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La proliferazione della metilazione genomica nella diagnosi tumori cerebrali

L'arte della diagnosi risiede nella capacita di porre le domande giuste.
Harriet B. Braiker

La diagnosi accurata dei tumori cerebrali rappresenta da tempo una delle sfide pilt complesse in
patologia. Con oltre 80 tipologie di tumori del sistema nervoso centrale (SNC) riconosciute, molte
delle quali presentano caratteristiche sovrapposte, gli approcci diagnostici tradizionali possono
generare incertezza, soprattutto nei casi rari o ambigui.

La profilazione della metilazione a livello genomico rappresenta un significativo passo avanti.
Analizzando i modelli epigenetici nell'intero genoma tumorale, questo approccio fornisce un
nuovo livello di informazioni che puo contribuire a perfezionare la classificazione dei tumori,
ridurre la variabilita diagnostica e supportare un processo decisionale clinico piu sicuro.

Anziché concentrarsi su singole mutazioni o alterazioni cromosomiche, il test valuta i modelli di
metilazione del DNA in centinaia di migliaia di siti del genoma.

Questi modelli fungono da una sorta di "impronta digitale" molecolare che riflette sia l'origine del
tumore sia il suo comportamento biologico, sono stabili e generano una firma unica per ogni
tumore, che possiamo utilizzare come biomarcatore diagnostico molecolare."

Questo approccio ha acquisito sempre maggiore importanza negli ultimi anni. Nell'ambito della
classificazione dei tumori del sistema nervoso centrale (SNC) dell'Organizzazione Mondiale della
Sanita (OMS), il profilo di metilazione & ora riconosciuto come un biomarcatore molecolare chiave
e, in alcuni casi, essenziale per la definizione delle entita tumorali.
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Le continue linee guida di gruppi di esperti, tra cui cIMPACT-NOW e il
team del Dott. Aldape, ne hanno ulteriormente rafforzato il ruolo nel migliorare I'accuratezza
diagnostica, in particolare nei casi piu complessi.

Il processo inizia con I'estrazione del DNA dal tessuto tumorale. Dopo la preparazione, il campione
viene sottoposto ad analisi della metilazione a livello dell'intero genoma, generando un profilo
completo dei modelli di metilazione.

Tale profilo viene quindi valutato utilizzando un classificatore basato sull'apprendimento
automatico, addestrato su migliaia di campioni tumorali di riferimento.

"Il classificatore confronta il campione con un ampio set di dati di
tipi di tumore noti e determina a quale corrisponde piu da vicino", afferma il dottor Kenneth
Aldape e inoltre un punteggio di affidabilita che indica quanto sia forte la corrispondenza."

Il risultato € una classificazione prevista del tumore basata su dati molecolari su larga scala, che
contribuisce a ridurre la soggettivita e la variabilita.

Per garantire I'affidabilita clinica, i laboratori della Mayo Clinic utilizzano un approccio di
refertazione prudente chiamato Analisi del Vicino Piu Vicino (Nearest Neighbor Analysis). Si tratta
di un metodo di validazione sviluppato dalla Mayo Clinic che integra il classificatore del NIH
confrontando ciascun tumore con le sue corrispondenze molecolari pit simili, offrendo maggiore
sicurezza nella diagnosi finale.

Questi tumori possono essere difficili da diagnosticare", neuropatologo presso i laboratori della
Mayo Clinic. "Esistono pit di 80 tipi di tumori del sistema nervoso centrale, e molti sono rari. Un
singolo patologo potrebbe vederne solo pochi esempi in tutta la sua carriera, quindi puo essere
difficile ricordarli tutti."

Questa complessita puo avere implicazioni significative per |'assistenza al paziente. Quando le
diagnosi sono incerte o incoerenti, le decisioni terapeutiche possono risentirne.

"Quando si commettono errori diagnostici, possono esserci conseguenze cliniche", continua il
dottor Aldape. "I pazienti possono essere sottoposti a un trattamento eccessivo o insufficiente a
seconda della diagnosi."

Uno dei vantaggi piu significativi della profilazione della metilazione a livello genomico ¢ la sua
capacita di chiarire casi difficili o ambigui. | metodi diagnostici tradizionali, tra cui l'istologia,
I'immunoistochimica e i test molecolari mirati, possono talvolta produrre risultati inconcludenti o
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contraddittori. La profilazione della metilazione aggiunge un ulteriore livello di informazioni,
contribuendo a risolvere tali incertezze.

"In alcuni casi, é possibile eseguire diversi test molecolari senza arrivare a una diagnosi definitiva",
afferma la dottoressa Ida. "La profilazione della metilazione puo fornire quell'informazione finale,
consentendo una diagnosi integrata piti completa e accurata."

Puo inoltre rivelare distinzioni non visibili con i metodi convenzionali.

La profilazione della metilazione ha permesso di identificare nuovi sottogruppi di tumori,
perfezionare le classificazioni esistenti e persino scoprire tipologie di tumore completamente
nuove".

Per i medici e per i pazienti, questo livello di precisione € fondamentale.

"Tutto inizia con la diagnosi", "Essendo piu precisi, comprendiamo meglio il processo patologico e
possiamo prendere decisioni terapeutiche piti consapevoli.”

E importante sottolineare che la profilazione della metilazione a livello genomico non intende
sostituire gli strumenti diagnostici esistenti. Piuttosto, li integra, lavorando a fianco di tecniche
come il sequenziamento di nuova generazione del DNA e dell'/RNA e |'analisi con microarray
cromosomici.

Ciascun metodo fornisce diversi tipi di informazioni e, in molti casi, risultano piu efficaci se
utilizzati congiuntamente.

"Esistono alcuni tumori per i quali non si puo sapere in anticipo quale piattaforma fornira la
risposta”, afferma il dottor Aldape. "Potrebbe provenire dal sequenziamento, dall'analisi
cromosomica o dalla metilazione."

Per ovviare a questa incertezza e ridurre i ritardi nella diagnosi, i medici possono scegliere di
prescrivere piu test contemporaneamente.

“La sfida principale nella diagnostica molecolare e il tempo", spiega il dottor Aldape. "Quando si
hanno a disposizione tutte le opzioni contemporaneamente, si possono ridurre i tempi di diagnosi,
il che é particolarmente importante per i tumori aggressivi."

Lo sviluppo dei test di metilazione dell'intero genoma e il risultato di anni di ricerca e
collaborazione, compreso il lavoro fondamentale svolto presso il National Cancer Institute (NCI).
"Abbiamo iniziato studiando le firme di metilazione di diversi tipi di tumore e abbiamo scoperto che
questi modelli erano fortemente correlati a diagnosi specifiche", afferma il dottor Aldape, che ha
contribuito allo sviluppo del classificatore alla base del sistema. "Da li, siamo stati in grado di
costruire un sistema in grado di classificare i nuovi casi in base a queste firme."

L'introduzione di questo approccio nel laboratorio clinico ha richiesto un'ampia validazione e
un'attenta integrazione nei flussi di lavoro esistenti, garantendo che il test soddisfi gli standard
richiesti per la cura del paziente.

Presso i laboratori della Mayo Clinic, questo lavoro colma anche un'importante lacuna.

"La profilazione della metilazione completa l'insieme dei biomarcatori molecolari inclusi
nell'attuale classificazione dell'OMS", osserva la dottoressa Ida. "Ci consente di offrire un
approccio piu completo alla diagnosi dei tumori del sistema nervoso centrale."

Sebbene I'attenzione attuale sia focalizzata sui tumori del sistema nervoso centrale, I'approccio di
base ha un potenziale piu ampio.



| ricercatori stanno gia esplorando la classificazione basata sulla metilazione in altri tipi di tumore,
con l'obiettivo di estendere questo metodo all'oncologia.

"Speriamo di estendere questo approccio ad altri tipi di cancro, come i sarcomi e i tumori renali”,
afferma il dottor Aldape. "In definitiva, si potrebbe immaginare di avere dei classificatori per molti
diversi sistemi di organi."

Per ora, la profilazione della metilazione a livello dell'intero genoma rappresenta un significativo
progresso in neuro-oncologia, che apporta maggiore chiarezza ad alcune delle sfide diagnostiche
piu complesse in medicina.

"In definitiva, cio che i medici desiderano é una risposta”, afferma il dottor Aldape. "Questo test
contribuisce a fornire tale risposta con maggiore sicurezza, generando al contempo dati che
potranno migliorare la nostra comprensione di queste malattie in futuro."

Analisi della metilazione a livello genomico
La profilazione della metilazione fornisce una firma specifica del tumore che puo essere utilizzata
per stabilire e chiarire la diagnosi dei tumori del sistema nervoso centrale (SNC) e rappresenta un
importante complemento al sequenziamento o ai risultati del microarray cromosomico.
La profilazione della metilazione & stata riconosciuta come biomarcatore molecolare per i tumori
del SNC dalla quinta classificazione dell'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) del 2021 ed &
stata raccomandata come strumento ausiliario per supportare la diagnosi di tumori che possono
essere ulteriormente stratificati mediante metilazione, nonché nei casi diagnostici di difficile
interpretazione.
La ricerca ha dimostrato che I'analisi della metilazione dei tumori del sistema nervoso centrale
potrebbe modificare la diagnosi fino al 12% dei casi.
L'algoritmo proprietario NCI/Bethesda Central Nervous System (CNS) Tumor Classifier v2.0,
sviluppato dal NIH, genera una classificazione dei tumori a livello di famiglia e di classe basandosi
sulla loro firma epigenetica unica.
Questa firma riflette la cellula di origine del tumore, nonché le modifiche di metilazione acquisite,
e rappresenta un potente strumento di classificazione tumorale.
Confrontando i modelli di metilazione del tumore con ampi set di dati di riferimento validati,
questo approccio puo risolvere casi diagnostici complessi e individuare entita clinicamente
significative che potrebbero non essere evidenti utilizzando i soli metodi convenzionali.



