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DNA-PROFILING E GENETICA FORENSE

DNA fingerprinting (profilo del DNA)
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E’ l’unico genotipo di ogni individuo (DNA-profile)

Metodi molecolari genetici….

�DNA-profiling distinguie un uomo da un altro

in modo univoco

Cos’è il DNA-PROFILING?
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Applicazione della genetica alle tracce umane e non
umane per la risoluzione di conflitti legali

(Jobling and Gill 2004; FSI Genetics 2007)

E cos’è la GENETICA FORENSE?
Genetica Forense (8 ore):

STRUTTURA E FUNZIONI DEL DNA
- Cenni di citologia
- Struttura del DNA, geni e DNA non codificante
-Mutazioni e polimorfismi del DNA in genetica forense (VNTR, STR, SNP), DNA fingerprinting-DNA profiling; 
CODIS
-polimorfismi del Cromosoma Y e del DNA mitocondriale (mtDNA)
-Database del DNA genetici a uso forense (nucleotidiche, aplotipiche e di DNA profiling)
GENETICA MOLECOLARE: METODI DI ANALISI DELLA VARIABILITÀ GENETICA A LIVELLO DEL DNA
- ricerca delle tracce biologiche (sangue, saliva, ecc.) tecniche e tecnologie del sopralluogo
I test per l’identificazione personale (emogenetica classica, diagnosi generica di specie, fonti ordinarie del DNA)
Tecniche per l’analisi dei polimorfismi
- PCR end-point
-Sequenziamento del DNA
-Real Time PCR (qPCR)
Analisi dei risultati:
- Assegnazione allelica e determinazione del genotipo e software utilizzati
-Interpretazione degli elettroferogrammi: Drop-in; Drop-out; Stutter bands
Statistica applicata alle indagini genetico-forensi:
Distribuzioni di frequenza; Test di significatività; Stima delle frequenze alleliche e genotipiche; Stima delle 
frequenze alleliche a loci codominanti (VNTR o STR); Stima delle frequenze genotipiche a sistemi multilocus
Identificazione; Probabilità di esclusione; Probabilità di match; Probabilità di identità;

1-PROGRAMMA DEL CORSO:
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DNA Barcoding (16 ore)
Sequenze barcode standard: la Citocromo ossidasi I (COI), 
il Citocromo b e il 16S;
Applicazioni nei settori: 
1) Epidemiologia e della salute pubblica; 
2) Difesa dei consumatori; 
3) Identificazione delle specie presenti nei cibi freschi o 

processati, per la tracciabilità nelle fasi di produzione, 
trasformazione, condizionamento e 
commercializzazione; 

4) Norme doganali; 
5) Monitoraggi ambientali.
6) Barcode of Life Data System (BOLD) sito che organizza 

tutte le sequenze degli esseri viventi 
(www.boldsystems.org).

2-PROGRAMMA DEL CORSO:
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Consultazione banche dati DNA: database genetici a uso forense (nucleotidiche, aplotipiche, 
profili genetici; il CODIS,
Software utilizzati nella genetica forense applicata; BOLD (Barcode of Life Data Systems) 
Analisi citologiche (microscopio) identificazione del gruppo sanguigno umano (ABO e Rh); 
analisi microscopica e riconoscimento di peli-capelli
Indagini di genetica forense umana:
Estrazione del DNA da cellule boccali umane (residuo da bottiglia di plastica) e da mozzicone 
sigaretta; Estrazione del DNA da macchie di sangue
Indagini analitiche degli alimenti:
Estrazione del DNA vegetali 
Estrazione del DNA da carne animale 
Estrazione del DNA da pesce 
Quantificazione DNA (NanoDrop)
PCR qualitativa o End Point; nested PCR, multiplex PCR (STRs)
Visualizzazione dei risultati e determinazione del genotipo
PCR quantitativa o Real Time PCR (qPCR) per l’identificazione e quantificazione di specie e/o 
contaminazione presenti negli alimenti.

Laboratorio (24 ore-2 CFU)
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Domande: 5 aperte (4 programma teorico + 1 sulla parte sperimentale)

Durata: 90 min (=1h e 30 min) (18 min per domanda)

Le risposte verranno giudicate in base al contenuto sia al linguaggio scientifico
appropriato. Verrà valutata l’attività di laboratorio in base all’impegno e
all’applicazione

Punteggio: max 6 punti per ogni domanda.

Esito: in trentesimi e la prova si ritiene superata con una votazione di almeno
18/30 della prova scritta.

Informazioni: ww.unife.it/sveb/lm.biomolecolari/insegnamenti/dna-profiling-e-
genetica-forense

ESAME: prova scritta (capacità raggiunte teoriche-pratiche)
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-Introduzione alla genetica forense: Indagini di identificazione
personale e di paternità. Adriano Tagliabracci- Springer

-slides delle lezioni teoriche
-schede delle esercitazioni
-articoli

Testi di riferimento
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DNA-PROFILING e GENETICA FORENSE: applicazioni-1
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Tutela ambiente: 

1. Identificare e proteggere le specie vegetali (es.           ) o animali ( )

2. i batteri e altri microrganismi che possono inquinare l’aria, l’acqua, il suolo

1975 CITES (Convention on International Trade of Endangered Species),

ovvero la convenzione sul commercio internazionale delle specie minacciate di estinzione

1980: ITALIA +178 STATI

DNA-PROFILING e GENETICA FORENSE: applicazioni-2
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Conservation of Biodiversity

Salute: organi dei donatori per i trapianti

DNA-PROFILING e GENETICA FORENSE: applicazioni-3

12
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Salvaguardia contro le frodi alimentari

1. Identificare le varietà di origine alimentare; i batteri e altri microrganismi (es.
Funghi) che possono inquinare i cibi

2. Determinare il pedigree di semi o di capi di bestiame

3. Autenticare materiali di consumo (es. caviale, vino)

DNA-PROFILING e GENETICA FORENSE: applicazioni-4

13 14

1-FRODI COMMERCIALI

• Favoriscono illeciti profitti a danno del consumatore

2-FRODI SANITARIE
• Hanno la probabilità o certezza di procurare un
danno anche grave, alla salute dei cittadini

15 16

Storia dei metodi di identificazione
UTILIZZATIQUANDO? METODI DI IDENTIFICAZIONE GRADODI PRECISIONE

1800 Misura dell’altezza
(Quételet’s method) 1 in 4

Confronto tra peli
pubici 1 in 800

fine del 1800-inizi del 1900 Confronto tra capelli 1 in 4500

fine del 1800-inizi del 1900
Antropometrico

1 in 268 milioni
(Bertillon’s method)

Odontoiatria Forense
Teeth bite marks 1 in 2.5 miliardi

Evidenze nel primo Egitto –
documentato per uso

forense dal 1800 al 1900

Dattilografia
(impronte digitali) ? 

fine del 1900 DNA Fingerprinting 1 in 2 x 1022

fine del 1900-inizi del 2000 Ricoscimento facciale ?

AFIS è l'acronimo di Automated Fingerprint Identification System
Sistema Automatizzato di Identificazione delle Impronte

Quetelet: creatore della formula BMI 

USA: primo studio sul software
che identifica le persone da
una foto.

Serve per catturare criminali,
ma a oggi non ci sono regole e
limiti
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Identificazione personale: il metodo di Bertillon (1853-1914)

Primo metodo scientifico di segnalamento: i criminali venivano rilevati con di 11
misure del loro corpo (apertura delle braccia, statura, circonferenza del capo,
eccetera).

Segnalazione antropologica completata da una minuziosa segnalazione
descrittiva (portrait parlé= il ritratto parlato) ~identikit e della foto segnaletica +
fotografie di diverse parti del corpo (naso, orecchio, eccetera) dei criminali.18
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Combined DNA Indexing System

SCENA DEL CRIMINE
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ABBIAMO UN SOSPETTATO: È stato commesso un crimine e c’è una traccia di
DNA; indagini condotte con metodi tradizionali portano a sospettare
pesantemente di una certa persona;
questa viene arrestata e viene fatto l’esame del DNA (per tutti i loci inseriti nel
CODIS);

il profilo del DNA corrisponde (perfect MATCH)� sospettato viene incriminato.

NON ABBIAMO UN SOSPETTATO: ‘cold hit’ (colpo a freddo): è stato commesso
un crimine e c’è una traccia di DNA.
Non c’è alcun sospettato; viene setacciato un grande database del DNA
(CODIS) e si trova una e una sola persona che è positivo al test del DNA�
la persona in questione viene arrestata e incriminata (DATABASE MATCH
PROBABILITY-DMP).
Qualcuno, che al giorno prima non era neppure indagato, viene arrestato e
incriminato, in base alla ricerca in un database, pertanto costui viene ‘colpito a
freddo’.

21

Repertazione….
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GRUPPO DELLA SCIENTIFICA

MEDICO 
forense/
patologo

FOTOGRAFO
CRIMINOLOGO

SCIENZIATO 
FORENSE

23

Medico forense/patologo

Riscontra l’ora della morte

Contribuisce a determinare la 
causa delle morte: 

-naturale
-incidentale
-omicidio
-suicidio

24
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Morte del corpo e degradazione del DNA
http://uk.businessinsider.com/what-happens-to-your-body-after-you-die-2016-5?r=US&IR=T

°T, I LIVELLI DI O2 E L'ATTIVITÀ MICROBICA� Rottura di membrane così gli enzimi lisosomiali rilasciati e
degradazione del DNA casuale. Indipendentemente dalla modalità di cellula la morte, il DNA è
suddiviso in piccole lunghezze dagli enzimi endogeni generando campioni degradati per l'analisi
genetica a valle.

Il sangue cessa di ossigenare i tessuti con O2 e dare nutrimento

�calo di ATP dentro la cellula (alla fine rigor mortis)

� dsDNA si frammenta in pezzi più piccoli (<300 bp):

� amplificazione con PCR difficile, con parziale o nessun DNA profiling.

Processi di morte una cellula subirà (apoptosi o necrosi):

1) Apoptosi: morte cellulare programmata caratterizzata dalla perdita della membrana plasmatica,
condensazione del citoplasma ed estesa frammentazione del DNA (180 bp) per azione di
endonucleasi endogene;

2) Necrosi: collasso metabolico passivo con aumento del volume delle cellule, organelli e la
condensazione della cromatina. 25 26

27 28

Entomologia forense

Entomologia forense

29

Insects and their life cycles and behaviors to give them clues about a
crime.
Most insects used in investigations are in two major orders:

1 – Flies (Diptera) 
2 – Beetles (Coleoptera)

Ditteri

Coleotteri

Entomologia forense: fauna cadaverica

30
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alcuni Ditteri

Informational Source: http://naturalsciences.org/files/documents/csi_tg_overview.doc
Images: Top Left - http://www.scienceinschool.org/repository/images/issue2forensic3_large.jpg, Middle-Left: http://forensicfact.files.wordpress.com/2008/04/blowfly053.jpg,  
Top Right - http://users.usachoice.net/~swb/forensics/P1.jpg, Bottom - http://www.deathonline.net/decomposition/corpse_fauna/flies/index.htm

Flesh Fly
(Sarcophagidae) 

Striped thorax

Blow & Greenbottle Flies
(Calliphoridae)

Metallic thorax and abdomen

House Fly
(Muscidae)

Cheese Skipper 
(Piophilidae)

Early Stage 
Decomposition

Late Stage 
Decomposition

Life Cycle of a 
Calliphoridae Fly

31

alcuni Coleotteri

Carrion Beetles(Silphidae)
Adults & larvae feed on fly larvae

Early to Late Stage Decomposition

Late Stage Decomposition

Rove Beetles 
(Staphylinidae)

Predator of fly eggs

Early Stage Decomposition

Hide Beetles 
(Scarabidae)

Usually the last to arrive

Clown Beetles 
(Histeridae)

Predator of fly eggs

Ham & Checkered Beetles 
(Cleridae)

Predator of flies & beetles; 
also feed on dead tissue Skin Beetles (Dermestidae)

Feed on dried skin & tissues
32

33

°C=F-32/1,8
Repertazione….

34

Principio dello Scambio o teoria di Locard (1877-1966) 

Quando una persona, nell'ambito di un crimine, entra in contatto con un oggetto
o un'altra persona, lascia sempre delle tracce sull’oggetto (o persona), e l’oggetto
(o persona) lascia sempre delle tracce sull’autore del crimine.

Su questo principio si basa ancora oggi l’Analisi della Scena del Crimine.

35

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLA LOCALITÀ (APERTA E CHIUSA)

36
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METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : LOCALITÀ APERTA

• rilevare le vie d’accesso,

• lo stato del terreno (solido, fangoso),

• le condizioni di visibilità,

• la temperatura e l’umidità ambientali (per la loro influenza sui fenomeni cadaverici),

• la presenza di siepi, mura o palizzate, l’esistenza di corsi o di pozzi d’acqua (dove si può
trovare il cadavere o l’arma del delitto).

Il delitto di via
Poma (assassinio di
Simonetta Cesaroni) 7
agosto 1990 nel palazzo di
via Carlo Poma n° 2
a Roma, è tuttora irrisolto

37

The Three Main Tiers of a Crime scene.
Diagramed is a theoretical crime scene in which a murder was committed. Room 1 (red) is where
the crime took place. The living room, kitchen, and dining room (Yellow) are the second tier
designated for official personnel briefing and break space. The third tier (green) is the outside
area, to restrict non-investigative persons from the scene

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELGLI AMBIENTI CHIUSI

38

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DEGLI AMBIENTI CHIUSI

a) accessi,

b) stanze adiacenti,

c) Porte e finestre,

d) il tipo di riscaldamento (per stabilire eventuali
intossicazioni da monossido di carbonio),

e) lo stato dei pavimenti e delle pareti,

f) gli oggetti presenti,

g) l’ordine o il disordine,

h) le varie tracce e in particolare quelle nei servizi
igienici e nei lavandini.

39

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME dei veicoli semoventi

a) esaminate la posizione delle vittime,

b) le tracce lasciate dagli pneumatici in frenata,

c) la perdita di olio o di carburante,

d) i segni dovuti all’impatto dei veicoli contro paracarri, muri o alberi,

e) i frammenti di cristallo,

f) i resti di vernice,

g) il disegno del battistrada,

h) i frustoli di pelle e di grasso sottocutaneo,

i) i ciuffi di peli e il sangue trovati sul veicolo.
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METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLA LOCALITÀ 

Vanno sempre ricercati segni di lotta ,

a) che si possono desumere dal calpestamento del terreno,

b) dagli arbusti spezzati,

c) dal disordine degli ambienti;

d) segni di scasso sulle porte e sulle finestre;

e) segni di trascinamento del cadavere in base alle tracce

sul terreno;

f) segni di gas tossici;

g) segni di intossicazioni o avvelenamenti;

h) segni di proiettili su pareti, tronchi, foglie,

i) reperti di bossoli e cartucce.

41

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLE IMPRONTE

lasciate da: uomo, animali, veicoli o/e oggetti vari nella località ispezionata. Si possono

trovare sul cadavere o sui suoi vestiti, sul terreno, sul pavimento, sulle pareti, sui mobili,

sulle porte ecc.

AFIS=Automated Fingerprint
Identification System, cioè il
"Sistema Automatizzato di
Identificazione delle Impronte"

42
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METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLE IMPRONTE

1. compressione su materiali cedevoli (sabbia, fango, neve, sterco);

2. asportazione quando si toccano oggetti polverosi, verniciati di fresco o untuosi;

3. apposizione quando si imbrattano oggetti o superfici con le mani bagnate di sudore

o sporche di sangue

43

.

a) si formano su qualsiasi oggetto

b) caratteri normali (diametri, lunghezza e larghezza delle dita) e patologici (es. amputazioni
di dita o di falangi)

c) nudi che calzati (orme), le tracce dei piedi permettono di risalire all’età e alla statura della
persona, al suo modo di camminare o di correre, ad anomalie congenite o acquisite.

d) lasciano orme (es. calco con materiali adatti-gesso)

e): sulla cute o sugli alimenti consistenti (pane, burro e frutta) e si rilevano mediante un 
calco o rilievi fotografici. Anomalie dentarie (es. righe d’incisione per le scanalature dei denti e i 
segni di protesi). 

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLE IMPRONTE

44

RICOSTRUZIONE DELL’EVENTO CRIMINALE DALL’ANALISI DELLE TRACCE

45

Repertazione…e sopralluogo…

46

Repertazione e sopralluogo

47

Repertazione e sopralluogo

48
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Custodia delle tracce biologiche

50

LA CATENA DI CUSTODIA

analisi

campioni residui

 Istituto  di  Medicina  Lega le dell' Universit deg li Studi di  Milano

Labora torio  d i Emato log ia  e Genetica  fo rense
Via  L. Mang iaga lli, 37   20133 Milano

tel.: 02 .5835-5699 Π5703 Π5717    fax : 02 .5835-5724

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

SCHEDA DI REGISTRAZIONE REPERTI

n . p ro g ressiv o  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
ESTER N I

C o g no me / N o me _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
d ata arr iv o  / rep ertazio n e _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
p ro v en ien za _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
tip o  d i p lico  (p lastica, carta, ecc.)  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
co n seg n ato  d a _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

v erb ale d i co n seg n a   r  si (v . alleg ato )          r  no

sig illato  r     ap erto  r     ch iu so  co n  p u n ti metallici r     sig illo  n o n  in teg ro  r

r imo zio n e sig illi/p u n ti metallici r  si r  n o  _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _

descrizio ne repert i
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

altr i rep erti co n serv ati altro v e   r  si   r  n o    d ov e _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _

sig illo  ap p o sto  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    N . _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

fr ig o  -8 0΅C r       -2 0̈́ C r         +4̈́ C r
co llo cazio n e _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

trasporto

51 52

53

Sources of Biological Evidence

•Blood
•Semen
•Saliva
•Urine/feces
•Hair
•Teeth
•Bone
•Tissue

54
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55

Touch DNA

56

57

1) SANGUE � vittima o aggressore?

2) SPERMA �violenza o atti sessuali?

3) VOMITO �avvelenamento?

4) LIQUIDI CORROSIVI � suicidio con caustici?

5) UNTO, VERNICE, CARBONE, FARINA ecc. �professione dei protagonisti?

6) POLVERE, FANGO sul cadavere o sui suoi vestiti �trascinamento o un
rotolamento?

7) ALTRI LIQUIDI ORGANICI (feci, urine, fluido vaginale, colostro, saliva, liquido
amniotico ecc.) � assumono importanza varia nei singoli casi

METODOLOGIA OPERATIVA NELLE INDAGINI FORENSI : ESAME DELLE MACCHIE

QUANTITA’, TIPO, STATO, ETA’ DELLA TRACCIA, e dal livello tecnologico del laboratorio

58

59

tuttavia il test del DNA:

• Non può dire QUANDO la traccia è stata deposta

• Non può dire in QUALI CIRCOSTANZE e come la traccia è stata deposta
(MODALITÀ)

• Spiegare quale in 1 Traccia “MISTA” SIA STATA DEPOSTA per prima

• Spiegare come in 1 Traccia “MISTA” LA COMPONENTE MINORE sembra
“SPARIRE”

60
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Forensic Databases

• IAFIS: Integrated Automated Fingerprint Identification System, a national
fingerprint and criminal history system maintained by the FBI.

• CODIS: Combined DNA Index System, enables federal, state, and local crime
laboratories to electronically exchange and compare DNA profiles.

• NIBIN: National Integrated Ballistics Information Network allows firearm
analysts to acquire, digitize, and compare markings made by a firearm on
bullets and cartridge casings.

• PDQ: International Forensic Automotive Paint Data, query database contains
chemical and color information pertaining to original automotive paints.

• SICAR: shoeprint image capture and retrieval, is a shoeprint database.

61 62

DIAGNOSI DI GENERE: osservazione

1. CON GLI OCCHI (VISIVA)

2. CON LUCE FORENSE (FISICA)

3. CON LUMINOL (CHIMICA)

4. COL MICROSCOPIO 

63

DIAGNOSI DI GENERE: osservazione visiva

64

DIAGNOSI DI GENERE: osservazione fisica (luce forense)

http://wiki.ibolli.it/wiki/in
dex.php?title=Utilizzo_pra
tico_della_fluorescenza

65

DIAGNOSI DI GENERE: osservazione chimica (luminol)

66
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67

DIAGNOSI DI GENERE: osservazione microscopica

SALIVA O LIQUIDO SEMINALE?

68

DIAGNOSI DI SPECIE

METODI:

1. MORFOLOGICI (microscopio)

69

Different types of microscopes

0.1 nm

10 nm

1 nm

Ribosomes

Proteins

Lipids

Small molecules

Atoms

100 µm

10 µ m

1 µ m

100 nm

Most plant 
and Animal  
cells

Smallest bacteria

Viruses

Nucleus
Most bacteria
Mitochondrion
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1 m

10 m

0.1 m

1 cm

1 mm

Length of some
nerve and 
muscle cells

Chicken egg

Frog egg

Human height

Measurements
1 centimeter (cm) = 10−2 meter (m) = 0.4 inch
1 millimeter (mm) = 10–3 m
1 micrometer (µm) = 10–3 mm = 10–6 m
1 nanometer (nm) = 10–3 mm = 10–9 m

• Light microscopes (LM.s)
– Pass visible light through a 
specimen

– Magnify cellular structures with 
lenses

• Electron microscopes (EM.s)
– Focus a beam of electrons through 
a specimen (TEM) or onto its 
surface (SEM)

Calvin Goddard 
(1891 – 1955)

Used a comparison microscope to
determine if a bullet was fired from
a specific gun

70

71

Phenom SEM image of corn pollen

DIAGNOSI DI SPECIE

72
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DIAGNOSI DI SPECIE

http://www.microlabgallery.com/hair.aspx
73

https://www.youtube.com/watch?v=lImuVTu93lU

Hair Structure

http://library.thinkquest.org/04oct/00206/lesson.htm#t_hair

Cuticle – outer coating composed of overlapping 
scales

Cortex – protein-rich structure
around the medulla that contains
pigment

Medulla – central core
(may be absent)

74

Follicolo pilifero: è la sede di crescita attiva del capello e
contiene DNA

Minerarogramma: individua le malattie alimentari spesso
nascoste. Gli studiosi hanno poi analizzato la concentrazione di
azoto e carbonio dei capelli, parametri che riflettono la dieta
praticata. Il test si è così rivelato efficace nell’80% dei casi.

Neuron Activation analysis (NAA) metodo di analisi che
determina la composizione di un elemento nel campione pilifero

75 76

77

Tratti fenotipici di capelli umani 
(elenco non comprensivi di tutte le caratteristiche)

78
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Toxins in Hair

Hair is capable of recording medium to long-term or high dosage
substance abuse.

Chemicals in the bloodstream may be transferred to the growing hair
and stored in the follicle, providing a rough timeline of drug intake
events.

Head hair grows at rate of approximately 1 to 1.5 cm a month, and so
cross sections from different sections of the follicle can give estimates
as to when a substance was ingested.

Napoleon Bonaparte (1769-1821), Emperor of France 1804-1814

Did the British poison him in 
prison?

Se i capelli sono stati strappati con forza
da una vittima, l'intero follicolo pilifero può
essere presente

Se ciò si verifica, sangue e tessuti allegata
al follicolo possono essere analizzati (es.
proteine del sangue) e analisi del DNA
possono essere eseguite anche su cellule
da capelli con follicolo.

81

Sperm ID

• Confirm the presence of semen by microscopically identifying sperm
cells

• Most common staining method is stain called Christmas Tree Stain
(Prepared or commercially supplied)

Dog

82

DIAGNOSI DI SPECIE

METODI:

1. MORFOLOGICI (microscopio)

2. IMMUNOCHIMICI (Elisa)

83

Interazione antigene-anticorpo

Sistema chiave (Ab)-serratura (Ag)
IMMUNOCOMPLESSO: unione che si instaura tra un Ag + corrispondente Ab
(legami di natura non covalente) che agiscono tra i determinanti dell’Ag e
dell’Ab. Determina una serie di eventi effettori finalizzati alla definitiva
distruzione o neutralizzazione dell’Ag.

Quando, per una determinata concentrazione di Ag,

[Ag-Ab] = [Ab]

cioè i siti antigenici dell’Ab, sono saturati per ½ con l’Ag, � il valore del reciproco della concentrazione
dell’Ag libero sarà uguale alla costante di affinità:

K = 1/[Ag].

K =Costante di associazione

84
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Affinità: forza dell’interazione antigene-anticorpo (o aptene-anticorpo) misurata dalla
costante di equilibrio della reazione di associazione

Reazione antigene-anticorpo: reazione dinamica e reversibile tra un anticorpo e un antigene
per dare origine al complesso antigene-anticorpo. E’ caratterizzata da una costante di
equilibrio definita.

Immunogeno: sostanza antigenica (antigene, coniugato aptene-proteina) che in contatto con
un ospite immunocompetente è capace di stimolare la produzione di anticorpi specifici.

Sito legante anticorpale (paratopo) : regione della molecola anticorpale capace di
combinarsi con il corrispondente determinante antigenico.

Determinante antigenico (epitopo) : elemento strutturale della molecola antigenica
riconosciuto dall’anticorpo e capace di combinarsi con il corrispondente sito legante
anticorpale.

Marcatore: sostanza (radioisotopo, enzima, fuoroforo ecc) che introdotta nella struttura di
un reagente (antigene, aptene, anticorpo) ne consente la rivelazione

85 86

Saggio ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

87

Saggio ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

88
http://laboratoryinfo.com/elisa/

Tutte le applicazioni passano per la

a) Identificare nell’individuo
modelli unici nel suo DNA

b) Confronto con un DNA di
un campione di
riferimento

89 90
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Siamo tutti (quasi) unici

La maggior parte del DNA è altamente conservato da una persona 
all’altra (circa il 99,9 % del DNA tra due esseri umani è uguale)

Solo una piccola quantità (0.1%) è molto variabile

E I GEMELLI IDENTICI ?  (1/3 MZ)

1/3 MZ (identici, monozigoti):

1 cellula uovo è fecondata da 1 spermatozoo->

�zigote si divide in 2 � 2 embrioni separati

91

2/3 sono gemelli DIZIGOTI (DZ) (ETEROZIGOTI) che 
nascono quando la donna rilascia più di 1 ovulo (es. 
2 ovuli dalla stessa ovaia o 1 per ovaia)�

I DZ stesso sesso oppure no e potranno assomigliarsi
come due normali fratelli.

�ognuno di essi viene fecondato da 1
spermatozoo� �2 feti geneticamente diversi,
ognuno con la propria placenta.

92

Gemelli identici il DNA non è mai
praticamente identico.

�fattori epigenetici (ambiente, abitudini,
emozioni)

HRMA 
(High Resolution Melt Curve Analysis)

Si fonda sul riscaldamento del dsDNA al fine di
romperne i legami a idrogeno raggiungendo la TM.
La TM varia a seconda della quantità di legami
presenti.

Siamo tutti (quasi) unici

93

Se una sequenza di DNA di un gemello è più metilata dell'altra, avrà una temperatura di
melting più alta.

LIMITI HRMA: la metilazione NON subisce grosse variazioni nei gemelli giovani o in quelli
cresciuti in contesti o con stili di vita simili.

Inoltre i laboratori, per effettuare il test, hanno bisogno di una elevata quantità di campioni
che non sempre sono presenti sulla scena del crimine.

94

Double-Stranded DNA

95

HEATING

Double-Stranded DNA

96
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HEATING

Double-Stranded DNA

Single-Stranded DNA

5’

3’

3’

5’

97

HEATING

Double-Stranded DNA

Single-Stranded DNA

5’

3’

3’

5’

COOLING

98

Tm = 4 (G + C) + 2(A + T) ºC

5’-ACGTGTGTCAGCTGTAGTCG-3’

=4 x C
=7 x G

=3 x A
=6 x T

= 11

= 9

Tm = 4(11) + 2(9)

Tm = 62ºC

Calculating Melting Temperature (Tm)

�metilazione del DNA (modificazione code istoniche e RNA non codificanti)
Lo stato di metilazione di un gene influenza la sua espressione
Comunemente, la presenza di metilazione sui promotori genici è associata al loro silenziamento.

99

Factors Affecting Tm

• G-C content of sample

• Presence of intercalating agents (anything that disrupts 
H-bonds or base stacking)

• Salt concentration

• pH 

• Length

Siamo tutti (quasi) unici
• Queste differenze individuali �confronto (tracciabilità genetica individuale).

• I Minisatelliti (VNTR) sono brevi sequenze (10-60 pb) di DNA ripetitivo che mostrano una
maggiore variazione da una persona all'altra rispetto ad altre parti del genoma.

• Il primo minisatellite è stato scoperto nel 1980.

• I minisatelliti sono MARCATORI MOLECOLARI POLIMORFI

101

POLIMORFISMO: Presenza di varianti alleliche per un
dato gene: un locus genico viene definito polimorfico
se di esso si conoscono almeno 2 forme alleliche, di
cui la più rara ha una frequenza di almeno l’1%
(polimorfismo fenotipico, proteico, genetico,
cromosomico, molecolare)

MARCATORE GENETICO: Locus genico che identifica in
modo univoco una regione cromosomica

MARCATORE MOLECOLARE: Differenze evidenziabili a
livello di DNA: è un frammento di DNA, (locus) rilevabile
con sonde o inneschi specifici (PCR)

I MARCATORI SONO UNIVERSALI;

EREDITABILE (MENDELIANO)
102

I marcatori….
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Per avere una utilità pratica un marcatore deve essere polimorfico

103

Il marcatore ideale…

1. Avere eredità mendeliana

2. Codominante

3. Polimorfico

4. Facile da monitorare

5. Non influenzato dall’ambiente

6. Neutrale

7. Stabile

8. Numeroso

9. Presente in qualsiasi tessuto

10. Indipendente da sesso ed età

11. Analisi automatizzabile 104

1. Eredità mendeliana

105

1. Eredità mendeliana
2. Codominanza

106

L'allergia ai gatti è data da
una proteina chiamata Fel
D1 che viene prodotta in
parte dalle ghiandole
sebacee del gatto e in parte
si trova nella saliva.

1. Eredità mendeliana

Mike

Ju
dy

2. Codominanza

107

Polymorphism

-Parent 1 : one band (731 bp)

-Parent 2 : one band (416 bp)

-Offspring 3 : heterozygote = both bands

-Offsprings 2 and 1: homozygote parent 1 or 2

Polymorphism

Parent 1 : one band

-Parent 2 : no band

-Offspring 1 : homozygote parent 1

-Offspring 2 : ????

Co-dominant marker

P 2

Gel configuration

P 1 O 1 O 2

Dominant marker

2. Codominanza

P1 P2   O2 O1   O2 O3

P 2

108
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E’ comunque necessario utilizzare marcatori esaminabili
su un tessuto facilmente prelevabile e che possono
essere studiati con una tecnica semplice e a basso costo

Al di là dell’utilità pratica di un polimorfismo è bene sottolineare

che molti di essi hanno un SIGNIFICATO BIOLOGICO

109

SVILUPPO DEI MARCATORI GENETICI NELL’UOMO

Tipo di marcatore n° loci Caratteristiche forensi

Gruppi sanguigni ≈ 20 necessità di sangue fresco, talora dominanza
1910-1960

Varianti proteiche ≈ 30 necessità di sangue fresco, saggi specialistici,
1960-1975 polimorfismo limitato (spesso solo 2 alleli)

RFLP 
1975- >105 2 alleli; poco informativi; necessità di grande 

quantità di DNA, procedimento lungo e costoso

VNTR (minisatelliti) >104 molti alleli, altamente informativi, limitati alle
1985- regioni telomeriche

STR (microsatelliti) >105 molti alleli, altamente informativi e distribuiti in 
1989- tutto il genoma

SNP >106 meno informativi degli STR ma se ne possono 
esaminare contemporaneamente migliaia

110

TIPO DI MUTAZIONE TASSO DI MUTAZIONE

SNP∗ 10-8 (>2%)

Inserzioni e delezioni (indel) evento raro
(da puntiformi a varie Kb)

Microsatelliti (2-9 bp) 10-3-10-4

Minisatelliti (10-100 bp) 10-2-10-3

∗uniformemente distribuite in tutto il genoma, con una densità leggermente superiore nelle
regioni non codificanti (se ne conoscono vari milioni).

Tasso di mutazione

� 1 gamete su 10-6 porta una mutazione a un determinato locus

�nel genoma umano ci sono c.a. 20.000 geni

�In totale i gameti portatori di mutazione a un qualsiasi locus codificante saranno
20.000 x 10-6 = 2 %

111

Qualche PARAMETRO QUANTITATIVO che descrive la variabilità genetica di un polimorfismo sono:

1) grado di eterozigosità H: ETEROZIGOTI (2pq) di una popolazione� nel caso di 2 alleli ha un valore max
= 0.5 (p = q = 0.5). Misura la variabilità ENTRO la popolazione considerata

2) Proporzione di loci polimorfici (P)=N° loci polimorfici/n° tot. loci campionati.
Se 3 loci su 10 sono polimorfici e 7 sono monomorfici, allora P= 3/10 = 0.3. 

3) Diversità allelica (A)= N° medio di alleli per locus. 
Se il numero di alleli per 5 loci è 2, 3, 2, 1, allora A= (2+3+2+1)/5 = 1.6

4) PIC = (Polymorphism Information Content) si riferisce alla capacità del marcatore di rivelare il
polimorfismo e dipende dal numero di alleli (informatività) e dalla distribuzione della loro frequenza

PIC= 1 − Σ(frequenze alleliche) 

� esprime la probabilità che un individuo sia eterozigote per 2 alleli ad un locus. 
� Tanto più >>PIC � tanto + il marcatore molecolare è abile nell’esprimere il polimorfismo dell’allele, in 

quel dato locus 

112

113 114

DNA RIPETITIVO
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115

DNA RIPETUTO IN TANDEM O DNA SATELLITE

116

DNA RIPETUTO IN TANDEM O DNA SATELLITE

117

Origine del DNA ripetuto in tandem

118

DNA RIPETUTO DISPERSO NEL GENOMA

119 120
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Minisatelliti o VNTRs: brevi sequenze (9-40 bp) di DNA
vengono ripetute una di seguito all’altra (in Tandem)
numerose volte

A ogni locus, il n° di ripetizioni (repeats o core) =allelli
è altamente variabile nei diversi individui

� DNA fingerprinting

DNA ripetitivo: Minisatelliti
1984

Jeffreys e collaboratori 

121

Minisatelliti e ALLELI CODOMINANTI

Eredità mendeliana; 
Codominanti: a ciascun locus: se gli alleli sono uguali è
omozigote, se differenti sarà eterozigote

122

Come è stato prodotto il primo DNA fingerprinting
1. Estrazione del DNA

2. enzimi di restrizione

3. �migliaia di pezzi di DNA con una varietà di
lunghezze differenti (bp) �separati secondo
dimensioni (gel elettroforesi)

I pezzi di DNA più corti si spostano attraverso il gel più
facilmente ed è quindi più veloce;

più difficile per i pezzi di DNA più lunghi di muoversi
attraverso il gel e migrano più lentamente.

�quando la corrente elettrica viene spenta, i frammenti
di DNA vengono stati separati in ordine di grandezza
(RFLP) e le molecole più piccole di DNA saranno più
lontano dall’origine.

4. RFLP blotting� DNA fingerprinting

123

Minisatelliti e DNA fingerprinting

CORE: unità ripetuta (=repeat)

Numero di Repeats =nome dell’allele 

Eredità mendeliana; 
Codominanti: a ciascun locus: se gli alleli sono uguali è
omozigote, se differenti sarà eterozigote

124

DNA fingerprinting Multilocus RFLP-VNTR

125 da Brooker, Genetica, ed. Zanichelli 

Southern Blot Animation

126
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Pertanto con DNA fingerprinting….
….è una tecnica che rileva simultaneamente molti minisatelliti nel genoma
per produrre un modello unico di un individuo.

• Questa è un’impronta digitale del DNA.

• La probabilità di avere due persone con la stessa impronta DNA è molto
piccola.

• Proprio come l'impronta digitale reale, l'impronta digitale del DNA è
qualcosa con cui si nasce, è solo te.

127

DNA 
Fingerprinting 
Animation

128

DNA fingerprinting Multilocus RFLP-VNTR

129 130

DNA fingerprinting Multilocus RFLP-VNTR

Applications: Paternity Testing

Si possono utilizzare cellule fetali
1) prelievo di villi coriali (PVC o

villocentesi) (10-13 sett.) e
comporta un prelievo di cellule
della placenta

2) prelievo di cellule fetali dal liquido
amniotico (PCA o amniocentesi)
(15-18 sett.)

Per eseguire il test sono necessari anche i prelievi di
sangue/tamponi buccali della madre e del padre presunto. 131

Applications: Paternity Testing

132
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1986. Negli Stati Uniti viene ammessa per la
prima volta in tribunale un’analisi con RFLP,
in un caso di stupro (Stato della Florida
contro Tommy Lee Andrews).

Applications: sexual assault case 

133

1987

L’analisi del DNA a fini forensi subisce una battuta di arresto.

A NYC, nel processo contro Joseph Castro, la corte sceglie di rendere
inammissibile l’analisi del DNA ai fini della inclusione.

134

DNA profiling attuale 

• Si basa su microsatelliti, piuttosto che su minisatelliti

• Le ripetizioni breve tandem (STR o SSR), sono i parenti più brevi
di minisatelliti e sono ripetizioni lunghe di solito da 2 a 6 bp.

• Come minisatelliti si ripetono più volte in tutto il genoma umano
(es. CORE tetranucleotide : ‘AATG ’ ).

135

STRs (Short Tandem Repeat)s o SSRs (Simple Sequence Repeats)

Si tratta di ripetizioni di un breve motivo di base di lunghezza
generalmente compresa tra 2-6 bp.

ALLELI CODOMINANTIALLELI CODOMINANTI

136

137

Eredità di STRs in una famiglia

ALLELI CODOMINANTIALLELI CODOMINANTI

138
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139

ATTUALE DIAGNOSI INDIVIDUALE e DNA-profiling
(o profilo genetico)

140

Le analisi STR sono incredibilmente sensibili
quindi hanno bisogno solo una piccola quantità
di DNA di qualcuno per produrre un risultato
preciso.

I profili DNA utilizza la reazione a catena della
polimerasi (PCR) per produrre molte copie di
specifiche sequenze STR.

141 142

DNA content of biological samples:
Type of sample Amount of DNA

Blood 30,000 ng/mL

stain 1 cm   in area 200 ng

stain 1 mm   in area 2 ng

Semen 250,000 ng/mL

Postcoital vaginal swab 0 - 3,000 ng

Hair
plucked

shed

1 - 750 ng/hair

1 - 12 ng/hair

Saliva
Urine

5,000 ng/mL

1 - 20 ng/mL

2

2

143 144
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PCR

PCR animation

145

PCR e il DNA-profile

• PCR è una procedura automatizzata (PCR multiplex)

• Si richiede solo piccole quantità di DNA (anche da un campione di DNA che
è parzialmente degradato).

• Nell'analisi STR i primers utilizzati nella PCR sono progettati per attaccare
alle estremità della sequenza STR di interesse.

• Una volta abbastanza copie della sequenza sono stati prodotti mediante
PCR, elettroforesi viene utilizzato per separare i frammenti in base alle
dimensioni.

146

147

L’amplificazione di un STR darà origine a due bande se l’individuo è eterozigote un'unica
banda se l’individuo è omozigote

148

149 150
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Name Chr Amplification primers PCR product size PCR conditions

1-TPOX 2 F: CACTAGCACCCAGAACCGTC 126 bp (102-138)
R: CCTTGTCAGCGTTTATTTGCC

2-D3S1358 3 F: ACTGCAGTCCAATCTGGGT 127 bp (99-147)
R: ATGAAATCAACAGAGGCTTGC

3-FGA 4 F: GCCCCATAGGTTTTGAACTCA 192 bp (158-314)
R: TGATTTGTCTGTAATTGCCAGC

4-D5S818 5 F: GGGTGATTTTCCTCTTTGGT 157 bp (133-169)
R: TGATTCCAATCATAGCCACA

5-CSF1-PO 5 F: AACCTGAGTCTGCCAAGGACTAGC 200 bp
R: CATTTCCTGTGTCAGACCCTGTTC

6-D7S820 7 F: TGTCATAGTTTAGAACGAACTAACG 222 bp (194-234)
R: CTGAGGTATCAAAAACTCAGAGG

7-D8S1179 8 F: TTTTTGTATTTCATGTGTACATTCG 177 bp (157-203)
R: CGTAGCTATAATTAGTTCATTTTCA 

8-HUMTH01 11 F: GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT 170 bp (146-190)
R: GTGATTCCCATTGGCCTGTTCCTC

9-HUMvWA 12 F: CCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAGTATG 154 bp
R: GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG

10-D13S317 13 F: ACAGAAGTCTGGGATGTGGA 170 bp (157-201)
R: GCCCAAAAAGACAGACAGAA

11-D16S539 16 F: GATCCCAAGCTCTTCCTCTT 157 bp (141-173)
R: ACGTTTGTGTGTGCATCTGT

13-D21S11 21 F: ATATGTGAGTCAATTCCCCAAG 205 bp (202-260)
R: TGTATTAGTCAATGTTCTCCAG

14-AmelogeninX, Y F: CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG 106/112 /
R: ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG
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Condizioni di PCR per amplificare gli STRs

151

Combined DNA Indexing System

152

National DNA Index (NDIS)

Combined DNA Indexing System (CODIS)

State-based DNA Index System
(SDIS)

Local DNA Index System
(LDIS)

153

Combined DNA Index System

Source of Profiles Stored in CODIS (indexes):

-Convicted offender STR profiles

-Forensic sample profiles (Single and Mixtures) attributable to 
crime scene or potential unknown perpetrator (STR)

-Missing person profiles (STR, YSTR, and Mitochondria)

-Arrestee STR profiles (Statute)

-Unidentified human remains (STR, YSTR, and Mitochondria)

-Relatives of missing persons (STR, YSTR, and Mitochondria)

154

Combined DNA Index System

Year # Convicted 
Offenders Forensic Samples

2000 460,365 22,484

2001 750,929 27,897

2002 1,247,163 46,177

2003 1,493,536 70,931

2004 2,038,514 93,956

2005 2,826,505 126,315

2006 3,977,433 160,582

2007 5,287,505 203,401

2008 6,398,874 248,943

2009 7,688,286 298,369

2010 8,646,417 328,067

2011 9,404,747 361,176

2012 9,761,000 436,900

155

PCR e DNA-profile oggi…

• I primers per ogni STRs possono essere etichettati con una specifica
fluorescente.

• Questo rende più facile identificare e registrare le sequenze STR dopo PCR.

• Ogni frammento amplificato con PCR passa da un laser che induce i frammenti
con tag fluorescenti a brillare di un colore specifico.

• L'uscita viene visualizzata come una serie di picchi colorati evidenziando il
colore e la lunghezza di ogni sequenza STR.

156
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Multiplex PCR

• 16 Loci contemporaneamente

• sensitibilità < 0.5 ng di DNA

• Campioni misti e/o degradati

• Non c’è sovrapposizione di
bande

157

• 0.1µl blood stain on 
denim

• 1/5 of eluted material 
used for amplification

158

159

Chromosome Spread showing the positions of the amplified loci in PowerPlex®16

The PowerPlex® 16 
System amplifies 16 loci.

D16S539

D7S820

D13S317

D5S818

CSF1PO

TPOX

THO1 vWA Amelogenin

Amelogenin

Penta E D18S51

D21S11

D3S1358
FGA

D8S1179

Penta D

CombinedDNA Indexing System

160

Current Forensic STR Multiplexes
PowerPlex 16

100 bp 500 bp200 bp 300 bp 400 bp 600 bp

TH01D3 D21 D18 Penta E

D5 D13 D7 D16 CSF Penta D

A vWA D8 TPOX FGA

100 500200 300 400 600

161 162
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1-Allelic Ladder

163

Allele Calls

164

Elettroferogramma di un profilo genetico
individuale e tavola sinottica

165

Child’s alleles

Mother’s alleles

Father’s alleles

Ogni allele viene ereditato da ciascun
genitore

166

L’interpretazione e valutazione di un profilo genetico sono punti cruciali sotto il risvolto forense. 

Questi si basano sul confronto del profilo genetico ottenuto da un reperto con quelli dei campioni 

di riferimento, come ad esempio il DNA della vittima o del sospettato. I profili genetici vengono 

confrontati come mostrato nel seguente esempio:

167 168
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169 170

Out of ladder (OL) alleles

171

DNA Use in Forensic Cases

• La maggior parte sono casi di stupro (>2 out of 3)

• Ricerca di corrispondenze tra prove, vittima, e sospetto

• Si devono confrontare i profili DNA

•miscele tra DNA 

•DNA è spesso degradato

•spesso vi sono inibitori di PCR

•contaminazione dei campioni

Le sfide

172

DNA forense (fDNA) 

Il può essere definito come qualsiasi materiale genetico ottenuto da
campioni con le seguenti caratteristiche principali:

-non costituiti da prelievi biologici effettuati da individui vivi,

-rappresentati da tracce di origine biologica come sangue, sperma, saliva,
urina o cellule epiteliali raccolte sulla scena del crimine;

-non sottoposti immediatamente ad analisi genetica;

-non conservati immediatamente ad una temperatura inferiore a -20°C

173

Principali modificazioni chimiche del fDNA:

- Idrolisi del legame N-glicosidico coinvolge la rottura del legame tra il C1 del desossiribosio e
la base azotata (�nel DNA si ha la formazione di un sito apurinico/apirimidinico (AP).

- Fenomeno di “jumping PCR”, cioè, quando la Taq polimerasi trasla, o salta, da un filamento di
DNA danneggiato all'altro� generati alleli “chimera” artificiali, diversi da quelli attesi del
campione biologico originale [Pääbo S. et al,.1990]. In corrispondenza di questi ultimi, la Taq
polimerasi, potrebbe incorporare il nucleotide sbagliato [Hofreiter M. et al., 2001].

- Idrolisi del legame fosfodiesterico tra il C2 del desossiribosio ed il C3 del nucleotide
successivo determina la rottura del dsDNA.

- �frammentazione della molecola di DNA.

- Il danno ossidativo, provoca la modificazione delle basi azotate mediante la loro la
deamminazione, ossia, la perdita del gruppo ammino, promosso dal perossido d'idrogeno e
dai radicali liberi dell'ossigeno [Pääbo S. et al., 2004].

174

Reazioni biochimiche di modificazioni del fDNA
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175

L'analisi di quantità cosi limitate di DNA viene chiamata Low Copy
Number (LCN) DNA typing [Gill P. et al., 2000].

In queste condizioni, si verificano variazioni stocastiche in reazioni di
amplificazioni (PCR) differenti (dello stesso campione) che producono
risultati di replicazione diversi:

�profili genetici instabili

176

1. Degradation DNA (fDNA)

2. Allelic dropout (LCN)

3. False peaks (stutter, blobs, spikes)

4. Mixtures

177

PROFILI GENETICI INSTABILI DNA degradato

178

179

Artefatti di polimerizzazione

180

Artefatti di polimerizzazione
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181 182

183

Artefatti di polimerizzazione

Stutter as it correlates to unit size
(eg the number of bases in a single repeat)

• Very bad with small size- di-nucleotide repeats. 

• Not as bad with larger size - tetra and penta nucleotide 
repeats 

• (dinucleotides > tri- > tetra- > penta-)

Stutter band: falsi picchi 

Stutter band: falsi picchi 

185

Falsi picchi 

186
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(Enhanced Image) Mechanical Spike
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Notice classical W shape.

Bands are sharp and do not fade like real peaks.
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Pull-ups-peacks

Uno dei problemi più comunemente riscontrati
è una miscela di DNA.
Se più di una persona contribuisce ad un
campione, tre o più alleli possono essere
osservati in almeno uno dei loci testati.
Le miscele sono spesso impegnativi e sono
soggetti a molteplici interpretazioni. 188

CONTAMINAZIONE

189 190

CONTAMINAZIONE

PROFILO DEL DNA

191

RISULTATI �
INTERPRETAZIONI/STATISTICHE

MATCH = il confronto tra i picchi tra i profili STR
hanno identità di genotipi e le differenze sono
inspiegabili tra i campioni� STIMA DELLE FREQUENZE

NO MATCH= confrontando i genotipi tra i profili le
differenze possono essere spiegate solo da campioni di
origine e fonte diverse� ESCLUSIONE

INCONCLUSIVO= I dati non portano a nessuna
conclusione sul fatto che i profili corrispondono�
NESSUNA DECISIONE.
Questo risultato potrebbe essere determinato per
esempio se due analisti rimangono in disaccordo dopo
l'esame dei dati e si ritiene che informazioni siano
insufficienti per qualsiasi conclusione.

192
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freq(A1) = pfreq(A2) = q

A1A1 = p2A1A2 = 2pq

A2A2 =q2 

p2 + 2pq + q2 = 1

193

La probabilità di match: “la regola del prodotto”

o Il peso di una corrispondenza (match) tra un profilo di DNA ed un
sospetto è quantificato tramite la “probabilità di match”, ovvero:

Qual è la probabilità che un profilo come quello creato a partire dal

materiale biologico (traccia) rinvenuto corrisponda ad un individuo della
popolazione?

�Si applica la regola statistica del prodotto per eventi indipendenti

194

Regola del prodotto

La frequenza fcombinata di un profile STR multi locus (DNA
profile) è uguale al prodotto delle frequenze del genotipo
ad ogni locus

f locus1 x f locus2 x f locusn = f combinata

195

2pq 2pq 2pq 2pq

2pq 2pq 2pq 2pq

2pq 2pq

2pq 2pq

p2 p2

p2

x x x x

x x x x

x x x x

x

x

locus1 x ƒ locus2 x ƒ locusn
= ƒcombinata

196

197

0.1454 x 0.1097 x 2

STIMA STATISTICA: OGNI SINGOLO CAMPIONE (LOCUS)

198
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3.2% 6.0% 4.6% 1.2%

9.8% 9.5% 6.3% 2.2% 1.0%

2.9% 5.1% 29.9% 4.0%

1.1% 6.6%

X X X X

XXXXX

X X X X

X
1 in 608,961,665,956,361,000,000

(1 in 608 quintilioni)

= 0.0320.1454 0.1097 2x x

STIMA STATISTICA: per OGNI SINGOLO CAMPIONE

locus1 x ƒ locus2 x ƒ locusn
= ƒcombinata

199

RMP± 10-15

200

locus1 x ƒ locus2 x ƒ locusn = ƒcombined

201

G = m (m+1)/2

m=omozigoti
m (m-1)/2= eterozigoti

Per il locus D3S1358 

G= 8 (8+1)/2=72/2=36 
Di cui: 

Omozigoti: 8

Eterozigoti: 8 (8-1)/2= 56/2=28

202

DNA Mixtures: A Separation Problem

• Multiple people combine their DNA

• Laboratory biological separation extract DNA, 
amplify, electrophorese

• Computer data separation infer each person's 
genotype

203

By definition, the RMP is calculated on a single-source profile, so for
a mixture sample, … this approach is often called a ‘modified’ RMP
(mRMP).” (Butler 2014)

204
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205

Partendo da due domande chiave:

c’è compatibilità tra il profilo genetico del sospettato con quello della traccia (scena
crimine):

1) qual è la probabilità che tale individuo pur essendo innocente sia colpevole (Hp
dell’accusa) ?

2) qual è la probabilità tale individuo sia realmente innocente (Hp della difesa) ?

206

207


