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Metody i markery wykorzystywane w kryminalistyce

do predykciji wieku cztowieka

Streszczenie

W artykule przedstawiono wczesniejsze i obecnie stosowane metody oraz markery wykorzystywane
do okre$lania wieku cztowieka. Analiza materiatu biologicznego z miejsca zdarzenia stwarza szanse
na oszacowanie wieku osoby, od ktérej pochodzit slad. Nowe metody pozwalajg na uzyskanie informacji
dotyczgcych wieku dawcy z najczesciej wystepujgcych na miejscu zdarzenia sladéw biologicznych, tj. krwi, sliny
czy spermy z doktadnoscig do kilku lat. Wczesniej wykorzystywane techniki do oznaczania wieku wymagaty
wiekszej ilosci materiatu biologicznego, a btad predykcji siegat nawet kilkudziesieciu lat.

Stowa kluczowe markery, szacowanie wieku, delecje mitochondrialne, skracanie telomeréw, racemizacja
kwasu asparaginowego, mRNA, produkty glikacji, rearanzacje receptorow limfocytow T, metylacja DNA

Wprowadzenie

W kryminalistyce od dtuzszego czasu poszukuje
sie korelacji pomiedzy cechami fenotypowymi
cztowieka a osobniczymi zmianami na poziomie
tkankowym czy molekularnym. Predykcja wieku
sprawcéw i ofiar przestepstw zaimplementowana do
praktyki dochodzeniowej mogtaby poméc sledczym
w zawezaniu kregu os6b poszukiwanych. Do estymacii
wieku dawcy probki biologicznej wykorzystywano
dotychczas kilka metod opartych na pomiarach
zmian zachodzacych wraz z wiekiem w komoérkach
ciata ludzkiego. Weryfikacji pod katem mozliwego
zastosowania poddano m.in. delecje w genomie
mitochondrialnym, skracanie telomeréw, racemizacje
kwasu asparaginowego, ekspresje mRNA, badanie
zaawansowanych produktéw glikacji, rearanzacje
receptoréw limfocytéw T oraz zmiany w poziomie
metylacji genomowego DNA.

Pomiar czestosci delecji w mitochondrialnym
DNA

Genom mitochondrialny to niezaleznie replikujgca
sie, kolista, dwuniciowa czasteczka DNA sktadajgca
sie z 16659 pz. Koduje trzynascie polipeptyddéw oraz
tRNA i rRNA i nie zawiera intronéw [17]. W komorkach
w zaleznosci od ich typu wystepuje w wielu kopiach,
np. od 50 do 800 w plemnikach, od 80 000 do
600 000 w oocytach. Tempo mutacji mtDNA jest
duzo wieksze niz jgdrowego DNA. Dzieje sie tak m.in.
z powodu obecnosci wolnych rodnikéw i reaktywnych
form tlenu powstajgcych ubocznie w procesach
oddychania komoérkowego zachodzgcych w btonie
mitochondrialnej. Zaobserwowano, iz wraz z wiekiem

ilo§¢ mutacji punktowych, delecji oraz duplikacji
tandemowych zwieksza sig i ujawnia sie w catej tkance,
a nie tylko w jej pojedynczych komérkach. W mtDNA
mogg wystepowaé duze rearanzacje-delecje m.in.
delecja 4977 pz, nazywana powszechng. Wystepowanie
tej mutacji bada sie juz od lat 90. XX wieku metodami
opartymi na hybrydyzacji i PCR. W publikacji [23]
C. Meissner i inni analizowali przydatno$s¢ metody
szacowania wieku w oparciu o delecje 4977 pz.
W trzech eksperymentach poréwnywano wyniki
uzyskane z prébek krwi, miesni szkieletowych oraz
z réznych fragmentoéw narzaddéw, np. mézgu, serca.
Potwierdzono korelacje pomiedzy czestoscig mutacji
a wiekiem badanych oséb, niestety zbyt niskg na
potrzeby kryminalistyki. Wyniki doswiadczen pokazaty
takze, iz czesto$¢ powszechnej delecji jest inna
dla r6znych tkanek u tej samej osoby, a dodatkowo
zaobserwowano réznice pomiedzy komdrkami danej
tkanki. Moze to stanowi¢ potencjalny problem w trakcie
posmiertnej izolacji materiatu do badah. Margines
btedu w metodzie opartej na analizie mtDNA siega
kilkudziesieciu lat. Z doniesien wynika ponadto, iz
zewnetrzne czynniki mogg wptywaé na czestosc
poziomu delecji. Z uwagi na powyzsze fakty opisany
marker nie znajduje praktycznego wykorzystania
w genetyce sgdowej, a metodyka wymaga dalszej
standaryzacji.

Pomiar dtugosci telomerow

Telomer to koncowa cze$¢ chromosomu zbudowana
z DNA i biatek ochronnych konieczna dla utrzymania
stabilnoéci i integralno$ci genomu. U ludzi telomerowe
DNA sktada sie z heksamerowych powtérzen
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(5°-TTAGGG-3’) i nie zawiera genéw. Zaobserwowano,
iz podczas kazdego podziatu komorki dochodzi
do utraty czesci sekwencji telomerowej o réznej
dtugosci w zaleznosci od typu komoérki. Ma to zwigzek
z jednokierunkowym mechanizmem replikacji DNA
od konca 5 do 3’ oraz miejscem przytgczania sie
startera. Z tego wzgledu wiekszo$¢ komoérek dzieli
sie tylko okreslong ilos¢ razy definiowang jako limit
Hayflicka od nazwiska odkrywcy tego zjawiska.
Krytyczna dtugos$¢ telomeru indukuje starzenie sie
komoérek i przejscie w spoczynek replikacyjny lub
apoptoze w zaleznosci od typu komorki. Istniejg
komérkowe mechanizmy zapobiegajgce skracaniu
sie telomerow. Nalezy do nich ekspresja enzymu
telomerazy wydtuzajgcego telomery oraz alternatywne
wydtuzanie telomerdédw dzieki rekombinacji miedzy
chromosomami siostrzanymi [4, 13]. Opublikowano
szereg prac [18, 22, 23, 36], w ktérych analizowano
powyzsze zjawisko w kontekscie mozliwosci
oszacowania wieku dawcy prébki biologicznej.
Metodyka pomiaréw dtugosci telomeréw z komérek
krwi oraz miazgi zebobw opiera sie na rbéznych
technikach, tj. Southern blotting, PCR, Q-FISH, Flow-
FISH i in. Autorzy potwierdzili korelacje pomiedzy
dtugosciag telomeréw a wiekiem, jednakze wyniki byty
obcigzone duzym btedem, podobnie jak w przypadku
mtDNA. Odnotowano réwniez zmiennos¢ w dtugosci
telomeréw pomiedzy chromosomami i typami komorek
a takze poszczegdlnymi komérkami. Zaobserwowano
réznice osobnicze w diugosci i tempie skracania sie
telomeréw (im dtuzsze, tym szybciej sie skracajg).
Zdolnos¢ komoérek do wydtuzania koncéwek
chromosomoéw oraz zewnetrzne czynniki wptywajgce
na dtugosc¢ tych fragmentow (np. stres oksydacyjny,
choroby) dodatkowo sprawiajg, iz metoda szacowania
wieku oparta na takich pomiarach jest w kryminalistyce
nieuzyteczna.

Pomiar ilosci koncowych produktéw glikacji
(AGE)

Zjawisko glikacji (nieenzymatycznej glikozylaciji) biatek,
zachodzgce w warunkach ponadfizjologicznych stezen
glukozy, jest znane od ponad 100 lat. W 1912 roku
Louis Camille Maillard po raz pierwszy opisat reakcje
spontanicznego tgczenia przy pomocy kowalentnych
wigzan grupy aminowej biatek z grupa aldehydowg
cukrow prostych. Okreslit to jako reakcje brgzowienia.
W cyklu reakcji chemicznych powstaje niestabilna
zasada Schiffa, szybko przeksztatca sie do zwigzku
Amadori, ktérego rozpad prowadzi do powstania
silnie reaktywnych dwuweglowych pochodnych
wchodzgcych w nieodwracalng reakcje z grupami
aminowymi biatek, tworzac AGEs [29]. W latach 80.
XX wieku zaobserwowano, ze zjawisko nasilonej glikaciji
wigze sie z procesem starzenia sie komorek i tkanek.
Obecnie wiadomo, ze AGEs powodujg destrukcje
wielu struktur komérkowych przez indukowanie stresu

oksydacyjnego i reakcji gliko- oraz lipooksydacii.
Wystepowanie tego zjawiska i jego zwigzek ze
starzeniem sie tkanek wykorzystano do badan nad
szacowaniem wieku. Metodyka pomiaréw ilosci AGE
opiera sie m.in. na metodach immunohistochemicznych,
testach ELISA [23]. Produkty glikacji kumulujg sie
w kolagenie w r6znych tkankach np. soczewce oka,
skorze, osierdziu, chrzgstce, neuronach piramidowych
centralnego uktadu nerwowego. Zaobserwowano
korelacje ilosci AGE z wiekiem w tkankach, najwyzszy
wspotczynnik korelacji miaty neurony. Niektére AGE
dajg fluorescencje, np. pentozydyna, co pozwolito na
analize prébek na podstawie pomiaréw fluorescenciji.
Zaobserwowano zmiany koloru $ciegien wraz z wiekiem
z z6itego na brgzowe. Szacowanie wieku na tej
podstawie byto najbardziej precyzyjne dla os6b ponizej
45. roku zycia. Czynniki zewnetrzne mogg mie¢ wptyw
na wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. Doswiadczenia
potwierdzity, iz u 0s6b chorych na cukrzyce z nasilonymi
procesami glikacji predykcja wieku dawata zawyzone
wartosci. Wyzwania zwigzane z oznaczaniem wieku
przy uzyciu tego markera wigzg sie takze z metodologig
trudng do zastosowania przy posmiertnej identyfikaciji,
niemozliwoscig oznaczen ze $laddéw oraz zaleznoscig
reakcji glikacji od temperatury.

Racemizacja kwasu asparaginowego AAR

Kwas asparaginowy to aminokwas posiadajgcy
asymetryczny atom wegla, wiec moze wystepowac
w postaci dwoéch izomeréw optycznych (jako forma
L i D). W biatkach ssakow formy L aminokwaséw
przewazajg, ale wraz z wiekiem w procesach zaleznych
od temperatury mogg ulega¢ nieenzymatycznemu
przeksztatceniu w forme D. Zjawisko to wykorzystano
do analizy wieku dawcoéw prébek biologicznych [23].
Ocena stosunku form D/L przeprowadzona zostata
metodg chromatografii gazowej i spektrometrii
mas. Zaobserwowano korelacje stosunku obu form
aminokwaséw z wiekiem. Najbardziej precyzyjne
pomiary odnosity sie do zebiny, gdzie wiek metrykalny
obliczono z doktadnoscig od 1,5 do 4 lat. Opracowano
dotychczas protokoty analizy hydrolizatu biatka z zebéw
(kolagen), kosci (osteokalcyna) oraz wiezadet, skory
i Scian tetnic (elastyna). Plusem tej metody jest — oprocz
bardzo wysokiej doktadnosci predykcji — stosunkowo
prosta izolacja materiatu w przypadku tkanek miekkich
ze zwtok. Niestety nie mozna w ten spos6b oznaczaé
wieku ze sladéw biologicznych.

Rearanzacje receptorow limfocytow T- sjTREC

Procesem podlegajgcym zmianom na skutek
starzenia sie organizmu jest dojrzewanie limfocytow
T w grasicy. Narzad ten prawidtowo funkcjonuje
u cztowieka do okresu dojrzewania, by z uptywem
czasu ulec atrofii w procesie zwanym inwolucja.
Tkanke grasicy stopniowo zastepuje woéwczas tkanka
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ttuszczowa. Podczas dojrzewania w grasicy niedojrzate
komorki T przechodzg rearanzacje w loci receptora T
(loci TRC). Od jednego do czterech segmentéw
nukleotydowych DNA zostaje wtgczonych do gendéw
kodujgcych pierwotng strukture biatek receptora
limfocytéw T. Niewykorzystana cze$¢ sekwencji DNA
jest usuwana, ulega cyrkulizacji i powstaje episomalna
kolista czgsteczka DNA - sjTREC (T-cell receptor
rearrangements excision circle). Czgsteczki DNA-
TREC pozostajg na state w matczynej komoérce i nie
podlegajg pdzniejszym podziatom mitotycznym, a wiec
nie sg przekazywane do komoérek siostrzanych [31].
Zaobserwowano, iz okoto 70% wszystkich dojrzatych
nowo powstatych limfocytéw TCRap+ T zawiera w sobie
dRec-yJa sjTREC. Opisano zalezno$¢ logarytmiczno-
liniowg pomiedzy liczbg sjTREC a wiekiem (im starsza
osoba, tym mniej czgsteczek). Potwierdza to proces
przemiany grasicy z zahamowaniem jej aktywnosci
biologicznej prowadzgcy m.in. do spadku produkcji
dziewiczych limfocytéw T. Do ilosciowej oceny
poziomu sjTREC mozna uzywa¢ metody TagMan
gPCR. Autorzy [35, 36, 37] badali materiat, jakim byty
Swieze i 1,5-letnie prébki krwi. Metoda ta wykazuje
stabilno$¢ w czasie, duzg czutos¢ i stosunkowo wysokg
precyzje predykcji z btedem ok. 9 lat. Materiatem
biologicznym do analizy préobek moze by¢ tylko krew
i tkanki zawierajgce krew. Nalezy jednak pamietac, iz
patogeny i choroby wptywajace na funkcjonowanie
uktadu immunologicznego, np. HIV/AIDS czy biataczka,
modyfikujg ilos¢ sjTREC, a wiec takze otrzymane
wyniki.

Poziom ekspresji mRNA

mRNA (ang. messenger RNA), tzw. informacyjny,
matrycowy RNA, to kwas rybonukleinowy przenoszacy
informacje genetyczng o sekwenciji biatek z gendéw do
aparatu translacyjnego. Kodony mRNA rozpoznawane
sg przez antykodony w tRNA transportujgcym
aminokwasy i dzieki temu w procesie translacji
powstaje wtasciwa sekwencja biatka. Stabilnos¢
mRNA w komoérce osigga dzieki modyfikacjom
potranskrypcyjnym (czapeczka, ogon poli-A) oraz
sekwencjom, ktére wigzg specyficzne biatka,
zapobiegajgc degradacji przez rybonukleazy [19].
Kontrola ekspresji genu w komorce polega na regulacji
czasu pottrwania mRNA i u ssakow waha sie od kilku
minut do kilku dni. Poziom ekspresji wielu genéw
w komoérkach zmienia sie z wiekiem. W pracy [36]
autorzy badali poziom ekspresji wybranych dziewieciu
genbw i oceniali korelacje pomiedzy poziomem
ekspresji a wiekiem. Markerami referencyjnymi byty
dwa markery metabolizmu podstawowego mRNA,
ktére korelujg ze sobg i poziom ich ekspresji jest
niezalezny od wieku [25, 36]. Markery te pozwolity
na oszacowanie wieku z doktadnoscig do ok. 11,5 lat
na podstawie materiatu, jakim byty prébki krwi. W tej
metodzie warunki i dtugo$¢ przechowywania probek

majg kluczowe znaczenie dla uzyskanych profili
ekspresji genow.

Poziom metylacji DNA

Metylacja to proces przytgczania sie grup alkilowych
(metylowych) (-CH3) do zasad azotowych, najczesciej
cytozyny, prowadzgcy do powstania 5-metylocytozny.
Zjawisko to nie wptywa na parowanie zasad azotowych
w podwojnej helisie DNA. Reakcja przebiega dzieki
aktywnosci metylotransferaz. Cytozyny ulegajace
metylacji wystepujg najczesciej w nierobwnomiernie
rozmieszczonych w genomie (gtbwnie w obrebie
ciggdw powtarzajgcych sie sekwencji, jak centromery
czy retrotranspozony) dinukleotydach CpG. Zjawisko
metylacji stabilizuje te fragmenty genomu. Cytozyny
zlokalizowane w obrebie promotoréw gendéw
w wyspach CpG (odcinkach okoto 200-500 pz,
z przewagg ilosciowg par CG) najczesciej pozostajg
niezmetylowane (oprécz imprintingu rodzicielskiego,
ciatka Baara). Jest to mozliwe dzieki obecnosci
specjalnych biatek stanowigcych przeszkode dla
enzymoéw z grupy metylotransferaz [28]. W trakcie
embriogenezy nastepujg globalne zjawiska hiper-
i hipometylacii genomu. Ostatecznie utrwala sie
okreslony wzoér metylacji przekazywany komérkom
potomnym, charakterystyczny dla danej tkanki.
Epigenom moze by¢ modyfikowany przez srodowisko
oraz czynniki zewnetrzne. Zaburzenia metylacji sg
podtozem przedwczesnego starzenia w syndromie
Wernera i progerii oraz wielu choréb, tj. choroba
Alzheimera, nowotwory, cukrzyca. Nieprawidtowym
procesem moze by¢ zardwno hipermetylacja wczesniej
niezmetylowanych miejsc CpG prowadzaca do
wyciszania ekspresji genéw, np. odpowiedzialnych
za kontrole podziatbw komorki, oraz hipometylacja/
demetylacja naturalnie zmetylowanych miejsc
CpG prowadzgca m.in. do destabilizacji genomu
i wzrostu entropii w komoérce. Wraz z wiekiem
proces metylacji cytozyny w parach CpG w rejonach
promotorowych nasila sie, prowadzac do wyciszenia
genéw (zanik funkcji), a demetylacja rejondéw
subtelomerowych indukuje szybsze skracanie sie
telomeréw [5, 10, 16, 20, 21, 26, 34]. Zmiany
epigenetyczne w obrebie genomowego DNA wraz
z wiekiem staty sie przedmiotem wielu do$wiadczen i prac
badawczych [1-3, 6-9, 11, 12, 14, 15, 24, 27, 30, 32, 33].
Autorzy tych prac analizowali profil metylacji setek
powigzanych z wiekiem miejsc CpG. Zidentyfikowano
wiele genow, w obrebie ktérych CpG najlepiej korelujg
z wiekiem m.in. GRIA2, NPTX2, ASPA, PEDE4C,
ELOVL2, EDARADD, FHL2, PENK, ITGA2B. Dokonano
selekcji miejsc CpG o rébznym poziomie metylaciji
i opracowano modele predykcji wieku oparte na
réznej liczbie miejsc CpG (od 2 do 353, ale najczesciej
okoto 3). Uzyskano doktadnos¢ predykcji wahajgca sie
w zaleznosci od autoréw i eksperymentu od 3,07 do
11 lat. Weryfikowano uzytecznos¢ prébek z ptynéw
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ustrojowych oraz zebéw. Modele predykciji z krwi, sliny
i spermy wraz z kalkulatorami sg dostepne bezptatnie
online. Metodologia do$wiadczeh opierata sie gtbwnie
na mikromacierzach oraz sekwencjonowaniu po
konwersji niezmetylowanej cytozyny do uracylu
wodorosiarczynem sodu. Dodatkowo identyfikacja
ptynéw ustrojowych, tj. krwi, $liny, spermy, krwi
menstruacyjnej, wydzieliny z pochwy i ich mieszanin
w oparciu o metylacje, data obiecujgce wyniki jako
alternatywa réznicowania tkanek na podstawie
ekspresji MRNA. Publikacje potwierdzaja, iz biorgc pod
uwage aktualny stan wiedzy, metylacja jest najlepszym
markerem wieku z uwzglednieniem réznic tkankowych.

Podsumowanie

Niestety nie wszystkie weryfikowane metody
szacowania wieku okazaty sie przydatne w praktyce
ze wzgledu na ograniczenia techniczne, problemy
z doktadnoscig i powtarzalnoscig pomiarow oraz
interpretacjg i statystyczng analizg wynikéw. Kiedy
myslimy o idealnym markerze wieku w kryminalistyce,
oczywiste wydaje sie, ze powinien by¢ on zwigzany
z fizjologicznymi zmianami zachodzgcymi w komorkach/
tkankach ludzkich wraz z wiekiem i tu wszystkie
siedem omoéwionych powyzej markeréw wpisuje sie
w to kryterium. Dodatkowo powinien by¢ niezalezny
od wptywu czynnikdw $rodowiskowych czy procesow
chorobowych, ale kazdy z ww. markerédw w pewnym
stopniu jest przez te czynniki modyfikowany.
Uniwersalny marker powinien dawa¢ mozliwos¢
predykcji wieku z wielu typdéw tkanek czy s$ladéw
biologicznych i zatozenie to spetnia metoda oznaczania
poziomu metylacji DNA. Z uwagi na miejsce pobierania,
charakter oraz historie probek marker powinien byc¢
odporny na degradacje i warunek ten spetniajg mtDNA,
sjTREC oraz metylacja. Jednym z najistotniejszych
parametrow powinna by¢ doktadno$¢ predykciji wieku
osoby przy uzyciu danego markera, ktora oscyluje
w granicach 1,5 lat dla metody opartej na AAR, 9 lat
dla badania ilosci sjTREC w limfocytach, 11,5 lat dla
analizy poziomu ekspresji mMRNA oraz okoto 3 lat
dla analizy stopnia metylacji. Wazne jest, aby taki
marker mozliwie jak najczesciej informowat o wieku
biologicznym, co jest warunkiem spetnionym dla:
AGE, AAR, sjTREC, mRNA i metylacji. Ponadto idealny
marker winien by¢ prosty i wiarygodny w pomiarze
oraz tatwy do interpretacji i analizy statystycznej, a te
oczekiwania spetnia zarobwno metylacja, jak i AAR oraz
sjTREC. Badanie poziomu metylacji DNA okazato sie
najbardziej obiecujgce ze wszystkich analizowanych
metod i najlepiej wpisuje sie w wymagania, jakie
stawiamy przed idealnym markerem. Zmiany
epigenetyczne zachodzace w obrebie jgdrowego
DNA sg istotnie skorelowane z wiekiem i obecnie
poszukiwanie nowych markeréw metylacji oraz
testowanie dotychczas znalezionych stanowi przedmiot
badan naukowcow z wielu o$rodkéw badawczych.

Identyfikacja wielu miejsc wystepowania dinukleotyddéw
CpG, wykazujacych zmienno$¢ w poziomie metylaciji
cytozyny wraz z wiekiem, pozwolita na opracowanie
modeli predykcyjnych z krwi, $liny i spermy, czyli sladow
biologicznych wystepujgcych najczesciej na miejscu
zdarzenia. Uzywajgc réznych zestawdéw markerow
w zaleznosci od badanej tkanki, mozemy stara¢ sie
okresli¢ wiek osoby z doktadnoscig nawet do kilku lat.
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