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Frammentosomica

Con i frammenti del passato si compongono mosaici per il futuro.
Andrzej Coryell

L'ermellino vestito da re, 2007

Non sei che un frammento del tuo gigantesco io,

Kahlil Gibran
Sabbia e spuma, 1926

Ogni frammento racchiude l'intero.

Alessandro Morandotti
Minime, 1979/80

| DNA circolante libero (cfDNA) nel plasma ha suscitato un crescente interesse a livello globale
come materiale diagnostico per test prenatali non invasivi e diagnosi di cancro, la cosiddetta
"biopsia liquida". Studi recenti hanno individuato un gran numero di preziosi biomarcatori genetici
ed epigenetici per la biopsia liquida basata sul cfDNA. Considerando che i biomarcatori genetici, ad
esempio le mutazioni somatiche, variano solitamente da caso a caso nella maggior parte dei
pazienti oncologici, i biomarcatori epigenetici, generalizzabili a diversi campioni, presentano quindi
alcuni vantaggi.

Attualmente la biopsia tissutale e la procedura diagnostica standard per i tumori e fornisce anche
materiale per la genotipizzazione, che pud essere utile per le terapie mirate. Tuttavia, le procedure
diagnostiche oncologiche basate sulla biopsia tissutale presentano limitazioni nella valutazione
dello sviluppo, della prognosi e della genotipizzazione del tumore, a causa dell'eterogeneita e
dell'evoluzione tumorale.

I DNA tumorale circolante (ctDNA) € DNA a singolo o doppio filamento rilasciato dalle cellule
tumorali nel sangue e, pertanto, contiene le mutazioni del tumore originario. Negli ultimi anni, la
biopsia liquida basata sull'analisi del ctDNA ha aperto nuove prospettive nella diagnosi molecolare
e nel monitoraggio del cancro.
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Studi hanno dimostrato che lo screening delle mutazioni genetiche mediante ctDNA é altamente
sensibile e specifico, suggerendo che I'analisi del ctDNA potrebbe migliorare significativamente gli



attuali sistemi di diagnosi tumorale, facilitando persino l'individuazione precoce. Inoltre, I'analisi
del ctDNA ¢é in grado di determinare con precisione la progressione del tumore, la prognosi e di
supportare la terapia mirata.

Pertanto, l'utilizzo del ctDNA come biopsia liquida potrebbe rappresentare una rivoluzione nella
gestione dei tumori. In questo articolo esaminiamo la biologia del ctDNA, i metodi per rilevarlo e le

potenziali applicazioni nella diagnosi, nel trattamento e nella prognosi dei tumori.

Cheng F et al. Circulating tumor DNA: a promising biomarker in the liquid biopsy of cancer. Oncotarget. 2016 Jul
26;7(30):48832-48841.
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Tre possibili origini del ctDNA: (1) cellule tumorali apoptotiche, (2) cellule tumorali vive e (3) cellule
tumorali circolanti. Inoltre, secondo l'ipotesi della genometastasi, il ctDNA pud trasformare le cellule
normali in cellule tumorali, con conseguente metastasi a distanza.

Le alterazioni genetiche nelle sequenze ripetitive sono una caratteristica distintiva del cancro e di
altre malattie, ma la loro caratterizzazione si & rivelata complessa con i metodi di sequenziamento
standard.
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Annapragada AV rt al.
Genome-wide repeat landscapes

in cancer and cell-free DNA.
Sci Transl Med. 2024 Mar 13;16(738):eadj9283.



E stato sviluppato un approccio di identificazione de novo dei k-mer, denominato ARTEMIS
(Analysis of RepeaT EleMents in dISease), per individuare gli elementi ripetitivi a partire dal
sequenziamento dell'intero genoma.

Utilizzando questo metodo, sono stati utlizzati 1,2 miliardi di k-mer in 2837 campioni di tessuto e
plasma provenienti da 1975 pazienti affetti da tumore al polmone, alla mammella, al colon-retto,
all'ovaio, al fegato, allo stomaco, alla testa e al collo, alla vescica, alla cervice uterina, alla tiroide o
alla prostata.

In questo modo sono stati identificati alterazioni specifiche del tumore in questi pazienti in 1280
tipi di elementi ripetitivi appartenenti alle famiglie LINE, SINE, LTR, elementi trasponibili e satelliti
umani.

Queste alterazioni includevano modifiche a ripetizioni gia note e 820 elementi che non erano
precedentemente noti per essere alterati nei tumori umani. Gli elementi ripetitivi risultavano
arricchiti nelle regioni dei geni driver e la loro rappresentazione era alterata da cambiamenti
strutturali e stati epigenetici.

Analisi di apprendimento automatico di profili di sequenze ripetute a livello genomico e profili di
frammentazione nel cfDNA hanno individuato pazienti con tumore al polmone o al fegato in fase
iniziale in coorti validate incrociatamente e da soggetti esterni. Inoltre, questi profili di sequenze
ripetute potrebbero essere utilizzati per identificare in modo non invasivo il tessuto di origine dei
tumori.

Queste analisi rivelano cambiamenti diffusi nei profili di sequenze ripetute dei tumori umani e
forniscono un approccio per la loro individuazione e caratterizzazione che potrebbe favorire la
diagnosi precoce e il monitoraggio della malattia nei pazienti oncologici.
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L'identificazione de novo dei k-mer ha rivelato circa 1,2 miliardi di k-mer unici, distribuiti su 1280 elementi ripetuti
distinti. Questi elementi rappresentano sei famiglie: elementi trasponibili, SINE, satelliti, LTR, LINE ed elementi RNA. In
un singolo campione, il panorama dei k-mer ripetuti & definito come la somma dei conteggi di tutti i k-mer che
compongono ciascun tipo di ripetizione identificato in tutte le sequenze lette, normalizzata in base alla copertura.
Questi panorami vengono utilizzati nell'apprendimento automatico per generare un punteggio ARTEMIS per la
caratterizzazione e la previsione delle malattie.



Anche se Il DNA libero circolante frammentato (cfDNA) pud essere analizzato a livello dell'intero
genoma; tuttavia, questa analisi del frammentaoma non e stata ancora completamente compresa
in molti contesti patologici.

Ad esempio nel report

Annapragada AV et al
Cell-free DNA fragmentomes for noninvasive

detection of liver cirrhosis and other diseases.
Sci Transl Med. 2026 Mar 4,18(839):eadw2603.

| ricercatori del Sidney Kimmel Comprehensive Cancer Center

hanno utilizzato il sequenziamento dell'intero genoma per valutare i frammentaomi del cfDNA in
diverse coorti di pazienti, concentrandosi su patologie epatiche, vascolari, autoimmuni e
neurodegenerative. Un classificatore basato sull'apprendimento automatico ha rilevato la malattia
epatica in fase iniziale, la fibrosi e la cirrosi in coorti separate.

L'analisi del frammentaoma e del metiloma ha evidenziato cambiamenti immunomediati di origine
epatica nel cfDNA circolante di pazienti affetti da malattie epatiche. Inoltre, un modello di
apprendimento automatico ha utilizzato i frammentaomi del cfDNA per prevedere Ia
sopravvivenza in diverse patologie in coorti umane separate.

Le biopsie liquide accessibili, comprese le analisi della frammentazione del DNA libero circolante
(cfDNA) a livello dell'intero genoma, si stanno affermando come strumenti per la diagnosi precoce
del cancro, ma rimangono in gran parte inesplorate in altre patologie.

In questo studio, e stato utilizzato il sequenziamento dell'intero genoma per esaminare i
frammentomi del cfDNA in 1576 individui, inclusi soggetti affetti da malattie epatiche o da altre
patologie come quelle vascolari, autoimmuni e neurodegenerative.

Come prototipo di biomarcatori frammentomici del cfDNA specifici per patologia, abbiamo
sviluppato un classificatore basato sull'apprendimento automatico in grado di rilevare la malattia
epatica in fase iniziale, la fibrosi avanzata e la cirrosi con elevata sensibilita in coorti separate di
scoperta (n = 423) e validazione (n = 221), e con una limitata reattivita crociata per altre
malattie.

Le analisi del frammentoma e del metiloma a livello dell'intero genoma hanno rivelato alterazioni
del cfDNA circolante, di origine epatica e immunomediate, in individui affetti da malattie epatiche.

Alterazioni frammentomiche sono state osservate anche in una serie di altre patologie umane e
riflettevano cambiamenti specifici della malattia nella circolazione.

Un modello di apprendimento automatico basato su frammenti di cfDNA ha previsto la
sopravvivenza complessiva in coorti separate di scoperta della morbilita ( n = 571) e di validazione
(n =231).
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complessivamente queste analisi dimostrano la connessione tra i frammenti di cfDNA e lo stato
fisiologico di un individuo e offrono possibilita finora sconosciute per le biopsie liquide di cfDNA in
diverse patologie umane e suggeriscono che i frammentaomi del cfDNA potrebbero essere
sviluppati per biopsie liquide efficienti in diverse patologie umane.



