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Biologia w sadzie

Niewatpliwie to biologia jest naukg przysztosci. Wiedza dotyczaca struktury i funkcji genoméw (szczegolnie
genomu cztowieka) jest coraz dokiadniejsza, a rozwdj technik biologii molekularnej i zaawansowanie
technologiczne coraz bardziej imponujace. Pozwala to dziedzinom, ktore czesto mozna uznac za niszowe, posunac
sie krok dalej, znajdujac zastosowanie nie tylko w multidyscyplinarnej biotechnologii czy medycynie. Biologia
zawojowata kryminalistyke i sadownictwo!

Joanna Stojak

nalizy przeprowadzone przez
Alr)liologa specjaliste, podsu-
owane opinig pisemna lub
ustng, stanowia znaczacy dowdd
w procesie sadowym. Obecnie ana-
lizy te dotycza nie tylko podstawo-
wych badann materialu genetycz-
nego (z tkanek, wydzielin, ptynéw
ustrojowych) ujawnionego na miej-
scu zdarzenia — biologia moze przy-
czyni¢ sie takze do okreslenia czasu,
miejsca, a nawet przyczyny zgonu.
Mimo iz oszacowanie tych infor-
macji oparte jest na prawdopodo-
bienistwie, nierzadko to witasnie eks-
pertyzy biegtych biologéw specjali-
stow staja sie kluczowym dowodem
w postepowaniu sadowym.

Genetyka molekularna na stuzbie
Analize DNA przeprowadza sie,
by poréwnujac material dowodo-
wy (znaleziony na miejscu popet-
nienia przestepstwa) z materiatem
pobranym od osoby zatrzymanej,
potwierdzi¢ jej wine lub wyklu-
czy¢ jako sprawce. Poréwnanie to
obejmuje: okreslenie rodzaju $ladu,
okreSlenie przynaleznosci gatunko-
wej, izolacje DNA, oznaczenie ilosci
DNA i badanie jego polimorfizmu.
Aby przez nieodpowiednie trak-
towanie nie zniszczy¢ $ladu zabez-
pieczonego na miejscu zdarzenia,
niezbedne jest doktadne ustalenie
jego rodzaju i dalszego z nim poste-
powania. Wazne jest takze spraw-
dzenie jego pochodzenia gatunko-
wego — musimy by¢ pewni, ze nale-
zy on do cztowieka. Dopiero wtedy
mozna przystapi¢ do izolacji DNA,
po ktérej nalezy sprawdzi¢ czystos$¢
oraz jakos¢ otrzymanego produktu.
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Najczedciej wykorzystuje sie
w tym celu spektrofotometry typu
NanoDrop. Scisle wspétpracuja one
z komputerem, na ktérego ekra-
nie od razu wyswietlane sa wyniki
z pomiaru absorbancji odpowied-
nio dla dtugosci fali 260 nm (steze-
nie DNA w prébce) i 280 nm (steze-
nie biatka w prdébce). Ich stosunek
(A260/A280) okresla stopienn kon-
taminacji biatkiem DNA otrzyma-
nego po izolacji (optymalny wynik
obejmuje wartosci ponizej 1,8).

Izolacja DNA jest zatem naj-
bardziej istotnym etapem w catej
procedurze - od niego zalezy, czy
wyniki technik uzytych do bada-
nia polimorfizmu beda poprawne.

Pierwsza technika zastosowanag
w medycynie sadowej do anali-
zy DNA bylto badanie polimorfi-
zmu diugosci fragmentéw restryk-
cyjnych (ang. restriction fragment
length polymorphism, RFLP) z uzy-
ciem technik hybrydyzacyjnych.
Umozliwiaty one identyfikacje okre-
Slonych sekwencji kwaséw nukle-
inowych w badanym materiale
genetycznym. W tym celu wykorzy-
stywano zdolno$¢ wyznakowanych
izotopowo sond hybrydyzacyjnych,
czyli okreslonych czasteczek DNA,
do wigzania z homologicznymi sek-
wencjami obecnymi w badanym
materiale. Obecnie techniki te pra-
wie catkowicie zostaly zastgpione
przez fancuchowa reakcje polimera-
zy (PCR), ktérej odkrycie otworzyto
ogromne mozliwosci przed hemo-
genetyka sadowa.

Trwatos¢ DNA jest raczej skapa
i mimo optymistycznych wiadomo-
Sci o udanej izolacji DNA z ponad
2000-letniej mumii wiadomo, ze
ztozony proces rozktadu zachodza-
cy po Smierci zmienia DNA dena-

ta nieodwracalnie i nie ma metod,
ktére mogltyby temu zapobiec. Ilos¢
materialu niezbedna do przepro-
wadzenia reakcji PCR moze by¢
zredukowana nawet do ilosci $la-
dowych (np. 10 pl spermy), a co
wazne — nie musi on by¢ Swiezy
i moze pochodzi¢ nawet ze szczat-
kow. Reakcja ta, odzwierciedlajac
naturalny proces replikacji DNA,
umozliwia w warunkach in vitro
szybkie powielanie jego wybranych
odcinkéw. Czuto$¢ metody jest
zaréwno zaleta, jak i wada. Z jed-
nej strony umozliwia to amplifi-
kacje niewielkiej ilosci materiatu,
z drugiej jednak podczas przygo-
towywania reakcji nalezy wykazac
sie niezwykla precyzja i czystoscia,
bo nawet Sladowe zanieczyszczenia
beda zaamplifikowane wraz z ana-
lizowana matryca, co prowadzi do
uzyskania fatszywych wynikéw.

W przypadku, gdy materiat
badawczy wykazuje zdegradowa-
ny DNA i DNA jadrowy nie wyste-
puje w dostatecznej ilosci do prze-
prowadzenia analiz mikrosatelitar-
nych, mozna wykorzysta¢ zmien-
nos$¢ genomu mitochondrialnego.
Dzieki specyficznej replikacji mito-
chondrialny DNA (mtDNA) cechu-
je sie duza zmiennoscia, a do tego
jest fatwo dostepny. Jeden wtlos
z pochewka korzenia zawiera 7 tys.
kopii jadrowego DNA i az tysiac
razy wiecej (7 mln) kopii mtDNA,
az 1 cm trzonu wlosa mozna otrzy-
ma¢ wylacznie mitochondrialny
DNA (600 tys. kopii).

Pojedyncze ludzkie mitochon-
drium zawiera 4-10 kolistych cza-
steczek DNA o dlugosci 16569
par zasad. Kazda z nich koduje 37
genow, z ktérych 13 koduje biatka,
22 koduja transferowe RNA (tRNA),



a dwa ostatnie — rybosomalne RNA
(rRNA). Biatka kodowane przez
mtDNA to cze$¢ mitochondrial-
nych biatek taficucha oddechowe-
go, jednak wiekszos¢ biatek wcho-
dzacych w jego sktad jest kodo-
wana przez genom jadrowy. Kod
genetyczny mitochondriéw rézni
sie¢ od kodu genetycznego w geno-
mie jadrowym. UGA (jadrowy
kodon STOP) w mitochondriach
oznacza tryptofan, AUA (izoleucy-
na) — metionine, a AGA i AGG (argi-
nina) sa mitochondrialnymi kodo-
nami STOP. Geny mitochondrialne
ludzi nie zawierajq intronéw.

Kolista sekwencja mtDNA jest
mniej podatna na degradacje niz
jadrowy DNA. Co wiecej, liczne
mutacje akumulowane sa w nim
znacznie cze$ciej. Wynika to praw-
dopodobnie z mniejszej wydajno-
Sci mitochondrialnego systemu
naprawy DNA, a takze z czestszej
replikacji zmutowanych czaste-
czek mtDNA (krétsze czasteczki
powstate w wyniku duzych delecji
powielaja sie szybciej niz czasteczki
o wielkosci prawidtowej). Ponadto
oddzialywanie wolnych rodnikéw
powstajacych w procesie fosforyla-
cji oksydacyjnej jest takze czynni-
kiem sprzyjajacym mutacjom.

Wynikiem mutacji jest m.in.
wysoka zmienno$¢ sekwencji
w regionie ,kontrolnym” (ang.
control region), nazywanym takze
,D-loop” (ang. displacement loop,
petla D). Region ten jest potozo-
ny miedzy genami tRNA proliny
i tRNA fenyloalaniny oraz zawie-
ra m.in. promotory transkrypcji
fancucha ciezkiego H (ang. heavy),
bogatego w puryny, i lekkiego L
(ang. light), bogatego w pirymidy-
ny. Mimo waznych funkgcji petla D
wydaje sie najszybciej ewoluujaca
czeScig mtDNA.

Analiza mtDNA okazuje sie
przydatna w badaniu materiatéw
z ekshumacji lub katastrof i chet-
nie stosuje sie ja w badaniach
kryminalno-sadowych. Jedyna
jego wada jest sposdb dziedzicze-
nia — przekazywany jest wytacz-
nie od matki, dlatego w ustalaniu
ojcostwa nie moze by¢ pomocny.
W innych przypadkach spisuje sie

Ramka 1. Entomotoksykologia i chromatografia

Entomotoksykologia umozliwia ocene zawartosci narkotykéw lub

innych substancji toksycznych w ciele denata, a tym samym bardzo
czesto ustalenie przyczyny oraz czasu zgonu (niektére uzywki zmienia-
ja szybko$¢ rozwoju larw). Identyfikacje substancji przeprowadza sie
z wykorzystaniem chromatografii. Kazda technika chromatograficzna
zaktada poczatkowy rozdzial badanej mieszaniny (w tym przypadku
rozdrobnionej masy larw), bedacy wynikiem przepuszczenia go przez
faze rozdzielcza (tzw. zloze) oddziatujaca z analizowana mieszanina.
Niektore sktadniki wiaza sie z faza rozdzielcza na dtuzej, inne na krécej,
stad przemywanie takiego ztoza odpowiednim eluentem umozliwia ich
nieréwnomierne odtaczanie i separacje. Wyrézni¢ mozna kilka technik
chromatograficznych:

chromatografia cieczowa, w ktérej eluentem jest ciekty rozpuszczal-
nik (lub mieszanina kilku rozpuszczalnikéw);

chromatografia gazowa, w ktoérej eluentem jest gaz (hel, wodér, azot);
chromatografia kolumnowa, w ktérej faze rozdzielcza umieszczono
w kolumnie, np. cieczcowa chromatografia kolumnowa HPLC (ang.
high pressure liquid chromatography), w ktérej eluent oddziatuje na zto-
ze pod wysokim ci$nieniem, lub chromatografia zelowa GPC (ang.
gel permeation chromatography), w ktorej mieszanina rozdzielana jest
na zelu/sitach molekularnych;

chromatografia powinowactwa wykorzystujaca zdolno$¢ odpowied-
nio dobranej fazy rozdzielczej do zréznicowanego stopnia powino-
wactwa do rozdzielanych substancji;

chromatografia jonowymienna wykorzystujaca oddziatywania jono-
we, powstajace pomiedzy ztozem a substancjami zawartymi w mie-
szaninie;

chromatografia bibutowa, w ktérej faze rozdzielcza stanowi bibuta
filtracyjna;

chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography,
TLC), w ktdrej cienka warstwa fazy rozdzielczej zostaje usztywniona
na plytce, na ktéra nanoszona jest prébka mieszaniny — przeptyw

i rozdziat sa wynikiem oddziatywania sit kapilarnych, pola elektrycz-

nego lub grawitacji.

doskonale, umozliwiajac doktad-
ne przeSledzenie dziedziczenia po
linii matczynej (tym bardziej ze
w zakresie struktury mtDNA nie
zachodzi rekombinacja). Nalezy
jednak zauwazy¢, ze analiza na
podstawie sekwencji mtDNA jest
na ogoét analiza typu wykluczenia.
Za jej pomoca mozna wykluczy¢
czyja$ obecno$¢ na miejscu zbrod-
ni, ale nie mozna jej potwierdzié.
Badania mtDNA, np. w szczat-
kach pomordowanych cztonkéw
rodziny cara Rosji i zyjacych krew-
nych tego rodu, potwierdzity ich
podobienstwo i pochodzenie frag-
mentéw koSci. Wiadomo jednak,
ze segregacja mitochondriéw jest
losowa, a zatem moga wystapié
istotne zmiany w sekwencji mtDNA

miedzy pokoleniami w linii mat-
czynej. Stwierdzenie identycznej
heteroplazmii u osobnikéw nie jest
jednoznaczne ze stwierdzeniem
ich pokrewienistwa. Heteroplazmia,
ktéra miata by¢ charakterystyczna
tylko dla rodziny Romanowoéw,
zostata znaleziona takze w jednym
ze szczep6éw Indian amerykariskich!

Duza zmiennos$¢ polimorfizmu
mtDNA miedzy osobnikami nie-
spokrewnionymi daje szanse na
réznicowanie pochodzenia $§ladow
biologicznych lub ich osobnicza
indywidualizacje. Jednak ze wzgle-
du na heteroplazmie oraz mata
baze danych populacyjnych anali-
za danych statystycznych okazuje
sie znacznie utrudniona i wnioski
z badan sa czesto niejednoznaczne.
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Co widziata mucha?

Proces rozktadu, ktéry zaczyna
sie w chwili $mierci i trwa az do
catkowitego zeszkieletowania, jest
procesem ztozonym i nieodwracal-
nym, przeprowadzanym przez wiele
drobnoustrojéw i zwierzat. Zdawac
by sie mogto zatem, Zze kazda chwila
niszczy dowody pozostawione na
miejscu zbrodni, uniemozliwiajac
rozwiazanie zagadki.

Nic bardziej btednego! Po upty-
wie 72 godzin od zgonu, gdy biegly
patomorfolog sadowy moze mieé
trudnoSci w oszacowaniu czasu
zgonu, do glosu dochodza ento-
molodzy sadowi.

Entomologia sagdowa jest nauka
wykorzystujaca biologie i ekologie
owadow nekrofilnych (bytujacych
nazwlokach)douzyskaniainforma-
cji o czasie, przyczynie (ramka 1),
a nawet miejscu zgonu.

Aby oszacowal czas, ktoéry
uplynat od momentu $mierci do
momentu ujawnienia zwlok (ang.
postmortem interval, PMI), entomo-
logia wykorzystuje dwie metody.
Analiza prawidlowosci rozwo-
ju owadéw nekrofilnych (rys. 1)
umozliwia okreslenie PMI poprzez
ustalenie wieku najstarszych form
rozwojowych ujawnionych na
zwlokach. W tej metodzie istotne
okazuja sie trzy cechy: stadium roz-
woju, dtugosc¢ i waga ciata larwy.

Najwazniejszym czynnikiem
wplywajacym na rozwdj larw jest
temperatura, ktérej spadek poni-
zej okre$lonej wartosci (u muché-
wek jest to 10°C) moze zatrzymac
rozwdj catkowicie, a ktérej wzrost
z kolei przyspiesza caly proces.
Druga metoda opiera si¢ na ana-
lizie prawidtowosci sukcesji owa-
dow na zwtlokach. Proces sukcesji
przebiega zawsze wedlug podob-
nych wzorcéw (gatunki moga poja-
wiac sie losowo lub nastepowac po
sobie regularnie), powtarzajac sie
w podobnym tempie. Prowadzone
liczne do$wiadczenia majq na celu
doktadna analize powtarzalno$ci
kolejnosci i czasu pojawiania sie
oraz diugosci przebywania okre-
Slonych gatunkéw owadéw na
zwlokach w réznych srodowiskach
i warunkach klimatycznych, wyko-
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Rys. 1. Cykl rozwojowy muchéwek (przeobrazenie zupeine)

Fot 3. Tanatophilus sinuatus

rzystywanych do tworzenia modeli
prawidtowosci sukces;ji.

W entomologii sadowej niezwy-
kle istotne sa m.in. sposéb ekspozy-
¢ji ciata (i tym samym jego dostep-
nos¢ dla owadéw) oraz jego waga,
wilgotno$¢ powietrza, fotoperiod
czy sita wiatru. Istotne sa réwniez
obrazenia, jakich doznat denat (im
wiecej ran, tym wiecej mozliwosci
ztozenia jaj przez muchéwki), oraz
substancje czynne znajdujace sie
w jego organizmie (uzywki takie
jak kokaina moga przyspieszac roz-
woj form preimaginalnych).

W poczatkowych stadiach roz-
ktadu zwloki zasiedlane sa gléwnie
przez przedstawicieli muchéwek
(Diptera), jednak w pdZniejszych sta-
diach rozktadu znacznie przewaza-
ja chrzaszcze (Coleoptera). Niektore
z nich (Necrodes littoralis) potrafia
nawet catkowicie samodzielnie prze-
prowadzi¢ rozktad zwtok w warun-
kach niesprzyjajacych rozwojowi
much (np. zbyt niska temperatura).

Biografia wyczytana z kosci

Jak wspomniano wyzej, proces
rozktadu zwlok dobiega konca
wraz z catkowitym zeszkieleto-
waniem. W tym momencie zasto-
sowanie znajduje antropologia
sadowa. Nauka ta pomaga ustali¢
(zidentyfikowaé) lub potwierdzic¢
(zweryfikowac) tozsamos¢ ofiary
badZz podejrzanego. Analiza mate-
riatlu szkieletowego umozliwia
»przywrécenie” zmartego do zycia,
ustalajac wiek i pte¢ ofiary czy okre-
Slajac przezyciowa mase i wyso-
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kos$¢ ciala. Do najbardziej spekta-
kularnych mozliwosci antropologii
sadowej niewatpliwie mozna zali-
czy¢ rekonstrukcje twarzy.

Analiza zmian powstatych na
kosciach pozwala okresli¢ ich
przyczyne oraz przyblizony czas
powstania (przezyciowo, poSmiert-
nie), a takze jak dlugo szkielet
zalegal w miejscu ujawnienia.
Umozliwia to tym samym oszaco-
wanie przyczyny i czasu Smierci.

Metody antropologii fizycznej
umozliwiaja réwniez dokonanie
analiz dotyczacych o0séb zywych
(tzw. biometria). Wbrew pozorom
cztowieka mozna zidentyfikowaé
nie tylko na podstawie odciskow
placéw i karty dentystycznej.
Biometria, okre$lajac np. charakter
pisma, sposéb chodu, brzmienie
glosu czy nawet zapach, prezentuje
precyzyjny obraz ofiary lub prze-
stepcy, tak niezbedny w krymina-
listyce (por. ramka 2).

Przemineto z wiatrem?
Stosunkowo niedawno znala-
zta w kryminalistyce zastosowanie
aeropalinologia analizujaca metody
uwalniania, rozprzestrzeniania i dys-
pozycji ziaren pytku oraz zarod-
kéw rodlin, a takze ich trwatosc
i zasieg wystepowania w zalezno-
Sci od budowy i gatunku. Poznanie
doktadnej, unikatowej dla kazde-
go gatunku budowy ziaren pytku
wymaga niezwyktej cierpliwosci
i precyzji, ostatecznie umozliwiajac

Ramka 2. Informacje uzyskiwane z badan biometrycznych

Cechy behawioralne

Cechy fizyczne

Sposéb chodzenia
Podpis odreczny
Glos

Fala P300 (reakcja mdzgu powstajaca
w czasie 300 ms od bodZca, charakterystyc-
zna dla kazdego czlowieka)

Teczéwka oka

Linie papilarne

Ukfad naczyn krwiono$nych dtoni
Ksztatt dtoni, ucha

Rozktad temperatury twarzy
Ksztalt i rozmieszczenie zebéw
Zapach

przyporzadkowanie analizowanej
czasteczki do jednej, konkretnej
rodliny. Palinologia sgdowa analizuje
niepowtarzalno$¢ ksztattu, wielkosci
czy struktury S$ciany komorkowej
ziaren pylku zebranych z miejsca
zdarzenia, zwlok czy dowodoéw rze-
czowych. Umozliwia to powiazanie
podejrzanego z miejscem zdarzenia
lub zabezpieczonym dowodem rze-
czowym, ustalenie miejsca, w kto-
rym przebywata ofiara przed $mier-
cia, lub okres$lenie charakteru miejsca
zbrodni, a tym samym oszacowanie
czasu i miejsca zgonu. Palinologia
sadowa potrafi zatem zawezi¢ grupe
podejrzanych, a takze obali¢ lub
potwierdzi¢ alibi podejrzanego.

Wyscig zbrojen

Nauki biologiczne nie tylko
pomoga w oszacowaniu czasu, miej-
sca i przyczyny zgonu. Sprawdzaja
sie réwniez w przypadku atakow
terrorystycznych (bron biologicz-
na), zatru¢ pokarmowych, ska-

zen Srodowiska czy wyjasnieniu
nagltych zgonéw, gdy patomorfo-
logia i histopatologia sa bezsilne.
Ustalaniem Zrédia zakazenia lub
rozprzestrzeniania sie groznych
patogendw, a nawet identyfikacja
podejrzanego po specyficznej flo-
rze bakteryjnej skory zajmuja sie
mikrobiologia i wirusologia sadowa.
Nalezy podkredli¢, ze nie wymie-
niono tutaj wszystkich wykorzysty-
wanych w naukach sadowych dzie-
dzin biologii, okre$lanych razem
mianem biologii kryminalistycz-
nej. Kryminalistyka niewatpliwie
potrzebuje coraz to nowych, sku-
tecznych rozwiazan, aby méc pod-
ja¢ wyzwanie rzucone przez wcigz
rosnaca przestepczos¢. Konkurencja
jest ostra, a uzyskanie odpowiedzi
jak najbardziej prawdopodobnych
oraz wiarygodne odtworzenie sce-
nariusza dokonanej zbrodni stano-
wia w kazdym $ledztwie priorytet.
mgr Joanna Stojak
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