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 1) LA SCELTA DEI POLIMORFISMI “STR” .

Alla fine degli anni ‘70 l’ingresso della biologia molecolare in ambito forense ha permesso di studiare la variabilità genetica umana direttamente al livello del DNA.

Il concetto di tipizzazione del DNA di un individuo, il cosidetto DNA fingerprinting, è stato per la prima volta introdotto nella metà degli anni ’80 dal genetista inglese Alec Jeffreys, il quale diede inizio allo studio dei polimorfismi del DNA tramite l’analisi degli RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms). Tale analisi, condotta tramite la metodica del Southern blot, portava all’identificazione di regioni di DNA non codificante costituite da sequenze altamente ripetute (polimorfismi di lunghezza) chiamate “minisatelliti”.

In virtù della loro relativamente corta sequenza di ripetizione (da 10 a 70 paia di basi per una lunghezza complessiva compresa tra qualche centinaia a qualche decina di migliaia di paia basi) tali regioni risultavano facilmente differenziabili sulla base del peso molecolare.

La scoperta di un numero elevatissimo di polimorfismi del DNA e successivamente l’applicazione delle metodiche PCR (Polymerase Chain Reaction) al loro studio, determinarono una vera e propria rivoluzione soprattutto nel campo delle indagini criminalistiche: infatti, essendo il DNA presente in tutte le cellule nucleate e molto più resistente a fenomeni di degradazione fisica rispetto ai marcatori proteici tradizionali, fu possibile estendere la ricerca ad ogni sorta di reperto biologico: sangue, sperma, formazioni pilifere, tessuti, saliva, urina, polpa dentaria, resti ossei.

Con l’introduzione della PCR sono stati individuati anche nuovi tipi di polimorfismi che non potevano essere rivelati con l’analisi del Southern Blot, i cosidetti STR (Short Tandem Repeat) che rappresentano ad oggi la metodica più semplice, rapida e diffusa per le indagini di genetica forense. Nel 1989 è stata riportata l’esistenza nel genoma umano di loci ipervariabili appartenenti al DNA non codificante; le mutazioni che avvengono in questa regione, essendo meno soggette alle forze di pressione di selezione, vengono trasmesse alla discendenza con un aumento della variabilità genetica.

I polimorfismi STR sono polimorfismi di lunghezza, legati al numero variabile di unità ripetitive presenti nei diversi alleli. In relazione alle piccole dimensioni della sequenza di base, tali loci sono stati definiti microsatelliti o Short Tandem Repeat possedendo unità di ripetizione comprese tra le due e le sette paia di basi, con lunghezza massima di circa 350 paia di basi. A differenza dei minisatelliti che sono localizzati soprattutto nelle regioni terminali dei cromosomi e sono presenti in un numero limitato nel genoma umano, i microsatelliti sono distribuiti uniformemente su tutto il cromosoma e ricorrono ogni 10.000 nucleotidi. Attualmente si conoscono migliaia di loci STR, molti di essi sono sufficientemente caratterizzati dal punto di vista molecolare e sono utilizzati per la mappatura fisica del genoma umano o come marcatori di malattie genetiche.

I microsatelliti sono una forma elementare di DNA ripetitivo, in base alla lunghezza dell’unità di ripetizione si dividono in dinucleotidi, trinucleotidi, tetranucleotidi, pentanucleotidi, esanucleotidi (l’unità di ripetizione è costituita da 2, 3, 4, 5 e 6 paia di basi rispettivamente). La loro rapida diffusione in ambito forense, sia per quanto riguarda le indagini di identificazione criminale che per la ricerca biologica della paternità, è legata a molte caratteristiche che presentano.

Sono sistemi facilmente amplificabili tramite PCR utilizzando brevi sequenze nucleotidiche (primers) che riconoscono in maniera specifica le regioni fiancheggianti il polimorfismo di interesse. Le ridotte dimensioni molecolari delle relative regioni polimorfe (dalle 100 alle 400 paia basi rispetto alle 400-1000 dei VNTR minisatelliti) permettono l’amplificazione del DNA anche nei casi in cui questo risulti altamente degradato, evenienza riscontrabile in tessuti in via di decomposizione o putrefatti, in resti ossei molto antichi, in tessuti inclusi in paraffina …..

Nel 1992 Edwards e collaboratori hanno introdotto l’analisi di STR con unità di ripetizione di 3-4 paia di basi; questi polimorfismi sono stati preferiti ai loci con ripetizione dimerica infatti questi ultimi presentano una difficile separazione degli alleli consecutivi a causa della limitata risoluzione elettroforetica. I dinucleotidi inoltre danno spesso luogo alla formazione di bande accessorie (stutter o shadow bands) derivate da un allineamento non corretto delle basi durante il processo di duplicazione tramite PCR. Il fenomeno delle stutter diventa problematico quando dobbiamo analizzare profili misti derivanti cioè da una sovrapposizione di DNA proveniente da più individui che hanno contribuito a generare la stessa traccia biologica, si pensi per esempio al DNA estratto da tampone vaginale a seguito di violenza sessuale.

