione, e ricombinati per generare figli (vedi appendice). 

Se il GA è correttamente implementato, la popolazione evolverà in molte generazioni in modo che il fitness del miglior individuo e la media in ogni generazione cresca verso l'ottimo globale. La convergenza è la progressione verso la crescente uniformità . Un gene converge quando il 95% della popolazione condivide lo stesso valore. La popolazione converge quando tutti i geni convergono.

Molte sono le applicazioni degli algoritmi genetici, tra questi possiamo citare l’ottimizzazione di funzioni numeriche, l’image processing, il Machine Learning. 

Step di calcolo:

Il database è stato trattato con il software DRAGON, per poter generare tre file contenenti la lista dei descrittori. Il numero totale di descrittori risulta molto elevato, infatti siamo in grado di identificare 37 descrittori Costituzionali e topologici, 20 di tipo Whim, e 28 di tipo Gateway.

Per rendere più consistente la costruzione di un successivo eventuale modello si rende necessario selezionare tra questi, i descrittori più informativi. Per far ciò si è ricorso all’uso degli algoritmi genetici, mediante il software, sotto linux, GENE.exe.

GENE.exe riceve in ingresso il file con i valori dei descrittori generati da Dragon, con l’indicazione di calcolare una prima generazione di algoritmi genetici in modo random. Il risultato sono due file: fort.1 e fort.7. Facciamo eseguire l’operazione per 10.000 ricorsioni partendo ora da una popolazione non più casuale, ma al contrario generata durante il primo step.

Questa operazione è stata ripetuta per ognuna delle 3 categorie di descrittori in studio.

Questo fornisce 3 file strutturati da colonne contenenti per ogni gruppo di descrittori:

· R2  , LOO, R2cv
· N

Numero di variabili

· V

Etichetta delle variabili (F figli, M mutati e O originali)

· Variabili
Tipo di variabili selezionate

Scelta del gruppo di descrittori:

Selezioniamo tra tutti i record generati quelli aventi valori dei parametri migliori, per le tre categorie e per il numero di descrittori, come sotto riportato:

Costituzionali e Topologici

	R2
	LOO
	R2cv
	N
	V
	Variabili

	0.994
	0.938
	0.986
	5
	M
	1
	3
	20
	23
	37

	0.943
	0.894
	0.88
	4
	M
	3
	11
	25
	36
	


Getaway

	0.983
	0.957
	0.946
	5
	O
	3
	7
	13
	21
	22

	0.952
	0.912
	0.887
	3
	O
	3
	7
	22
	
	

	0.957
	0.907
	0.872
	4
	O
	5
	6
	19
	21
	


Whim

	0.635
	0.335
	0.375
	3
	O
	1
	9
	10
	
	

	0.638
	0.173
	0.209
	4
	O
	1
	2
	9
	10
	

	0.924
	0.125
	-1.219
	5
	O
	1
	3
	5
	6
	11


In appendice B si sono riportati i migliori 20 risultati per ogni categoria.

Scelta del modello: 

Nella scelta del modello dei descrittori più adeguati, occorre tenere conto di 2 componenti: da una parte i valori di Leave-one-out, R2 e R2cv, e dall’altra la necessità di mantenere il rapporto tra oggetti e variabili superiore a 5.

La nostra scelta ricade sui seguenti descrittori topologici:

3
MSD

mean square distance index (Balaban)
topological descriptors

11
TIE 

E-state topological parameter


topological descriptors

25
Xindex

Balaban x index



topological descriptors  

36   
PCR

ratio of multiple path counts to path counts
topological descriptors

Le informazioni relative ai descrittori sono state ricavate dal file generato dal software Dragon che fornisce oltre al valore del descrittore stesso, anche la sua sigla identificativa. 

Il passaggio successivo consta nel utilizzare un altro software GENE. Esso genera per ogni gruppo di descrittori i parametri necessari per costruire l’equazione del modello.

Il software genera un file fort.9 contenente una lista di parametri per ogni modello possibile, ovvero per ogni gruppo di descrittori presente nel file  fort.7, tra questi si sono scelti i parametri specifici per la nostra scelta di descrittori topologici

I valori corrispondenti sono:

	R2
	LOO
	R2cv
	N
	Descrittori
	Coefficente addizionale

	0.943
	0.894
	0.884
	4
	3
	11
	25
	36
	

	Parametri
	-0.009
	-328.954
	-10.725
	2.351
	36.324


Quindi il Modello, in definitiva può essere descritto nella forma :

Y= 36.324 – 0.009 * MSD –328.954* TIE – 10.725 * Xindex + 2.351 * PCR

Validazione del modello:

Nella tabella successiva riportiamo per ogni molecola analizzata il valore dell’attività biologica sperimentale affiancata al valore predetto dal modello calcolato.

	nome molecole
	attività
	attività predetta

	
	
	

	123478~1,
	8
	7.731482

	12347p~1,
	7.15
	7.390915

	1234tc~1,
	7.1
	7.050617

	12378p~1,
	6.79
	6.964687

	12478p~1,
	6.92
	6.791154

	124trc~1,
	6.55
	5.945083

	1278tc~1,
	6.1
	6.035277

	1378tc~1,
	5.96
	6.128787

	1mcdd~1,
	5.88
	5.911512

	236trc~1,
	5.49
	5.275606

	2378tc~1,
	5.19
	5.692075

	237trc~1,
	5
	5.09741

	28dcdd~1,
	4.89
	4.865158

	ocdd~1,
	4
	3.831554
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In conclusione, il modello sviluppato risulta essere sufficientemente consistente. Presnta infatti un MSE (mean square error) pari a: 0,0654.

Come è possibile rilevare dalla tabella e dal grafico sopra riportati è stato possibile predire un’attività biologica abbastanza simile a quella disponibile ottenuta attraverso i dati sperimentali di binding. 

Difficoltà interpretative:
La limitazione fondamentale è insita nella difficoltà di compiere il passaggio dalla selezione dei descrittori ottimali (scelti con gli algoritmi genetici) all’interpretazione dell’attività biologica.

Poiché non è fornita all’interno di Dragon una specifica spiegazione dei significati dei singoli descrittori, e del modello biologico, non è possibile motivare perché un descrittore è risultato maggiormente vantaggioso rispetto ad altri, all’interno delle 14 molecole analizzate.

Appendice A: Algoritmo genetico 

BEGIN Genera la popolazione iniziale 

Calcola il fitness di ogni individuo  

While Not finito DO 

 Begin /* ciclo riproduttivo */ 


 Seleziona due individui dalla vecchia generazione per l'accoppiamento 




/* influenzato in favore dei migliori */ 


ricombina i due individui per avere due discendenti 


 calcola il fitness dei due discendenti 


inserisci i discendenti nella nuova generazione 


End 


IF la popolazione converge Then 



 Finito := TRUE 


END

END
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Appendice B

Costituzionali e Topologici

	R2
	LOO
	R2cv
	N
	V
	V
	ari
	abi
	li
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0.994
	0.938
	0.986
	5
	M
	1
	3
	20
	23
	37

	0.964
	0.925
	0.66
	5
	F
	3
	20
	21
	28
	29

	0.973
	0.915
	0.029
	5
	F
	20
	23
	25
	29
	37

	0.959
	0.907
	0.701
	5
	M
	1
	3
	21
	23
	37

	0.986
	0.905
	0.922
	5
	M
	1
	3
	15
	20
	37

	0.982
	0.895
	0.518
	5
	M
	20
	21
	25
	29
	37

	0.96
	0.895
	0.227
	5
	M
	3
	20
	25
	29
	37

	0.943
	0.894
	0.88
	4
	M
	3
	11
	25
	36
	

	0.943
	0.893
	0.888
	5
	M
	3
	11
	20
	25
	36

	0.961
	0.891
	0.135
	5
	M
	3
	20
	23
	28
	29

	0.955
	0.89
	0.863
	5
	F
	14
	25
	28
	33
	39

	0.955
	0.89
	0.863
	5
	F
	14
	25
	28
	32
	39

	0.943
	0.885
	0.864
	5
	M
	3
	11
	13
	25
	36

	0.956
	0.883
	0.539
	5
	F
	18
	21
	22
	31
	36

	0.956
	0.882
	0.541
	5
	F
	18
	21
	22
	30
	36

	0.971
	0.875
	0.802
	5
	F
	1
	3
	23
	36
	37

	0.966
	0.87
	-0.248
	5
	F
	20
	23
	25
	28
	37

	0.946
	0.867
	0.585
	5
	M
	3
	11
	17
	25
	36


Getaway

	R2
	LOO
	R2cv
	N
	V
	V
	ari
	abi
	li
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0.983
	0.957
	0.946
	5
	O
	3
	7
	13
	21
	22

	0.977
	0.939
	0.922
	5
	M
	5
	14
	16
	20
	22

	0.975
	0.936
	0.928
	5
	O
	3
	7
	13
	18
	22

	0.974
	0.93
	0.929
	5
	O
	3
	4
	7
	20
	22

	0.978
	0.93
	0.906
	5
	M
	5
	13
	16
	20
	22

	0.979
	0.926
	0.92
	5
	O
	5
	7
	16
	20
	22

	0.97
	0.92
	-3.194
	5
	O
	3
	7
	13
	17
	22

	0.979
	0.919
	0.626
	5
	O
	7
	16
	19
	20
	22

	0.977
	0.919
	0.918
	5
	F
	3
	5
	16
	20
	22

	0.969
	0.917
	0.941
	5
	M
	3
	7
	8
	13
	22

	0.978
	0.916
	0.93
	5
	M
	5
	10
	16
	20
	22

	0.964
	0.915
	0.901
	5
	O
	3
	7
	14
	18
	22

	0.966
	0.914
	-1.688
	5
	F
	3
	7
	15
	17
	22

	0.952
	0.912
	0.887
	3
	O
	3
	7
	22
	
	

	0.978
	0.912
	0.911
	5
	O
	13
	16
	19
	20
	22

	0.974
	0.912
	0.87
	5
	O
	7
	19
	20
	21
	22

	0.965
	0.91
	0.883
	5
	O
	3
	6
	7
	21
	22

	0.966
	0.91
	-8.113
	5
	O
	3
	6
	7
	17
	22


Whim

	R2
	LOO
	R2cv
	N
	V
	V
	ari
	abi
	li
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0.635
	0.335
	0.375
	3
	O
	1
	9
	10
	
	

	0.633
	0.317
	0.353
	3
	O
	1
	2
	10
	
	

	0.638
	0.173
	0.209
	4
	O
	1
	2
	9
	10
	

	0.515
	0.125
	0.094
	3
	O
	4
	7
	9
	
	

	0.506
	0.125
	0.124
	3
	O
	2
	7
	9
	
	

	0.924
	0.125
	-1.219
	5
	O
	1
	3
	5
	6
	11

	0.588
	0.101
	0.15
	3
	O
	1
	7
	9
	
	

	0.588
	0.099
	0.142
	3
	O
	1
	2
	7
	
	

	0.515
	0.097
	0.069
	3
	O
	2
	4
	7
	
	

	0.618
	0.086
	0.15
	3
	O
	1
	8
	10
	
	

	0.579
	0.058
	-0.004
	3
	O
	3
	4
	5
	
	

	0.924
	0.04
	-0.75
	5
	O
	1
	3
	4
	6
	11

	0.647
	0.017
	-0.077
	4
	O
	1
	4
	9
	10
	

	0.645
	-0.016
	-0.103
	4
	O
	1
	2
	4
	10
	

	0.581
	-0.034
	0.006
	3
	O
	1
	7
	8
	
	

	0.901
	-0.044
	-0.78
	5
	O
	1
	5
	6
	8
	11

	0.726
	-0.054
	0.072
	4
	O
	1
	3
	5
	7
	

	0.62
	-0.075
	-0.154
	3
	O
	1
	4
	10
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								msd																tie																												xindex																						pcr

		123478~1,		390.84		0.222		303.816		3.842		1.818		1.79		1.578		1.579		0.27		0.103		0.063		0.106		8.15		69.189		0.386		0.189		0.8		7.3		1.1		340		42		0.737		2.246		3.322		1.685		0.44		0.908		2.842		0.33		66.598		1.432		76.107		1		3.459		1		5.503		0.221		12.174		89		123478~1,		8		7.731482

		12347p~1,		356.4		0.225		162.923		3.696		1.722		1.786		1.566		1.554		0.271		0.104		0.065		0.1		7.724		80.623		0.377		0.192		0.8		6.947		1.014		314		45		0.73		2.249		4.143		1.78		0.447		0.935		2.79		0.34		71.743		1.198		86.107		0.545		4.005		0.455		5.532		0.226		12.149		54		12347p~1,		7.15		7.390915

		1234tc~1,		321.96		0.225		96.499		3.51		1.583		1.799		1.572		1.523		0.268		0.105		0.065		0.098		7.234		58.997		0.381		0.197		0.6		6.556		0.938		264		32		0.714		1.975		3.17		1.837		0.459		0.983		2.774		0.344		68.107		1.364		76.107		1		3.459		1		5.393		0.233		12.126		22		1234tc~1,		7.1		7.050617

		12378p~1,		356.4		0.232		138.968		3.789		1.838		1.738		1.521		1.485		0.274		0.105		0.065		0.102		7.353		80.623		0.373		0.183		0.8		7.263		1.119		289		38		0.73		2.268		4.037		1.78		0.436		0.886		2.79		0.34		65.478		1.483		79.843		0.83		3.971		0.489		5.259		0.226		12.081		62		12378p~1,		6.79		6.964687

		12478p~1,		356.4		0.228		131.103		3.743		1.782		1.762		1.533		1.446		0.275		0.105		0.066		0.097		7.532		80.623		0.371		0.188		0.8		7		1.053		292		38		0.73		2.234		4.037		1.78		0.442		0.911		2.79		0.34		68.988		1.324		83.353		0.671		4.005		0.455		5.295		0.226		12.191		62		12478p~1,		6.92		6.791154

		124trc~1,		287.52		0.232		38.406		3.412		1.553		1.768		1.512		1.374		0.273		0.108		0.068		0.087		6.616		66.839		0.365		0.197		1		6.235		0.955		231		29		0.682		2.116		3.852		1.851		0.461		0.986		2.79		0.34		71.743		1.198		86.107		0.545		4.005		0.455		5.184		0.24		12.146		12		124trc~1,		6.55		5.945083

		1278tc~1,		321.96		0.238		64.9		3.667		1.791		1.72		1.485		1.37		0.275		0.106		0.067		0.096		6.559		68.815		0.367		0.181		0.8		6.944		1.068		240		34		0.714		2.261		3.308		1.837		0.44		0.898		2.774		0.344		68.598		1.341		79.843		0.83		3.754		0.705		5.12		0.233		12.096		38		1278tc~1,		6.1		6.035277

		1378tc~1,		321.96		0.238		63.914		3.673		1.779		1.717		1.483		1.297		0.28		0.109		0.067		0.09		7.118		73.724		0.354		0.187		0.8		6.944		1.068		224		34		0.714		2.261		2.711		1.837		0.44		0.895		2.774		0.344		68.598		1.341		85.353		0.58		4.096		0.364		5.156		0.233		12.076		39		1378tc~1,		5.96		6.128787

		1mcdd~1,		218.64		0.246		7.483		3.181		1.495		1.714		1.407		1.109		0.275		0.113		0.072		0.076		5.262		53.493		0.349		0.195		0.75		5.8		0.907		143		21		0.521		1.933		3.507		1.689		0.47		1.003		2.94		0.31		62.191		1.633		79.843		0.83		3.971		0.489		4.872		0.255		12.083		0		1mcdd~1,		5.88		5.911512

		236trc~1,		287.52		0.241		32.879		3.515		1.704		1.713		1.459		1.26		0.277		0.109		0.069		0.089		6.178		66.839		0.358		0.186		0.6		6.588		1.024		208		30		0.682		1.993		3.735		1.851		0.448		0.923		2.79		0.34		70.988		1.233		85.353		0.58		4.096		0.364		5.018		0.239		12.102		18		236trc~1,		5.49		5.275606

		2378tc~1,		321.96		0.243		67.528		3.732		1.842		1.688		1.469		1.275		0.279		0.107		0.068		0.096		6.419		45.906		0.359		0.177		0.8		7.222		1.136		224		32		0.714		2.281		1.975		1.837		0.433		0.866		2.774		0.344		56.107		1.909		56.107		1.909		2.55		1.909		5.124		0.232		11.94		40		2378tc~1,		5.19		5.692075

		237trc~1,		287.52		0.247		33.63		3.588		1.764		1.678		1.442		1.25		0.281		0.109		0.07		0.089		5.994		66.839		0.348		0.18		0.8		6.882		1.08		211		35		0.682		2.278		3.852		1.851		0.44		0.887		2.79		0.34		64.988		1.505		80.598		0.796		4.005		0.455		5.085		0.239		11.927		20		237trc~1,		5		5.09741

		28dcdd~1,		253.08		0.252		15.716		3.442		1.692		1.667		1.408		1.067		0.283		0.111		0.072		0.08		5.568		49.889		0.336		0.184		1		6.438		1.063		170		30		0.625		2.203		2.781		1.811		0.448		0.91		2.842		0.33		62.598		1.614		76.107		1		3.55		0.909		5.015		0.247		11.914		8		28dcdd~1,		4.89		4.865158

		ocdd~1,		459.72		0.207		1291.102		3.961		1.833		1.878		1.662		1.657		0.263		0.1		0.059		0.113		9.889		56.107		0.407		0.198		0.8		7.364		1.058		400		40		0.733		2.187		2.3		1.322		0.445		0.937		3.137		0.269		48.107		2.273		56.107		1.909		2.55		1.909		5.408		0.21		12.441		164		ocdd~1,		4		3.831554

																																																																																				1		1

																																																																																				2		2

																																																																						36.324		-0.009		-328.954		-10.725		2.351
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