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INTRODUZIONE 

L’intelligenza artificiale (Artificial Intelligence, AI) mira a creare processi che analizzano 
l’ambiente e a mettere in atto azioni per ottimizzare il successo verso un obiettivo 
predeterminato (Sotoudeh et al., 2019).  
Machine learning è un sottotipo di AI focalizzata allo sviluppo di algoritmi che identificano 
pattern all’interno di dati senza informazioni preliminari. Questi algoritmi possono essere 
definiti come “supervised” (formati su un insieme di dati selezionati): in questo scenario è 
fondamentale la disponibilità di grandi quantità di dati. Nel caso di algoritmi “unsupervised” 
vengono identificati pattern nascosti in gruppi di dati non noti preliminarmente ai 
ricercatori. I dati possono essere numerici o nominali.  
Gli algoritmi Random Forest e SVM (Support Vector Machines) sono due esempi di algoritmi 
supervised relativamente semplici utilizzabili per classificare un oggetto in differenti 
categorie. Artificial Neural Network (ANN) è invece un algoritmo più complesso di machine 
learning che in qualche modo tenta di mimare la funzionalità delle reti neurali. 
Deep learning è una variante di ANN che aggiunge complessità usando strati multipli 
(“deep”) di una rete neurale artificiale.  
CNN (convolutional neural network) è un’altro tipo di ANN in cui i dati di imaging sono 
processati in rappresentazioni ridotte delle loro caratteristiche. 
 

 
Figura 1. Relazione tra i più comuni metodi di AI in medicina. SMV, support vector machine; 
RF random forest algorithm; GMB, gradient boosting machine; XGB, XGboost (da Sootudeh 
et al, 2019). 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=7632061&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7632061&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7632061&pre=&suf=&sa=0
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Nel marzo 2018 un lavoro su Nature dimostrava come l’uso di metodiche di machine 
learning potesse affinare significativamente la diagnostica dei tumori cerebrali basata su 
tecniche istologiche “tradizionali” (Capper et al., 2018).  
I tumori cerebrali sono un gruppo eterogeneo che include le metastasi cerebrali, che hanno 
l’ incidenza nettamente maggiore, i meningiomi ed i gliomi (McFaline-Figueroa and Lee, 
2018). I dati epidemiologici recenti USA valutano che l’incidenza dei tumori cerebrali 
primitivi (non metastatici)  benigni e maligni sia di 23.4 nuovi casi/100.000 abitanti /anno 
(Ostrom et al., 2019). I gliomi sono i più frequenti tumori primitivi maligni del cervello e tra 
essi il glioblastoma è il più aggressivo.  
La classificazione dei tumori attualmente in vigore è del 2016. La tabella allegata dà un'idea 
della sua complessità. 

 
 
Tabella 1. Classificazione 2016 dei tumori cerebrali primitivi. 
 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5041160&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5041160&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7716096&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7716096&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7716096&pre=&suf=&sa=0
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Tale complessità è una delle cause di possibili incertezze diagnostiche che possono avere 
una frequenza non trascurabile. Un lavoro del 1997 mostra che su 500 casi rivisitati da 
neuropatologi discrepanze diagnostiche serie o sostanziali fossero presenti in 140 casi (28%) 
(Bruner et al., 1997). In una analisi più recente 249 su 1281 casi rivisti presso l’NCCN 
(National Comprehensive Cancer Network) USA 249 (19.4%) non avevano avuto una diagnosi 
definitiva dalla istituzione di provenienza (Bruner et al., 2017).  
Nel caso dei tumori analizzati con l’intelligenza artificiale il computer non è riuscito ad 
assegnare una diagnosi in una frazione minore di casi (11.5%) e nel 12.6% aveva dato una 
diagnosi diversa da quella istologica, come riassunto nella figura sottostante, tratta da un 
commento al lavoro di Capper et al su Nature.  
 
 
 

 
Figura 2. Classificazione dei tumori cerebrali usando un approccio di machine learning (Wong 
and Yip, 2018). 
  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=6513479&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6513479&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6513479&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8247683&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8247683&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8247683&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7154467&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7154467&pre=&suf=&sa=0
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OBIETTIVI SPECIFICI E STRATEGICI DEL PROGETTO 

L’obiettivo specifico del progetto è di sviluppare nell’ambito di un IRCCS lombardo una diagnostica 
dei tumori cerebrali basta su tecniche di AI. Nella fase pilota l’analisi può essere ristretta ai soli casi 
che due patologi esperti ritengano di diagnosi complessa e non univoca alla luce dei criteri WHO 
2016. 
 
L’obiettivo strategico è di estendere l’analisi ad una casistica più ampia creando uno o due centri 
HUB lombardi a cui centralizzare le diagnosi complesse in neuro-oncologia con l’ambizione di 
estendere tale servizio a livello nazionale. 
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METODOLOGIA ADOTTATA 

La classificazione dei tumori cerebrali tramite machine learning si basa sui profili di metilazione del 
loro DNA. La metilazione del DNA implica l’aggiunta di un gruppo metile CH3 al carbonio in posizione 
5 della citosina (5-meC) ed è presente primariamente nel contesto del dinucleotide CpG in cellule 
eucariotiche (CpG island) (figura 3A).  

I pattern di metilazione del DNA normale e tumorale possono variare significativamente figura 3B) 
anche se i meccanismi che sottendono questi processi sono in larga parte ignoti. 

 

..  

 

Figura 3. Il DNA di cellule normali o tumorali esibiscono diversi profili di metilazione del DNA 
(Skvortsova et al., 2019).  

 

La metodologia implica l’estrazione del DNA da tessuto tumorale fissato in formalina e incluso in 
paraffina. L'utilizzo dell’estrattore Maxwell  e del relativo kit di reagenti (Promega) sembrano 
garantire i migliori risultati in termini di qualità del DNA  (Jaunmuktane et al., 2019).  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=8066954&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8066954&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8066954&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
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Il passaggio successivo è la modificazione del DNA con bisulfito che a pH acido provoca la 
conversione della citosina in uracile (a sua volta convertito in timina dopo l'amplificazione per PCR), 
mentre la citosina metilata non si modifica.  

Due methylation arrays sono disponibili presso Illumina, 450 k o 850 k (EPIC) per ottenere profili di 
metilazione dell’intero genoma. La strumentazione necessaria è NextSeq 550 o NextSeq 2000 di 
Illumina. 

La sequenza sperimentale è illustrata nella figura 4. 

 

 

 

 

 

Figura 4.Workflow per la preparazione di library (documentazione Illumina). 
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L’analisi dei dati verrà poi sviluppata online sulla piattaforma disponibile presso: 

https://www.molecularneuropathology.org  (Università di Heidelberg, figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Schermata iniziale di molecularneuropathology.org 

 

 

 

  

https://www.molecularneuropathology.org/
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DESTINATARI/BENEFICIARI DEL PROGETTO 

Destinatari ideali del progetto sono gli IRCCS che ospitano un’area integrata di neuro-
oncologia con tutte le specializzazioni necessarie: MRI per diagnosi, neurochirurgia, 
neuropatologia, radioterapia, neuro-oncologia medica, genetica molecolare (e.g. IRCCS 
Besta, IRCCS San Raffaele). Tale integrazione garantisce un flusso ottimale di attività per il 
paziente e quindi attrae un numero significativo di pazienti, tale da giustificare 
l’implementazione di un questo work-flow (al momento) sofisticato. 
 
Beneficiari del progetto possono essere altri centri inizialmente lombardi e potenzialmente 
nazionali dove siano presenti strutture di neurochirurgia ed anatomia patologica con u 
volume adeguato di pazienti trattati/anno. 
 
Beneficiari, in ultima analisi, saranno poi i pazienti per i quali la possibilità di una diagnosi più 
certa può comportare almeno informazioni prognostiche robuste e potenzialmente, l’accesso 
a terapie mirate, al momento infrequenti ma in verosimile crescita futura. 
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DESCRIZIONE DEL PROGETTO, DELLE SUE FASI E 
TEMPISTICHE 

Possiamo ipotizzare una articolazione in cinque fasi per una durata complessiva di due anni. 
 
1.1 Fase 1 (mesi 1-6) 
Verifica della disponibilità di strumentazione e reagenti necessari. Messa a punto delle 
tecniche ottimali di estrazione del DNA  e modificazione con bisolfito con risultati riproducibili 
usando campioni FFPE retrospettivi (n=15). Completamento di 5 run pilota su hardware 
NextSeq 550 (o NextSeq 2000). 
 
1.2 Fase 2 (mesi 7-8)  
Caricamento dati delle sequenze pilota sulla piattaforma www.molecularneuropathology.org. 
Definizione delle necessità in termini di collegamento informatico per il caricamento efficiente 
dei dati grezzi (raw data) generati e per la successiva analisi dei dati. 
 
1.3 Fase 3 (mesi 9-12)  
Verifica di congruità diagnostica istologia-dati da metilazione in casi noti (n=30). 
 
1.4 Fase 4 (mesi 13-17) 
Analisi di casi con diagnosi non univoca, come definito da due patologi (n≥15).  
 
1.5 Fase 5 (mesi 18-24) 
Estensione delle analisi a casi resi disponibili da centri esterni. 
 
Le criticità principali possono essere incontrate nelle prime due fasi.  
 
Per la fase 1, chiaramente il progetto presuppone un impegno finanziario con fondi da 
reperire tramite grant specifici (e.g. FRRB, AIRC, Fondazione CARIPLO, MdS-ricerca 
finalizzata). 
 
Fase 2. Alla luce dell’esperienza pregressa è possibile si debba mettere in essere un 
collegamento di rete dedicato per questi trasferimenti dati.  
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COSTI DI IMPLEMENTAZIONE O REALIZZAZIONE 

Il progetto presuppone la disponibilità di hardware adeguato (NextSeq550 o NextSeq2000, di 
Illumina, nello specifico). 
 
Diversi dati convergono nell'indicare che l'estrazione di acidi nucleici di qualità sia un 
passaggio critico e che l’estrattore Maxwell RSC (Promega) garantisca tale qualità. Questo si 
può rilevare particolarmente rilevante volendo garantire in modo centralizzato la qualità di 
materiale provenienti da centri esterni. Il costo di Maxwell RSC è di 28.500 euro, IVA 
esclusa. Lo strumento può processare 16 campioni per volta con un turnaround time di 60 
minuti. 
 
Il costo chiave è quello dei reagenti. L’Infinium Methylation EPIC BeadChip kit permette di 
valutare 850,000 siti di metilazione a livello di singolo nucleotide. Un kit per l’analisi di 32 
campioni ha un costo di 7725 euro, 241 euro a campione.  
L’analisi bioinformatica  è gratuita come pure lo storage dei dati. Da valutare tuttavia se sia 
necessaria l’arruolamento di un laureato in bioinformatica o se l'analisi semi-automatica dei 
dati non richieda questo livello di specializzazione. 
 
Queste osservazioni sono in linea con il costo di 380 sterline (421 euro) per campione 
stimato nell’analisi del gruppo dell’University College di Londra (Jaunmuktane et al., 2019) e 
di 550 dollari americani (468 euro) dell’Università di Toronto (Karimi et al., 2019), strutture 
dove l’analisi del metiloma è stata implementata con successo.  
 
A fronte di risultati positivi del progetto dopo i primi due anni (vedi “Descrizione del progetto”) 
è ipotizzabile che la direzione strategica dell IRCCS possa ad arrivare ad un accordo con la 
Direzione Generale Welfare per implementare stabilmente a livello regionale questo 
approccio diagnostico fortemente innovativo. 

  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
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RISULTATI ATTESI 

Il lavoro iniziale del gruppo di Heidelberg aveva portato ad un cambiamento di diagnosi nel 
12% dei tumori analizzati (Capper et al., 2018).  
Nel report inglese la diagnosis è stata modificata in 45 su 179 casi, il 25% (Jaunmuktane et 
al., 2019).  
Nel report della University Health Network di Toronto i numeri complessivi sono meno 
comparabili, ma gli autori concludono che nel 15% dei 55 casi selezionati per l’analisi 
machine learning del metiloma a causa di diagnosi pregresse incerte vi è stato un impatto 
importante sulle decisioni cliniche, mirato ad evitare trattamenti non necessari o insufficienti 
(Karimi et al., 2019). 
 
Ci attendiamo quindi che, a fronte di costi contenuti, anche per la popolazione italiana 
potenzialmente in esame si possa arrivare a percentuali analoghe (15%)  di pazienti  cui 
possano essere offerti decisioni cliniche orientate razionalmente sulla base di dati.  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6556428&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=8233501&pre=&suf=&sa=0
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CONCLUSIONI 

Il progetto è partito dalla definizione generali tecniche di intelligenza artificiale applicabili in 
ambito bio-medico. L’approccio machine learning e l’utilizzo di un algoritmo “random forest” 
nell’ambito dell’analisi di DNA tumorale metilato può portare alla creazione di un 
classificatore in grado di migliorare la nostra capacità diagnostica.  Lo schema è 
rappresentato nella figura 6. 

 
  
 
 
 
 
Figura 6. Schema dei principali componenti 
del classificatore (in grigio) e dei passaggi 
sperimentali partendo dal campione da 
analizzare (in bianco). 
Da (Capper et al., 2018). 
 
 
 
 
 
Il progetto richiede la disponibilità di un 
budget iniziale contenuto. Le conferme 
ottenute in strutture indipendenti confermano 
la solidità di questo approccio e ne stimolano 
lo sviluppo anche nel nostro paese. 
E’ infine da considerare che l’analisi AI di 
DNA tumorale metilato si potrebbe estendere 
a DNA cell-free tumorale nell'ambito della 

espansione del ruolo della biopsia liquida in neuro-oncologia. 
Dati recenti hanno dimostrato che lo studio del metiloma su DNA libero tumorale plasmatico 
di pazienti neuro-oncologici, con una nuova metodica che non prevede la conversione con 
bisolfito, può portare ad una discriminazione accurata del tumore intracranico d’origine 
(Nassiri et al., 2020). 
  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4946086&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9129023&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9129023&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9129023&pre=&suf=&sa=0
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