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. Gli STR: lo standard analitico
. Microsatelliti corti
. Analisi degli SNP

. Programmi per analisi dati
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Selection of MiniFiler™ Kit Loci
200 bp 9 loci > 200 bp
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Results of studies using compromissd samples have demonstrated that information from the
lenger ampicons n ldentifiler can be recovered wsing the Mandiler kit
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_DRIGII‘CAL ARTICLE

J. ML Butler - J. Li - T. A. Shaler - J. A. Monforte
C. H. Becker

Reliable genotyping of short tandem repeat loci
without an allelic ladder using time-of-flight mass spectrometry

PCR Product Size (bp)

Fig.3 THO1 allelic ladder demonstrating single-base resolution of
alleles 9.3 and 10. The allele names, comresponding to the number
of repeats, are included over each peak. The mass difference be-
tween alleles ©.3 and 10 was 315 Da, which corresponds to the dif-
ference of a single A (expected mass: 313.2 Da)




High-Throughput STE Analysis by Time-of-Flight Mass Spectrometry

John M. Butler, Eathryn M. Stephens. Toseph A Monforte, Christopher H. Becker
reneTrace Systems Inc., 1401 Harbor Bay Parkway, Alameda, CA 24502

5TR Apalvsiz by Time-of- Mlazs

Expected Allele Sizes for CTT Multiplex
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Figure 4. (a) Expected allele masses for a CSF1PO-TPOXN-THOL (CTT) nmitiplex involving overlapping allels siza




John M. Butler,' Ph.D.; Yin Shen,>> Ph.D.; and Bruce R. McCord, Ph.D.”

The Development of Reduced Size STR
Amplicons as Tools for Analysis of
Degraded DNA*

TABLE 1—Information on 16 STRs examined in this study. The reference sequences used for primer design are available at

hitpwww.estl nist. govi/biotech Strbase/seq_refhim. Allele ranges are from Appendix 1 of Forensic DNA Typing (3)
or from the kit manuals in the cases af Penta D, Penta E, and D251338.

STE Locus

GenBank
Accession

GenBank
Allele

Allele
Range

Allele
Spread

Product Size
(STRKit)

MiniSTE
Size

CSF1PO
FGA
THO1
TPOX
vWA
D351358
D55818
D7S820
D8S1179
D138317
D165530
D18551
D21511
Penta D
Penta E
D251338

X14720
M64982
D00269
M6BG51
M25858
NT_003907
ACDDE512
ACDD4848
AF216671
AL353628
AC024501
APOO1534
APOOO433
APOD1752
ACD2T004
AC010136

12
21

6-16
12.2-51.2
3-14
5-14
10-25
8-20
7-16
3-13
7-19
16
5-15
7-27
24382
2.2-17
24
15-28

40 bp
156 bp
44

280-320 bp (Cofiler)
196-352 bp (ProPlus)
160-204 bp (Cofiler)
213-249 bp (Cofiler)
152-212 bp (ProPlus)
07-145 bp (ProPlus)
134-170 bp (ProPlus)
253-293 bp (ProPlus)
123-171 bp (ProPlus)
193-237 bp (ProPlus)
233-273 bp (Cofiler)
264-344 bp (ProPlus)
186-244 bp (ProPlus)

376449 bp (PP16)
379-474 bp (PP16)

288-340 bp (SGM Plus)

89-120 bp
125-281 bp
51-98 bp
65-101 bp
88-148 bp
72-120 bp
81-117 bp
136-176 bp
86-134 bp
88-132 bp
81-121 bp
113-103 bp
153-211 bp
94-167 bp
80-175 bp
00-142 bp




FOR THE RECORD

Ji#i Drdbek,! Ph.D.; Denise T. Chung,' B.S.; John M. Butler,” Ph.D.; and Bruce R. McCord," Ph.D.

Concordance Study Between Miniplex Assays and
a Commercial STR Typing Kit™

TABLE | —Summary of 15 discordant STR profiling results observed in this study between the Identifiler kit and our Miniplex assays for 12 different
African American {AA) and 3 Hispanic (H) samples. PowerPlex 16 (PPI6) results all agree with the Identifiler results for these 15 samples. Sigle allele
shifts of I repeat in the DI 35317 heterozyvgotes are likely due to a 4 base pair deletion in the flanking region outside of the Miniplex primer binding site

i(see Ref2). Allele dropout at D5581E (see Ref2), DI3S317, and vWA (see Ref 3) are likely due to primer binding site murations at specific alleles.

Locus

Miniplex Identifiler FPla Likely Cause

D135317
D135317
D1385317
D1385317
D135317
D55E1S
vWA
vWA
WA
vWA
vWA
vWA
vWA
vWA
vWA

11,13 10,13 deletion outside of allele 11

14, 14 8, 14 allele 8 primer binding site mutation
1o 11 9,11 deletion cutside of allele 10

1o, 11 9,11 deletion outside of allele 10

1o, 14 9, 14 deletion outside of allele 10

L1 11 11,12 allele 12 primer binding site mutation
16, 16 12, 16 allele 12 primer binding site mutation
18,18 13,18 allele 13 primer binding site mutation
15,15 14, 15 allele 14 primer binding site mutation
15,15 14, 15 allele 14 primer binding site mutation
17,17 14, 17 allele 14 primer binding site mutation
17,17 14,17 allele 14 primer binding site mutation
19,19 14, 19 allele 14 primer binding site mutation
19,19 14, 19 allele 14 primer binding site mutation
19,19 14, 19 allele 14 primer binding site mutation
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miniSTH primers

Tdentifiler Diata i = TE. Tata

commercial kit primers




Michael D. Coble,! Ph.D. and John M. Butler,' Ph.D.

Characterization of New MiniSTR Loci to Aid
Analysis of Degraded DNA™
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Available online at www.sciencedirect.com
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The evolution of DNA databases—Recommendations

for new European STR loci
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" Forensic Science Service, London, UK
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Lo standard degli Stati Uniti

CODIS

13 CODIS Core STR Loci
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Decisioni al meeting di Glasgow del 4-5 aprile 2005
EDNAP — ENFSI

SCOPO: facilitare 1’analis1 di campioni parzialmente degradati.

. Mini STR debbono essere adottati per incrementare la robustezza e
la sensibilita dell’analisi;

. | loci usati negli attuali database saranno convertiti in mini-STR,;
. S1 raccomanda 1’introduzione di D10S1248, D14S1434 e D22S1045;

. Altri loci da introdurre saranno D12S391, D1S1656 e TPOX;



Decisioni al meeting di Glasgow del 4-5 aprile 2005
EDNAP — ENFSI
Ruolo degli SNP — per I’analisi di campioni particolari, come ossa,

specialmente nei disastri di massa, quindi indipendentemente dalle
banche dati del DNA.



Characterization of 26 New miniSTR Loci

Carolyn R. Hill, Michael D. Coble,* and John M. Butler

National Institute of Standards and Technology, Biochemical Science Division, Gaithersburg, MD 20899-8311
*Current address: Armed Forces DNA ldentification Laboratory, Research Section, Rockville, MD 20850

Locus Name GenBank (repeat Chromosomal Position  Location Observed Size (bpl Allele Range  Repeat Motif
D1GATATIZ ZOTIET(11) Chr17.377 Mb 1p36.23 B21-105 7-13 GATA
D151627 ACDEI112(13) Chr 1 108.876 Mb 1p21.1 81-100 10- 16 ATT
D1S187T (NCO02) AL513307 (158) Chr 1 160.747 Mb 1923.3 B1-117 g-18 TTCC
D25441 (NC02) ACOTEN12 [12) Chr 2 68.214 Mb 2p14 T8 - 110 9-17 TCTA
D251778 ACOOB4TE (11) Chr2 162.471 Mb 2924.3 127 - 181 7-15 AGAT
D353053 ACDEZ258 (9) Chr3 173.234 Mb 3g26.31 &4 - 108 7-13 TATC
D354522 AC117452 (13) Chr 3 85.925 Mb 2p121 111 -138 13-20 ATYT
D452384 (MCD2) ACD22317 () Chr 4 33,876 Mo 40223 87 -83 a-12 GRAT
D452408 ACT110763 (8) Chr 4 30.981 Mb 4p15.1 BH- 108 7-13 ATCT
D552500 ACODBTE (17) Chr 5 58.735 Mb 59112 B5-126 14 - 24 GRYW
DE54T4 ALIETII4 (1T} Chr & 112.888 Mb Bg21 107 - 138 10-17 [AGATI[GATA]
DES10MT ALO355EE (10) Chr 8 41.785 Mb Gp21.1 81-110 g-13 ATCC
DEs1115 ACDOOTIE (8) Chr 8 42.856 Mo gBp1121 63 -88 9-20 ATT
Das1122 AL1E1TER (12) Chr 8 78.818 Mb Bg21.2 B3-125 g-17 TAGA
DasS2157 AL162417 (10} Chr 8 133.085 Mb 29342 71-107 T-18 ATA
D1051248 (NCO1) ALI18E9 (13) Chr 10 120.567 Mb 10g26.3 T9-123 8-13 GGAA
D1051435 ALIBLTAT [11) Chr 10 2.223 Mb 10p15.3 22-128 5-18 TATC
D11544E83 APDO2E06 (14) Chr11 130.332 Mb 11q25 BE- 116 10-17 TATC
D12ATAG3 ACODBTT (13) Chr 12 106.825 Mb 12923 3 76 - 106 9-18 YAA
D1451434 (MCO1) AL121812 (13) Chr 14 83.288 Mb 1493213 70-93 13-20 CTRT
D175ET4 ACO34303 (10) Chr 17 10.452 Mb 17p131 BH-124 5-12 CTAT
1751301 ACO16888 (12) Chr 17 70.182 Mb 179251 114-138 g-13 AGAT
D1356853 AFDDS130(11) Chr 18 3.881 Mb 18p11.31 B2 -104 S-18 ATA
D2054582 AL121781 (14} Chr 20 4.454 Mb 20p13 B5-126 g-18 AGAT
D2051082 AL1EBO1E [14) Chr20 53.28% Mb 20q13.2 73-101 a-17 ATA
D2251045 [NCOD1) ALD22314 (17) Chr 22 35.77% Mb 22q12.3 B2 - 115 8-19 ATT




E’ composto da una serie di numeri, accoppiati ad

una sigla che indica la posizione sul DNA

N° Amelog. D3S1358 VWA FGA D8S1179 D18S51 CSF1PO THO1 TPOX
traccia X-Y 15-16 18-20 21-23 10-10 11-11 9-10 7-10 8-11

Associazione ldentificazioni Forensi - A.l.Fo.



Alcune caratteristiche del D.N.A.

. Ogni cellula nucleata contiene una molecola di
DNA nucleare e molte molecole di DNA
mitocondriale:

. Praticamente tutte le cellule umane sono nucleate e
quindi idonee ad ottenere profili di DNA.







Low Copy Number

G_=

. Tracce di DNA si trovano dopo che un oggetto e stato
toccato 0 maneggiato da qualcuno;

Presenza di un basso numero di cellule da analizzare
(materiale desquamazione, capelli singoli, ecc.)

REP,51 SUDCRE SU GUANTO IN LATTICE

2
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Juide







Maschio Femmina



Un tipo particolare di DNA

. Il DNA mitocondriale (mtDNA) viene ereditato solo
attraverso la linea femminile.

Ogni persona, uomo o donna, possiede ’'mtDNA
della propria madre.




. Caratterizzazione del sesso genetico

. Caratterizzazione di autosomi

. Caratterizzazione di Y - STR

. Caratterizzazione del DNA mitocondriale



I SETTORI DI ATTIVITA’ DELLA
GENETICA FORENSE

. Test di paternita- maternita

. Esami di criminalistica

Prevalenza di casi di violenza sessuale (>2 su 3)
Match traccia-sospetto

Esame del profilo del DNA della vittima

. Identificazione di massa (mass disaster)
. Persone scomparse
. Costruzione di banche dati



Breve storia del DNA forense

1980 - Ray White descrive il primo
polimorfismo RFLP marker

1985 - Sir Alec Jeffreys scopre multilocus
VNTR probes

1985 - prima pubblicazione sulla PCR
1988 - FBI inizia a lavorare sui casi pratici
1991 - prima pubblicazione sulle STR

1995 - Forensic Science Service attiva UK
DNA database

1998 - FBI lancia il database CODIS




Svantaggi e

. Necessita di molto materiale di partenza
. Impiego di sostanze radioattive
. Tempi di analisi lunghi

. Possibilita di errori interpretativi




LAREAZIONE ACATENA DELLA POLIMERASI

Oggi scegliamo il tratto di
DNA da studiare

cromosoma

.

Nucleo cellulare

AN Lttt

DNA a doppia elica

Regione bersaglio per la PCR |




. Analisi del D.N.A.



Associazione ldentificazioni Forensi - A.l.Fo.



Dalla traccia biologica

all’identificazione genetica




Biologia molecolare




Campione ottenuto per un‘analisi
di paternita o repertato sulla

scena del crimine

Estrazione
del DNA

-

Ricavare il DNA

Dosaggio del
DNA m—>
Analizzarlo

Amplificazione del DNA
con PCR

Separazione e rilevamento

dei prodotti di PCR

Comparazione del profilo
del DNA con quello
ottenuto da altri profili

N

ﬁ

Valutare i

risultati

Determinazione
profilo genetico

Generazione di un “"Case
Report” con Probabilita
di Match Casuale

Comparazione con un database /

di profili di DNA

~0.




UNA SCOPERTA RIVOLUZIONARIA

E’ POSSIBILE SINTETIZZARE IN UNA
PROVETTA MOLTO MATERIALE
BIOLOGICO DI PARTENZA






REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI

dth cvele

> —

—— wanted gene

Ind cvele

Iat eyele

template DNA

3n
4 copics dcopies 6 copies 32 copies 2 =68 hillion copies

{Andy Vierstracte 1999)



usando 30 cicli di PCR

n = 30 con 100% di efficienza
Si ottiene piu di di copie

del frammento di DNA di partenza

Associazione ldentificazioni Forensi - A.l.Fo.



. Sufficiente pochissimo materiale biologico di partenza
(in teoria anche una sola cellula)

. Non si utilizzano sostanze radioattive per le analisi

. Tempi di risposta rapidi

. Risultati facilmente interpretabili

. Facile archiviazione dei profili per la costruzione di banche dati
. Statistica relativamente semplice

. Costi contenuti



. Possibilita di inquinare i campioni biologici con DNA estraneo
(di testimoni, inquirenti, analisti, ect.)

. Trattandosi di una reazione enzimatica, campioni biologici
contaminati possono fallire alle analisi

. Necessita di laboratori specializzati con particolari condizioni
di sicurezza



Quali tratti del DNA studiare con la PCR?

13 CODIS Core STR Loci
with Chromosomal Positions

| Dssaug De's181,79 e WEVA
FGA n Dr.:ezo; E E |

USRIEe S 8
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9% 10 11 12

(=]
AMEL

xTITTTION A

13 14 16 18 17 18 19 20 22X Y

[’FBI ha selezionato per 1l sistema CODIS
14 regIont; tnaper il:Sess0:genetico




COME POSSIAMO VEDERE IL DNA?

5 -\; (.oulal 'y/g.. bring rme 4 mizror, old boy?
- 4 g,) = 2 .

-~




Il sequenziatore IR? LICORe 4200




Sistemi di analisi MULTIPLEX a bande




Sistemi di analisi MULTIPLEX a picchi

2logenin D3 pg THOL
D19 l VWA b2

il

Probabilita di un match
casuale 1 su 3 miliardi
elogenin D3

D19

=
-
(€D
-
(«D)
Y
-
©
=
=
=
©
=
D
-
O

D8 VWA

IR




« Piu di 10 Markers possono
essere copiati in una volta

e Sensibilita a livelli di meno
di 1 ng di DNA

e Differenti colori fluorescenti

sono usati per distinguere
'{'ﬁ;@ alleli STR che si
/ sovrappongono in
lunghezza

U Assuutaziuile ldentificazioni Forensi - A.l.Fo.




La classificazione delle singole forme avviene
mediante confronto con una scala di alleli noti

DE51358

L N L T T 17111 T T 11 T 11 T 11 T T 11 T 1
92 100 103 110 115 120 123 130 135 140 143
T1ESample 11 Blue CaAL DOJ 27020574 -E11

4000

Microvariante F
2000

COFILER .. ESample1S 18 Blue  COfiler LADDER l

400
200

12 15[ |14] |13 16 17 [18 19
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LA VALUTAZIONE DEL

DATO DI LABORATORIO



Con I’esame del DNA vengono determinati i profili
genetici delle tracce e dei soggetti coinvolti nell’episodio.

Valutazione del profilo genetico. Possiamo sapere se si
tratta del sangue di un uomo o di una donna!

La traccia viene poi comparata con quelle della vittima,
degli eventuali testimoni, degli inquirenti.

N° Amelog. D3S1358 VWA FGA D8S1179 D21S11 D18S51 CSFIPO THO01 TPOX
traccia X-Y 15-16 18-20 21-23 10-10 30-31 11-11 9-10 7-10 8-11
vittima X-Y 14-15 16-17 19-20 8-9 28-28  9-10 9-9 8-9 6-6
sospetto  X-Y  15-16 18-20 21-23 10-10 30-31 11-11 9-10 7-10 8-11
testimone  X-Y  14-17 16-17 19-20 8-11 29-29 11-11 11-12 6-7 6-11
inquirente.  X-X  15-18 15-16 24-25 11-12 29-32 12-13 12-13 9-11 6-11



ASSOCIAZIONE

Se non vi sono errori nella tipizzazione, se quindi possiamo
essere certi del risultato analitico ed escludere errori nella
repertazione, nel campionamento, nell’etichettatura, nelle
performance del laboratorio, i profili possono fornire dei
risultati concreti:

N° Amelog. D3S1358 VWA FGA D8S1179 D21S11 D18S51 CSF1PO THO01 TPOX
traccia X-Y 15-16 18-20 21-23 10-10 30-31 11-11 910 7-10 8-11

vittima X-Y 14-15 16-17 19-20 8-9 28-28  9-10 9-9 8-9 6-6

sospetto ~ X-Y  15-16 18-20 21-23 10-10 30-31 11-11 9-10 /-10 &8-11
testimone  X&¥  14-17 16-17 19-20 8-11 29-29 @FIl 11-12 6-7 6-11
inquirente  X-X  15-18 15-16 24-25 11-12 29-32 12-13 12-13 9-11 6-11



N°
traccia
vittima

sospetto

testimone

inquirente

X-Y
X-Y
X-Y
X-Y
X-X

Amelog. D3S1358

15-16
14-15
15-16
14-17
15-18

ASSOCIAZIONE

VWA
18-20
16-17
18-20
16-17
15-16

FGA
21-23
19-20
21-23
19-20
24-25

10-10
8-9
10-10
8-11
11-12

D8S1179 D21S11

30-31
28-28
30-31
29-29
29-32

11-11
9-10
11-11
11-11
12-13

9-10
9-9
9-10
11-12
12-13

D18S51 CSF1PO THO1

7-10
8-9

7-10
6-7

9-11

TPOX
8-11
6-6
8-11
6-11
6-11



. Repertazione dei materiali biologici



SOPRALLUOGO GIUDIZIARIO REPERTAZIONE

LABORATORIO CATALOGAZIONE,
RILIEVI FOTOGRAFICI,
RICEZIONE REPERTI PRELIEVI

ANALISI BIOLOGICA:
ALTRE INDAGINI DIAGNOSI GENERICA E
DI CRIMINALISTICA DI SPECIE

ANALISI BIOLOGICA :
DIAGNOSI INDIVIDUALE

SESSO POLIMORFISMI POLIMORFISMI DNA
GENETICO AUTOSOMICI CROMOSOMA Y MITOCONDRIALE
RACCOLTA DATI DATABASE
PROFILO DNA

INTERPRETAZIONE PROFILO

L’ESCLUSIONE L’ATTRIBUZIONE
DATABASE

INDAGINI
INDIRETTE



SOPRALLUOGO
GIUDIZIARIO REPERTAZIONE

LABORATORIO CATALOGAZIONE,
RILIEVI FOTOGRAFICI,
RICEZIONE REPERTI PRELIEVI

ANALISI BIOLOGICA:
ALTRE INDAGINI DIAGNOSI GENERICA E
DI CRIMINALISTICA DI SPECIE



io?

e ora che facc







MODALITA’ DI CARATTERE GENERALE

. usare sempre guanti sterili durante la repertazione;
. Indossare abbigliamento idoneo sterile (tute, calzarl, ect.);

. utilizzare solo materiale sterile usa e getta oppure pulire con
alcool le superfici degli strumenti prima e dopo I’uso;

. repertare diversi campioni sul luogo del sopralluogo, anche se
apparentemente appaiono identicli;

. etichettare ogni reperto e documentare con fotografie il luogo
del prelevamento;



MODALITA’ DI CARATTERE GENERALE

. cercare di non diluire eccessivamente la traccia;

. qualunque campione umido deve essere fatto asciugare
all’aria prima di essere inserito nei contenitori, meglio se di
carta, per evitare la formazione di muffe;

. in base al tipo di analisi che dovra essere effettuato, prelevare
se possibile un campione di sangue o capelli o saliva da
persone offese o cadaverl;

. AFFIDARSI APERSONALE SPECIALIZZATO NEL
SOPRALLUOGO.



CONSERVAZIONE

. I DNA e materiale biologico e quindi soggetto a naturale
degradazione;

. Il DNA teme in particolare UMIDITA’e ALTE
TEMPERATURE;

. Assicurarsi che i campioni siano asciutti. Possono essere
qguindi conservati in frigorifero a +4°C o0 20°C;

. Il tempo di conservazione puo variare molto (da pochi mesi ad
alcuni anni), a seconda del tipo di traccia e delle modalita di
raccolta.



. Sviluppi probatori in sede giudiziaria



COME INTERPRETARE
LA PROVA D.N.A.



In generale

COME INTERPRETARE
L’EVIDENZA SCIENTIFICA



TRE METODI PER VALUTARE
L’EVIDENZA SCIENTIFICA

. Approccio intuitivo: basato sulla rarita di un
carattere o di un profilo genetico;

. Approccio logico: basato sulla valutazione di
Ipotesi contrapposte;

. Approccio probabilistico: basato sulla legge di
Bayes.



TRE METODI PER VALUTARE
L’EVIDENZA SCIENTIFICA

. Approccio intuitivo: basato sulla rarita di un
carattere o di un profilo genetico;



IDENTITA’

g

DIVERSITA’

Associazione ldentificazioni Forensi - A.l.Fo.



CHI HA LASCIATO QUELLA
MACCHIA?

USIAMO UNA CORRETTA
INFORMAZIONE SCIENTIFICA



IDENTIFICAZIONE
0 INDIVIDUALIZZAZIONE

Esempio

POSSIAMO DIRE SE SONO MAI
ESISTITI DUE FIOCCHI DI NEVE
IDENTICI TRA LORO?
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Dal periodo giurassico ad oggi (130 milioni di annti)
si stima che siano caduti 3 x 103! fiocchi di neve

30.000.000.000.000.000.000.000.000.000.000

NUMERO MOLTO ALTO MA CHE NON CI DA’ DATI
SUFFICIENTI PER RISPONDERE AL QUESITO

“SONO MAI ESISTITI DUE FIOCCHI DI NEVE
UGUALI?”



Il numero di molecole d’acqua in un tipico fiocco di neve

e circa 10% =1.000.000.000.000.000

Il numero di molecole puo quindi combinarsi in

(1.000.000.000.000.000) 1.000.000.000.000.000  mqdij diversi

numero virtualmente impossibile da immaginare



... NE SEGUE LA RISPOSTA
AL QUESITO

“NON SONO MAI ESISTITI DUE
FIOCCHI DI NEVE IDENTICI,
AL DI LA’ DI OGNI

RAGIONEVOLE DUBBIO”
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Il termine deriva dal greco e significa “molte forme”

e AN K

A INRS



|l DNA presenta un elevato
polimorfismo, cioe esiste in molte
forme alternative possibili

Se un carattere esiste in piu forme
alternative, avra un forte potere

discriminante
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Il sistema sanguigno ABO

60
401

20 f
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Polimorfismo del DNA D25344

ALTO POTERE INDIVIDUALIZZANTE
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ESAME DI MOLTI SISTEMI DEL DNA

STABILIRE LA FREQUENZA DEL PROFILO
GENETICO NELLA POPOLAZIONE

13 CODIS Core STR Loci
EI with Chromosomal Positions

Dssms
g Desms “'“” 8
D588 N
FeA M orsazo
L&GHPO 3 = '

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1112

AMEL

01333175 %«Emg m?sma Eozisn EN‘E'-

131415 19 20 29 22 X Y




[’esame di 13 sistemi del DNA su una traccia
fornisce dei valori di frequenza inferiori a 10 -12

diffusione del profilo genetico nella popolazione

L’eventualita di trovare due profili genetici identici
per solo effetto del caso e talmente bassa, da farla
ritenere praticamente zero.
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Sia trovato un “match” tra il profilo di una traccia di
sangue e quello del sospettato.

N° Amelog. [ D3S1358 | VWA FGA D8S1179 | D21S11 | D18S51 |CSF1PO | THO1 | TPOX
TRACCIA DI SANGUE
traccia | X-Y | 15-16 | 18-20 | 21-23 | 10-10 | 30-31 | 11-11 | 9-10 | 7-10 | 8-11
SOSPETTATO
A7/2 | X-Y | 15-16 | 18-20 | 21-23 | 10-10 | 30-31 | 11-11 | 9-10 | 7-10 | 8-11
N I I I I I I R I
Freq. 0,2 0,05 0,1 0,3 0,2 0,1 0,14 0,3 0,1 0,2

Frequenza totale =0,2 x 0,05 x0,1x0,3x0,2x0,1x0,14x0,3%x0,1x0,2=0,0000000054

cioé circa 1 su 200 milioni

Calcoliamo la frequenza di quel profilo genetico nella
popolazione generale.




IN GENETICA FORENSE

SE TROVO DUE PROFILI GENETICI,
MOLTO RARI, SOVRAPPONIBILI
TRA LORO POSSO, PER INDUZIONE,
“ARGUIRE” CHE PROVENGANO DA
UN UNICO INDIVIDUO, AL DI LA’ DI

OGNI RAGIONEVOLE DUBBIO
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ECCEZIONE |

Gemelli monozigoti hanno
Identico profilo genetico
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Disegni lasciati dalle creste papillari delle dita

Carattere fenotipico

Invariabile (fattori genetici ed ambientali)

Impronte digitali

Gemelli monozigoti hanno diverse

POLLICE DESTRO




TRE METODI PER VALUTARE
L’EVIDENZA SCIENTIFICA

. Approccio logico: basato sulla valutazione di
Ipotesi contrapposte;



Ipotesi differenti vengono comparate

dal punto di vista matematico

"

Likelihood ratio —» rapporto di verosomiglianza

LR = ipotesi dell’accusa
Ipotesi della difesa




Il sospetto ha lasciato la traccia sulla scena del delitto
LR =

gualcun altro che non il sospettato ha lasciato la traccia




Esempio di uso del rapporto di verosomiglianza

Sia trovato un “match” tra il profilo di una traccia di
sangue e quello del sospettato, Sig. Verdi.

Il valore di LR risulti 300.
Ci0 puo essere cosi interpretato:

I’ipotesi che la compatibilita tra i profili genetici, sia dovuta
alla provenienza del sangue dal Sig. Verdi e 300 volte piu
probabile rispetto allo scenario opposto, cioe che il sangue
origini da un altro individuo non correlato al Sig. Verdi.



TRE METODI PER VALUTARE
L’EVIDENZA SCIENTIFICA

. Approccio probabilistico: legge di Bayes;



PrTOTALE: evidenza X I:)rPRIORI



Il punto di vista della Corte

OBIETTIVO: valutare la colpevolezza di un imputato
prima e dopo che venga introdotta la “prova DNA”’;

Gli organi giudicanti devono attribuire una probabilita
variabile di colpevolezza, in base agli elementi che
emergono nel dibattimento, prima della testimonianza
dell’esperto forense.

Definiamo questa probabilita come



Il punto d1 vista dell’esperto forense

OBIETTIVO: dare elementi utili alla Corte, basati su
evidenze scientifiche, perché essa possa obiettivamente

decidere sulla colpevolezza dell’1imputato.

La “prova DNA” viene valutata come



Le due informazioni si uniscono per dare il valore finale
di PROBABILITA’



I:)rposteriori = LR X I:)rpriori
Prposteriori = il problema della Corte

LR = termine che deve valutare I’esperto forense
Pr

oriori = valore che deve essere fornito dalla Corte



Il normogramma dell’accusa

0% 190100
N I
W% to10
“%

% 101

% 1008 01 N

Fig.1 The “prosecutor’s namogram’, 1o be used when the likeli-
haod ratia is higher than |




Il normogramma della difesa

1%

001%

90.93% 10000t 19100000 0.001%

1t 1000,000 ©.0001%

Fig.2 The “defendant’s nomogram™, 10 be used when the likeli-
hood ratio is less than 1




Esempio di uso del normogramma

0% 190100

1041

W% 1001

Fig.1 The “prosecutor’s namogram’, 1o be used when the likeli-
haod ratia is higher than |




dalal0 sostegno limitato
da 10 a 100 sostegno moderato
da 100 a 1000 sostegno forte

piu di 1000 sostegno molto forte



APPENDICE

ancora qualche informazione



Tracce ridotte - L.’esame di piccole porzioni di materiale
puo produrre risultati negativi.

Campioni degradati - il DNA e soggetto a degradazione,
come tutti I materiali biologici.

Tracce miste - guando campioni di piu soggetti sono
mescolati tra loro le analisi risultano piu complesse.

Soggetti Imparentati - soggetti correlati ad un sospetto
condividono una maggior proporzione di DNA.




a valutazione della prova
DNA nel Regno Unito

[ esperto puo esprimere solo opinioni in materia della propria
specializzazione (p.es. frequenza di occorrenza di un certo tratto
nella popolazione in generale).

Non devono esprimere alcuna opinione sul fact in issue (fatto in
questione).

Un esempio ¢ chiedere se 1’accusato fosse o no presente sulla
scena del crimine, in base alla diffusione del profilo.

Un altro errore comune € non tenere di conto 1’esistenza di
soggetti correlati. In R v Watters (2000) All ER(D) 1469

I’1mputato era accusato di aver commesso 5 furti con scasso, nel
quali era stato stabilito match con una frequenza del profilo di

1 su 86 milioni. L’esistenza di due fratelli dell’accusato porto 1l
valore di LR a posteriori di 1 su 267. In primo grado I’imputato
fu condannato, ma la Corte d’ Appello annullo la sentenza.



La valutazione della prova DNA
nelle Corti americane

Maggiore importanza all’affidabilita del test.

Applicazione costante dei principi promossi dal caso Daubert
(standard, protocolli, pubblicazioni, valore dell’esperto, stima degli
errori, ecc.)

Le Corti americane tendono a vedere il test del DNA come
Infallibile, a meno che non sia dimostrato un errore nella
repertazione o nella procedura d’analisi. In una Corte d’ Appello 1l
giudice semplicemente arguiva che “I’imputato era stato inchiodato
dal suo DNA”: non vi era possibilita di alcun dibattito statistico.



Banche dati del DNA

Sono archiviati 1 profili genetici di autori di reato
e talvolta del soggetti coinvolti in un crimine e
degli investigatori. Sono quindi possibili
comparazioni successive con tracce biologiche
rinvenute sul luogo di un delitto.

Tramite la rete di Polizie Europee (ENFSI) sono
possibili controlli incrociati.

Cas

NFSI



appoggiate da
legislazioni specifiche, sono

Belgio



Colui che fornisce alla giustizia gli elementi
obiettivi per decidere su fatti importanti, come
Iattribuzione o I’esclusione di una paternita,
oppure per stabilire la precisa identita di una

persona, sulla base delle analisi del DNA.
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Spettera comunque al giudice 1’onere della decisione sulla
colpevolezza dell’1mputato o sulla attribuzione di una
paternita biologica.

La “prova DNA” portera un contributo, spesso molto forte,

ma da valutarsi insieme alle altre evidenze probatorie.




FINE




[1 profilo genetico ¢ una caratteristica individuale.

Da un test del DNA puo emergere:

COMPATIBILITA’ INCOMPATIBILITA’
GENETICA GENETICA
Individuazione del soggetto donatore Esclusione che una traccia provenga
di una traccia: da quel donatore;
Conferma di un legame biologico di Negazione del legame biologico di
parentela. parentela.
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IL TEST DEL DNA NON E" UN ESAME DI
ROUTINE

La genetica forense e una materia complessa.

Le eccezionalita sono in realta piuttosto comuni. Ogni test e unico!

La figura del genetista forense condensa conoscenze di biologia,
criminalistica, genetica, medicina legale e statistica.
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Applicazioni d1 genetica forense

margini di errore e limiti delle analis1 del DNA

Identificazione della natura e dell’origine di un campione
Applicazioni pratiche del test del DNA

Analisi su oggetti toccati

Le analisi su DNA degradato
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EMOGENETICA CLASSICA

[dentificare 1l tipo di campione biologico

> Dk
L

C—




Diagnosi generica — 1 test d1 orientamento

Suggeriscono la presenza di un certo tipo di campione biologico

Test al luminol per sostanza ematica
' Falsi positivi

Detergenti
Tensioattivi
Vernici

Succhi di frutta




Diagnosi generica e di specie

Occorrono metodi specifici per identificare una certa sostanza.

Test OBTI per sostanza ematica
Falsi positivi

Emoglobina di

altri primati




Applicazioni d1 genetica forense

margini di errore e limiti delle analis1 del DNA

Identificazione della natura e dell’origine di un campione
Applicazioni pratiche del test del DNA

Analisi su oggetti toccati

Le analisi su DNA degradato
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DNA usato in casi forensi

Test di paternita/maternita o parentela

Esami di criminalistica

— Analisi di tracce e confronto con sospetti donatori
(vittima, indagati, testimoni, investigatori, ecc.)

— In casi di violenza sessuale (>2 su 3)
— Ricostruzione ipotetica delle dinamiche di un fatto

— Esami indiretti (ricerca in database, confronto con
parenti)

Ildentificazione in disastri di massa
Identificazione di persone scomparse
Costruzione di banche dati del DNA
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Test di paternita/maternita o parentela

Il profilo genetico ¢ costante per ogni
individuo dall’epoca del concepimento

a dopo la morte. Per esempio:

Si potrebbero fare test di paternita in utero. ——

Ma c10 ¢ oggl vietato!
Conferenza permanente per 1 rapporti tra lo Stato,

le Regioni e le Province Autonome di Trento e Bolzano:
accordo 15-07-2004

“Linee-guida per le attrvita di genetica medica”

Non deve essere accolta “la richiesta da parte dei genitori di un test
genetico sul feto al fine di accertare una condizione non
specificamente collegata alla diagnosi di malattia (es. sesso,
paternita, ecc.)”.



Test di paternita/maternita o parentela

Il profilo genetico € costante per ogni
individuo dall’epoca del concepimento

a dopo la morte. Per esempio:

S1 possono eseguire accertamenti di
parentela, tipicamente
paternita/maternita, esaminando

campioni provenienti da esumazioni, anche

a distanza di molti anni, se non troppo

degradati.



PERCHE’ NEI TEST DI PATERNITA" 13-15 MARCATORI
AUTOSOMICI SONO RITENUTI SUFFICIENTT?

SISTEMA Figlio Madre Padre
D8S1179 12, 15 12, 14 13, 15
D21S11 29, 29 29, 30 29, 33
D7S820 9,612 10, 12 9,11
CSF1PO 10, 12 10, 13 12, 14
D3S1358 13, 16 13, 18 15, 16
THO1 6, 6 6, 6 6,9
D13S317 13, 14 11, 14 11, 13
D16S539 11, 11 11, 13 9, 11
VWA 17, 18 17,17 17, 18
TPOX 8,8 7,8 8, 10
D18S51 16, 17 16, 17 14, 16
D5S818 11, 13 12,13 11, 13
FGA 21, 26 21, 25 24, 26

Rapporto costo-beneficio

Esaminando 13 marcatori del
DNA la probabilita a priort,
cioe prima di eseguire il test,

di escludere un uomo
falsamente accusato della
paternita e superiore al 99,999%
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Esami di criminalistica

CON IL DNA SI PUO" PROVARE L'INNOCENZA
DI UNA PERSONA!

Anthony Hicks

Year of Incident: 1990 January 200
Jurisdiction: Wisconsin

Sentence: 20 years 1 93 EX ON ERATED
Year of Exoneration: 1997

Sentence Served: 5 years
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Esami di criminalistica

[1 profilo genetico puo dircl se un soggetto ha lasciato parte di sé
su un oggetto o se ¢ probabile che sia passato da un certo posto.

E’ fondamentale che 1l sopralluogo giudiziario

La repertazione e conservazione
del reperto e fondamentale per
ottenere risultati attendibili dalle
analisi del DNA.




Implego di materiale dedicato per la repertazione e
conservazione del campione biologico

Sistemi di protezione Tamponi sterili Contenitori idonel
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Esami di criminalistica

[” sufficiente una piccola parte del campione per le analisi

Molto spesso e quindi possibile compiere accertamenti ripetibili
(art. 359 c.p.p. e art. 327 bis c.p.p.).
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PERCHE’ IN CRIMINALISTICA 18-15 MARCATORI
AUTOSOMICI SONO RITENUTI SUFFICIENTT?

D8

D21

D7

CSF

D3

THO1

D13

D16

VWA

TPO

D18

D5

FGA

Cam

13, 14

29, 30

10, 11

11,12

15, 16

6, 7

11,12

11,12

16, 17

8,8

12, 14

11,12

21,22

Freq

13%

11%

12%

20%

13%

13%

18%

17%

12%

28%

5%

22%

6%

Frequenza del profilo stimata in una popolazione italiana

La probabilita di discriminare a priori un soggetto falsamente
accusato di aver lasciato quella traccia e > 99,999%

1 su 200.000.000.000
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IN CRIMINALISTICAE MOLTO UTILE
STUDIARE ALCUNE CARATTERISTICHE DEL DNA

Il cromosoma Y
UOMO X, Y DONNA X, X

il

[’esame del profilo del cromosoma Y puo essere molto
utile guando ci sono tracce miste donna-uomo.
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[esame Y-STR tavorisce I'identificazione del profilo

genetico maschile nei casi di violenza sessuale

Campione D8S1179 D21S11 D7S820 | CSF1PO D3S1358 THO1 Amelogenina
Traccia 10, 13, 14, 29,30,32 | 8,10,11, | 10,11,12 | 15,16,17 6,7,9 X-Y
15 12
Vittima 10, 13 29, 30 8, 11 10, 12 16, 17 7,9 X-X
Sospetto 14, 15 29, 32 10, 12 11, 11 15, 16 6,9 X-Y
Campione DYS391 DYS389-1 DYS439 DYS389-11 DYS438 DYS437
Traccia 10 14 11 31 10 14
Vittima - - -
sospetto 10 14 11 31 10 14
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Tuttavia...

« Uomini discendenti da uno stesso padre non
D0SSONO essere discriminati tra loro con
I’esame del cromosoma Y

 CI sono pochissimi dati di popolazione sui
marcatori del cromosoma'.

Utile per le esclusioni, ma bassa la probabilita di match
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IN CRIMINALISTICAE MOLTO UTILE
STUDIARE ALCUNE CARATTERISTICHE DEL DNA

DNA mitocondriale

cellule prive

d1 nucleo

ANAGEN

DNA nucleare scarso
e/o degradato
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Tuttavia...

o Tutti I soggetti Imparentati per via materna
hanno lo stesso DNA mitocondriale;

 CI sono pochissimi dati di popolazione sul
DNA mitocondriale.

Utile per le esclusioni, ma bassa la probabilita di match
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IN CRIMINALISTICAE MOLTO UTILE
STUDIARE ALCUNE CARATTERISTICHE DEL DNA

L’EREDITARIETA’

Marcatori autosomici Marcatori parentali

\
\
\ "
N -
\ ‘.
AY
N

Autosomici Cromosoma Y DNA mitocondriale
(trasmessi in parte da tutti | (trasmesso intero, (trasmesso intero,
gli antenati) ma solo tra maschi) ma solo dalle femmine)

___________________________________________________________________________________________
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Y-STR utili nei casi di persone scomparse

? paterno

___________________________________
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Accertamenti indiretti

Acquisire informazioni sul DNA attr?so parenti del sospetto
9
A N
7’ = L

e
3 5] |6 @

mmm CromosomaY

——— DNA mitocondriale
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CHE COSA NON PUCQO’ DIRE IL TEST DEL DNA

* | tempi e modi di deposizione della traccia biologica

A + B: traccia mista Quando e come si &
formata la traccia?

Tre giorni fa, ieri, stamani?
Prima A e poi B?

Prima B e po1 A?
Contemporaneamente?
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Applicazioni d1 genetica forense

margini di errore e limiti delle analis1 del DNA

Identificazione della natura e dell’origine di un campione
Applicazioni pratiche del test del DNA

Analisi su oggetti toccati

Le analisi su DNA degradato
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Campion1 biologicl ordinari

S1 puo trovare DNA praticamente In tutti 1 materiali biologici

Cellule nucleate del sangue




Altr1 oggetti potenziali fonti di DNA

wr

)

)

DNA per contatto = da poche a 50 cellule

7

{

=

—

=

=\

— Impronte digitali;
— colletti di camicie, maglie, indumenti in
genere;

— passamontagna, caschi da moto;

— orologl, anelll, stanghette di occhiali;

— oggettl Impugnatl, matite, penne, armi
bianche, armi da fuoco ecc.
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Le analisi con basso numero di copie di DNA
(Low Copy Number - LLCN) sono difficili

S1 tratta quasi sempre di accertamenti irripetibili
(art. 360 c.p.p. ed art. 391 decies c.p.p.).

LCN ha diversi limiti, specialmente quando non si possono
effettuare ripetizioni dell’esame (tracce esigue), per verificare la

riproducibilita dei risultati.

[1 danneggiamento del DNA puo simulare I'effetto LCN.



Protili con basso numero di copie di DNA
(Low Copy Number - LCN)

A

C ]

Chi ha impugnato 'arma del delitto?

1900
1200,
1000 "
§00 ] A
m' “‘
l AL Al

400 ‘ » 47 (R \
200. 1,‘ | ,.7

B o £ l

I 27Y :rep. 5/1 (como) 200401 "

Profili complessi da interpretare!



Esistono difterenti tip1 di donatori

La capacita di lasciare tracce biologiche su un oggetto toccato ¢

donatore-dipendente

Buoni donatori - lasciano molte cellule quando toccano un oggetto.

Cattivi donatori - lasciano poche cellule quando toccano un oggetto.
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Applicazioni d1 genetica forense

margini di errore e limiti delle analis1 del DNA

Identificazione della natura e dell’origine di un campione
Applicazioni pratiche del test del DNA

Analisi su oggetti toccati

Le analisi su DNA degradato
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LLa degradazione

La qualita di un profilo genetico dipende dal grado di integrita delle
molecole di DNA.

La degradazione del DNA dipende dal tempo, ma soprattutto dalle
condizioni di conservazione del reperto (temperatura, umidita, azione

d1 microorganismi, etc...)

L L e e e e e e B | L B e e e e e L B o o o e B L A o o o B e e B B o B e B e i i i i o i o e B e B e e B e e e e e e B BRI B s e
40 100 110 120 130 140 180 160 170 180 180 200 210 220 230 240 240 260 270 280 240 300 310 320 330 340 350 360

) — D351358 THO1 [ 0135317 ] ] D165639 ] 0251338 ]
| I EJujc]e] * £ [ N e i I L il g il %
EA”””‘mDZTijnwe di sigaretta fumato 5 anni prima dell’analisi
3 '
mozzﬁone di sigarjrta fumato 1 giorno prima dell’analisi o
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Degradazione

4 diverse analisi
dello stesso campione

JAlleli aggiuntivi

!l Alleli mancanti

A, B e C: campioni
degradati artificialmente

T P o T ] [T P o e [Tt o | | P moor o F T T e [ e T re e e
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

D351358 . THO1 || pizsaiz || piessas | | 0251338 |
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Degradazione

4 diverse analisi

dello stesso campione

§ Alleli aggiuntivl

I Alleli mancanti

A

B
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Gl errori

[l miraggio della prova
assoluta non esiste: e
Indispensabile mettere
In conto la possibilita di
un errore umano.

SOPRALLUOGO GIUDIZIARIO

REPERTAZIONE

\

LABORATORIO
RICEZIONE REPERTI

CATALOGAZIONE,

RILIEVI FOTOGRAFICI,

PRELIEVI

\ ~

ALTRE INDAGINI
DI CRIMINALISTICA

ANALISI BIOLOGICA:
DIAGNOSI GENERICA E
DI SPECIE

/

ANALISI BIOLOGICA:
DIAGNOSI INDIVIDUALE

SESSO POLIMORFISMI

POLIMORFISMI
GENETICO AUTOSOMICI CROMOSOMA Y

DNA
MITOCONDRIALE

~_ N /

/

RACCOLTA DATI

PROFILO DNA

—>

DATABASE

\

| INTERPRETAZIONE PROFILO |

«—

L’ESCLUSIONE

S

L’ATTRIBUZIONE

TS DATABASE

/

v

INDAGINI
INDIRETTE
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[ Iimit1 del test del DNA

Gemelli identici non possono essere distinti con il DNA.

Campioni degradati e/o contaminati, tracce miste
eccessivamente complesse possono fornire risultati non
Interpretabili.

1l test del DNA e quasi sempre un esame comparativo.

ATTENZIONE: il campione biologico si puo facilmente
trasportare da un luogo all’altro.
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CHE COSA PUO’ DIRE A PRIORI'IL TEST DEL DNA?

OGGI
Il sesso dell’individuo che ha depositato la traccia biologica

DOMANI (FORSE.. )

» Informazioni riguardo alle origini etniche di chi ha
depositato la traccia biologica

« informazioni sulle caratteristiche antropometriche
di chi ha depositato la traccia biologica

IDENTIKIT
GENETICO

\
\
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Altre curiosita...

N° Amelog. [ D3S1358 | VWA | FGA | D8S1179 | D18S51 | CSF1PO | THO1 | TPOX

traccia X-Y 15-16 18-20 | 21-23 10-10 11-11 9-10 7-10 8-11

[ costi

|l costo del prodotti di laboratorio per ottenere un profilo
genetico da un campione “ordinario” € intorno a1 30 €.

| maggiori costi di una consulenza genetico-forense sono
dovuti alle altre attivita e al tempo richiesto al consulente.
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N° Amelog.

D3S1358

FGA

D8S1179

D18S51

CSF1PO

THO1

TPOX

traccia X-Y

15-16

18-20

21-23

10-10

11-11

9-10

7-10

8-11

[ temp1

Possono essere necessari diversi giorni per analizzare un
solo campione, se particolarmente contaminato e/o

degradato.

Ma 1l profilo genetico da un campione “ordinario” puo
essere ottenuto in tempi molto rapidi, circa 4 ore.
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Danimarca, Svizzera, Svezia, Croatia, Bulgaria

2001 Francia, Repubblica Ceca

Belgio, Estonia, Lituania, Slovacchia

2003 Ungheria, Lettonia

In preparazione
Polonia, Portogallo, Spagna, Grecia, Irlanda, ex Jugoslavia, Italia




