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Sommario.

Il lavoro si focalizza sulla ricerca di una nuova tipologia di marcatori genetici per 'identificazione di tracce
biologiche rinvenute nelle scene del crimine, in particolare tracce tissutali di sangue e sperma.

Questo studio pone le basi per lo sviluppo di una metodologia semplice, sensibile ed affidabile, che non
necessita di un trattamento preventivo del DNA e abbatte quindi le difficolta tecniche che si possono
riscontrare nelle metodiche classiche.

L'utilizzo delle variazioni del numero di copie (CNV) come marker permette I'identificazione di tessuti forensi
tramite metodi di analisi ben conosciuti e precisi come la PCR quantitativa in tempo reale (qPCR); tecnica che
consente di ottenere risultati positivi per piccole quantita di DNA e comporta anche una buona gestione del
DNA degradato.

Questo fornisce ottimi prerequisiti per I'applicazione della metodologia in campo forense; soprattutto in casi

remoti in cui sono disponibili limitate quantita di DNA, di scarsa qualita e non sono presenti tracce di RNA.



Variazione del Numero di Copie (CNV)

E’ un fenomeno genetico che comporta un cambiamento delle ripetizioni delle
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Le variazioni del numero di copie (CNV) possono trovare applicazione in ambito
forense per l'identificazione di tracce di sangue e sperma rinvenute nelle scene del
crimine.

https://www.onb.it/2019/09/13/corso-fad-dal-titolo-introduzione-alla-genetica-forense/

Metodiche classiche: test chimici, enzimatici e # Inclini a risultati falso positivi o falso
immunologici. negativi.

Metodi molecolari basati su marker di RNA messaggero (mRNA) e micro RNA (miRNA) > difficolta nel legare le tracce
di DNA donatore con le tracce di tessuto identificate tramite I'analisi del RNA.

Utilizzo di marcatori genetici della metilazione del DNA > problematiche da un punto di vista tecnico; il
sequenziamento bisolfito ha efficacia ridotta con ridotte quantita di DNA acquisito e comporta anche degradazione

del DNA.
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Sviluppo di un nuovo approccio
nell’analisi dei tessuti forensi

Innovazioni a livello Tecnico:

Dopo l'estrazione del DNA e stata utilizzata Campioni analizzati
un’analisi PCR quantitativa in tempo reale (qPCR) * Sangue periferico
per identificare le variazioni del numero di copie e Sangue mestruale
(CNV). * Sperma

Successivamente i risultati dell’analisi gPCR
sono stati normalizzati secondo il segnale di
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Risultati delle Analisi

Identificazione di due regioni di alterazione del numero di
copie per tutte le ibridazioni di sangue (periferico e
mestruale) collocate nei cromosomi 2 e 14; corrispondono
approssimativamente a 2pl11.2 e 14q11.2.

Nei campioni di sperma e stata osservata
un’impressionante alterazione del numero di copie in 14
regioni disseminate nei cromosomi, che contengono DNA
mitocondriale (mtDNA).

Il processo di
spermatogenesi comporta
una graduale eliminazione

del DNA mitocondriale.
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Individuazione dei Marker
per i campioni di sangue

Alterazioni cromosomiche in corrispondenza dei cromosomi 2 e 14 e includono i geni per 'lmmunoglobulina K

e il gene recettore delle cellule T (TCR).

L'analisi qPCR con i primer specifici per questi geni hanno dimostrato che le due alterazioni sono causate da
una variazione del numero di copie di ¢jKREC e ¢jTREC
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Considerando i due marcatori
genetici ¢jKREC e ¢jTREC, sangue
periferico e sangue mestruale
sono significativamente
differenti a livello statistico
rispetto ad altri tessuti non di
origine sanguigna; sono
differenti anche tra loro.



Variabili che possono influenzare i risultati per i campioni di sangue
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Fig. 6. Influence of age and sex on ciKREC and ¢fTREC CNY variation in bloosd
samples based on gPCR testing using albumin as reference gene.
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| marcatori ¢jTREC hanno dimostrato una forte correlazione con
eta e sesso.

Le femmine tendono ad avere un dCq, riferita a ¢jTREC, piu bassa
rispetto ai maschi; con 'aumento dell’eta le dCq aumentano sia
per maschi che per femmine.
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Anche i disordini immunitari, che causano un conteggio delle cellule B e T al di fuori del

normale campo di variazione, possono influenzare I'identificazione del sangue attraverso i
marker ¢jTREC e cjKREC.



Individuazione dei Marker per i
campioni di Sperma
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Se contengono spermatozoi maturi, i tessuti spermatici
possono essere identificati tramite mtDNA utilizzato come
marcatore genetico
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Fig. 4. mtDMNA copy number variation detected with gPCR in forensically-re-
levant tissue samples using albumin as reference gene. Bars represent 95%
confidence intervals. 04
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Anche la variazione del numero di copie della sequenza TTAGGG
nelle estremita telomeriche puo essere utilizzata come marker. 10
| campioni di sperma hanno rilevato telomeri significativamente

piu lunghi rispetto ad altri tessuti.
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Fig. 5. Telomere repest length variation detected by gPCR in forensically-re-
levant tissue samples using albumin s reference gene. Bars represent 95%
confidence intervals.



Conclusioni

Questo studio ha evidenziato la possibilita di identificare I'origine dei tessuti forensi evitando problematiche tecniche,
come quelle che si riscontrano tramite I'analisi della metilazione del DNA attraverso sequenziamento bisolfito.

E’ stata fornita la prima prova che l'origine delle tracce di sangue e sperma, rinvenute nella scena del crimine, puo essere
stabilita tramite I'analisi delle molecole di DNA, individuando le regioni che contengono variazioni del numero di copie
per mezzo della tecnologia qPCR che risulta semplice, sensibile ed affidabile.

La qPCR associata alla normalizzazione dei risultati secondo il segnale di amplificazione del gene albumina é altamente

specifica e fornisce risultati positivi fino al livello di picogramma di input di DNA e riesce a far fronte al DNA degradato.
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