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La metilazione del DNA nella diagnostica: stato dell’arte e prospettive
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ABSTRACT

DNA methylation in diagnostics: state of the art and perspectives. DNA methylation is the most known and studied
among the epigenetic modifications; these are chemical modifications occurring on DNA or histone proteins, able at
modifying the transcriptional efficiency of genes. DNA methylation consists in the binding of a methyl group (-CH3) on the
carbon n. 5 of a cytosine moiety. Recently, it has been demonstrated that methylated cytosines can be further modified to
hydroy-methyl-cytosines, but it is still unclear whether this transformation is just a demethylation intermediate or it can
retain the functional role of an independent epigenetic modification. At first, DNA methylation has been studied for its
physiological role in the regulation of one expression during the different stages of the cell life, particularly during
differential and embryogenesis. Then, during the last thirty year, it has been shown that the epigenetic modifications,
particularly DNA methylation, are involved in the onset and progression processes of some pathologies. The role of DNA
methylation in cancer processes is known since a long time, whereas only recently it becomes evident that this epigenetic
modification is a component of some degenerative and aging-associated pathologies, particularly in neurodegenerative
and inflammatory processes. Due to the incredible technical advances developed in the last years, it is now possible to
study in detail the methylation pattern of a gene sequence with single cytosine resolution, rapidly and with high accuracy
and precision. Besides allowing the rapid evolution of our knowledge of the physio-pathological states in which DNA
methylation has a functional role, this favourable condition also allows us to consider the possible use of DNA methylation
as diagnostic biomarker in different pathologies.

mantenimento e la metilazione ex novo. La prima,
catalizzata dalla DNMT1, agisce durante la replicazione
cellulare, quando la molecola di DNA, metilata sui
residui di citosina seguiti da una guanina (CpG), viene

INTRODUZIONE

La metilazione del DNA & regolata, a livello
biochimico, dagli enzimi e dagli intermedi metabolici che

costituiscono un pathway definito con termine inglese
one-carbon metabolism (1). Si tratta di un complesso
pathway biochimico, conosciuto anche come “ciclo
del’omocisteina” regolato, fra gli altri, dalla presenza di
alcune vitamine del gruppo B (Folato, B12 e B6) e dalla
colina. Fra gli intermedi del ciclo, la S-
adenosilmetionina & il donatore di metili in tutte le
reazioni catalizzate dalle DNA metiltransferasi (DNMTs).
Oltre che trasferire i residui metilici sulle citosine del
DNA, la S-adenosilmetionina regola anche I'attivita di
questi enzimi. Pertanto si intuisce facilmente come
eventuali alterazioni di questo ciclo metabolico possano
causare aberrazioni nei livelli di metilazione del DNA,
che a loro volta, potrebbero avere conseguenze
patologiche (2-4). Lattivita enzimatica delle DNMTs &
distinguibile in due reazioni: la metilazione di

duplicata dando origine ad una molecola emimetilata, in
cui cioé solo il filamento stampo conserva il gruppo
metilico. La DNMT1 agisce a questo livello,
riconoscendo le molecole emimetilate ed usandole
come “stampo” per mutilare il filamento di DNA di nuova
sintesi e mantenere cosi il pattern di metilazione della
cellula madre. L’attivita ex novo, catalizzata dalle
DNMT3a e 3b, pud invece manifestarsi anche in
assenza di replicazione cellulare e di uno “stampo”
emimetilato.

Poiché la metilazione, come tutte le modificazioni
epigenetiche, € reversibile, esistono anche funzioni di
demetilazione. La demetilazione passiva avviene
durante la replicazione cellulare ed in assenza di attivita
metiltransferasica di mantenimento: man mano che le
cellule si replicano, crescera il numero di molecole di

Corrispondenza a: Andrea Fuso, Dip. di Medicina Sperimentale, c/o Dip. di Chirurgia “P. Valdoni”, Via Antonio Scarpa, 16, 00161

Roma, Tel +390649766603, e-mail andrea.fuso@uniroma1.it
Ricevuto: 05.06.2019

Pubblicato on-line: 02.10.2019

Revisionato: 11.07.2019

Accettato: 27.07.2019

DOI: 10.19186/BC_2019.064

biochimica clinica, 2019




OPINIONI

C____________________________________________________________________________
OPINIONS

DNA non metilate rispetto a quelle metilate. La
demetilazione attiva consiste invece nella rimozione
diretta del gruppo metilico in assenza di replicazione
cellulare e duplicazione del DNA. Sembra ormai
accertato che questo passaggio sia mediato dalle
proteine Ten-eleven Translocation methylcytosine
dioxygenase (TET) che inducono l'idrossilazione della
metil-citosina. L'idrossimetil-citosina cosi formata viene
ulteriormente ossidata a formil-citosina e carbossil-
citosina con successiva deaminazione idrolitica e
sostituzione con una citosina non metilata, risultando al
netto in una reazione di demetilazione. Data la rapidita
di trasformazione, rispetto alla relativa stabilita della
metilazione, l'idrossimetilazione e le successive
modificazioni ossidative ancora non hanno trovato un
posto certo fra le modificazioni epigenetiche e
potrebbero rivelarsi solo degli intermedi della
demetilazione, benché siano allo studio per il loro
possibile ruolo nella regolazione dell’espressione
genica. Il ruolo della metilazione del DNA nel
silenziamento genico & invece conosciuto da tempo ed
e basato sulla capacita di questa modificazione di
impedire il legame al DNA dei fattori di trascrizione.
Questa capacita passa attraverso il reclutamento di
specifiche proteine che riconoscono il DNA metilato
(methyl binding proteins) e che possono inibire
direttamente il legame dei fattori di trascrizione
competendo per i siti di legame, oppure possono agire
inducendo un silenziamento piu stabile tramite la
deacetilazione degli istoni e la conseguente
compattazione cromatinica (5).

Eseguendo una ricerca sulla banca dati PubMed, si
pud notare come gli articoli scientifici relativi a studi
epigenetici abbiano visto un incremento incredibile negli
ultimi 20 anni, passando da circa 300 articoli pubblicati
nel 2000 a oltre 10000 articoli nel 2018. L'aumento
nell’interesse per le modificazioni epigenetiche trova
una ragione in due motivi principali: I'evoluzione tecnica
che permette di studiare molto piu nel dettaglio le
modificazioni epigenetiche e I'evidenza che queste
sono coinvolte in molte patologie.

LE TECNICHE PER LO STUDIO DELLA METI-
LAZIONE

Negli ultimi anni, i progressi nelle tecniche
biochimiche utilizzate per lo studio delle modificazioni
epigenetiche sono stati impressionanti, particolarmente
per quel che concerne lo studio della metilazione del
DNA. Un riassunto schematico delle principali tecniche
e riportato nella Tabella 1. In origine era possibile
studiare la presenza di 5-metil-Citosina (5mC)
solamente a livello genomico globale, tramite idrolisi del
DNA ed analisi cromatografica (6). Benché migliorata
con l'avvento dell’elettroforesi capillare, questo tipo di
analisi € limitata dalla gran quantita di materiale di
partenza necessario e dal fatto che le informazioni
ottenute non permettono di determinare la metilazione
di specifiche regioni del DNA, cosa invece necessaria
per capirne la funzione. Oggi sono comunemente usati,

da soli o in combinazione, tre approcci, che risultano
quindi in un ampio pannello di saggi che permettono di
studiare vari aspetti della metilazione del DNA a livello
sequenza-specifico e con risoluzione sulla singola
citosina: digestione del DNA con endonucleasi
metilazione-sensibili, modificazione con bisolfito di
sodio seguita da amplificazione in Polymerase Chain
Reaction (PCR) e purificazione della frazione metilata
con anticorpi specifici (7).

Fra queste, la modificazione con bisolfito, che converte
selettivamente le citosine non metilate in uracili, e
sicuramente la piu utilizzata e alla base delle analisi piu
complesse (8-10). Queste tecniche possono essere
anche combinate con approcci su scala genomica con
risoluzione a singola citosina, come fingerprint o
microarrays, fornendo [l'opportunita di analizzare
sequenze multiple (analisi genome-wide) e investigare
possibili nuovi marcatori.

Uno dei primi approcci usati per l'analisi della
metilazione genome-wide & stato il restriction landmark
genomic scanning (RLGS), in cui il DNA genomico &
digerito con una endonucleasi metilazione-sensibile,
marcato al sito di taglio e frazionato per dimensione
(11).  Successivamente, il DNA frazionato &
ulteriormente digerito con un’altra endonucleasi e
separato. Si ottiene cosi un profilo bi-dimensionale con
migliaia di segnali che rappresentano le sequenze non
metilate e che permette un confronto con altri profili per
individuare siti di metilazione differenziale. | segnali
individuati a seguito del confronto possono essere
isolati ed identificati.

Un altro metodo basato sull’'uso di endonucleasi
metilazione-sensibili & il Methylated CpG-island
Amplification (MCA) (12). 1l DNA viene digerito con
I'enzima Smal (CCCGGQG), che taglia i siti non-metilati
lasciando estremita pari, e successivamente con
'isoschizomero Xmal, che taglia i siti metilati lasciando
estremita protrudenti cui viene legato uno specifico
adattatore. La sequenza dell’adattatore viene usata per
il riconoscimento da parte dei primers nella successiva
reazione di PCR. Questa tecnica & simile a quella
denominata Reduced Representation Bisulfite
Sequencing (RRBS) in cui la prima digestione viene
effettuata con un enzima non sensibile alla metilazione
(generalmente Mspl che riconosce la sequenza
CCGQG); sul sito di taglio viene quindi legato un
adattatore e il DNA frammentato (arricchito in siti CpG
per via dell’endonucleasi utilizzata) viene modificato con
bisolfito per identificare i siti di metilazione. Per
ottimizzare la parte piu complessa, ovvero
I'identificazione differenziale di sequenze metilate
attraverso la representational difference analysis
(RDA), la tecnica & spesso associata ad analisi su
microarray. Alternativamente, I'approccio basato su
MCA pud essere usato nella Amplification of
intermethylated sites (AIMS) in cui i prodotti di PCR
sono risolti in gel di poliacrilammide cosi da generare un
profilo di bande che rappresenta il metiloma della cellula
(13).
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Tabella 1
Tecniche per lo studio della metilazione
Tecnica Sigla Breve descrizione Riferimenti
Modificazione con DNA modificato con bisolfito che trasforma le citosine NON-metilate in uracili. 8-10
bisolfito Vari metodi di analisi finale.
Restriction Landmark RLGS DNA digerito con endonucleasi metilazione-sensibile, marcato e frazionato, 11
Genomic Scanning ulteriormente digerito con ulteriore endonucleasi e separato. Si genera un

profilo bi-dimensionale delle sequenze non metilate, confrontabile con altri
profili per individuare metilazione differenziale.

Mehylated CpG-island ~ MCA DNA digerito con endonucleasi Smal (CCCGGQG), che taglia i siti non-metilati 12
Amplification lasciando estremita pari, e successivamente con I'isoschizomero Xmal, che
taglia i siti metilati lasciando estremita protrudenti cui viene legato uno
specifico adattatore usato nella successiva reazione di PCR.

Reduced RRBS DNA digerito con endonucleasi Mspl, non sensibile alla metilazione (CCGG); 13
Representation sul sito di taglio viene legato un adattatore con conseguente arricchimento in
Bisulfite Sequencing siti CpG. Il DNA frammentato viene modificato con bisolfito.

Representational RDA Ottimizza l'identificazione differenziale di sequenze metilate ottenute con 13
Difference Analysis MCA grazie all’associazione con analisi su microarray.

Amplification of AIMS Basato su MCA con i prodotti di PCR risolti in gel di poliacrilammide; 13
Intermethylated Sites genera un profilo di bande che rappresenta il metiloma

Microarrays Litografici In tutti questi saggi, gli arrays contengono un certo numero di sequenze CpG 14-17

(Affymetrix)  conosciute e vengono ibridizzati con un campione arricchito in sequenze
CpG-dense ottenuto dopo digestione del DNA genomico con endonucleasi

Litografici metilazione-sensibili.

adattivi

(NimbleGen) In alternativa arrays per 'uso con DNA modificato con bisolfito spottati con
oligonucleotidi specifici per le versioni metilate o non-metilate delle sequenze

Inkjet di interesse. Il rapporto fra siti metilati e non-metilati & ottenuto paragonando

(Agilent) l'ibridazione dei due diversi oligonucleotidi.

Beadarray

(Mumina)
Chromatin Immuno- ChlIP-on- Ibridizzazione del DNA immunoprecipitato con un anticorpo anti- CpG- 18
Precipitation chip methyl-binding domains (MBDs) su un microarray di CpGs islands
Methyl-DNA Immuno- MeDIP Immunoprecipitazione diretta con un anticorpo anti-5mC; piu efficiente sulle 19
Precipitation isole CpG
Comparative Genomic  CGH Analisi differenziale della metilazione nelle patologie basata sulla 20
Hybridization Comparative Genomic Hybidization, dopo modificazione con bisolfito
Quantitative Analysis QAMA Software per I'analisi differenziale della metilazione. 20

of Methylated Alleles
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| microarrays sono utilizzati in diversi metodi per lo
studio della metilazione del DNA a livello genomico (14-
15), grazie alla messa in commercio di specifici arrays
di diverso tipo: litografici (Affymetrix; S. Clara, CA,
USA), litografici adattivi (NimbleGen-Roche; Basel,
Switzerland), inkjet (Agilent; S. Clara, CA, USA) e
beadarray (lllumina; S. Diego, CA, USA). In tutti questi
saggi, gli arrays contengono un certo numero di
sequenze CpG conosciute e vengono ibridizzati con un
campione arricchito in sequenze CpG-dense (CpG
islands) ottenuto dopo digestione del DNA genomico
con endonucleasi metilazione-sensibili. Sono stati
disegnati anche arrays per 'uso con DNA modificato
con bisolfito. In questo caso la strategia standard
prevede l'uso di arrays che portano legati
oligonucleotidi specifici per le versioni metilate o non-
metilate delle sequenze di interesse. Il rapporto fra siti
metilati e non-metilati & ottenuto paragonando
I'ibridazione dei due diversi oligonucleotidi per ciascun
sito (16-17).
Sono state messe a punto anche delle tecniche per lo
studio della metilazione basate
sull'immunoprecipitazione mediante un approccio ChlP-
on-chip, ad esempio ibridizzando il DNA
immunoprecipitato con un anticorpo che riconosce dei
CpG-methyl-binding domains (MBDs) su un microarray
di CpGs islands (18). E’ stata anche sviluppata una
nuova tecnologia di purificazione del DNA metilato,
maggiormente efficiente sulle isole CpG, basata
sull'immunoprecipitazione diretta (methyl-DNA
immunoprecipitation, MeDIP) con un anticorpo anti-
5mC (19).
Infine, sembra molto promettente il recente approccio
basato sulla comparative genomic hybridization (CGH)
e la quantitative analysis of methylated alleles (QAMA),
soprattutto per quanto riguarda l'analisi differenziale
della metilazione nelle patologie (20).

LE “PATOLOGIE EPIGENETICHE”

Per fare un parallelo con la frequenza di
pubblicazioni inerenti I'epigenetica, nel 2000, per
pochissime patologie umane veniva riportata
un’associazione certa con modificazioni epigenetiche,
specificamente la metilazione del DNA: i tumori, la
sindrome dell’X fragile, la sindrome Immunodeficiency,
Centromere instability and Facial abnormalities (ICF) e
la sindrome di Rett. La metilazione del DNA puo essere
coinvolta nella tumorigenesi in differenti modi,
principalmente in quanto la 5mC € un hotspot
mutazionale e anche perché variazioni anomale della
metilazione, ovvero la ipermetilazione di
oncosoppressori e la ipometilazione di oncogeni,
possono contribuire all’insorgenza di un fenotipo
cellulare tumorale (21). La sindrome dell’X Fragile &
caratterizzata da ritardo mentale  causato
dall’espansione e relativa ipermetilazione della tripletta
CGG nella regione non trascritta al 5’ del gene fragile X
mental retardation-1 (FMR1), con conseguente

repressione del gene. Le sindromi ICF e Rett sono
caratterizzate da mutazioni nei geni che codificano per
proteine coinvolte nella regolazione della metilazione
del DNA (22-23). La ICF & caratterizzata da estrema
suscettibilita alle infezioni (per immunodeficienza),
dismorfismi, difetti di crescita e ritardo psicomotorio
causate da mutazioni del gene DNMT3b, che codifica
per la DNA metiltransferasi de novo. La Rett & una
patologia neurologica associata a disfunzioni cognitive
e ritardo nello sviluppo cerebrale causate da mutazioni
nel gene MeCP2, che codifica per una Methyl-CpG-
binding protein.

Oggi sappiamo che alterazioni della metilazione del
DNA sono associate ad un gran numero di patologie e
sono il risultato di differenti meccanismi. Molte patologie
associate a livelli di metilazione aberranti, ad esempio,
mostrano alterazioni dell'imprinting basate sulla
metilazione. Fra questi vale la pena citare: le sindromi di
Angelman, di Silver-Russell, di Prader-Willi e di
Beckwith-Wiedemann, il diabete, la schizofrenia e le
sindromi autistiche (24). Emerge di recente come anche
molte patologie legate all'invecchiamento abbiano una
base, o almeno una componente, epigenetica. Fra
queste vanno ovviamente annoverate anche i tumori ed
il diabete, ma in particolare si fa riferimento a patologie
neurodegenerative quali la malattia di Alzheimer (AD), il
morbo di Parkinson (PD), la sclerosi laterale amiotrofica
(ALS) e la demenza frontotemporale (FTD) (25). In molti
di questi casi, € stato evidenziato come le alterazioni
della metilazione del DNA possano essere indotte in
maniera indipendente dall’imprinting genomico ed
essere piuttosto conseguenze di fattori ambientali che
includono lo stress fisico e mentale, le deficienze
nutrizionali, I'esposizione ad inquinanti o specie
chimiche (4, 26, 27). Lassociazione fra stimoli
ambientali e modificazioni epigenetiche & anche molto
evidente nel caso di patologie con base autoimmune,
fra cui ad esempio il Lupus Eritematoso Sistemico (SLE)
e [I'Artrite  Reumatoide (RA), in cui sono state
evidenziate alterazioni della metilazione sequenza-
specifiche in geni coinvolti nella funzione immunitaria
(28).

Anche nel caso delle patologie cardiovascolari, & stato
recentemente dimostrato che la metilazione del DNA
puo giocare un ruolo in quanto coinvolta nel’omeostasi
delle cellule muscolari lisce e di quelle endoteliali. E’
noto che alterazioni nella proliferazione, migrazione,
differenziamento ed apoptosi di queste cellule sono
responsabili di condizioni patologiche associate a
malattie cardiovascolari come I'aterosclerosi, 'ipertrofia
cardiomiocitaria e [linfarto. Pertanto & possibile
ipotizzare che modificazioni epigenetiche, indotte
dall’ambiente e in primo luogo dalle abitudini nutrizionali
(29), possano essere direttamente coinvolte
nell’insorgenza delle patologie cardiovascolari.

Nella maggior parte dei casi elencati & stato possibile
individuare alterazioni della metilazione a carico di
specifici geni associati ad una o piu patologie. In alcuni,
inoltre, le alterazioni sono dovute a mutazioni a carico di
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geni che codificano per fattori della metilazione. Ad
esempio mutazioni nella DNA metiltransferasi 1
(DNMT1) che causano perdite di funzione dell’enzima e
conseguente alterazione dei profili di metilazione, sono
responsabili dell’insorgenza di forme ereditarie di
neurodegenerazione centrale e periferica fra cui
demenza, neuropatia degli organi di senso, perdita
dell’'udito, atassia cerebellare e narcolessia (30). Anche
I'alterazione dell’espressione o delle funzioni delle DNA
metiltransferasi  pu0 essere  associata alla
neurodegenerazione. Ad esempio, l'overespressione di
DNMT3a induce neurodegenerazione e apoptosi
cellulare in pazienti con ALS (31).

Il gene Frataxin porta la caratteristica ripetizione
GAA responsabile dell'insorgenza dell’Atassia di
Friederick, ma & stato anche dimostrato che
I'espressione del gene mutante € regolata dal pattern di
metilazione in relazione all’eta di insorgenza e alla
severita del fenotipo (32).

Il gene Ataxin-2 & coinvolto in un’altra forma di

atassia, I'Atassia Spinocerebellare di tipo 2. In questo
caso la ripetizione CAG del gene mutante ¢
responsabile solo in parte della grande differenza di
fenotipi riscontrati; anche in questo caso la metilazione
del gene ne regola I'espressione nonché la gravita del
fenotipo e l'eta di insorgenza (33). Questo gene &
coinvolto anche in altre patologie, ovvero PD, ALS e
FTD ed é& quindi possibile ipotizzare che sia
responsabile almeno in parte della componente
epigenetica associata a queste malattie. Nelle forme
sporadiche di PD, la componente epigenetica si
manifesta anche con l'alterazione della metilazione del
gene SNCA: il promotore €& ipometilato nella corteccia,
nella substantia nigra e nel putamen di pazienti affetti da
PD. Altri loci associati al rischio di insorgenza di PD
sono stati trovati differenzialmente metilati ed espressi
nella corteccia e nel cervelletto (PARK16, GPNMB,
ST1B) (34).
Nell'ambito delle malattie neurodegenerative, I'AD &
sicuramente quella piu studiata a causa della sua
diffusione e del relativo peso clinico e socio-economico
conseguente; inoltre, 'AD & anche paradigmatica in
quanto la sua eziologia altamente multifattoriale chiama
in causa una componente epigenetica (35-36). Il nostro
gruppo di ricerca, ad esempio, ha dimostrato che il gene
Presenilin1 (PSEN1), che codifica per una delle proteasi
responsabili della formazione del peptide beta-amiloide
caratteristico del’AD, & modulato da metilazione in un
modello murino di neurodegenerazione (37) e che |l
promotore risulta differenzialmente metilato nel cervello
e nel sangue di pazienti AD rispetto ai controlli (dati in
pubblicazione).

BIOMARCATORI EPIGENETICI

Nonostante siano ormai state descritte molte regioni
del DNA metilate in maniera differente nei pazienti
rispetto ai controlli, per alcuni di questi loci & sicuramente
necessario un ulteriore approfondimento per capire:

quanto la metilazione differenziale sia confermata su un
gran numero di pazienti e quindi caratterizzante e se
I'associazione individuata sia funzionalmente associata
alla patologia. Nel momento in cui queste condizioni
saranno confermate, si potra dunque pensare che la
metilazione differenziale di specifici residui di citosina di
un dato gene/promotore possa essere utilizzata come
marcatore biologico nella pratica clinica. L'uso della
metilazione sequenza-specifica come marcatore
biologico ha le premesse per essere utilizzato sia come
marcatore per la diagnosi della malattia sia, nel caso in
cui vengano applicate anche “terapie epigenetiche”,
come marcatore di progressione e di efficacia del
trattamento.

Anche in questo caso, quello che sembra essere il primo
possibile campo di applicazione & rappresentato dalle
patologie tumorali in cui €& stata evidenziata
I'ipermetilazione del promotore di geni oncosoppressori.
In questi casi, non solo uno specifico pattern di
metilazione pud essere facilmente misurato e fornire cosi
uno strumento diagnostico precoce, ma pud anche
costituire una risorsa molto utile per caratterizzare il
sottotipo tumorale, I'aggressivita e la risposta al
trattamento (38). L'alterazione del pattern di metilazione
osservato nei tumori & generalmente caratterizzata da
ipometilazione globale associata ad ipermetilazione di
geni specifici (ovvero i sopra citati oncosoppressori
metilati nelle regioni dei promotori) che sono quelli che
costituiscono i biomarcatori epigenetici piu promettenti e
spesso riflettono il potenziale metastatico e la sensibilita
alla terapia. Per caratterizzare questi patterns, i metodi
basati sull’amplificazione in PCR del DNA modificato con
bisolfito di sodio sono generalmente riconosciuti e
accettati come i piu sensibili e specifici dal punto di vista
analitico per studiare la metilazione del DNA a livello di
singoli loci. Tali metodi sono oggi complementati da
tecniche recenti come ad esempio la Methylation-specific
fluorescent amplicon generation (MS-FLAG), la
Methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM)
e la Sensitive melting analysis after real-time methylation-
specific PCR (SMART-MSP). Fra queste la HRM, che
sfrutta la differente temperatura di dissociazione di un
amplicone in base alla presenza di coppie CG,
caratteristiche del DNA metilato dopo modificazione con
bisolfito, & di particolare interesse come strumento
diagnostico per via del costo contenuto (39-40).

Alcuni di questi loci sono gia in uso nella diagnostica dei
tumori; ad esempio la metilazione del gene O(6)-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) é
riconosciuta come il marcatore prognostico/predittivo per
il glioblastoma benché non sia ancora un’analisi molto
diffusa nella gestione del paziente (41). Pero, in generale,
nonostante le numerose evidenze che legano
I'alterazione della metilazione a livello gene-specifico con
'insorgenza o la progressione tumorale, ancora
pochissimi geni sono utilizzati come biomarcatori tumorali
nella pratica della biochimica clinica. Alcuni geni che
mostrano anomalie di metilazione in specifici tipi di
tumore solido (colon, pancreas, prostata, vescica,
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mammella e ovario) sono comunque ben caratterizzati e
catalogati e potrebbero essere utilizzati come
biomarcatori dando il via a screening basati sull'analisi di
metilazione non solo in biopsie fissate in paraffina, ma
anche da prelievi di sangue o urine (42) laddove
I'alterazione della metilazione di uno specifico gene sia
sistemica o dove ci siano cellule tumorali presenti nei
fluidi corporei. Alcuni dei principali marcatori gia in uso
nella pratica clinica sono riportati in alcune recenti
rassegne (43-46). Fra questi, ALX4, FBN2, HLTF, P16,
TMEFF1 e VIM ipermetilati sono associati ad una
prognosi negativa, APC, NEUROG1, RASSFI1A,
RASSF2A, SDC2, SEPT9, TAC1 e THBD ipermetilati
sono stati individuati negli stadi precoci del cancro
colorettale mentre P16 e TFPI2 sono associati con le
recidive di questo tumore. E’ stato anche possibile
individuare lipermetilazione di BMP3, PHACTRS,
SFRP2, SPG20, TFPI2 e TMEFF2 in campioni fecali in
associazione con gli stadi precoci del cancro colorettale
(43-45). Infine, la metilazione del gene PITX2 (paired-like
homeodomain transcription factor 2) € un promettente
marcatore di progressione per vari tipi di tumore ed &
particolarmente interessante nel caso del carcinoma
mammario (46). | marcatori analizzati sono stati misurati
sia in campioni di sangue intero o leucociti, sia nel
plasma o nel siero, benché questi ultimi saggi necessitino
di ulteriori controlli e validazioni.

Anche nell’'ambito delle patologie a carico del sistema
nervoso, la perturbazione dei meccanismi epigenetici &
emersa come caratteristica centrale; molte di queste
alterazioni sono misurabili nei tessuti centrali e,
occasionalmente, periferici. Mentre nel primo caso la
possibilita di usare le modificazioni epigenetiche come
biomarcatori € ovviamente molto limitata dal difficile
accesso a biopsie di tessuto, nel caso le modificazioni
siano presenti a livello sistemico potranno avere un
significativo valore traslazionale come biomarcatori per lo
screening, la diagnosi precoce e la prognosi. L'unica
possibilita di misurare eventi epigenetici ristretti al
sistema nervoso centrale, &€ dato dall’'analisi delle cellule
eventualmente presenti nel liquor; nonostante la scarsita
di questo materiale, la sensibilita delle tecniche per lo
studio della metilazione, che si spinge fino al livello di
singola cellula, pud comunque garantire I'esecuzione
dell’analisi. Come per i tumori, questi marcatori sono
molto promettenti anche per lo sviluppo di terapie
personalizzate e per monitorare la progressione e le
risposte al trattamento (47). Ad oggi, sono stati indicati un
numero molto elevato di geni caratterizzati dalla
presenza di profili di metilazione alterati a carico dei loro
promotori. Un elenco di quelli che hanno fornito i risultati
piu consistenti include: B3GALT4, ZADH2, RINS,
MEF2C, ANK1, BIN1, RHBDF2, oltre al gia citato PSEN1
attualmente in studio dal nostro gruppo di ricerca (36, 48-
50). La metilazione di questi loci correla molto bene con i
risultati dei test neurologici e con i marcatori biochimici
classici dell’AD, ovvero la presenza di amiloide 1-42 e tau
iperfosforilata nel sangue e nel liquor. Come in altri casi,
la validita di tali marcatori andra verificata nel sangue dei
pazienti in studi clinici sufficientemente ampi.

Benché le patologie tumorali e quelle neurodegenerative
rappresentino al momento gli ambiti applicativi piu
promettenti per lintroduzione di marcatori epigenetici
nella pratica clinica, l'interesse si & allargato anche alle
altre patologie caratterizzate da una componente
epigenetica, come ad esempio il diabete (51) e le
patologie allergiche (52).

CONCLUSIONI

L'utilizzo della metilazione del DNA come marcatore
biologico risulta molto attraente considerando l'attuale
orizzonte della terapia clinica che si sta orientando
sempre di piu verso la medicina personalizzata. Infatti, il
pattern di metilazione individuale di un dato gene target,
puo fornire indicazioni molto importanti per caratterizzare
una patologia a livello individuale e per predire la
risposta ai trattamenti farmacologici. Inoltre
I'applicazione in campo diagnostico & favorita dalla
stabilitd dell’analita target, cioé il DNA, e
dall'accuratezza, precisione, sensibilita e risoluzione
molto elevate dei saggi, potenzialmente in grado di
rivelare il pattern di metilazione a livello di singola
citosina. Per contro, proprio la variabilita individuale, che
caratterizza le modificazioni epigenetiche, potrebbe
rappresentare una potenziale complicazione perché
diminuisce la predittivita clinica dei saggi. In molti casi,
anche a causa di un insufficiente potere statistico degli
studi effettuati, i geni esaminati non hanno mostrato il
potenziale per essere utilizzati come marcatori
diagnostici individuali, suggerendo I'opportunita di
concepire dei pannelli costituiti da piu geni. Sara quindi
necessario validare le analisi proposte su coorti di
pazienti molto numerose per poter stabilire valori
quantitativi e pattern di metilazione di riferimento
adeguati.
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