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EPIGENETICA: studio delle modificazioni ereditabili che portano a variazioni                                  

dell'espressione genica, senza però alterare la sequenza del DNA.

METILAZIONE DEL DNA: modificazione epigenetica che prevede l’addizione di  

gruppi metilici alla citosina del DNA.

-fattori ambientali

-fumo

-alcool

-invecchiamento

-Dieta 

Metilazione 
del DNA

-Stato di salute

-Cancro

-Caratteristiche      
fenotipiche



INDAGINI FORENSI ED EPIGENETICA
• Rilevamento dei campioni di DNA sulla scena del crimine

• Costruzione  dei profili di metilazione (marcatori di metilazione)

• Determinazione di:

-tipo di cellula e tessuto

-sesso

-stima dell’età

-previsione di caratteristiche (colore capelli, occhi e pelle ecc.)

-distinzione di gemelli omozigoti

• Restrizione del bacino di sospettati



TECNICHE per la l’analisi della 
metilazione del DNA



DIFFERENTIAL METHYLATION HYBRIDIZATION

• DNA tagliato con Msel (non sensibile alla metilazione)

• Legame dei linkers alle estremità

• Digestione con BstUI, Hpall (sensibili alla metilazione)

• PCR

• Marcatura degli ampliconi 

• Ibridazione con microarray di isole CpG



TRATTAMENTO CON BISOLFITO DI SODIO

PCR

• Clonazione degli amplificati

• Sequenziamento (sanger o di nuova generazione)

CITOSINA

METILCITOSINA

URACILE

METILCITOSINA

TIMINA

CITOSINA



PIROSEQUENZIAMENTO

• Trattamento con bisolfito di sodio e 

PCR

• Pyrosequencing 



PCR QUANTITATIVA
• Trattamento con bisolfito di sodio

SYBER-GREEN qPCR TACMAN qPCR



Ms-SNuPE
(ESTENSIONE DEL PRIMER MONONUCLEOTIDICO SENSIBILE ALLA 
METILAZIONE)

• Trattamento con bisolfito di sodio e PCR

• Primers Ms-SNuPE e ibridazione

• Aggiunta di un singolo nucleotide 
marcato (dCTP, dTTP)

• Corsa elettroforetica e quantificazione 
con fosforimetro



BBA-seq
(SEQUENZIAMENTO DI AMPLICONI CON CODICI A BARRE)

• Trattamento con bisolfito di sodio

• PCR di arricchimento dei target

• PCR per aggiunta di CODICI A BARRE

• Sequenziamento ILLUMINA



RIASSUNTO
In questa revisione si discute dell’importanza della metilazione del DNA negli studi forensi, i
requisiti e i fattori limitanti delle tecniche epigenetiche per l’analisi del profilo di metilazione
del DNA.

Tale modificazione, infatti, può rivelare informazioni cruciali per l’identificazione di un
potenziale autore di un crimine, in quanto il profilo di metilazione di DNA di un individuo è
unico, essendo esso il risultato di fattori ambientali presenti durante il suo sviluppo e la sua
vita.

La tecnica di più rapida e facile utilizzazione nei laboratori della polizia scientifica è la
differential methylation hybridization.

Mentre il pirosequenziamento, la PCR quantitativa, il Ms-SNuPE e il BBA-seq rappresentano
delle estensioni di metodi basati sul trattamento con il bisolfito di sodio; quest’ ultimo infatti
permette di distinguere le citosine metilate da quelle non metilate.
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