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ANALISI PCR DEL LOCUS POLIMORFICO. D17530 (YNZZZ)
IN UN CAMPIONE POPOLAZIONISTI‘CO PARMENSE
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Introduzione.

La frazione non codificante del genoma umano’ é costitmta
in grande quantxta da loci. 1pervanab1h che mostrano un alto
grado di variazione allelica. L elevato polimerfismo di g
dipende dalla presenza di segmenti, o « core », dl DNA "ripety
in forma tandem in numero variabile di’ volte (VNTR vanable
number of tandem repeats) 1) ;

Il polimorfismo di questi, loci pmb asere ewdengato me-
diante la classica tecnica del Southern »Bfottmg [21. g

Nelle indagini forensi, i reperti sottoposti ad anaIxs‘, ,génten-
gono spesso- DNA in quantitd. limitata e parzialmente. degmdato
tanto da non rendere utilizzabile la. tecni¢a- éeESouﬁem Blotting
[3, 4]; altri limiti di- quésta-tecnica solo- Mmmm dali"nso di
isotopi radioattivi‘e dalla tediosita del metodo.

Una tecnica, ormai affermata, impiegata’ nelle mdagnu 'del

DNA la Pnlymerase Cham Réactaén 6 PCR {5], ensﬂ‘tm%e un
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potente strumento per ’analisi di campioni biologici anche non
perfettamente conservati e/0 in scarsa quantitd, mediante una sem-
plice metodica di amplificazione in vitro e successiva rilevazione
mediante elettroforesi o ibridizzazione degli amplificati. Tale tecni-
ca si & dimostrata affidabile per lo studio di polimorfismi di se-
quenza e di lunghezza, che vengono ormai routinariamente usati in
casi forensi di identificazione personale e di indagine di paternita.

. "H sistemad YNZ22, situato sul cromosoma 17 (Jocus D17S30)
appartiene ai polimorfismi di' lunghezza:che vanno sotto il nomie di
AMP-FLP’s - amplifiable fragment length polymorphisms. Manca-
no per questo sistema indagini popolazionistiche sufficientemente
estese per ottenere dati su distribuzione ed'eventuali'vdriazioni geo-
grafiche delle frequenze alleliche, necessarie per’la concreta utiliz-
zazione in ambito di identificazione personale e di paternita contro-
versa. Al momento sono state effettuate 1ndaglm, su un limitato
numero di soggetti di razza caucasica'e non; ‘negli Stati Uniti [6] e
in Germania [7].,

Questo studio si propone di indagare un camplone rappresen-
tativo della popolazione di Parma e di operare un raffronto dei ri-
sultati con quelli riferiti nei precedenti studi popolazionistici.

Materiali e metodi.

1’indagine ¢ stata effetuata su ‘100 donatoti afférenti al locale
Centro Trasfusnonale ‘non imparéntatr fra loro e residenti- nella
Provincia di Parma. Tl DNA & stato estratto da 700 pl di sangue in-
tero con tecnica organica in fenolo-cloroformio [8]. :

L’amplificazione ¢ stata programmata su Thehnai Cycler
(MJR PTC 100-60) per 27 cicli di:

"~ denaturazione a 94° per 1 minuto

annealing a 63° per 1 minuto

" estensione a 72° per 1 minuto '

“oltre ad un- «ciclo iniziale di denaturazione per § mmun € un ci-
clo finale di estensione per 11 minuti.

Sono stati utilizzati i Primers indicati da Budowie [7):

. 5 - AAACTGCAGAGAGAAAGG’PCGAAGAGTGAAGTG

5 AAAGGATCCCCCACATCCGCTCCCCAAG’I"I‘ 3.
a concentrazione di 1 M in una miscela di amphﬁcazxone compo-
sta da 50 ng di DNA genomico, 200 nM di ciascun nucleotide libe-
ro, 2 unita di Taq polimerasi, 5 pl di buffer (500 mM KC1, 100 mM
Tris-HCI, 15 mM MgCl 1% Triton X-100), acqua bidistillata fino
al volume dl 50 ut.- - :
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. Gli. amplificati-sono stati sottoposti: a elettroforesi orizzonta-
le in.gel di Agarosio al 1,5%, in/TAE 1X, ‘a 50 V, per ‘16.0re.
L’identificazione degli alleli & ayveauta. mediante: ra.ffronto mm il
123bp ladder (GIBGO~BRL) (Flgma 1) S

. (RN G R ISR

iy

FiGura 1 - Corsa elettroforetica in Gel di Agarasio.(1,5% in. TAE I1X, {6 h a
50 V) visualizzato con UV dopo colorazione in Etidio Bromuro (da
sn adxi: 10-12,. 123 bp Ladder, 4:9, 3-9, 4-5, 29, p Gem Marker,
¢ 4-10, 9-9, 4—6 8-9, 123: bp Ladder, 2-4 .
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»«Per il caloolo del chiquadro gl alleli:sono: stati’ raggruppati
in ‘quattro”gruppi: (bins) ‘secondo’ quanto propostoida Rand: et al.
[7): Iallele 1 ¢:2:n8l I gruppe; T'allele 3 'nel-II gruppo; Paliele 4
nel I gruppo; i restanti 9 alleli nel IV. gtippo: (Fignra 2).: < =

La diversita allelica, che equivale alla frequenza degli etero-
zZigoti attesi, ¢ stata calcolata con la seguente formula:

H-— {1 ZX*][n/n -1

dove X; &la frequenza allelica ¢ n 11 rmmero degix alleh
Il potere di discriminazione (P'p) ‘¢ stato éalcolato come
1-Z(Pi)2, dove Pi ¢ la frequenza di ogni genotipo.

N soggetti ha evi-
li osservati sono

in generale me-
“perigli alleli

percentuale di
fero di osservazioni

pi pari a 91, e il re-
izyati, vi potrebbero es-

ati e quelli attesi. Do-
talcolate le frequen-
fi frequenze attese.
i sono deviazioni si-
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I risultati del presente lavoro sono stati raffrontati con
quelli effettuati precedentemente su altre popolazioni [6, 7]. La
distribuzione percentuale degli alleli rilevata dalla nostra indagi-
ne ¢ risultata analoga a quella rilevata su campioni popolazio-
nistici di simile ampiezza indagati in Germania e negli Stati
Uniti rwggmaf»3). ;

concluszom

L’anabsx del sistema polimorfico del DNA YNZ22 in un
campione "di popolazione parmense ha nIevato la presenza dei
13 comunpi -alleli. La separazione delle bande alleliche dopo
elettroforesix jn agarosio ¢ stata netta ¢ la identificazione dei
vari_alleli agewle. Cid dipende dal numero di paia di basi —
70 — di cui ¢ eom,tulta la sequenza base. ,

L’analisi delf’egmhbno interno del campione esaminato é
stata effettuata confrontando il numero dei’ genotlpl osservati
con quelli attesi secondo la legge di Hardy-Weinberg. A ‘guestp
scopo si_& ritenuto opportuno di operare un raggruppamento.
degli allﬂl in 4 classi, secondo criteri di omogeneitd -di fre-
quenza. a lica, poiché P'elevato numero di genotipi attesi (9})
avrebbe jpotuto discostarsi notevolmente da quelli osservati in
un camf’, one di popolazione limitato a soli 100 soggetti: Que-
sta ope ",,:one di raggruppamento appare statisticamente valida
[7] ed er f;_gla praticata per I’analisi della frequenza di varlantl
rare di sxstemg delle proteine sieriche [9].

‘11 chi quadro caimlato sm raggruppamentx operati ha mo-
strato valori che consentono” e I’assenza di pressioni
selettive che possano alterare 'l’attendiblhta del campione preso
in esame. Una ulteriore verifica della validita del campione
preso in.esame e dell’afﬁd@mta del metodo di analisi del po-
limorfismo: del sistema YNm ¢ consistita nel raffronto fra la
frequenza degli eterozigoti ossq;vatl e quelli attesi. Il numero
degh eterozigoti riscontrati si colloca nel range di quelli attesi.

Le frequenze alleliche mostrano andamento analogo a
quelle riscontrate in un campione di popolazione tedesca [7],
ovvero nell’unica popolazione caucasica indagata per il sistema
del logus D17530 mediante PCR. Il campione indagato da Ba-
tanian et al. [6] era formato da una mescolanza di caucasici,
neri, ispanici e altri non specificati. Cid nonostante, le fre-
quenze alleliche di questo eterogeneo campione mostrano valori
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simili a quelli riscontrati nella popolazione caucasica (Figura 3).

Il potere discriminativo (P p) relativo al locus polimorfico
D17S30 @ risultato pari a 0,94, valore partlcolarmmte elevato se
confrontato con il P, dei comuni sistemi immunologici-ed elettro-
foretici utilizzati nei laboratorj di Emogenetica Forense.

In definitiva, sulla base dei risultati ottenuti dalla presente
indagine, che sara in futuro estesa ad un pilt ampio campione po-
polazionistico, si pub affermare che il sistema polimorfico di lun-
ghezza YNZ22 & tecnicamente affidabile. L’indagine elettroforeti-
ca ha dimostrato trattarsi di alleli che consentono I’allestimento di
un database da impiegare in tema di 1dent1ﬁcaz10ne e d1 calcolo
biostatistico di paternita.

RIASSUNTO

E stata esegmta un’indagine del smtema polimorfico YNZ22 (locus
D17S30) su un campione popolamomsnco ‘della Provincia di Parma. Dopo
amphficazlone PCR ¢ stata effettuata elettroforesi in gel di agarosio e colo-
razione con etidio-bromuro, che ha consentito 1’evidenziazione di 13 varianti
allehche 11 calcolo del X2 non ha evidenziato deviazioni rispetto all’eth-
brio di Hardy-Wemberg Il Potere Discriminativo (P ) del sistema indagato
¢ risultato pari a 0,94. La distribuzione delle frequenze alleliche & risultata
simile a quella di altre popolazioni caucasiche. L’elevato Potere Discrimina-
tivo e 1’assenza di evidenti pressioni selettive rendono il sistema polimorfico
indagato suscettibile di efficace utilizzo in campo medico-legale.

SUMMARY

Analysis of polymorphic system YNZ22 (locus D17S30) was carried
out in a population sample from the Province of Parma. After PCR ampli-
fication, agarose. gel electrophoresis and ethidium-bromide staining were per-
formed, and thirteen alleles were found. No deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium was shown by the X 2-test. The Discriminating Power (P ) value
for the analysed system was found to be 0,94. Allelic frequency distribution
was found to be similar to that of other Caucasian populations. The high
Discriminating Power and lack of selective pressure make the analysed poly-
morphic system particularly valuable in forensic investigation.
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