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Il progetto di ricerca “Approcci molecolari per lo studio della trisomia 21” supportato da una
donazione della Signora Franca Troffei in memoria di Massimo Marchini sui fondi di ricerca
“Trisomia 21", sara proposto ad un giovane laureato per un periodo di 6 mesi.

1. Premessa

La sindrome di Down (SD) ¢ la piu frequente anomalia cromosomica dell’'uomo, con
frequenza di 1 su 400 concepiti e 1 su 700 nati vivi (Morris et al., 1999; Parker et al., 2010). Nel 1959
il Prof. Jérome Lejeune ha 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 degli individui con SD (Lejeune et al., 1959). I sintomi comprendono: una "facies"
caratteristica (rima palpebrale obliqua dall'alto verso il basso dall'esterno all'interno, radice appiattita
del naso, lingua grande in proporzione alla bocca, pieghe delle palme delle mani - dermatoglifi -
caratteristiche, ampio spazio tra il I e il II dito del piede); disabilita intellettiva, in realta di grado
molto variabile, che interessa il pensiero simbolico, con affettivitd e socialitd conservate;
malformazioni cardiache nel 30-40% dei casi; ipotonia muscolare; aumentato rischio di leucemia, in
particolare megacarioblastica (proliferazione anomala di cellule di tipo megacariocitario); disturbi
immunitari ed endocrini; invecchiamento biologico precoce, per alcuni aspetti simile a quello
osservato nel morbo di Alzheimer (Epstein, 1989; Gardiner et al., 2010; Hickey et al., 2012;
Letourneau and Antonarakis, 2012; Megarbane et al., 2009; Roizen and Patterson, 2003). I vari
sintomi sono attribuiti all'espressione alterata dei geni localizzati sul cromosoma 21 (Gardiner and
Costa, 2006; Korenberg, 2009; Patterson, 2009; Pritchard et al., 2008; Roper and Reeves, 2006; Sinet
et al.,, 1975). Sebbene la trisomia 21 sia la prima alterazione genetica dimostrata nell’'uomo, e sia
causa della forma piu frequente di disabilita intellettiva dovuta ad una anomalia cromosomica
dimostrabile al microscopio, i meccanismi molecolari della sindrome sono ancora ampiamente
sconosciuti e difficile ¢ individuare gli specifici geni del cromosoma 21 responsabili dei diversi
sintomi.

I1 filone di ricerca sulla trisomia 21 ¢ 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 sono ora proseguite dal gruppo da lei creato con i nuovi strumenti messi a disposizione dal
completamento del "Progetto Genoma Umano".

Il maggiore problema nella comprensione della patogenesi della SD rimane la possibilita di
correlare un fenotipo complesso con caratteristiche genetiche complesse: non solo, infatti, occorre
identificare e caratterizzare geni correlabili al fenotipo della SD e alla sua variabilita, ma anche
individuare meccanismi di interazione e di regolazione genica che potrebbero coinvolgere sia il
cromosoma 21, sia I’intero genoma. Questo approccio di studio integrato ¢ necessario per capire la
patogenesi della sindrome di Down ed ¢ un passaggio fondamentale per identificare nuove strategie
terapeutiche (Gardiner et al., 2010).

A questo proposito, abbiamo identificato sul cromosoma 21 umano una "regione critica
altamente ristretta per la sindrome di Down" (HR-DSCR, Highly restricted Down Syndrome Critical
Region), costituita da un segmento cromosomico sempre presente in tre copie nei bambini con
trisomia 21 parziale che manifestano la sindrome e mai presente in tre copie nei bambini con trisomia
21 parziale che non manifestano la sindrome di Down (Pelleri et al., 2016; Pelleri et al., 2019).

Recentemente, abbiamo anche identificato un profilo metabolomico caratteristico delle
persone con SD (Caracausi et al., 2018). Inoltre, seguendo l'ipotesi del Prof. Lejeune riguardo un
ruolo importante del ciclo dell'acido folico per la funzione intellettiva e di una sua compromissione



nelle patologie con disabilita intellettiva, abbiamo testato in vitro l'effetto della somministrazione di
alcuni intermedi metabolici di tale ciclo su fibroblasti del derma con trisomia 21 ed euploidi. Questo
studio ha evidenziando la presenza di profili analoghi di risposta fra cellule trisomiche e normali,
anche se le prime mostrano una ridotta attivita proliferativa (Vitale et al., 2019).

In considerazione dell'importanza dello studio del metabolismo dei folati e del ciclo dei
monocarboni nella SD (Antonaros et al., 2021a; Vione et al., 2022; Vitale et al., 2019), sara eseguito
uno studio di un modello di rete metabolica che tenga conto di tutti i dati pubblicati su folati e
sindrome di Down per evidenziare alterazioni specifiche del ciclo dei monocarboni. Inoltre, si
cercheranno correlazioni tra la HR-DSCR e ciclo dei monocarboni.

I1 ciclo dei monocarboni sara studiato anche nel sangue dei bambini con sindrome di Down e
nei soggetti normali di controllo nell'ambito del progetto di ricerca clinico-sperimentale gia in corso
(Comitato Etico AVEC n° 39/2013/U/Tess) in collaborazione con la Dott.ssa Chiara Locatelli,
IRCCS Azienda Ospedaliero-Universitaria di Bologna, Ospedale Policlinico Sant'Orsola, ed
eventualmente nei campioni biologici di bambini con sindrome di Down inseriti nella
sperimentazione clinica interventistica con metilfolato la cui domanda di autorizzazione ¢ in
preparazione.

2. Obiettivi
2.1 Caratterizzazione funzionale di nuovi geni del cromosoma 21 umano.
2.2 Studio del metabolismo dei monocarboni nella sindrome di Down.

2.3.  Costruzione di una banca dati che raccolga in maniera sistematica e categorizzata tutti i dati
clinici e molecolari dei bambini coinvolti nel progetto (n® 39/2013/U/Tess). I dati potranno essere
analizzati per cercare correlazioni significative attraverso metodi di statistica classica e approcci di
intelligenza artificiale.

3. Durata della ricerca
Si prevede di svolgere lo studio complessivo nell'arco di 6 mesi.
4. Piano di formazione

Nel corso dei 6 mesi di svolgimento del progetto, il borsista collaborera alle indagini di biologia e
genetica molecolare mirate a caratterizzare il ruolo della HR-DSCR nella trisomia 21 e in particolare
nel ciclo dei mono-carboni. Inoltre, collaborera alla raccolta e al trattamento di campioni di sangue
previsti dal progetto clinico-sperimentale in corso, ed eventualmente dal trial mirato allo studio
dell'effetto dei folati nei bambini con sindrome di Down attualmente in corso di stesura. I dati clinici
e molecolari verranno raccolti in una banca dati strutturata che potra essere utilizzata per analisi di
correlazione.

5. Descrizione del lavoro sperimentale
5.1 Colture cellulari

Mantenimento di cellule umane in coltura (fibroblasti umani e cellule staminali pluripotenti
indotte (iPSc) con trisomia 21) per la messa a punto della delezione della HR-DSCR mediante

CRISPR-Cas9.

5.2 Analisi ELISA



Sugli estratti cellulari delle colture sopra descritte sara eseguito uno studio ELISA o LC-
MS/MS dei principali metaboliti dell'acido folico. In particolare, il dosaggio riguardera i metaboliti
del ciclo dei monocarboni come acido tetraidrofolico (THF), 5-metil-THF, 5-formil-THF, S-adenosil-
metionina ed S-adenosil-omocisteina.

5.3 Raccolta e trattamento di campioni biologici

E prevista la raccolta ed il trattamento di campioni di sangue provenienti da bambini con
sindrome di Down nell'ambito del progetto clinico-sperimentale in corso, ed eventualmente ai fini del
trial mirato allo studio dell'effetto dei folati nei bambini con sindrome di Down attualmente in corso
di stesura.

5.4 Analisi ELISA
Il plasma ricavato dai campioni di sangue raccolti sara utilizzato per eseguire lo studio ELISA dei
principali metaboliti dell'acido folico.

5.5. Costruzione di una banca dati per la raccolta dei dati clinici e molecolari

I dati clinici e molecolari dei bambini coinvolti nello studio verranno raccolti in una banca dati che
potra essere utilizzata per effettuare analisi di correlazione attraverso metodi di statistica classica
(pacchetto SPSS Statistics, IBM, Version 25 for Mac OS X) e approcci di intelligenza artificiale
(soluzioni di Machine learning e metodi ibridi di Informed Machine Learning).

6. Curriculum vitae del responsabile scientifico - Prof.ssa Maria Caracausi

Il Responsabile scientifico del progetto ¢ Maria Caracausi, Professore Associato presso il
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie (DIBINEM) dell'Universita di Bologna.

Istruzione e Formazione

Abilitazione Scientifica Nazionale, Ministero dell'Istruzione, Universita e Ricerca (MIUR) al ruolo
di Professore Associato, settore BIO/13 (Biologia Applicata) (12 Settembre 2019 - 12 Settembre
2028).

Dottorato di ricerca (Gennaio 2013 - Dicembre 2015) in Scienze Farmacologiche, Tossicologiche,
dello Sviluppo e Movimento Umano, Universita di Bologna.

Abilitazione alla professione di Biologo Senior (Sezione A) presso I'Universita di Modena e Reggio
Emilia (Luglio 2015), ¢ Biologo Junior (Sezione B) presso I'Universita di Palermo (Luglio 2009).

Laurea Magistrale in Biotecnologie Molecolari e Industriali (Novembre 2009 - Marzo 2012)
presso 1'Universita di Bologna, con voto finale 110/110 e Lode.

Laurea in Biotecnologie (Settembre 2004 - Marzo 2009) presso 1'Universita di Palermo, con voto
finale 110/110 e Lode.

Diploma di maturita (Settembre 1999 - Luglio 2004) presso il Liceo Scientifico “G. P. Ballatore”
in Mazara del Vallo (TP), con voto finale 100/100.
Esperienza professionale

Professore Associato (Ottobre 2023 - ad oggi) presso il Dipartimento di Scienze Biomediche e
Neuromotorie (DIBINEM).



Ricercatore a tempo determinato di tipo b) (Ottobre 2020- Ottobre 2023) presso il Dipartimento
di Scienze Biomediche e Neuromotorie (DIBINEM).

Assegno di ricerca (Agosto 2019 - Settembre 2020) in " Genomica, trascrittomica e metabolomica
della sindrome di Down”.

EMBO visiting fellow at the University College of Cork, Ireland (Settembre 2017 - Dicembre
2017) per lo svolgimento del progetto "Highly restricted Down syndrome critical region (HR-DSCR)
editing by CRISPR/Cas9 system in trisomy 21 cell lines".

Assegno di ricerca (Marzo 2016 - Luglio 2019) in "Approcci integrati per l'identificazione di nuovi
bersagli terapeutici per la trisomia 21 (sindrome di Down)".

Assegno di ricerca (Febbraio 2015 - Febbraio 2016) in "Meccanismi Patogenetici molecolari nella
trisomia 21 (sindrome di Down)".

Dottorato di ricerca (Marzo 2013 - Dicembre 2015) in Scienze Farmacologiche, Tossicologiche,
dello Sviluppo e Movimento Umano (tutor: Porf. Pierluigi Strippoli), Unita di Istologia, Embriologia
e Biologia Applicata, Universita di Bologna.

Tirocinio post-laurea magistrale (Maggio 2012 - Novembre 2012) presso il Laboratorio di
Genomica (Responsabile: Prof. Pierluigi Strippoli) Unita di Istologia, Embriologia e Biologia
Applicata, DIMES, Universita di Bologna. Il

Tirocinio post-laurea triennale (Aprile 2009 - Settembre 2009) presso il Laboratorio di
Citogenetica Prenatale, U.O. Complessa di Ostetricia e Ginecologia, A.O. "Ospedali Riuniti Villa
Sofia-Cervello", Palermo (Responsabile Dott.ssa Salvatrice Lauricella).

Da Maggio 2012 a tutt'oggi collabora all'attivita scientifica del Laboratorio di Genomica, Sede
Operativa di Istologia, Embriologia e Biologia Applicata del DIBINEM, occupandosi in particolare
dell'analisi genomica e post-genomica del cromosoma 21 umano (individuazione di nuovi geni e loro
caratterizzazione tramite clonaggio e studio funzionale). Attualmente la sua attivita di ricerca consiste
nell’analisi degli aspetti genetici e biologici della disabilita intellettiva nell'eta evolutiva, quale quella
associata alla trisomia 21 (sindrome di Down), per far luce sui meccanismi biologici connessi e per
individuare bersagli biologici suscettibili di possibili applicazioni in terapia.

Pubblicazioni

36 pubblicazioni su riviste internazionali con peer-review e Impact Factor, di cui 7 come Primo
Autore (2 come Primo Autore Condiviso), 11 come Ultimo Autore ed 3 come Autore
Corrispondente.
https://www.unibo.it/sitoweb/maria.caracausi2/pubblicazioni

6.1 Gruppo di ricerca

L'Unita Operativa che coordina la ricerca opera nel Laboratorio di Genomica del Dipartimento di
Scienze Biomediche e Neuromotorie (Sede Operativa di Istologia, Embriologia e Biologia Applicata)
dell’Universita di Bologna.

In particolare si occupano attualmente di questo progetto:

Nome e cognome Laurea Ruolo



Pierluigi Strippoli Medicina e Chirurgia Professore associato

Maria Chiara Pelleri Biotecnologie Mediche Professore associato
Lorenza Vitale Medicina e Chirurgia Professore associato
Maria Caracausi Biotecnologie Mol. e Ind. ~ Professore associato
Allison Piovesan Biotecnologie Mol. e Ind.  Professore associato
Francesca Antonaros Biotecnologie Mediche RTD-a

Beatrice Vione Biotecnologie Mediche Assegnista di ricerca
Giuseppe Ramacieri Medicina e Chirurgia Specializzando
Francesca Catapano Genetic Counsellors Dottoranda

Michela Cicilloni Biologia della Salute Dottoranda

Il gruppo ha una documentata esperienza di ricerca in genetica molecolare, genomica e
biologia computazionale/bioinformatica. Il suo lavoro ¢ caratterizzato dalla convergenza di differenti
concetti ¢ metodi tipici di ciascuno di questi campi verso lo studio di uno specifico problema
biomedico. Il gruppo ha pubblicato in questi anni studi di genomica su riviste internazionali
descrivendo: l'ideazione e lo sviluppo di strumenti di bioinformatica originali capaci di processare
informazioni relative alla struttura e all'espressione dei geni e dei genomi (Lenzi et al., 2011; Piovesan
et al., 2015; Piovesan et al., 2013), con la possibilita di generare mappe di trascrizione tessuto-
specifiche (Antonaros et al., 2021b; Caracausi et al., 2017; Caracausi et al., 2016; Caracausi et al.,
2014; Pelleri et al., 2014; Vitale et al., 2017). Il gruppo di ricerca ha avviato uno studio sistematico
sulla sindrome di Down, integrando dati clinici, biochimici, genetici e bioinformatici, al fine di
identificare nuovi target terapeutici per la trisomia 21 (Antonaros et al., 2020; Antonaros et al., 2021a;
Antonaros et al., 2024; Caracausi et al., 2018; Caracausi et al., 2017; Caracausi et al., 2024; Pelleri et
al., 2018; Pelleri et al., 2016; Ramacieri et al., 2024; Vione et al., 2022; Vitale et al., 2019).

I Laboratori di Genomica e di Genetica cellulare e molecolare completamente attrezzati
necessari allo svolgimento dello studio sono disponibili presso il Dipartimento di Scienze Biomediche
e Neuromotorie (Sede Operativa di Istologia, Embriologia e Biologia Applicata).

6.2 Collaborazioni al Progetto

Dott.ssa Chiara Locatelli
Unita Operativa di Neonatologia, Policlinico S.Orsola-Malpighi, Universita di Bologna, Bologna,
Italia

Dott. Bassam Lajin
Institute of Chemistry, University of Graz, Graz, Austria

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

Dott.ssa Silvia Lanfranchi

Prof. Renzo Vianello

Dipartimento di Psicologia dello Sviluppo e della Socializzazione, Universita di Padova, Padova,
Italia
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Piano di attivita

Approcci molecolari per lo studio della trisomia 21

Nel corso del periodo di svolgimento del progetto, 1’assegnatario della borsa di studio dovra applicare
metodi di biologia molecolare e cellulare, di genomica, di biologia computazionale per svolgere
l'attivita di ricerca descritta al punto 5 del "Progetto di Ricerca".

11 borsista dovra collaborare alle indagini sperimentali sui campioni biologici e alla elaborazione dei
dati.

In particolare, nel corso dell'attivita saranno applicate competenze relative ai seguenti metodi di
biologia molecolare e computazionale:
- trattamento di campioni biologici (sangue, urine, colture cellulari umane, colture batteriche);
- estrazione ed analisi qualitativa e quantitativa di acidi nucleici;
- trascrizione inversa e reazione a catena della polimerasi (RT-PCR);
- progettazione avanzata dei primer di PCR;
- progettazione ed esecuzione di esperimenti di PCR;
- utilizzo delle banche dati e dei software di comune impiego in Genomica umana
("browser" genomici, allineamento di sequenze, predizione di sequenze geniche);
- utilizzo di software per 1’esecuzione di analisi statistiche (SPSS Statistics software, JMP Pro).



