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SUMMARY

ANCIENT DNA STUDIES: FROM PALEOPATHOLOGY
TO POPULATION GENETICS

We discuss the relevance of ancient DNA studies for novel approaches to
a variety of fields of scientific inquiry, including population and evolutio-
nary genetics, prehistoric archaeology, paleopathology and history of hu-
man diseases. To exemplify the potential of ancient DNA research, we pro-
vide accounts of studies currently conducted at our laboratories in four
different areas: 1) origins of the dog and phylogeny of prehistoric Italian
canids; 2) paleogenetics of ancient Rome; 3) antiquity for variant alleles
implicated in disease predisposition; 4) molecular investigation of patho-
logic lesions in Italian mummies of Renaissance age. The implications of
the results obtained are briefly outlined.

Sin dai primi anni ‘80 ricerche pionieristiche misero in evi-
denza che residui di DNA endogeno potevano conservarsi in re-

Key words: Ancient DNA - Population genetics - Dog - Domestication ~ Ancient Rome
~ Mummies -~ Paleopathology - Thrilty genotype

587




E Verginelli, L. Ottini, D. Esposito, A. Cama, P. Battista, R. Ciranni, et al.

sti antichi di origine animale, umana e vegetale. Le prime se;
quenze di DNA cosiddetto “antico” furono pubblicate nel 1984
dal gruppo di Higuchi e Wilson, i quali isolarono DNA mitocon-
driale (mtDNA) endogeno da un frammento di pelle di quagga
(Equus quagga), un cqulde sudafricano estintosi nella seconda
metd del secolo XIX'. In Ttalia, gia nel 1985 Franco Rollo ana-
lizzava acidi nucleici da semi di Lepidium sativum conservati
con il corredo funerario di una mummia egizia risalente a circa
3.300 anni fa%, mentre venivano resi noti i primi studi effettuati
su mummie egizie’, Successivamente, I'introduzione della tecni-
ca di replicazione in vitro del DNA tramite reazione polimerasi-
ca a catena (PCR), che permette di generare milioni di copie di
una sequenza partendo, in teoria, da una molecola di DNA, rese
possibile il progresso della paleogenetica®. Nel 1988 il gruppo di
Alan Wilson, di cui faceva parte lo svedese Svante Padbo, all'e-
poca negli Stati Uniti, descriveva un aplotipo di mtDNA ottenu-
to dall’encefalo mummificato di un paleoindiano di 7.000 anni
fa’, mentre nel 1989 Hagelberg e Sikes ottenevano mtDNA sui-
no dal femore di un prosciutto affondato all'inizio del secolo
XVI alla foce del Tamigi con la “Mary Rose”, ammiraglia di En-
rico VIil ’5ng‘hﬂtcrm" Questo studio dimostrava la pos‘slblhm
di ottenere mtDMA cngogeno da resti scheletrizzati’, di gran
lunga piu’ abbondanti rispetto ad altri tipi di reperti blulo‘*lu
amlchx. Su questa linea, altre ricerche, tra cui specialmente
quelle di Hoss e Padbo, dimostravano che era possibile analiz-

a
zare mtDNA di ossa molto antiche, come quelle dei grandi mam-
e an PNt 1. 89,10
miferi della fine dell'Era Glaciale *™™".
11 mtDNA si e rivelato di fondamentale importanza per la pa-
leogenetica, perche, oltre al vantaggio di essere di limitata esten-
sione e ben caratterizzato, presenta copie multiple per cellula,
fatto che ne assicura

ma conservazione di gran lunga migliore

nel tempo rispetto al DNA nuc are'"'#1% il genoma mitocon-
tende pvr 16.569 coppie di basi,

solo lo 0,0006% cxd genoma umano totale, ma & p nie in un
numero di copie variabile tra 1.000 e 10.000 gem’)mi per cellula,
seconda del tipo cellulare e delle richieste metaboli pet-
1o Hula mediamente presenti per xi DNA nu-
cleare.

iriale umano,

d
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Un'altra caratteristica del mtDNA estremamente importante
per gli studi paleogenetici & I'ereditarietd materna: il genoma mi-
tocondriale & infatti ereditato quasi esclusivamente dall’oocital®
Questo comporta assenza di fenomeni di ricombinazione e se
gregazione allelica, cosicché il numero di differenze nucleotid
che nel mtDNA di due individui che condividano una stessa an-
tenata, in linea di discendenza femminile, & direttamente pro-
porzionale al numero di generazioni che li separanc da essa.
Percio, lo studio del mtDNA permette di costruire alberi filoge-
netici interpretabili come genealogie matrilineari di una popo-
lazione, di una specie, o di specie diverse derivate da un comu-
ne antenato'’. Una ulteriore vantaggiosa caratteristica & che per
il mtDNA la d1mensmne della popolazione effettiva & minore di
quella del DNA nucleare, ereditato da entrambi i genitori: una
coppia di riproduttori diploidi presenta infatti quattro genomi
aplmdl nucleari, ma un solo mtDNA trasmissibile alla proge-
nie””. Questo porta ad un pit alto tasso di differenziazione per
dcma genetica. Pertanto il mtDNA & un ottimo indicatore di ef-
fetti fondatore, di colli di bottiglia genetici e di colonizzazioni.
Infine, nonostante I'organizzazione genomica semplice e filoge-
neticamente conservata, il mtDNA evolve da dieci a venti volte
pit velocemente del DNA nucleare di funzione comparabile'®. 11
tasso di evoluzione medio per lintera molecola & stimato del-
Tordine di 1-2% di basi mutate per milione di anni: il mtDNA
pud fungere quindi da “orologio molecolare” per “datare” even-
ti macro- e micro-evolutivi.

In anni recenti, i risultati di maggior impatto ottenuti dalle ri-

cerche sul DNA antico riguardano proprio il mtDNA: tra il 1997
e il 2000 l'analisi di alcuni famosi fossili neandertaliani, come
Folotipo dalla grotta Feldhéfer nella valle del Diisselbach, chia-
mata Neanderthal, e reperti dalla grotta di Vindja in Croazia e
dal Caucaso, ha consentito al gruppo di Svante Paibo di stima-
re la distanza genetica tra Homo sapiens e Homo neanderthalen-
sis, dimostrando oggettivamente che queste due forme umane
devono essere considerate alla stregua di specie separate

17,18
Le ricerche sul DNA antico non si sono perd limitate allo

mtDNA, ma hanno riguardato, in misura e con rilievo scientifi-
co forse minori, anche il DNA nucleare ed il genoma di nume-
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rosi microrganismi, come pure cloroplasti e DNA nucleare vege-

tale. Con lo sviluppo di severi criteri di validazione dei dati, in.

grado di discriminare contaminazioni recenti, che avvengono
sempre ove non vi sia personale esperto e disponibilita di labo-
ratori adeguatamente attrezzati, le ricerche sul DNA antico pos-
sono contribuire a discipline estremamente diverse, quali 'an-
tropologia, la paleontologia, 'archeologia preistorica, la geneti-

ca di popolazione, la paleopatologia, la storia della medicina, la

medicina legale e la microbiologia'®.

Le ricerche condotte presso i nostri laboratori possono forni-
re un esempio delle potenzialita offerte dallo studio del DNA an-
tico net settori dell'archeologia preistorica, della paleogenetica e
della paleopatologia. Nel presentare i nostri studi, ci proponia-
mo lobiettivo di far comprendere come la paleogenetica mole-
colare, integrandosi con la genetica di popolazione e con la pa-
tologia molecolare, possa costituire il substrato di fertili intera-
zioni tra campi d'indagine tradizionalmente diversi.

1. Ricerche paleogenetiche sull'origine dei cani

Daremo qui una panoramica delle nostre ricerche su canidi
preistorici italiani, che hanno 'obiettivo di far luce su una fase
critica della preistoria, quella della domesticazione animale, che
si ritiene iniziare con il cane (Canis familiaris), in un’epoca tut-
tora dibattuta e senzaltro remota®®?!. Al tempo stesso, c¢i siamo
proposti di fornire dati diretti utili alla ricostruzione della storia
evolutiva dei cani, che, come oramai provato, discendono dai lu-
pi (Canis lupus, Fig. 1). Nei nostri studi abbiamo inizialmente
analizzato 8 canidi fossili o subfossili rinvenuti in siti preistori-
ci italiani, di eta compresa tra la fine del Paleolitico Superiore
(XII-X millennio a.C.) e la prima Eta del Ferro (IX secolo a.C.).
Lo studio molecolare & stato effettuato su 299 paia di basi della
regione ipervariabile del mtDNA. Cinque degli 8 canidi (Tab. 1),
che comprendevano i tre reperti piu’ antichi, inizialmente attri-
buiti a lupi del tardo Pleistocene/primo Olocene, hanno fornito
dati di sequenza confermati con criteri di verifica severamente
stringenti, mentre I restanti tre non hanno fornito dati moleco-
lari. L'analisi statistica intra-gruppo, effettuata con il software
Arlequin 1.1, mostra un indice di diversita genetica di 1,0 = 0,13.
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Fig. 1 - Lupo del tardo Pleistocene, esempio di arte parietale del Paleolitico Superiore
dalla grotta di Les Combarelles, Dordogna. I primi cani associati agli accamparmenti pa-
leolitici dovevano avere questo aspetio.

La media del confronto a coppie assume nel campione dei cani-
di antichi un valore pari a 1,40 = 1,01 con un indice di diversita
nucleotidica pari a 0,011 = 0,010, Nell'insieme, questi valori in-
dicano una forte variabilitd genetica interna al gruppo dei 5 ca-
nidi preistorici. Sulla base dei dati di sequenza & stata possibile
un'analisi di confronto con i dati genetici in letteratura e in
GenBank. Sono state utilizzate le sequenze di 140 cani, rappre-
sentativi di 67 razze, e di 162 lupi, rappresentativi di 27 popola-
zioni di Europa, Asia e Nord America. Le nostre sequenze anti-
che si ripartiscono in 3 dei 4 maggiori cladi di sequenze mito-
condriali di cane, in particolare I cladi I, II, ¢ IV (Fig. 2). Un
grosso canide della taglia di un lupo pleistocenico, rinvenuto a
Palidoro presso Roma in associazione con la facies culturale ro-
manelliana deli’'epigravettiano (tardo Paleoclitico Superiore), da-
tato al radiocarbonio a 14.670 = 130 anni prima del presente
(presente = 1950 d.C.), ha un aplotipo nuovo che si situa in po-
sizione basale nel clado 11, che comprende aplotipi canini trova-
ti in razze antiche del Vecchio e del Nuovo Mondo, come Vhusky
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Tabella 1 - Datazione assoluta dei canidi preistorici dell Ttalia cent
Paleolitico Superiore all'Eta del Bronza) positivi all'anali:

C i Pr i Datazione Elemento
(anni/C'*-AMS) osseo
AW1 Palidoro (Lazio) 14.670+/-130 Emimandibola
AW2 Grotta Romanelli (Puglia) 9670+/-40 Tibia
AW3 Grotta Romanelli (Puglia) 9860+/-50 Metapodiale
ADS - Ldsale del Dolce (Lazio) 4.110+/-40 ; Tibia
ADIS Vejano (Lazio) 3.040+/-40 Femore

siberiano e lo xoloitzeuintli messicano®. Un secondo canide fos-
sile di dimensioni minori, compatibili con quelle di un lupo di
piccola taglia o di un cane, associato con la cultura romanellia-
na nel sito eponimo di Grotta Romanelli in Terra d’Otranto, da-
tato al radiocarbonio a 9.860 + 50 anni prima del presente, si si-
tua nel clado TV, un clado ritenuto dj origine relativamente re-
cente per la presenza di un aplotipo condiviso da cani e lupi. Un
altro canide di dimensioni comparabili a quelle dei grossi lupt
pleistocenici, rinvenuto nello stesso sito e strato del precedente
(“Terre Brune” di Grotta Romanelli) e datato a 9.670 + 40 anni
prima del presente, si situa in posizione basale nel clado I, con-
dividendo 'aplotipo eurasiatico attuale D3, che corrisponde ad
uno dei 5 aplotipi canini fondatori che invasero I'America Set-
tentrionale con I cacciatori del Paleolitico Superiore, attraverso
la Beringia®. Gli aplotipi di due cani preistorici piu’ recenti, uno
dei quali datato a 4.110 + 40 prima del presente e rinvenuto in
un contesto Eneolitico laziale, l'altro datato a 3.040 = 40 anni
prima del presente e rinvenuto in un sito della tarda Eta del
Bronzo, sempre nel Lazio, corrispondono rispettivamente agli
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AW Riparo di Palidars (14,670 3/~ 130)

-AWS Geotts Romomiii (5860 /- 50}

“ADD Cosal def dulce (4110 +/- 40)

Fig. 2 - Relazioni genetiche tra 5 canidi preistorici dellTtalia centro-m
cani (di 67 razze) e 162 lupi (di 27 popolazioni) attuali: hbor-joining” tr
261 bp della regione HVRI del DNA mitocondriale.

e basato su

aplotipi attuall D7 nel clado IT e D15 nel clado 1, oggi comuni in
una varieta di razze canine eurasiatiche®.

1l fatto che grossi canidi simili a lupi, datati al Pleistocene ter-
minale/primo Olocene, si situino in cladi dominati da cani sug-
gerisce che proto-cani di morfologia lupesca, geneticamente di-
vergenti dai lupi per effetto di selezione umana, fosserc
i con gli accampamenti romanelliani. Vi incl
cata eterogeneitd genetica dei nostri cani prei
bile tenendo conto del lari pitt antichi, tutti
litico Superiore, si situano in ben tr
comprendono i cand attuali (per confror
i italiani non solo si situano in unico clado, ma han-
no un solo aplotipol
nisola italiana era g

cen

probabilmente multicentrica, da pilt di una delle popolazion
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T2 6T CAT TAC TEC £45 CCA C2A T5A ATA TG TAC 66T ACC ATA ART ACT

AR AAC CCA AT CAC ATE AAR ACE CEC TCZ CCA T6C TTACAR GEA AGT ACA BCA ATC A
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206 TAG ATA GCA CAT TAC AGT CAA ATC.

3- Palgn)gcx{cllm di un romano del IV sec. d.C.: aplotipo della regione HVRI del DNA
itc condriale di Asellus, tiglio adolescente di Honoratia Severina e dell imprenditore edi-
?e Il{cbzus Justis morto a 16 anni, vaffigurato in un alfresco dellIpogeo di Trebio Giusto
in Roma.

mi

olartiche di lupo del Pleistocene. A questo riguardo, & interes-
sante speculare sul fatto che per le popolazioni preistoriche il
cane probabilmente svolgeva funzioni molteplici, che compren-
devano sia quelle cui noi oggi lo associamo (guardia, caccia, di-
fesa, compagnia) sia funzioni molto diverse, ma forse piu’ im-
portanti per gruppi di cacciatori nomadi, come quella dell'im-
piego per trasporto di slitte e carichi e quella di fornire carne a
scopo alimentare?®.

2. Paleogenetica di un sepolcro familiare di eta romano-imperiale:
I'lIpogeo di Trebio Giusto

] Passando a ricerche attinenti antiche popolazioni umane,
diamo qui un resoconto delle nostre indagini sulla paleogeneti-
ca degli inumati rinvenuti in un sepolcreto monumentale di eta
imperiale, I'Tpogeo di Trebio Giusto, sito presso la Via Latina a
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Roma. Riteniamo che questi studi aprano uno spiraglio di luce
sul popolamento della piit grande megalopoli dellantichita, in-
superata per numero di abitanti sino all'eta moderna. LIpogeo
di Trebjo Giusto & un sepolcreto scavato nel tufo, costruito da
una ricca famiglia di imprenditori edili della Roma del IV seco-
Jo d.C.. Lambiente & decorato di interessanti e ben conservati af-
freschi, che raffigurano i componenti della famiglia e le loro at-
tivita, con un particolare riferimento, ingenuamente ¢ profon-
damente commovente, ad un giovane figlio di Trebio Giusto, il
fondatore del sepolcro, affettuosamente soprannominato “Asi-
nello” (Asellus), che premorni al padre all'eta di 16 anni (Fig. 3).
Asinello, nonostante il soprannome poco appropriato, & raffigu-
rato assiso in mezzo a rotoli di papiro e tavolette scrittorie, a si-
gnificare il suo impegno nello studio e Torgoglio e l'amore dei
genitori, ricchi ma provenienti da famiglie forse di origine ser-
vile o di bassa estrazione sociale, per il figlio che studia.

LlIpogeo conteneva 39 individui scheletrici in deposizioni
spesso multiple, 24 dei quali da noi studiati a livello molecolare.
Prima di effettuare I'analisi del DNA, cinque scheletri sono sta-
1i sottoposti al test di racemizzazione degli aminoacidi. Lanalisi
ha mostrato rapporti di racemizzazione degli enantiomeri D ed
L tra 0,072-0,172 per lasparagina, 0,013-0,73 per Jalanina e
0,002-0,020 per la leucina. Questi rapporti indicavano che, no-
nostante I'umidita dell’ambiente di sepoltura, la conservazione
di mtDNA endogeno poteva essere relativamente adeguata®. La-
nalisi dellintera regione ipervariabile 1 del DNA mitocondriale
(HVRI), condotta amplificando tre regioni parzialmente sovrap-
poste, rispettivamente di 182 paia di basi per il primo segmento
(nt 15996 - nt 16139), di 183 per il secondo (nt 16131 - nt 16271)
e di 180 per il terzo (nt 16263 - nt 16401), ha fornito risultati po-
sitivi per 9 dei 24 scheletri analizzati. Le sequenze sono state ri-
solte per tratti variabili dal nt 15997/16051 al nt 16362/16400 ¢
confrontate con I'aplotipo di riferimento di Anderson.

Sulla base dei dati di sequenza, & stato possibile procedere ad
analisi di confronto tra aplotipi attuali ed antichi. Lindividuo
scheletrico T.2A, presumibilmente di sesso femminile e con eta
alla morte tra 18 e 24 anni, era parte di una sepoltura multipla
di 6 individui, rimaneggiata dopo la deposizione. Lindividuo
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scheletrico T.3A, presumibilmente di sesso maschile, deceduts
tra i 30 ed i 40 anni, era parte di una sepoltura bisoma. Dalle
analisi di sequenza appare evidente che T.2A e T.3A condividono
un aplotipo corrispondente a quello di riferimento europeo de-
scritto da Anderson, presente, secondo nostri studi, nel 16% cir-
ca della popolazione attuale dell'Italia centrale. Percid questo
aplotipo non permette di stabilire relazioni di parentela, anche
se il dato ottenuto & compatibile con una comune origine ma-
terna di T.2A e T.3A. Lanalisi di sequenza dell'individuo schele-
trico T.1A, corrispondente ad Asinello, figlio di Trebio Giusto, ha
dato un aplotipo pure largamente diffuso nelle popolazioni at-
tuali europee (Fig. 3). La sostituzione di una timina con una ci-
tosina in posizione 16311, che caratterizza questo aplotipo, &
stata riscontrata anche negli aplotipi di altri 3 individui schele-
trici dell'ipogeo (T.2D, T.74A e T.8), seppure in combinazione con
altre varianti nucleotidiche. Nelle popolazioni attuali la distri-
buzione della transizione in posizione 16311 mostra un gra-
diente di frequenza dall’Africa verso I'Europa e I'Asia, mentre
non & stata riscontrata in popolazioni indiane americane (Fig.
4). Laplotipo dell'individuo T.3B, la cui sepoltura era situata nel-
la camera principale del sepelero, & caratterizzato da una tran-
siziene in posizione 16223, molto comune in popolazioni africa-
ne ed eurasiatiche attuali. Attualmente questa transizione mo-
stra gradienti di frequenza, da valori elevati (90%) nelle popola-
zioni africane a valori intermedi nelle popolazioni asiatiche
(29% nei turchi) fino a valori bassi negli europel. Lindividuo
scheletrico T.74, in deposizione primaria nella camera principa-
le, presenta un aplotipo con varianti in posizione 16293 e 16311,
descritto in popolazioni attuali della Gran Bretagna, Norvegia,
Cornovaglia e Marocco. Interessante risulta pure Vaplotipo del-
lindividue T.7B, caratterizzato da sostituzion posizione
16093 e 16293, descritte esclusivamente in popolazioni at
dell’Anatolia. infine Vindividuo T.9 presenta un aplotipo cars
to da una variante nucleotidica in posizione 16290, descrit-
to unicamente nella popolazione b a del Marocco.

le ha perm

1

In conclusione, Yanalisi del DNA mitocondr
di ottenere limitati ma significativi dati genet
nucleo di individui di tarda eta imperiale as
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Fig. 4 - Sharing tra le sequenze HVRI di 7 individui schdelr@cl jnumati nell'Ipogeo di Tre-
bio Giusto ¢ gli aplotipi frequenti nelle popolazioni attuali.

sto funerario familiare. Nei 9 indivich‘li lsc}.leletyig che hax?no da-
to mtDNA sono rappresentati 8 aplotlpl diversi, il che documzn—
ta una notevole eterogeneita di hngc materne. Lc. scguenz'e‘_ S—_
terminate includono aplotipi descritti in popolazwm qm(;)ag i
aree dell’Europa Occidentale, del_l\{oré Africa e del I}Aedu{)’ rien-
te che erano allora entro i confini (}ell impero (Fig. Jf),.! Ed[l mo-
lecolari del ristretto campione dellTpogeo di Trebio Giusto sfn}-
brerebbero percio riflettere la probabile eterogeneita genetica

della Roma imperiale.

3. Antica origine di un allele mutato: indagini su una popolazione
-medievale )

alngn malattie ereditarie comprendon_opaloioglg dovulte \alm‘u-
tazioni germinali a carico di uno specifico gene, il qual % ev mda-
lizzato nel DNA nucleare o, piti raramente, 11e,lA mt.D.NA. 'i g}q X
la mutazione presente in tutte le _cellule d’ellmdlvlgluo,ll 1’

proveniente da qualsiasi tessuto, 1‘nduso l_osso, puo essere u cl):
lizzato per la diagnosi. Nel caso di patologie dovute a mutazi
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ne di geni nucleari, la diagnosi molecolare su campioni schele
trici antichi & resa difficile dal fatto che questi geni sono di nop
ma rappresentati da due sole copie per cellula, mentre la muta
zione responsabile di predisposizione a malattia & localizzata in-
un allele. Pertanto, questo tipo d’indagine presenta notevoli dif.
ficolta tecniche ed interpretative, che devono essere tenute pre-
senti, anche se non & possibile esporle in dettaglio in questa se-
de®. In questo campo porteremo l'esempio delle nostre ricerche
su scheletri altomedievali, che documentano direttamente I'anti-
chita di un allele implicato nella predisposizione al diabete ¢ nel
cosiddetto “genotipo frugale”.

Le nostre indagini erano dirette a verificare 'antichita dell'o-
rigine di specifici polimorfismi di sequenza del gene IRS-1, co-
dificante il substrato-1 del recettore dell'insulina, coinvolto nel-
la trasduzione del segnale del recettore insulinico. IRS-1 & stato
il primo substrato del recettore dell'insulina ad essere caratte-
rizzato. Sono state clonate le corrispondenti molecole umane, di
ratto, topo, cercopiteco etiope e pollo. La molecola contiene re-
sidui di tirosina, serina e treonina la cui fosforilazione media il
segnale intracellulare. Mutazioni di IRS-1 sono coinvolie nell
patogenesi del diabete mellito non-insulino dipendente.

Varianti aminoacidiche di IRS-1 oggi diffuse nelle popolazio-
ni occidentali perché potrebbero aver conferito nelle popolazio-
ni antiche vantaggi selettivi nelle condizioni di “stress” nutrizio-
nale cronico, esacerbato da ricorrenti carestie, che erano allora
prevalenti. In particolare, una mutazione ai codone 971 (IRS-1
G971R), che riduce linterazione di IRS-1 con la Pi3-chinasi,
causando deficit nella fosforilazione di substrati a valle, potreb-
be potrebbe essere funzionalmente implicata nel cosiddetto “ge-
notipe frugale”. Questa variante di IRS-1, definita G971R, per-
che caratterizzata da sostituzione aminoacidica glicina-arginina
al residuo 971, & stata identificaia nel 1993% ¢ successivamente
studiata in varie popolazioni. Almind e collaboratori hanno os-
servato che nei danesi la frequenza della mutazione era pili alta
nei diabetici (11.6%) rispetto ai controlli (3.9%). Tuttavia, diver-
samenie dai danesi, in una popolazione italiana da noj studiata
la frequenza della G971R era simile nel gruppo con diabete mel-
lito non-insulino dipendente e nei controlli sand, 1l nostro studio

a
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perd mostrava che la G971R era as]slc?tciata a f;:i‘sﬁiré/glgl; Il)gsﬁl;lt;é
a, sia nei pazienti con diabete mellito non-inst dent
2}2:1161 con[‘zrolli portatori della mutazione (dati non P_ui:}thfgastsle):
Abbiamo voluto verificare se portatori dg:]la mutacf}ora]i ey
ro identificabili tra gli individui scheletr'lm.altm:ne 1e(x ol (Vi
XI1T sec. d.C.) rinvenuti in una necropoli di Teramo 3;)6 wsso la
chiesa di S. Anna). Le analisi sono state effettuatc sg} 6 Indivi-
dui scheletrici. Per verificare le ‘condlzlom.tafonom%tc‘ 13} i 5 <
servazione del DNA, 10 scheletn‘ sono stati sottoposti | test di
racemizzazione degli aminoacid}, che ha mostratol}rappar.a de
st & 0,000,033 pet 1 lewcina. Gueott va
0,03-0,052 per l'alanina e 0, -0,033 p T - C lesti va
xi erano indicativi della possible presenza di DNA endoger >
g)cfrl;srstate effettuate amplificazion.u .dl due regioni niulcif)(g;ile
che, rispettivamente comprendeqﬂ il codoneel?l e I codone
234, sito di un polimorfismo cl}e, in base a dati di co;;% Sti o
ne, sembrerebbe insorto sul%'ahel?mumtAo1 arl, f:%oég o C:he
specifico di un polimorfismo silente GGG- ,
fox?i})(;np%na alcun cambiamento amlir‘)oamdlc?,'xvn' q:iagiton(x%;—
bedue le triplette codificano per la gi_xcma. LZ Zeaé{o, a P\:CRI
effettuate in nested utilizzando lz_t tecnica mm - o«wn)pﬂe1 8‘ aree
primaria, hanno fornito prodotti di an‘xphfl‘kc_auone pL’X foui 39
scheletri analizzati per la regione nucleotidica _(:QT}xer;h nie 1
codone 971, dei quali 15 risultavano anc}'_;e positivi pCfr A;}ﬁ :Ot"
ne comprendente il Codonlc 234'. i.p;(fdm? dis’n(;RBi%r;:f -
toposti a digestione con gli enzimi di restriz STN A, | e
nariisi della mutazione al cododne 9791:”«: ﬁ\}/f\ lie’ gi;dﬂmgzh(nég {1:1)
smo al codone 234. Per il co lone ele wild-type. ®
resenta il sito di restrizione, mentre la r‘nuta{x(j}nz? u
ET;SI;;O;C G -> A, introduce il sito di taglio CCC,AG,(L I Ctjltloc?i{
done 234 & il genotipo wild-type (GGG? che presenta ug 5 todl
restrizione riconosciuto da AVA T, chmn:;ato dalla tx‘an_suwl d+.
> A che caratterizza lallele mutato ('GGA) 1 camp}o\ntt(:oxoé)t iLq
tern di digestione indicaﬁvq di mutazione sono }st;f]tso;i 50:;% r;rr;
sequenziamento. La mutazione al codone 971 e,sta_ f scontra,
ta in 5/18 degli scheletri che hanno dato DNA dnt\l(?’{tuvia na
frequenza del 28% circa. Questa alta frequenza E‘HORSL'I 1“{?9711{
sere considerata solo indicativa della presenza di IRS-1 G971k
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nell'Abruzzo altomedievale, non potendosi escludere che i po,
taton'della mutazione fossero legati da relazioni familiari p’\[&
campione relativo ad un individuo scheletrico & stato poss.ibi}
mettere in evidenza sia la transizione G->A al codone 971 che IZ
:gzi:s‘jlzhong G->A al qodgn§ 234. Questo indica che lallele porta-
fore ¢ Z 1;‘( SL:?eC (r)l]]stizé.om S1era gia originato in Italia centrale in-

4. Paleopatologia molecolare delle e rinasci; i di
San Domenico Maggiore a Napoli e rinascimentali di
Infine toccheremo il campo pitt specifico della pal
mol'e(_:olare, mostrando dati molecolari riferiti alle
nobili personaggi della corte napoletana di epoca i
le, presenti tra le famose mummie della Basilica d
n;fot Magglore in Nalpoli. Ci soffermeremo su due
velatesi di eccezionale interesse, quella di Ferran ’ :
(Fig. 5) re di Napoli (1431-1494) e quella di Ma?izaI S'ﬁi:ggﬁz
(Fig. 6), marchesa del Vasto (1503-1568). :

eopatologia
malattie di
nascimenta-
i San Dome-
mummie ri-

Fig. 5 - Bassorilievo raffigurante Fi

> 5
Capuana, Napoli errante T d’Aragona, re di Napoli (1431-1494), Porta
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Fig. 6 - Incisione coeva che ritrac Maria d’Aragona, marchesa del Vasto (1503-1568), al-
et di 33 anni.

Lautopsia della mummia di Ferrante I d’Aragona, deceduto
all’eta di 63 anni, ha evidenziato un adenocarcinoma del colon
estesamente infiltrante la muscolatura striata del piccolo baci-
no. Listologia ha consentito di evidenziare cellule neoplastiche
eccezionalmente ben conservate (Fig. 7), disposte in cordoni so-
lidi o formanti lumi pseudo-ghiandolari, disseminate in un tes-
suto fibroso contenente fibre muscolari striate. Le cellule appa-
rivano alte, disposte su pil file, con citoplasma abbondante e
nucleo ipercromatice ma abbastanza regolare. Leccellente con-
servazione della struttura istologica di questo tumore, unico fi-
nora descritto in paleopatologia, & con ogni probabilith dovuta
alle favorevoli condizioni microclimatiche della chiesa in cui i
corpe fu sepolto e, sicuramente, al processo di imbalsamazio-

2%, Attualmente il tumore del colon incide sulla mortalita nel-
le popolazioni occide i isura molto significativa. 1 dat
epidemiologici sugge levato consumo di carni

iscono che un el
rosse e/o un elevato apporto dictetico di grassi animali possono
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l\ixg. 7- Aden}ocarcx}noma ?nfilu ante di probabile origine colorettale documentato dalle-
T;\me istologico dei tessuti muscolari del piccolo bacino della mummia di Ferrante [ d’A-
ragona.

aumentare il rischio di insorgenza di questo tumore? anche se
¢ ormai agceﬂ*ato il concorso di un certo numero di alterazioni
genetiche™. Fra queste & importante una mutazione che crea
una dert?golazionc del proto-oncogene K-ras. Studi molecolari
effettuau tramite PCR sul DNA estratto dal tessuto neoplastico
di Ferrante I hanno evidenziato una mutazione puntiforme nel
c_odonie 12 del gene K-ras, in cui la normale sequenza GGT (gli-
cina) & mutata in GAT (acido aspartico)’’. Questa alterazione
rappresenta la pitl frequente mutazione del gene K-ras riscon-
trata nel cancro szporadico del colon ed & tipicamente indotta da
agenti alchilanti®.

In questi ultimi anni gli agenti alchilanti sono stati ampia-
mente usati per studiare i meccanismi mutageni e cancerogeni
La loro presenza nellambiente & ubiquitaria e J’esposizioné
umana alle sorgenti naturali e artificiali & universale. Gli alchi-
lanti artificiali includono un grande numero di sostanze farma-
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cologiche di origine industriale che, essendo stati introdotti nel- |
I'ambiente molto di recente, non possono evidentemente essere
chiamati in causa nel caso del tumore di re Ferrante. I composti
azotati organici (composti N-nitroso o NOC) e i loro precursori,
che sono stati ampiamente studiati per la loro diffusione e perla
loro rilevanza nei tumori gastro-intestinali, vanno presi in debi-
ta considerazione visto che la loro cancerogenicita & associata
all’ alchilazione del DNA*** Nel caso di Ferrante 1& invece pos-
sibile escludere, come possibile fonte di nitriti, il salnitro che fu
introdotto come additivo per preservare il colore della carne ne-
gli insaccati soltanto fra il 1600 ed il 1750

Studi recenti hanno sottolineato I'importanza dei composti
azotati organici endogeni. E provato che nella dieta & contenuto
un grande numero di elementi che possono essere nitrosati nel
tratto grastro-intestinale e soprattutto nello stomaco per cui i ni-
troso composti endogeni provenienti dalla dieta, urea e amine
aromatiche, possono essere un rischio tanto quanto quelli
preformati’“? Un aumentato apporto di carni rosse induce un au-
mento significativo dei livelli di composti azotati organici nelle
feci, simile a quello indotto dai NOC tabacco-specifici presenti
nel fumo di sigaretta®. La formazione di NOC nel colon umano
spiega percid molto bene V'associazione fra le carni rosse ed il tu-
more del colon.

Quanto alla personalita fisiopatologica di re Ferrante i ritrat-
#i mostrano un‘obesitd crescente fin dalla giovinezza. Lesame
della mummia conferma l'obesita e esame istologico delle ca-
rotidi rivela una grave aterosclerosi. Infine, V'altissimo tasso os-
seo di zinco rivelato dagli esami paleonutrizionali testimonia un
massiccio consumo di proteine di origine animale e probabil-
mente di vino, tipico della gastronomia delle corti italiane del ri-
nascimento®®.

In conclusione l'ambiente alimentare della corte napoletana
del XV secolo in generale, e le abitudini del sovrano in partico-
lare, possono spiegare bene, con la loro abbondanza di agenti al-
chilanti endogeni, la mutazione del gene K-ras alla base del tu-
more che uccise il re aragonese oltre cinque secoli orsono.

Maria D’Aragona, marchesa del Vasto, era affetta da sifilide
venerea, denunciata da alcune ulcere luetiche cutanee e docu-
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Fig. 8 - Condiloma di as; iforme ne mmia di Ma-
aspetto arborif a regi i
Flg. ¢ ondi X ‘boriforme nella regione inguinale della mu ia di M:

mentata dalla presenza di treponemi, di
mente tramite immunoistochimica ed
Lesame macroscopico della mummia aveva evidenziato la pre-
senza, nella regione peri-inguinale destra, di una neoformazi%

pe(hmco}ata arborescente di 2x7 mm (Fig. 8) che, all’esame ‘tne
0gIco, si presentava come una lesione cut. papilia nun

agnosticati morfologica-
esame ultrastrutturale®®,

nuta dal virus del papill 0
oma umano o HPV*, Per conferms
natura della lesione si & resa necessari i

cleico dell’'HPV. 1l DNA estratto da un et Jellacido nu-
spessore di 5 mm e’ stato amplificat
amplificare sequenze di 141-151 ifer
virus del papilloma genitale.

I frammcnti di DNA amplificato sono st
clonare sia per tipizzare direttamente,

ati utilizzati sia per
tramite sonde, i virus
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HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33. Il metodo di ibridazione ha rivelato
presenza del virus HPV 18, un virus che presenta un alto poten:
ziale oncogeno. Un aspetto interessante & costituito dal fatto che
il sequenziamento automatico di diversi cloni ha rivelato il
100% di sequenze omologhe sia nel DNA del virus HPV 18 sia
in quello del virus JC9813, un nuovo virus HPV a basso poten-
ziale oncogeno™.

1l virus del papilloma umano & molto antico e si ¢ evoluto pa-
rallelamente al genere umano. Attualmente rappresenta uno dei
pill comuni virus trasmissibili sessualmente ed & responsabile di
numerose lesioni dei genitali esterni e interni tra cui partico-
larmente importante & il carcinoma della cervice uterina.

*Gli studi descritti sono stati resi possibili da finanziamenti
CNR, progetto finalizzato “Beni Culturali” e MIUR-COFIN.
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