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"La troveremo. E’ impossibile che non riusciamo a trovarla.

E’ una impresa intellettuale meno difficile che spedire un uomo sulla Luna.
Se trovo come guarire la trisomia 21, allora si aprira la strada verso la guarigione di tutte le altre

malattie di origine genetica."
Jérome Lejeune (sulla terapia per la trisomia 21)



Progetto Genoma 21: una strada verso la scoperta di nuovi approcci
terapeutici per la trisomia 21 (sindrome di Down)

1. Premessa

La sindrome di Down (sdD) € una condizione genetica caratterizzata dalla presenza di un
cromosoma 21 in piu nelle cellule delle persone con tale sindrome.

E la pitt frequente anomalia genetica dell’uomo (1 su 400 concepiti e 1 su 700 nati vivi).

Questa anomalia cromosomica causa una “sindrome”, cioé un insieme di “tratti” descritti
per la prima volta nel 1866 dal medico inglese John L. Down (da cui il nome della sindrome) e
che si possono manifestare con combinazioni e grado di severita variabili.

Alcune caratteristiche comuni sono occhi “a mandorla”, radice del naso appiattita, bassa
statura. La disabilita intellettiva, seppure in grado variabile, e la condizione sempre presente
nelle persone con sdD e coinvolge soprattutto la sfera del linguaggio e del pensiero simbolico,
mentre e nota la loro capacita di suscitare intorno a sé un clima di intensita affettiva piu grande
del normale.

Nel 1959 il Prof. Jérome Lejeune e Coll. hanno dimostrato che la causa della sindrome &
la trisomia 21, ossia una mutazione genetica che comporta la presenza di un cromosoma 21 in
tre copie (invece delle normali due) nelle cellule delle persone con sdD (Lejeune et al. 1959).

Il filone di ricerca sulla trisomia 21 é stato portato all'Universita di Bologna dalla Prof.ssa Maria

Zannotti, ora in pensione, che alla fine degli anni '60 fu allieva a Parigi del Prof. Lejeune. Le
ricerche vengono ora portate avanti dal gruppo da lei creato e ora guidato dal Prof. Pierluigi

Strippoli.
<a

Parigi, 1969 - La Prof.ssa Maria Zannotti (la seconda da destra) in riunione con il gruppo del Prof. Jéréme Lejeune
(seduto al centro).

Lo studio e stato avviato in collaborazione con il Prof. Guido Cocchi dell'Unita Operativa di
Neonatologia del Policlinico Sant'Orsola-Malpighi, Bologna ed € stato approvato dal Comitato
Etico del Policlinico stesso.

Il progetto costituisce, a nostra conoscenza, la pitt ampia ricerca scientifica clinico-sperimentale
sulla sindrome di Down condotta in Italia e mirata alla individuazione di una cura per la
disabilita intellettiva causata dalla presenza di un cromosoma 21 in piu. Il progetto riguarda al
momento 236 bambini con trisomia 21 tra i 3 e i 16 anni, con ricadute possibili su tutte le
persone con trisomia 21 (38.000 solo in Italia), che e la piu frequente anomalia genetica
dell'uomo.



Stiamo studiando in dettaglio la regione critica del cromosoma 21 associata alla sindrome di
Down e il metaboloma (l'insieme dei metaboliti) di modelli cellulari trisomici e di bambini con
la sindrome che saranno anche sottoposti a valutazione clinica e cognitiva accurata. La mole di
dati cosi ottenuti e correlati tra loro sara utile per individuare specifiche reazioni metaboliche
alterate che potrebbero diventare efficaci bersagli terapeutici per la cura della disabilita
intellettiva della sindrome di Down.

Nel 2019 abbiamo scritto il capitolo sulla genetica e genomica della sindrome di Down in un
nuovo libro internazionale dedicato alla sindrome, riepilogando il lavoro svolto dal Prof.
Lejeune in merito, ed esponendo i nostri principali risultati:

httDS [/www. sc1enced1rect com/sc1ence/artlcle/Du/SZZ11609519300016

2. Risultati raggiunti al Gennaio 2023
2.1 MAPPE DI ESPRESSIONE DEI GENI UMANI

Abbiamo creato mappe trascrizionali quantitative del cervello, dell'ippocampo, delle cellule
del sangue, del cuore e della tiroide per studiare 'attivita dei geni umani, in particolare del
cromosoma 21, in tessuti nei quali si manifestano gli effetti della trisomia 21. Abbiamo
pubblicato in merito 6 articoli su riviste scientifiche internazionali:

2014 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /25185649
2016 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26108741
2014 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /25476127
2017 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /27345625
2017 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /28923001
2018 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /29740474

Nel 2021 abbiamo pubblicato una mappa del trascrittoma del sangue di bambini con trisomia
21 ottenuta utilizzando la tecnica dell’'RNA-Seq, in collaborazione con il MAGI’s Lab di Trento:

2021 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33933170/

2.2 REGIONE CRITICA PER LA SINDROME DI DOWN SUL CROMOSOMA 21

Abbiamo rianalizzato tutti i casi pubblicati di trisomia 21 parziale ai fini della identificazione,
sul cromosoma 21 umano, della regione critica responsabile della sindrome di Down e in
particolare associata alla disabilita intellettiva. [ risultati identificano e delimitano tale regione
e sono stati pubblicati il 22 Aprile 2016 su Human Molecular Genetics:

2016 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27106104/

Nel 2019 e nel 2022 sono stati pubblicati altri due nostri articoli che presentano lo studio di
rispettivamente 10 e 4 nuovi casi di trisomia 21 parziale, indipendentemente dal primo articolo
pubblicato in merito nel 2016. [ nuovi risultati confermano la rilevanza della "regione critica"
per la diagnosi di sdD, per cui ad oggi non troviamo alcuna eccezione alla regola secondo la
quale in assenza di tre copie di questa particolare regione "altamente ristretta", che costituisce
meno di un millesimo del cromosoma 21, non vi e diagnosi di sindrome di Down.
Questoinlinea conl'idea del Prof. Lejeune che sul cromosoma 21 vi siano pochi geni "colpevoli”,
e molti "innocenti":



2019 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31237416
2022 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36544206/

La "regione critica" da noi identificata sul cromosoma 21 e presente solo nell'uomo e nello
scimpanze, e fino al 2021 e stata considerata silente (non attiva) e questo rende difficile
comprendere la sua funzione e la sua relazione con le caratteristiche della sdD. Tuttavia, 1'8
Dicembre del 2021 é stata pubblicata su Frontiers in Genetics la nostra analisi di tale regione
che dimostra che essa € in realta attiva e sue sequenze si trovano espresse nei trascritti di
almeno due geni:

2021 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34956324/

Infine, abbiamo identificato anche la "regione critica" associata alla presenza di cardiopatie
congenite nella sindrome di Down:

2017 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /28648597

2.3 ALTERAZIONI DEL METABOLISMO NELLA SINDROME DI DOWN

Abbiamo raccolto campioni di sangue e di urina, ad oggi, da 236 bambini con sdD e da 78
soggetti di controllo, estrazione del DNA e dell'RNA e costituzione di una banca di campioni
biologici (plasma, DNA, RNA e urina).

Abbiamo analizzato per la prima volta il profilo metabolomico del plasma e delle urine nella
sdD. L'articolo e stato pubblicato il 14 Febbraio 2018 su Scientific Reports, e dimostra che nella

sdD ci sono anomalie specifiche del metabolismo:

2018 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /29445163

Un nuovo articolo sul profilo metabolomico nel plasma é stato pubblicato il 26 Giugno 2020 su
Scientific Reports, confermando in una casistica piu ampia che nella sdD ci sono anomalie
specifiche del metabolismo, al momento non correlabili con il grado di disabilita intellettiva:

2020 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32591596/

Anche alcune frazioni del plasma sanguigno contenenti microRNA hanno rivelato specifiche
differenze rispetto ai bambini senza il cromosoma in pil, come mostrato in un articolo
pubblicato in collaborazione con 1'Universita di Brescia sulla rivista International Journal of
Molecular Medicine:

2019 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31017260

Nel 2021 abbiamo pubblicato, sempre su Scientific Reports, risultati che mostrano specifiche
relazioni tra il ciclo dei monocarboni (di cui fa parte il ciclo dell'acido folico) e le abilita
cognitive nei bambini con sindrome di Down:

2021 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33608632/

Nel 2022 abbiamo pubblicato su Frontiers in Medicine I'osservazione che alcune alterazioni del
ciclo dei monocarboni presenti nei bambini con trisomia 21 sono correlate al numero di
cromosomi 21, ponendo con questo risultato le basi per una sperimentazione clinica che tenda



a riequilibrare i metaboliti del ciclo dei monocarboni al fine di verificare se cio migliori lo sviluppo
psicomotorio e le abilita cognitive dei bambini con trisomia 21:

2022 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36530924/

[ dati cognitivi raccolti grazie alla collaborazione con I'Universita di Padova hanno permesso
al gruppo della Prof.ssa Silvia Lanfranchi di studiare: la relazione tra acquisizione della
principali tappe di sviluppo dei bambini con sdD e abilita cognitive; le funzioni esecutive nei
bambini con sdD; i differenti tipi di profili cognitivi nei bambini ed adolescenti con sdD; la
relazione tra i segni di Jackson, una serie di segni di cui abbiamo confermato la utilita per la
diagnosi clinica di sdD, e il risultato dei test cognitivi, smentendo lo stereotipo secondo cui le
caratteristiche fisiche sono predittive del grado di disabilita intellettiva.
[ relativi articoli sono stati pubblicati su riviuste internazionali nel 2021-2022:

2021 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34069813/
2021 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34750907/
2022 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35121796/
2022 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35210468/

2.4 MODELLI CELLULARI PER LO STUDIO DELLA TRISOMIA 21

L'utilizzo di un modello cellulare (fibroblasti trisomici ed euploidi) ha consentito di
verificare gli effetti delle varie forme di folati sulla azione antiproliferativa del metotressato
(MTX), un agente antifolico al quale le cellule delle persone con sdD sono ipersensibili. Questi
dati potranno essere interpretati nell'ambito di un modello del metabolismo specifico per la
trisomia 21, avendo dimostrato che le differenti forme di acido folico non sono equivalenti
per quanti riguarda gli effetti sulla crescita cellulare.

L'articolo e stato pubblicato nel 2019 sul Journal of Cellular Physiology:

2019 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /30667057

3. Nuovi Obiettivi 2023

3.1 Sperimentazione clinica per validare l'ipotesi che un riiequilibrio del ciclo dei
monocarboni possa influenzare positivamente lo sviluppo psicomotorio e le abilita cognitive
dei bambini con sdD. La domanda di sperimentazione € in corso di preparazione per essere
sottoposta al Comitato Etico competente.

3.2  Caratterizzazione della regione altamente ristretta critica per la sindrome di
Down (Highly Restricted Down Syndrome Critical Region, HR-DSCR). Grazie ad una
collaborazione internazionale avviata con il gruppo del Prof. Patrick Harrison, University
College Cork, Irlanda, e con il gruppo dei Proff. Niklas Dahl e Jens Schuster, Universita di
Uppsala, Svezia, verra eliminata in maniera selettiva la HR-DSCR mediante il sistema
CRISPR/Cas9 per studiare le alterazioni imputabili a questa regione, in particolare quelle
metaboliche relative al ciclo dell'acido folico.

I metaboliti rilasciati dalle cellule nel loro terreno di coltura saranno poi dosati con saggi
ELISA oppure mediante analisi metabolomiche di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR), in
collaborazione con il gruppo della Prof.ssa Paola Turano, Universita di Firenze.

I metodi sperimentali sono descritti in dettaglio nell'articolo da noi pubblicato che
descrive il Progetto e nei riferimenti bibliografici ivi citati:



http://www.spp-j.com/spp/1-1/spp.2013.12R0005/

"Tutta la difficolta della ricerca é come scoprire il musicista discorde, perché l'orchestra della vita
ha circa cinquantamila musicisti” (Jérome Lejeune)

4. Curriculum vitae del responsabile scientifico - Prof. Pierluigi Strippoli

Pierluigi Strippoli & professore associato di Biologia applicata presso la Universita di Bologna,
dove insegna attualmente Genetica nel Corso di Laurea in Medicina e Chirurgia e Genomica in
quello in Biotecnologie Mediche (Medical Biotechnology).

Presso la stessa sede € alla guida del Laboratorio di Genomica del Dipartimento di Scienze
Biomediche e Neuromotorie (DIBINEM).

Ha applicato l'uso di tecniche di genetica molecolare e di genomica allo studio delle malattie del
sangue, del cancro del colon-retto e della trisomia 21, ideando e realizzando alcuni strumenti
originali di biologia computazionale per l'analisi del genoma umano e pubblicando 80 articoli
su riviste scientifiche internazionali.

Negli ultimi anni il Prof. Strippoli ha lanciato uno studio sistematico della sindrome di Down
basato sulla integrazione di dati clinici, biochimici, genetici e bioinformatici allo scopo di
identificare nuove possibilita di cura per la disabilita intellettiva associata a questa forma di
trisomia.

Il curriculum completo é reperibile presso questo sito web istituzionale:

https://www.unibo.it/sitoweb /pierluigi.strippoli/cv

5. Gruppo di ricerca
L'Unita Operativa che coordina la ricerca opera nel Laboratorio di Genomica del DIBINEM -
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie (Direttrice: Prof.ssa Lucia Manzoli), Sede

Operativa di Istologia, Embriologia e Biologia Applicata, Universita di Bologna.

In particolare si occuperanno stabilmente di questo progetto:

Nome e cognome

Pierluigi Strippoli
Lorenza Vitale
Maria Chiara Pelleri
Maria Caracausi
Allison Piovesan
Francesca Antonaros
Beatrice Vione
Giuseppe Ramacieri
Francesca Catapano
Michela Cicilloni
Marco Vigna

Laurea

Medicina e Chirurgia
Medicina e Chirurgia
Biotecnologie
Biotecnologie
Biotecnologie
Biotecnologie
Biotecnologie
Medicina e Chirurgia
Genetics Counsellors
Biologia della Salute
Scienze Biomolecolari
e dell'Evoluzione

Ruolo

Professore Associato

Professoressa Associata
Professoressa Associata

Ricercatrice a Tempo Determinato-B
Ricercatrice a Tempo Determinato-B
Assegnista di Ricerca (DIBINEM)
Dottoranda di Ricerca (DIBINEM)
Dottorando di Ricerca (DIMEC)
Dottoranda di Ricerca (DIBINEM)
Borsista Giovane Laureato

Borsista Giovane Laureato



Il referente clinico della ricerca, che succede al Prof. Guido Cocchi in seguito al suo
pensionamento, e la Dott.ssa Chiara Locatelli (Unita Operativa di Neonatologia diretta dal Prof.
Luigi Corvaglia, Policlinico S.Orsola-Malpighi).

Ci avvarremo inoltre della collaborazione della Prof.ssa Maria Zannotti, gia Professoressa
associata di Biologia Applicata presso 1'Universita di Bologna e attualmente in pensione.

6. Collaborazioni internazionali e nazionali attive sul Progetto

Prof.ssa Silvia Lanfranchi, Prof. Renzo Vianello

Dott.sse Chiara Onnivello, Francesca Pulina, Chiara Marcolin

Dipartimento di Psicologia dello Sviluppo e della Socializzazione, Universita di Padova, Padova,
[talia

Prof. Patrick Harrison
Physiology Department, University College Cork, Cork, Irlanda

Prof. Niklas Dahl - Prof. Jens Schuster
Department of Immunology, Genetics and Pathology - Medical Genetics and Genomics
Universita di Uppsala, Svezia

Prof.ssa Paola Turano
Centro di Risonanze Magnetiche (CERM), Universita di Firenze, Firenze, [talia.

7. Finanziamenti

Per il biennio 2023 - 2024, sulla base dei nuovi obiettivi sopra indicati, prevediamo una spesa
di 120.000 Euro/anno (75.000 Euro/anno per tre borse di studio o assegni di ricerca e
45.000 Euro/anno per le spese del Laboratorio).

La seguente suddivisione tra le varie voci di spesa (esclusi gli strumenti inventariabili) é solo
indicativa (variabile nel dettaglio a seconda delle esigenze sperimentali emerse nel corso della
ricerca):

Biologia Molecolare/ SpeseAccessorie

Plastiche e reagenti di laboratorio 3.500,00
Puntali, provette 2.500,00
Reagenti per PCR, gel e purificazione del DNA 3.500,00
Reagenti per clonaggio in vivo 3.000,00
RNA e cDNA 3.500,00
Reagenti per Northern-blot 2.500,00
Reagenti per "Real-Time" PCR 2.500,00
Reagenti per colture cellulari e saggi ELISA dei folati 14.000,00
Hardware/software per analisi dati 3.000,00
Spese di pubblicazione dei risultati 4.000,00
Spese per missioni/collaborazioni [Partecipazioni a 3.000,00
congressi e riunioni di lavoro, organizzazione di

seminari]

Totale per un anno 45.000,00

Tutte le donazioni al Laboratorio di Genomica saranno utilizzate per:



1. Finanziare i giovani ricercatori (borsisti, studenti di dottorato, ricercatori post-dottorato
e contrattisti) che lavorano sul Progetto.

2. Acquistare materiali, reagenti, strumenti e servizi necessari al lavoro sperimentale e
sostenere alcune spese generali di ricerca (pubblicazioni, missioni ecc.).
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