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Abstract

Flow cytometry is a laser-based technique that analyses single cells or particles suspended in a buffered salt-based solution. It
has applications in multiple areas, including cancer biology, molecular biology, virology, immunology, and infectious disease
monitoring. In forensic investigations, flow cytometry has been employed to analyse a variety of samples. Flow cytometry has
indeed found significant applications in forensic science, particularly in determining the post-mortem interval (PMI), investigat-
ing sexual assault cases and analyzing ‘touch DNA’ for identifying perpetrators. This review is an overview of how flow cytom-
etry has been utilized in these areas, based on studies from 1999 to 2021. Articles were retrieved using academic search systems
such as Google Scholar, PubMed, MEDLINE, Scopus, and Science Direct, using keywords such as flow cytometry, forensic
pathology, forensic medicine, sexual assault, touch DNA, post-mortem interval, PMI, and forensic science. A total of 86 publi-
cations were assessed, of which 52 met our criteria. Many studies have explored the use of flow cytometry for PMI estimation
and perpetrator identification in sexual assault cases. Flow cytometry is particularly beneficial for accurate and non-destructive
assessment of touch DNA samples that are processed simultaneously with routine casework procedures for DNA analysis. Flow
cytometry is useful in forensic pathology when other techniques fail, because it detects various common genetic abnormalities
in dead cells and tissues. In summary, flow cytometry is a superior alternative to other methods because it offers rapid analysis,
high sensitivity, and ease of use. These benefits make it an invaluable tool in research and clinical settings, providing efficient
and accurate cell analysis that can significantly enhance both diagnostic and therapeutic processes.
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Introduction

Forensic technology is constantly evolving to more
effectively address criminal incidents. This evolution
enables greater protection of innocent people and
prosecution of perpetrators, instilling confidence to
law enforcement agencies, the criminal justice system,
and society. Technological advances and new discov-
eries have expanded the toolkit available to forensic
scientists [53].

Flow cytometry is a robust analytical technique
that has established a significant niche as an emerg-
ing forensic tool [1, 2]. The three main systems of the
flow cytometer are fluidics, optics, and electronics.
The laminar flow sheath principle is the primary work-
ing principle. Flow cytometry investigates individual
cells or particles by passing them through one or more
lasers while they are suspended in a solution contain-
ing buffered salts. Each particle undergoes analysis to
determine its visible light dispersion and one or more
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fluorescence properties. The quantification of visible
light scatter involves two unique orientations: for-
ward scatter (FSC), which indicates the relative size
of the cell, and side scatter (SSC), which discloses
the internal complexity or granularity of the cell [8].
Fluorescence has no impact on the scattering of light.
Fluorescence measurement samples are generated by
introducing and activating fluorescent proteins (such
as green fluorescent protein, GFP), the application of
fluorescent dyes (such as propidium iodide for DNA
staining), or the use of antibodies linked to fluorescent
molecules (such as CD3 FITC; Fig. 1). Tens of thou-
sands of cells can be analysed quickly, and the data is
processed by a computer.

Flow cytometry offers significant benefits over
histology and immunohistochemistry, including preci-
sion in estimating antigen levels and the ability to stain
individual cells with multiple antibodies and fluoro-
phores. It has a wide range of applications in cellular
and molecular biology. The main advantages of flow
cytometry are its potential to measure and analyse
a ‘large’ number of parameters (2—30 or even more)
on the same sample, as well as its ability to gather data
from millions of cells in a fraction of minutes [3]. The
use of flow cytometry in clinical laboratories has be-
come popular over the last decade.

Flow cytometry has been used in several experi-
ments to analyse a wide variety of samples for forensic
applications [4, 5, 6, 7]. This study provides a com-
prehensive review of recent developments in forensic
techniques related to post-mortem interval (PMI) es-
timation, sexual assault analysis and the use of touch
DNA analysis.

Methodology

To minimize bias, a comprehensive literature
search and an objective assessment of the retrieved
papers were carried out by two independent research-
ers. A search was conducted in the Google Scholar,
PubMed, MEDLINE, Scopus, and Science Direct da-
tabases until 2021.

The search keywords included in various combina-
tions were flow cytometry, forensic pathology, foren-
sic medicine, sexual assault, touch DNA, post-mortem
interval (PMI), and forensic science. The data were
extracted by one reviewer and validated by another re-
viewer. This systematic review critically appraised 52
relevant studies (Figure 2).

Forensic applications of flow cytometry

Application of flow cytometry in determination of
PMI (Table 1)

The accurate determination of the PMI is one of the
most discussed and complex issues in forensic medi-
cine. Different methods for estimating the PMI have
been used and standardized over time [8, 9, 10, 11,
54]. These approaches have significant inaccuracies
and shortcomings in their implementation. Recently,
a wide range of experimental methods have been in-
vestigated to correctly determine the PMI. In reality,
an accurate assessment of the PMI requires the use of
a parameter that shows a continuous and proportional
linear relationship with the time of death (TOD) [12].
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Figure 1. Schematic diagram of
flow cytometry.
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Table 1
Flow cytometry and post-mortem interval (PMI) at different points
Authors [Reference] Tissues and organs/ | Time frame | Remarks
sample source assessed
Fengying et al., 1988 [14] | Heart, liver, kidney | — Quantitative determination of cell DNA in the tissues, may
(rats) provide an objective and reliable approach for the estimation of
PMI
Di Nunno et al., 199 [17] | Spleens 60-72 h -
Chengyi et al., 2002 [21] | Spleens 4-40h DNA degradation (human spleen) linked to PMI
Di Nunno et al., 2002 [18] | Liver and spleen/ 24-65h Hepatic tissue showed a linear correlation between the PMI and
human the level of DNA degradation
Boy et al., 2003 [12] Teeth/human 24-144 h Dental pulp tissue exhibited minimal DNA degradation by 144 h
post-extraction, and no constant relation was found between time
and DNA degradation
Liu et al., 2004 [19] Heart, liver, spleen - DNA amount of all the viscera showed a decreased trend after
and kidney/rat death, especially in spleen
Long et al., 2005 [25] Rib and teeth/human | 0-15d DNA content was degraded with the prolongation of PMI
Chen at al., 2005 [16] Heart, liver, spleen - DNA and human tissue degradation shows a well relationship
and kidney/human with PMI, particularly in the spleen
Aglan et al., 2014 [23] Liver and spleen/ - Histogram showed a progressive denaturation of the DNA
human molecule of splenic or liver samples, increased from the first
to the third day after death, then denaturation was accelerated
after that time, and histograms tended to overlap showing this
massive denaturation of DNA, and there was no relation between
weight or size of the spleen and DNA denaturation and thus it is
considered a reliable method for detecting early PMI
Williams et al., 2015 [22] | Brain and spleen/ 17-60 h DNA degradation was more rapid in samples stored at RT as

human

compared with refrigerated ones. Brain showed slower DNA
decay than spleen

Corderio et al., 2015 [27]

Vitreous humor/
human

Quantifies blood contamination and is able to detect erythrocytes
in 1 : 750,000 dilution of contaminated VH which affects the
results of hypoxanthine

Shaari et al., 2016 [29]

Hepatic tissue

Hepatic tissue autolysis is a good indicator of PMI (dogs)

Tome, 2017 [28]

Vitreous humor and
cerebrospinal fluid

Cellular death progression (VH and CSF) can be an important
strategy to estimate the PMI

Problems of Forensic Sciences 2024, vol. 139, 209-226



212

S. Kumar, T. R. Baggi

The application of flow cytometry is an evolving
approach that can prove its utility in the assessment
of PMI. Immediately after death, decay of the DNA is
initiated, which leads to damage of inter- and intramo-
lecular crosslinking, strand fragmentation onsets, and
variation in nucleotide composition [13]. For the first
time, Fengying et al. (1988) employed flow cytometry
to measure the DNA content in the rat kidney, heart,
and liver at various PMIs [14]. The findings showed
that, compared to zero hours, the mean cellular DNA
content was 99.5% at 6 h, 91.3% at 12 h, 87.1% at
18 h, 81.3% at 24 h, 76.7% at 30 h, 74.3% at 36 h,
and 72.3% at 48 h. These findings indicate that quan-
titative determination of cellular DNA content in tis-
sues may be used as an accurate method for estimating
PMI [14].

DNA degradation varies with temperature, as it af-
fects autolytic and metabolic activities [15]. Chen et al.
(2005) examined DNA degradation in different body
tissues and found that the amount of human DNA in
kidney, liver, and heart degraded rapidly in the first
6 hours after death, although the spleen showed a bet-
ter relationship between PMI and DNA degradation.
Their findings were confirmed by flow cytometry, and
they concluded that DNA degradation in human tissues
is significantly associated with PMI, particularly in the
spleen [16]. Di Nunno et al. (1999) proved that flow
cytometry is easy to use and may be utilized to refine
PMI in homicide/suicide cases [17]. In a subsequent
article published in 2002 [18], the same research team
compared data on DNA degradation in spleen tissue
with that in peripheral blood and liver (n = 25; cause
and TOD were known to be between 24 and 65 h) to
determine which cells could be easily collected and
preserved during death investigations for subsequent
cytofluorometric analysis to assist in determining
TOD. Hepatocyte DNA degradation is more strongly
associated with the time since death than DNA deg-
radation in peripheral blood or spleen tissues. Liu et
al. (2004) corroborated previous findings by applying
cytofluorometric techniques to investigate the law of
variation of DNA concentration at different PMIs in
a variety of tissue samples (kidney, spleen, liver, and
heart). All visceral tissues, but especially the spleen,
showed a decreasing trend in DNA content [19].

Chengyi et al. (2002) reported that after death,
the degradation of the nuclear DNA of lymphocyte in
human spleen was clearly related to PMI [21]. Five
cadavers with a known time of death were selected.
The spleens were isolated, covered with moistened
fabric, and sampled every 4—7 hours over a period
of 40 hours. Cell suspensions were prepared, digest-
ed with RNase, stained with PI, and analysed using

fluorescence-activated cell sorting (FACS) with flow
cytometry.

Williams et al. (2015) used flow cytometry to deter-
mine the effect of temperature on the rate of cellular de-
gradation. Human spleen and brain tissues (n = 15) were
collected and examined for over 96 h at 4°C and 21°C,
mimicking winter and summer conditions [22]. It was fo-
und that the DNA degradation rate of the brain cells was
considerably slower than that of the spleen cells. DNA
fragmentation was greater in samples stored at room tem-
perature than in those stored in the refrigerator after 48 h.
As a result, the brain has been recognized as an accepta-
ble substitute organ that does not deteriorate as quickly
as the spleen, but cannot be used in cases of drowning or
direct head trauma.

Aglan et al. (2014) studied the relevance of flow
cytometric techniques in calculation of PMI using 70
cases [23]. All cases were autopsied using conven-
tional procedures, the liver and spleen were excised,
weighed, and sections were prepared for flow cyto-
metric measurements at 24 h intervals. The findings
indicate that histograms obtained from the samples
showed a progressive degradation of spleen or liver
DNA samples, increasing from the first to the third
day after death, then the degradation accelerated, his-
tograms tended to overlap, showing massive DNA
degradation, and that there was no relation between
weight or size of the spleen and DNA degradation, in-
dicating that it runs a relatively fixed course regardless
of other parameters; thus, it is considered a reliable
method for detecting early PMI.

Several academic researchers have begun to ex-
amine dental pulp tissue to determine PMI [12]. The
surrounding hard dental tissue protects the pulp cavi-
ty and its cellular content from bacterial invasion and
decomposition [24]. For the first time, Boy et al. [12]
employed flow cytometry to examine the usefulness
of dental pulp tissue for estimating PMI. Pulp tissue
was removed from the third molars (n = 57) at 24, 48,
72,96, 120, and 144 hours after tooth extraction. Par-
ticipants were aged between 15 and 30 years. Since
consistent correlation between time and DNA de-
terioration was observed within the first 144 h after
extraction, they concluded that pulp tissue was inef-
fective in detecting early PMI, but it may be a prom-
ising substrate in the later phases. In contrast to Boy’s
study [12], Long et al. [25] reported that the PMI and
average DNA content were significantly correlated in
human dental pulp and costal cartilage cells that were
held at different ambient temperatures (30-35°C, 15—
20°C) for long periods (up to 15 days). As a result,
they established the reliability of dental pulp tissue for
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late PMI calculations. They also discovered a 0—4 day
plateau phase for dental pulp cells at 15-20°C.

Vitreous humor (VH) has also been frequently
used to calculate PMI because it is topographically
isolated and highly protected, leading to a delayed
process known as autolysis. PMI was calculated using
the potassium content in the VH [26]. However, con-
tamination in VH may have influenced the findings.
Corderio et al. (2015) used flow cytometry to detect
and eliminate blood contamination in the VH. They
reported that even at a dilution of 1 : 750,000 in the
contaminated VH, flow cytometry could detect eryth-
rocytes [27].

Tome (2017) employed flow cytometry to eval-
uate the cellular viability, necrosis or apoptotic state
of cells in cerebrospinal fluid (CSF) and VH obtained
from corpses (human) to correlate them with the PMI
[28]. CSF has a much higher cell count than VH. As
a result, the CSF appears to be a more suitable bio-
logical matrix for the intended function. In the CSF
samples, cellular density (number of cells) showed an
increasing trend with increasing PMI. In addition, for
viable cells, there was a tendency for increasing values
(from 5.78% to 88.04%) with increasing PMI for CSF.
Other test parameters (i.e., cells of interest, cellular
debris, and percentage of cells in necrosis or apopto-
sis) showed contradictory findings. This preliminary
analysis revealed that studying the progression of cell
death in the CSF and VH can be an effective method
for determining PMI.

Shaari et al. (2016) aimed to correlate hepatic tis-
sue necrosis with PMI in dogs for use in forensic appli-
cation. Hepatic tissues from three (n = 3) female dogs
were sampled at 6 h intervals up to 18 h post-mor-
tem, to assess the rate of autolysis during this period.
Propidium iodide staining was used to filter dead cells
from live cells by flow cytometry. The results, ana-
lysed by descriptive statistics in percentages and co-
efficients, summarily showed a strong positive linear
correlation (R? = 0.98) between post-mortem hepatic
tissue autolysis and post-mortem interval in dogs [29].

Application of flow cytometry in sexual assault
cases

Sex crime investigation necessitates the involve-
ment of a multidisciplinary approach of forensic spe-
cialists who specialize in the identification, collection,
packaging, and analysis of evidentiary material [30].

In cases of sexual assault, techniques such as pref-
erential lysis and density gradient centrifugation [31,
32] are utilized to separate and identify sperm cells
from the vaginal fluid wash. Resistance of cells to

proteolytic digestion was used in the preferential ly-
sis technique. Unfortunately, these techniques involve
several steps that may result in contamination and
sperm cell loss. If there are few sperm cells and many
vaginal cells, sperm identification becomes more
difficult.

Additional methods have been developed, to sep-
arate sperm cells from epithelial cells (EPs) based on
differences in shape and size to obtain individual gen-
otypes. Low-volume polymerase chain reaction (LV-
PCR) is another innovative cell separation approach
used to isolate and detect individual sperm cells. It is
based on immunolabeling, microfluidic devices, as-
piration capillaries, the mDip approach, and fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) with flow cytom-
etry and is only relevant for fresh vaginal swabs (or
lavages), not smears or archival material [33].

To distinguish between vaginal and sperm cells,
Schoell et al. (1999) suggested utilising cell sorting
with flow cytometry, since it is effective even in the
presence of minute amounts of sperm. Using this
method, six thousand spermatocytes were separated
from one million vaginal cells [34]. Di Nunno et al.
(2003) examined the efficiency of flow cytometry in
distinguishing haploid sperm cells from diploid vagi-
nal cells using propidium iodide (PI) staining. Vaginal
wash samples were collected from 20 women with no
sexual experience in the past 1 week and sperm sam-
ples from 20 healthy males. The samples were then
combined with varying aliquots of sperm with the vag-
inal wash to replicate a genuine scenario, and samples
were analysed for flow cytometry data for cells with
and without PI staining [35]. Flow cytometry readings
revealed a morphology-based area with the highest
likelihood of identifying sperm cells in the case of
sexual assault, which can be used to identify and seg-
regate accused individual [35].

Grosjean and Castella (2015) developed a novel
and time-efficient approach for recovering and sepa-
rating cells from swabs (cotton) and other substrates.
In this method, magnetic beads coupled with antibod-
ies specific to the CD52 sperm antigen and using ap-
propriate magnetic columns, allow the recovery of the
sperm fraction from the semen of the alleged perpetra-
tor and the non-sperm fraction from the victim [36].

This method was tested on fresh and six-month-old
fake vaginal samples mixed with sperm dilutions in
buccal swabs, resulting in entire single DNA profiles
of the sperm and epithelial cell donors for the sperm
and non-sperm fractions, respectively. Epithelial cell
donor DNA profiles were processed in parallel for
confirmation [36].
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Xu et al. (2016) used fluorescence-activated cell
sorting (FACS) and magnetic-activated cell sorting
(MACS) to isolate spermatozoa from a single donor
from samples containing a mixture of spermatozoa
and vaginal epithelial cells from several donors.

Magnetic-activated cell sorting (MACS) was used
to isolate sperm from a vaginal swab using fluoresce-
in isothiocyanate (FITC)-conjugated A-kinase anchor
protein-3 (AKAP-3) antibody. Fluorescence-activat-
ed cell sorting (FACS) was used to distinguish target
individual sperm cells from different donors using
FITC-conjugated blood group A/B antigen antibody.
Full STR profiles of the individual donors were effec-
tively generated from EPs/sperm cells and sperm mix-
es from two donors [37].

Urey et al. (2021) developed a levitational cell cy-
tometry technique for differential extraction of cells
in a biological sample and spatiotemporal separation
of EPs and sperm cells by leveraging differences in
the density and paramagnetic medium. This method
augments the precise sorting of sperm at low concen-
trations (100 sperms per sample) in 30 pL sample vol-
umes with a reduced differential extraction time from
8 h to 20 min, resulting in unprecedented sperm de-
tection and sorting proficiency, which are not feasible
with other possible methods [38].

DeCorte (2022) developed a new forensic signa-
ture system to increase the probative value of DNA
profiles generated from specific types of sexual assault
evidence samples: cellular mixtures resulting from
digital penetration, consisting of trace hand epider-
mal cells and vaginal cells, and from mouth-to-skin
contact, consisting of trace hand epidermal cells and
cellular components of saliva (i.e., buccal cells) [56].
Cells were characterized using imaging flow cytom-
etry (IFC) and then analyzed utilizing data imaging
and statistical analysis tools. The obtained data was
utilized to develop cell filters inside the data imaging
program, resulting in a way for successfully filter out
all hand cells and potentially identifying a vaginal cell
signature. The cells filtered by the image analysis filter
were then run through a series of discriminant function
tests to boost classification and to predict group mem-
bership of unknown cells from fake forensic samples.
The study’s findings revealed that the great majority
of these unknown cells were correctly categorized into
the predicted category, with only a few exceptions.
Furthermore, correct classifications were backed by
strong posterior probability, which contrasted sharp-
ly with the posterior probabilities of misclassifying
cells. These findings suggest that this technique may
successfully discriminate between the cell populations
under consideration, as well as identify potential false

positive misclassifications, and may provide a viable
new way for front-end analysis prior to DNA profiling.
The capacity to identify the components of a biologi-
cal mixture prior to STR analysis increases effective-
ness and reduces bias, which can frequently mislead
activity-level results in trace mixture sample analysis.

Fokias et al. (2022) established a technique to
select sperm from epithelial cells by combining the
Sperm Hy-Liter™ labeling kit with FACS [58]. The
sorted sperm cells are subsequently submitted to a di-
rect lysis and low volume PCR (LV-PCR) procedure.
Preliminary data show that both cell types can be suc-
cessfully separated at sperm/epithelial cell ratios as
high as 1 : 500. The direct lysis and LV-PCR protocols
enable for the production of entire haploid profiles
from single sperm cells and, in most cases, full diploid
profiles from ten spermatozoa. These findings indicate
that the suggested methodologies are possibly practi-
cal for forensic casework; nevertheless, further testing
is necessary for validation.

Ingram and colleagues (2023) developed a new bi-
ological signature system that enhances the probative
value of samples containing epidermal and vaginal
cells, as seen in cases of digital penetration, based on
morphological and autofluorescence properties [59].
Comparisons to reference cell populations from vag-
inal tissue and epidermal cells obtained from hands
indicated considerable multivariate differences in >80
cellular parameters. These distinctions were utilized
to develop a prediction framework for identifying
unknown cell types as being derived from epithelial
cells associated with digital penetration or epidermal
tissue. As part of the categorization process, the pos-
terior probability of each cell belonging to a given tis-
sue category was calculated, as well as its multivari-
ate resemblance to that tissue type. We evaluated this
method on cell populations from reference tissues, as
well as fake casework samples using hand swabs after
digital vaginal penetration. Digital penetration hand
swab samples had significantly more cells classified as
non-epidermal tissue than control hand swabs. To re-
duce false positives, minimal interpretation thresholds
were developed; these thresholds were also effective
when screening licked hands, indicating the potential
utility of this method for a variety of biological mix-
ture types and depositional events relevant to forensic
casework. Results showed that samples collected sub-
sequent to digital penetration had significantly higher
numbers of cells classified as vaginal tissue, as well as
higher posterior probabilities.
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Application of flow cytometry in touch DNA
samples

The analysis of ‘touch’ (or cells from trace/touch
mixes) is an important issue for forensic DNA case-
work units. The interpretation of mixed STR (or short
tandem repeat) DNA data from touched surfaces is
a subjective procedure that requires a lot of time, low-
ers the probative value of the evidence, and has been
heavily criticized for lacking scientific credibility [39].
Probabilistic genotyping can be used to perform com-
plex mixture analyses. However, implementing the
system requires cost and time as well as a huge task,
including validation, legal clashes over proprietary
software, difficulty in convincing the jury with prob-
abilistic information [40], and the erroneous assess-
ment of the number of contributors to a sample affects
probabilistic results, as there are limits to the addition
of the number of contributors that can be analysed
[41]. There is still a substantial need for front-end ap-
proaches that can segregate cell populations from var-
ious contributors prior to DNA analysis, allowing for
the creation of single-source STR profiles and/or the
simplification of multi-contributor samples [42].

Microfluidics, micromanipulation, laser capture
microdissection, and FACS are the existing methods
used to isolate single cells from a mixture [43, 44, 45,
46]. These techniques apply either immunochemical
or morphological variation between cells to effectively
resolve mixtures containing multiple cell types (e.g.,
sperm-epithelial) [45, 47], blood-saliva [46], and mix-
tures of multiple individuals contributing to the same
cell type [43].

Yet, limitations exist in the separation strategies on
‘touch’ mixture samples consisting of epidermal cells,
possessing a different structural and biological prop-
erties from other forensically relevant cell types (e.g.,
white blood cells, buccal and vaginal cells).

Stanciu et al. investigated the contribution of dif-
ferent genetic and cellular components created by
touch or contact in biological samples. The touch
DNA samples were eluted from the collection swabs,
which were taken from the objects held by an individ-
ual for 5 minutes. These samples were then analysed
for epidermal cells, extracellular DNA, and DNA from
pelleted cellular material. Individuals who had washed
their hands immediately before handling the object
and those who had not were distinguished. Around
84-100% of this DNA was extracellular and exhibit-
ed no relation with the detected epidermal cells. No
extracellular or cell pellet-associated DNA was found
between the subjects who washed their hands before
object handling, and a notable number of epidermal

cells (~5 x 103 to ~1 x 105) were recovered from these
samples, indicating that other types of biological in-
formation may be available, even though no amplifia-
ble genomic DNA is present. These findings indicate
that touch samples and their associated factors form
patterns of DNA transfer and persistence in forensic
evidence [48].

Kwon et al. (2016) reported the results of antibody
hybridization surveys utilizing cytokeratin probes and
human leukocyte antigens, including surveys of opti-
cal characteristics of deposited cells, such as forward
and side scatter, and fluorescence emission in the al-
lophycocyanin channel. To investigate inter- and in-
tra-contributor variability, all analyses were performed
on ‘touch’ samples that were deposited immediately
(e.g., ‘fresh samples’), as well as those collected up to
7 days following deposition [49].

Burrill et al. (2020) investigated the cellular con-
tent present in the rinses of unwashed and washed
hands, nasal, saliva, and eye washes as potential
sources of DNA transferred to hands. Size, granulari-
ty, and nucleic acid fluorescence data were determined
using flow cytometry and microscopic examination.
Although there was considerable disparities among
donors, the cellular composition did not vary consid-
erably within one person. Saliva contains DNA from
positive populations of epithelial cells, other smaller
cells, and debris. Hand rinses were nearly exclusive-
ly composed of anucleate corneocytes; many of these
stained positive for nucleic acids, raising queries re-
garding previously assumed insignificant shed corneo-
cyte DNA content [50].

Ingram et al. (2022) used epithelial cell morpholo-
gy and autofluorescence to determine the period from
DNA sample deposition. Individual cells were imaged
using flow cytometry before being subjected to mul-
tivariate modeling and predictive categorization [55].
Epithelial cell populations are properly divided into
three time-since-deposition groups: <1 week, 1 week
to 2 months, and >2 months. Differences across age
groups are mostly due to lower brightfield contrast
and higher autofluorescence intensity. For forensic
purposes, 47 donor cell populations were blindly cate-
gorized against the full data set, yielding classification
accuracies of 95% for samples containing at least 75
cells and 97% for individual time periods (2 months).
This shows that autofluorescence and morphological
investigations might give useful information about the
period after deposition of trace DNA samples.

In conclusion, while microscopic methods have
their place, flow cytometry is generally considered
superior for touch DNA analysis due to its sensitivi-
ty, precision, and efficiency. This makes it a preferred
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choice in many forensic and research scenarios where
touch DNA is involved.

Other applications of flow cytometry

Abortion diagnosis is a topic that occasionally
comes up in medico-legal practice. It can be performed
on the conceptus or on live or deceased women. The
distinction between non-spontaneous and spontaneous
abortion is critical [20]. In forensic medicine, spon-
taneous abortions are important because knowing the
natural causes of abortion is necessary to rule out il-
legal interruption of pregnancy. Dating burn injuries
in humans remains a challenge in forensic medicine.
T lymphocytes play a fundamental role in the healing
process of burn injuries. Elgazzar et al. (2021) char-
acterized time-dependent changes in T-cytotoxic lym-
phocytes (CD8+) and T-helper lymphocytes (CD4+)
in human blood following thermal injury and to eluci-
date their accuracy in dating dry burn injuries by flow
cytometry [51].

The ABO blood group system is vital not only for
organ transplantation and transfusion, but also for
identifying an individual in forensic investigations.
The hemagglutination test is the commonly used
method for detecting ABO antigens. However, it has
severe limitations, including the inability to quantify
ABO antigens on red blood cells (RBCs) and the ina-
bility to properly determine ABO blood type in normal
individuals or subgroups. Aki et al. devised two ana-
lytical techniques for ABO phenotyping and genotyp-
ing based on PCR amplification of particular alleles
(PASA) and flow cytometry. Flow cytometry analysis
can quantify A, B, and H antigens on RBCs, and the
PASA method allows rapid detection of several single
nucleotide polymorphism (SNPs) sites on the ABO
gene. These techniques are simple and effective for
ABO blood group system determination and genotyp-
ing, and are frequently utilized in clinical and forensic
laboratories [52].

Gentry et al. (2023) investigated whether morpho-
logical and autofluorescence measurements of foren-
sically-relevant cell populations generated by IFC can
be used to predict the TSD of ‘touch’ or trace biolog-
ical samples [57]. To this end, three different predic-
tion frameworks for estimating the number of days of
TSD were evaluated: the elastic net, gradient boosting
machines (GBM), and generalized linear mixed model
(GLMM) LASSO. Additionally, we transformed these
continuous predictions into a series of binary classifi-
ers to evaluate the potential utility for forensic case-
work. Results showed that GBM and GLMM-LASSO
showed the highest accuracy, with mean absolute error

estimates in a hold-out test set of 29 and 21 days, re-
spectively. Binary classifiers for these models correct-
ly binned 94-96% and 98-99% of the age estimates as
over/under 7 or 180 days, respectively. This suggests
that predicted TSD using IFC measurements coupled
with one or possibly a combination of binary classi-
fication decision rules, may provide probative infor-
mation for trace biological samples encountered in
forensic casework.

Tewari et al. (2023) [60] detected body fluids (blood,
saliva, and urine) based on specific protein biomarkers
using cytometric bead array flow cytometry. Samples
were collected from 10 healthy donors, selected through
stratified sampling from Prayagraj after written consent
and subjected to cytometric bead array flow cytome-
try for the detection of specific body fluid biomarkers.
Body fluids were analyzed by calculating median fluore-
scence intensities for selected biomarkers in body fluid
combinations. MFI values of specific biomarkers in pure
body fluid samples ranges between 90-150 and in bina-
ry mixtures of body fluids (1 : 1 ratio), ranges between
80-130. In case of other proportions (ratios of 1 : 3,1 : 5,
3:1,and 5 : 1) MFI values of biomarkers range between
40-80 and 100-240 for positive detections. However,
MFI values below 20 were considered as negative de-
tection for that biomarker. Flow cytometry successfully
identifies the body fluids based on their biomarkers even
in trace quantity or in mixed states. However, in mixed
state conditions, the MFI for the body fluid in larger qu-
antity was considerably large in contrast to the one which
was present in traced amount

Limitations of flow cytometry

Flow cytometry is a very efficient method that can
assess a large number of cells, reaching up to millions.
Unfortunately, there are several drawbacks [8]. The
sorting process has a sluggish pace; allowing the cells
to move at a rapid rate could have negative conse-
quences, while enhancing cell viability results in a re-
duction in the velocity of flow of the stream. A clear
constraint of flow cytometry is its inability to evaluate
cells that are not in a suspended state, such as those
adhering to a medium or organized within a tissue. In
order to make single-cell droplets, it is necessary to
split all samples into cell suspensions. As a result, it is
not possible to investigate cell-cell interactions.

Other constraints encompass the cytometer’s ca-
pacity to induce harm to cells, hence impacting the
analysis and subsequent cultivation during cell sort-
ing, as well as the incapacity of single cell analysis to
furnish data on tissue attributes.
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Conclusions

The researchers found a significant correlation be-
tween PMI and DNA degradation with flow cytome-
try, but they also identified certain shortcomings. Due
to the limitations in the cited studies, as well as the de-
velopment of modern and more advanced DNA anal-
ysis techniques, flow cytometry is no longer a viable
option for determining PMI.

Flow cytometry has been a significant part of the
new techniques being developed for the investigation
in sexual assault cases, as it has proven to be very ef-
fective in separating vaginal and sperm cells even if
the quantity of sperm cells present in the sample is
very low or even if the sample is very old, which has
been a major shortfall of traditionally used methods.
Hence, flow cytometry may be used to analyze vag-
inal wash fluid and identify and separate sperm cells
for further genotyping and DNA profiling based on
morphology.

In forensic investigations based on touch samples,
the separation of multiple cell types from multiple
contributors has always posed a significant challenge.
Flow cytometry is beneficial for isolating cell popula-
tions from distinct contributors before DNA analysis,
facilitating the creation of single-source STR profiles
from multi-contributor samples.

Flow cytometry, in combination with microscopic
examination, was utilized to detect the size, granu-
larity, and nucleic acid fluorescence data from rinses
obtained from unwashed and washed hands, nasal flu-
id, and saliva. Flow cytometry was able to generate
cell information worthy of DNA profiling in all sam-
ples. This provides a way to develop new definitive
techniques for forensic investigations based on touch
samples, which has been a challenging area for inves-
tigators. Flow cytometry can also help forensic ento-
mologists identify sex and speciation.

Several methodologies are used to determine the
postmortem interval (PMI) using various biological,
physical, and chemical indicators. However, most of
them are not completely accurate. Flow cytometry is
an emerging technology that is widely used for single
cell analysis in the field of clinical pathology. It allows
for the resolution of multiple fluorophores, enabling
the use of additional fluorophores and extending im-
munophenotyping panels beyond 40. It also quantifies
cellular autofluorescence as an independent parame-
ter, improving the accuracy of detecting target-specif-
ic signals. However, panel design and intricate subset
characterization require more skill and standardized
techniques. Expanding the number of characteristics

could offer a more comprehensive understanding of
immune cells and their subsets.

List of abbreviations

High molecular weight-DNA: HMW-DNA; mag-
netic-activated cell sorting: MACS; PCR amplifica-
tion of specific alleles: PASA; fluorescent-activated
cell sorting: FACS; low-volume polymerase chain
reaction: LV-PCR; cerebrospinal fluid: CSF; post-
mortem interval: PMI; epithelial cells: EPs; red blood
cells: RBCs; short tandem repeat: STR, time of death:
TOD; imaging flow cytometry: IFC.
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ROLA CYTOMETRII W BADANIACH KRYMINALISTYCZNYCH -

PRZEGLAD

Wprowadzenie

Ciagly postep technologiczny w medycynie sagdowej
sprawia, ze analiza przyczyn i okolicznos$ci przestgpstw
jest coraz skuteczniejsza. Poprawia to bezpieczenstwo
obywateli i pozwala sprawniej Scigaé sprawcow, zwiek-
szajac zaufanie ogdtu spoteczenstwa do organdw ochro-
ny porzadku publicznego i systemu sprawiedliwo$ci. Na
rozwoj technologiczny w medycynie sagdowej znaczacy
wplyw ma pojawienie si¢ nowych narzedzi analitycz-
nych [53], takich jak cytometria przeptywowa, ktora jest
rzetelng technika o rosnacej popularnosci, wypetniaja-
cg istotng nisz¢ w badaniach kryminalistycznych [1, 2].
Gtéownymi systemami cytometru przeplywowego sa
uktad ptynéw ostaniajacych, optyka i elektronika, a pod-
stawg dziatania jest przeptyw laminarny. Badania za po-
mocg cytometrii przeptywowej polegaja na naswietlaniu
wigzkami laserowymi poszczegdlnych komorek lub cza-
stek zawieszonych w roztworze zawierajgcym sole bufo-
rowane. Dla kazdej takiej komorki lub czastki mierzy si¢
rozpraszanie $wiatlta i wybrane wlasciwosci fluorescen-
cyjne. Rozpraszanie $wiatta widzialnego jest kwantyfi-
kowane na podstawie dwoch niepowtarzalnych orienta-
cji: rozpraszania do przodu (forward scatter, FSC), ktore
informuje o wzglednej wielkosci komorki, oraz rozpra-
szania na boki (side scatter, SSC), ktére informuje o jej
ztozonosci wewngtrznej 1 ziarnistosci [8]. Fluorescencja
nie wptywa na rozpraszanie $wiatta. Probki do pomiaru
fluorescencji otrzymuje si¢, wprowadzajac i aktywujac
biatka fluorescencyjne (np. biatko zielonej fluorescencji
— green fluorescent protein, GFP), stosujac barwniki flu-
orescencyjne (np. jodek propidyny do barwienia DNA)
lub uzywajac przeciwcial potaczonych z czasteczkami
fluorescencyjnymi (np. CD3 FITC; Ryc. 1). Technika ta
pozwala szybko analizowa¢ dziesiatki tysiecy komorek,
a otrzymane dane sg przetwarzane komputerowo.

Cytometria przeptywowa ma istotne zalety w porow-
naniu do histologii i immunohistochemii, nalezy do nich
precyzja szacowania poziomu antygenow i mozliwos¢
barwienia pojedynczych komoérek réznymi antygenami
i fluoroforami. Jest ona szeroko stosowana w biologii
komorkowej i molekularnej, poniewaz daje mozliwos¢
pomiaru i analizy wielu parametréw (od 2 do 30, a na-
wet wigcej) w tej samej probee, a takze zbierania da-
nych z milionéw komorek w ciggu niecatej minuty [3].
W ostatnim dziesigcioleciu w laboratoriach klinicznych
popularnos¢ jej stosowania znaczaco wzrosta.

Zastosowano ja w kilku do§wiadczeniach analizuja-
cych réznorodne probki na potrzeby medycyny sadowe;j
[4,5,6,7]. Niniejsza praca stanowi szczegdtowy przeglad

najnowszych postepéw w technikach kryminalistycz-
nych zwigzanych z szacowaniem czasu, jaki uptynat od
zgonu (post-mortem interval, PMI), badaniem przypad-
kéw napasei na tle seksualnym i analizg DNA pozosta-
wionego na miejscu przestgpstwa (DNA dotykowego).

Metodologia

Szczegotowy przeglad literatury i obiektywna oce-
na wybranych publikacji zostaly przeprowadzone przez
dwoch niezaleznych badaczy. Ich praca polegata na prze-
szukiwaniu danych opublikowanych do roku 2021, znaj-
dujacych si¢ w bazach Google Scholar, PubMed, ME-
DLINE, Scopus i Science Direct.

Wyszukiwane stowa kluczowe obejmowaly rézne
kombinacje cytometrii przeptywowej (flow cytometry),
patologii kryminalistycznej (forensic pathology), medy-
cyny sadowej (forensic medicine), napasci na tle seksu-
alnym (sexual assault), DNA dotykowego (touch DNA),
czasu upltywajacego od zgonu (postmortem interwal,
PMI) 1 kryminalistyki (forensic science). Jeden badacz
pozyskiwat dane, a drugi je zatwierdzal. Lacznie ana-
lizie krytycznej poddano 52 zwigzane z tematem prace
(Ryc. 2).

Zastosowania cytometrii przeplywowej
w kryminalistyce

Zastosowanie cytometrii przeplywowej do ustalania
PMI (Tabela 1)

Trafne ustalanie PMI to jeden z najczeSciej omawia-
nych i skomplikowanych probleméw w kryminalistyce.
Z biegiem czasu wdrozono i ustandaryzowano rézne me-
tody szacowania tego parametru [8, 9, 10, 11, 54], ich
stosowanie wigze si¢ jednak z powazna niedoktadnoscia
i innymi wadami. Niedawno sprawdzono wiele metod
doswiadczalnych pod katem doktadno$ci uzyskiwanego
za ich pomocag PMI. W praktyce do doktadnego pomia-
ru PMI jest potrzebny parametr odzwierciedlajacy ciagta
i proporcjonalng zalezno$¢ liniowa z czasem zgonu [12].

Cytometria przeptywowa to nieustannie rozwijajace
si¢ narzgdzie do ustalania PMI o duzym potencjale. Na-
tychmiast po $mierci zaczyna si¢ rozklad DNA, prowa-
dzi on do uszkodzenia sieciowania migdzy- i wewnatrz-
czasteczkowego, fragmentacji nici i zmian w skladzie
nukleotydéw [13]. Cytometri¢ przeplywowa po raz
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pierwszy zastosowano w takim celu do pomiaru zawar-
tosci DNA w nerkach, sercu i watrobie szczura. Fengying
i in. w swojej pracy [14] stwierdzili, ze w poréwnaniu
do stanu wyjsciowego $rednia zawarto§¢ DNA komor-
kowego wynosita 99,5% po 6 h, 91,3% po 12 h, 87,1%
po 18 h, 81,3% po 24 h, 76,7% po 30 h, 74,3% po 36 h
172,3% po 48 h. Wyniki te pokazuja, ze pomiar ilo$cio-
wy zawarto$ci DNA komoérkowego w tkankach jest do-
ktadna metoda ustalania PMI [14].

Tempo rozktadu DNA zalezy od temperatury, ponie-
waz wplywa ona na procesy autolityczne i metaboliczne
[15]. Chen i in. (2005) badali rozktad DNA w réznych
tkankach ludzkich. Zauwazyli, ze zawarto§¢ DNA w ner-
kach, watrobie i sercu gwattownie zmniejszata si¢ przez
pierwsze 6 h po zgonie, przy czym §ledziona wykazywa-
fa silniejsza zaleznos¢ pomigdzy PMI a rozktadem DNA.
Chen 1 in. potwierdzili uzyskane wyniki za pomoca cy-
tometrii przeptywowej, dochodzac do wniosku, ze roz-
ktad DNA w tkankach ludzkich, a zwtaszcza w §ledzio-
nie, wigze si¢ istotnie z PMI [16]. Di Nunno i in. (1999)
udowodnili, Zze cytometria przeplywowa stanowi prosta
w uzyciu metod¢ wpltywajaca na poprawe doktadnosci
oceny PMI w przypadkach zabdjstwa i samobojstwa
[17]. Ten sam zespot w innym badaniu z 2002 roku [18]
poréwnywat dane dotyczace rozktadu DNA w tkance §le-
dziony z danymi dotyczacymi rozktadu DNA we krwi
obwodowej i watrobie (n = 25; przyczyna i czas zgonu
wynosity od 24 do 65 h), aby okresli¢, ktore komorki
mozna tatwo pobra¢ po zgonie i zachowaé do pdzniej-
szej analizy cytofluorometrycznej, ustalajac w ten sposob
czas zgonu. Rozktad DNA hepatocytdéw silniej wigze si¢
z PMI niz rozktad DNA we krwi obwodowej lub tkance
$ledziony. Liu i in. (2004) potwierdzili wczesniejsze ob-
serwacje, badajac za pomocg metody cytofluorometrycz-
nej zasade zmienno$ci stgzenia DNA w zalezno$ci od
PMI w probkach roznorodnych tkanek (nerek, sledziony,
watroby i serca). Wszystkie tkanki organdw wewngtrz-
nych, szczegdlnie tkanki $ledziony, wykazywatly tenden-
cj¢ do spadku zawartosci DNA [19].

Chengyi i in. (2002) podaja, ze po$miertny rozktad
DNA jadrowego w limfocytach ludzkiej $ledziony ma
wyrazny zwigzek z PMI [21]. W prowadzonych przez
nich badaniach wybrano ciata pigciu 0s6b o znanym cza-
sie zgonu, wyodrebniono z nich $ledziony, ktore przykry-
to wilgotna tkaning, a nastgpnie przez 40 godzin pobiera-
no z nich probki co 4-7 godzin. Sporzadzono zawiesiny
komorek, strawiono je RNaza, wybarwiono PI i zanali-
zowano przy uzyciu sortowania komoérek aktywowanego
fluorescencja (fluorescence-activated cell sorting, FACS)
z cytometrig przeplywowa.

Williams i in. (2015) za pomoca cytometrii przeply-
wowej ocenili wplyw temperatury na tempo rozktadu
komorkowego. Pobrane tkanki ludzkiej $ledziony i ludz-
kiego mézgu (n = 15) badano przez 96 h w temperaturze
4°C 1 21°C, symulujac w ten sposob warunki zimowe

i letnie [22]. Okazalo sig, ze rozktad DNA w komoérkach
mozgu zachodzit znacznie wolniej niz w komarkach §le-
dziony. Fragmentacja DNA w probkach przechowywa-
nych w temperaturze otoczenia byta wyzsza po 48 h od
fragmentacji w probkach przechowywanych w lodowce.
Mozg zostal wige uznany za dobry zamiennik sledziony
w takich analizach z uwagi na wolniejsze tempo rozkta-
du; jednak z wykluczeniem przypadkow utonigcia lub
bezposredniego urazu glowy.

Aglan 1 in. (2014) badali skuteczno$é cytometrii
przeptywowej w obliczaniu PMI na podstawie analizy
70 przypadkéw [23] — po standardowych sekcjach zwlok
kazdorazowo wycigto 1 zwazono watrobe 1 $ledziong,
a nastgpnie sporzadzono ich wycinki stuzace do pomia-
ré6w za pomocg cytometrii przeptywowej co 24 h. Na
uzyskanych w badaniu histogramach widoczny byt po-
stepujacy rozktad probek DNA pochodzacych z tych or-
ganow, wzrastat on w okresie od pierwszego do trzeciego
dnia po zgonie. Nastgpnie rozklad przyspieszat, a histo-
gramy zaczely naktadad si¢ na siebie, co wskazywato na
intensywny rozktad DNA oraz przeczyto istnieniu zwigz-
ku pomiedzy waga i wielkoscia §ledziony a rozktadem
DNA. Rozktad DNA byt wigc procesem wzglgdnie sta-
tym, niezaleznym od innych parametrow, i stanowit tym
samym wiarygodna metode oceny wezesnego PMI.

Kilkoro naukowcdw podjeto badania nad tkankg mia-
zgi zgba w celu ustalenia PMI [12]. Otaczajaca miazge
twarda jego tkanka chroni jam¢ miazgi i zawarte w niej
komorki przed bakteriami i rozktadem [24]. Boy i in.
[12] po raz pierwszy zastosowali cytometri¢ przeptywo-
w3, aby zbada¢ uzytecznos$¢ tkanki miazgi z¢ba do sza-
cowania PMI. Tkanke t¢ pobrano z trzecich zgbow trzo-
nowych oséb w wieku od 15 do 30 lat (n=157) 24, 48, 72,
96, 120 oraz 144 h po ekstrakcji z¢ba. Poniewaz zaobser-
wowano spojng korelacj¢ pomigdzy czasem a rozktadem
DNA w pierwszych 144 h po ekstrakcji, autorzy doszli
do wniosku, ze o ile analiza tkanki z¢ba nie byta sku-
tecznym sposobem oceny wczesnego PMI, o tyle byta
ona obiecujgca w odniesieniu do pdzniejszych stadiow.
W odréznieniu od Boya i in. [12], Long i in. w swojej
pracy [25] zaobserwowali istotng korelacj¢ pomiedzy
PMI a $rednig zawartoSciag DNA w tkankach miazgi
zg¢ba 1 komorkach chrzastki zebrowej przechowywanych
w roznych temperaturach otoczenia (30-35°C, 15-20°C)
przez dtugi czas (do 15 dni). Pozwolito to ustali¢ wiary-
godnos¢ analizy tkanki miazgi zgba w obliczeniach poz-
nego PMI. Autorzy odkryli réwniez, ze komorki miazgi
zgba wykazuja fazg wyptlaszczenia w okresie 0—4 dni
w temperaturze 15-20°C.

Bardzo czgsto do wyznaczania PMI stosowano tez
ciecz szklista ze wzgledu na wyodrgbnienie topogra-
ficzne i potezng warstwe ochronng, ktore opdzniaja au-
toliz¢. PMI obliczano na podstawie zawarto$ci potasu
w cieczy szklistej [26]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jej
zanieczyszczenie moglo wplyna¢ na wyniki. Corderio
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i in. (2015) przy uzyciu cytometrii przeptywowej wy-
kryli i usuneli zanieczyszczenia krwi w cieczy szklistej.
Za pomoca tej techniki udato im si¢ wykry¢ erytrocy-
ty W zanieczyszczonej cieczy nawet przy rozcienczeniu
1:750 000 [27].

Tome (2017) wykorzystal cytometri¢ przeplywowa
do oceny zywotno$ci, martwicy i stanu apoptotycznego
komorek w plynie mézgowo-rdzeniowym (PMR) i cie-
czy szklistej pobranych ze zwtok ludzkich oraz ich kore-
lacji z PMI [28]. Poniewaz w PMR znajduje si¢ znacznie
wigcej komorek niz w cieczy szklistej, wydaje si¢ on lep-
szym materialem biologicznym do takich celow. W prob-
kach PMR gestos¢ (liczba) komorek przejawiata tenden-
cj¢ wzrostowa wraz ze wzrostem PMI. Co wigcej, zy-
wotne komorki w tychze probkach przejawialy tendencje
do wzrostu wartosci (z 5,78% do 88,04%) ze wzrostem
PMI. Wyniki dotyczace pozostatych parametrow testu
(tj. komorek docelowych, zanieczyszczen komoérkowych
i odsetka komorek w stanie martwicy lub apoptozy) byty
sprzeczne. Ta wstgpna analiza udowodnita, ze badanie
procesu $mierci komérkowej w PMR i cieczy szklistej
moze by¢ skuteczng metoda oceny PMI.

Shaari i in. (2016) badali korelacj¢ pomiedzy martwi-
cg tkanek watroby a PMI u psa na potrzeby medycyny
sadowej. Tkanki watroby pobrano od trzech (n = 3) suk
w odstepach szesciogodzinnych do 18 h po $mierci, aby
oceni¢ tempo autolizy zachodzacej w tym okresie. Zasto-
sowano barwienie jodkiem propidyny (PI) do oddziele-
nia martwych komoérek od zywych technika cytometrii
przeptywowej. Wyniki analizowano metoda statystyki
opisowej 1 wyrazono za pomocg wartosci procentowych
i wspotczynnikow. Stwierdzono silng ogdlng korelacje
liniowa (R? = 0,98) pomiedzy posmiertng autoliza tkanek
watroby a PMI u psow [29].

Zastosowanie cytometrii przeptywowej do badania
przypadkow napasci na tle seksualnym

Badanie przestgpstw seksualnych wymaga multi-
dyscyplinarnego podejscia i wspotpracy pomiedzy eks-
pertami sadowymi specjalizujacymi si¢ w identyfikacji,
zbieraniu, zabezpieczaniu i analizie materialu dowodo-
wego [30].

W przypadkach napasci na tle seksualnym stosuje si¢
techniki pozwalajace na wydzielenie plemnikow z po-
ptuczyn z pochwy i ich identyfikacje, takie jak liza pre-
ferencyjna czy wirowanie frakcjonujace [31, 32]. Liza
preferencyjna opiera si¢ na odpornosci komorek na tra-
wienie proteolityczne. Techniki te maja jednak t¢ wadg,
ze przebiegaja w kilku etapach, podczas ktorych moze
dojs¢ do zanieczyszczenia probki i utraty plemnikow.
Jesli probka zawiera mato plemnikow, a wiele komorek
pochwy, identyfikacja tych pierwszych jest utrudniona.

Opracowano dodatkowe metody pozwalajace od-
dzieli¢ plemniki od komorek nabtonkowych i uzyskac¢

osobne genotypy na podstawie réznic w ksztalcie i wiel-
kos$ci. Innym sposobem na separacje komorek stosowa-
nym do izolacji i wykrywania pojedynczych plemnikow
jest reakcja tancuchowa polimerazy o malej objetosci
(low-volume polymerase chain reaction, LV-PCR), ktora
wykorzystuje znakowanie immunologiczne, urzadzenia
mikroprzeplywowe, kapilary aspiracyjne, metode mDip
i FACS z cytometrig przeptywowa. Jest przeznaczona do
analizy tylko §wiezych wymazoéw z pochwy (lub poptu-
czyn), nie do wymazow lub materiatow starszych [33].

Schoell i in. (1999) proponuja odréznia¢ plemniki od
komorek pochwy za pomoca sortowania komoérek z uzy-
ciem cytometrii przeplywowej, poniewaz podejscie to jest
skuteczne nawet przy bardzo niewielkiej liczbie plemni-
kéw. Tym sposobem oddzielono sze$¢ tysiecy sperma-
tocytow od miliona komorek pochwy [34]. Di Nunno
i in. (2003) badali wydajno$¢ cytometrii przeptywowe;j
stosowanej do odrdzniania komodrek haploidalnych od
diploidalnych za pomoca barwienia jodkiem propidyny.
Probki popluczyn z pochwy pobrano od 20 kobiet, ktore
nie mialy do§wiadczen seksualnych na tydzien przed po-
borem oraz probki nasienia od 20 zdrowych me¢zezyzn.
Probki nasienia o réznej wielko$ci potaczono z probkami
poptuczyn z pochwy, co miato symulowaé sytuacje, gdy
dochodzi do aktu seksualnego, a nastepnie technika cy-
tometrii przeptywowej wykrywano komorki zabarwione
i niezabarwione jodkiem propidyny [35]. Wyniki analizy
ujawnity zalezacy od morfologii obszar o najwigkszym
prawdopodobienstwie  zidentyfikowania plemnikoéw
w przypadku napasci na tle seksualnym, co moze dopro-
wadzi¢ do ustalenia tozsamosci oskarzonego i zatrzyma-
nia go [35].

Grosjean i Castella (2015) opracowali innowacyjne
i wydajne podejScie do pobierania i rozdzielania komorek
z wacikow bawelianych oraz innych materiatow. W tej
metodzie kulki magnetyczne sprzgzone z przeciwciata-
mi specyficznymi dla antygenu CD52 plemnikow i przy
zastosowaniu odpowiednich kolumn magnetycznych po-
zwalajg na odzyskanie frakcji plemnikow z nasienia do-
mniemanego sprawcy i frakcji nieplemnikowej od ofiary
[36].

Podejscie to sprawdzono na $wiezych i szesciomie-
sigcznych sztucznych probkach z pochwy zmieszanych
z rozcienczonymi plemnikami w wymazach z policzka,
w wyniku czego uzyskano cate pojedyncze profile DNA
dawcow nasienia i komorek nabtonkowych odpowiednio
dla frakcji plemnikow i frakcji niezawierajacych plemni-
kow. Profile DNA dawczyn komorek nablonkowych byty
przetwarzane rownolegle w celu potwierdzenia wynikoéw
[36].

Xu i in. (2016) za pomoca fluorescencyjnego i ma-
gnetycznego sortowania komorek (fluorescence-activa-
ted cel sorting, FACS; magnetic-activated cell sorting,
MACS) wyizolowali plemniki od pojedynczego dawcy
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z probek zawierajagcych mieszaning plemnikow i komo-
rek epitelialnych pochwy od kilku dawcow.

Magnetycznie aktywowane sortowanie komorek
MACS pozwolito wyizolowa¢ plemniki z wymazu
z pochwy przy uzyciu sprz¢zonego z izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC) przeciwciata biatka kotwiczacego
A-kinazy-3 (AKAP-3). Metod¢ FACS wykorzystano do
rozréznienia docelowych pojedynczych plemnikéw od
réznych dawcow za pomocg przeciwciata antygenowe-
go grup krwi A/B sprzezonego z FITC. Metodg ta, ba-
zujac na komoérkach nabtonkowych i plemnikach oraz
mieszance nasienia od dwoch dawcow, uzyskano pelne
profile STR poszczegodlnych dawcow [37].

Urey i in. (2021) opracowali lewitacyjna technike cy-
tometrii komodrkowej do réznicowej ekstrakcji komorek
w probce biologicznej i przestrzenno-czasowego oddzie-
lania komorek nabtonkowych i plemnikéw na podstawie
roéznic w gestosci 1 medium paramagnetycznym. Metoda
ta pozwala zwigkszy¢ precyzj¢ sortowania plemnikow
przy niskich stgezeniach (100 plemnikéw na probke)
w probkach o objetosci 30 uL i czasie ekstrakcji roznico-
wej skroconym z 8 godzin do 20 minut, w wyniku ktorej
osiggni¢to niespotykang dotad skuteczno$¢ w wykrywa-
niu i sortowaniu plemnikow, co jest niemozliwe w przy-
padku innych podejs¢ [38].

DeCorte (2022) opracowal nowy system sygnatur
kryminalistycznych dazacy do zwigkszenia wartosci do-
wodowej profili DNA uzyskanych z okreslonych rodza-
jow probek dowoddéw napascei na tle seksualnym: mie-
szanin komorkowych powstajacych podczas penetracji
palcami, sktadajacych si¢ ze sladowych ilosci komoérek
naskorka dtoni i pochwy oraz podczas kontaktu usta-sko-
ra, zawierajacych sladowe ilosci komorek naskorka dtoni
i sktadnikéw komorkowych $liny (tj. komorek policzko-
wych) [56]. Komorki charakteryzowano za pomoca cy-
tometrii przeplywowej z obrazowaniem (imaging flow
cytometry, IFC), a nast¢pnie analizowano narzgdziami
do obrazowania danych i analizy statystycznej. Uzyska-
ne dane postuzyty do opracowania filtrow komorkowych
w programie do obrazowania, co umozliwito usunigcie
wszystkich komorek pochodzacych z reki i, potencjalnie,
identyfikacje sygnatury komorek pochwowych. Nastep-
nie usunigte filtrem do analizy obrazu komorki poddano
sekwencji testow funkcji dyskryminacyjnej, aby uspraw-
ni¢ klasyfikacj¢ i przewidywanie przynaleznosci grupo-
wych nieznanych komorek pochodzacych ze sztucznych
probek kryminalistycznych. Okazalo si¢, ze znaczna
wigkszo$¢ tych nieznanych komorek tylko z nielicznymi
wyjatkami zostata prawidlowo przydzielona do przewi-
dywanej kategorii. Co wigcej, prawidtowa klasyfikacja
byta wspierana przez wysokie prawdopodobienstwo
a posteriori, w przeciwienstwie do prawdopodobienstw
a posteriori obserwowanych dla komorek nieprawidto-
wo sklasyfikowanych. Wyniki sugeruja, ze omawiana
technika pozwala rozréznia¢ analizowane populacje

i identyfikowa¢ klasyfikacje falszywie pozytywne, moze
takze stanowi¢ skuteczne nowe narzedzie do wstepnej
analizy poprzedzajacej profilowanie DNA. Mozliwos¢
identyfikacji sktadnikow mieszanki biologicznej przed
analiza STR zwigksza skuteczno$¢ i zmniejsza obcigze-
nie, ktore czgsto znieksztatca wyniki na poziomie aktyw-
no$ci w analizie probek mieszanin sladowych.

Fokias i in. (2022) opracowali technikg izolacji plem-
nikow z komoérek nablonkowych, taczaca zestaw do zna-
kowania Sperm Hy-Liter™ i FACS [58]. Posortowane
plemniki przechodza bezposrednia liz¢ i LV-PCR. Ze
wstepnych danych wynika, ze oba typy komorek moz-
na oddzieli¢ nawet w proporcji 1 : 500 plemnikow do
komorek nabtonkowych. Procedury bezposredniej lizy
i LV-PCR pozwalaja uzyska¢ petne profile haploidalne
z pojedynczych plemnikéw, a w wigkszosci przypad-
kéw réwniez pelnych profili diploidalnych z dziesigciu
plemnikow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze sugerowa-
ne metody moga mie¢ warto$¢ praktyczng w krymina-
listyce. Sa jednak potrzebne dalsze badania w celu ich
potwierdzenia.

Ingram i in. (2023) opracowali nowy system sygna-
tur biologicznych zwigkszajacy warto$¢ dowodowa pro-
bek zawierajacych komorki naskorka i komorki pochwy,
ktére wystepuja w przypadkach penetracji palcami, wy-
korzystujacy wlasciwosci morfologiczne i fluorescen-
cyjne [59]. Zestawienie z porownawczymi populacjami
komorek tkanki pochwy i komorek naskérka pozyska-
nych z rak wykazaty znaczne wieloczynnikowe rézni-
ce w ponad 80 parametrach komoérkowych. Réznice te
wykorzystano to opracowania ram predykcyjnych do
identyfikacji nieznanych typow komoérek pochodzacych
z komorek nabtonkowych zwigzanych z penetracja pal-
cami i tkankami naskorka. W trakcie kategoryzacji obli-
czano prawdopodobienstwo a posteriori poszczegdlnych
komorek nalezacych do danej kategorii tkanek oraz ich
wieloczynnikowe podobienstwo do tejze kategorii. Me-
tode sprawdzono na populacjach komoérek pochodzacych
z tkanek porownawczych oraz falszywych probek krymi-
nalistycznych na podstawie wymazoéw z reki pobranych
po penetracji pochwy palcami. Wymazy te zawieraty
istotnie wigcej komorek zaklasyfikowanych jako tkanka
nienaskorkowa niz wymazy kontrolne z r¢ki. Opracowa-
no minimalne progi interpretacji, aby zmniejszy¢ liczbg
wynikow falszywie pozytywnych. Progi te okazaly si¢
tez pomocne w ocenie polizanych rak, co wskazato na
potencjalne zastosowanie tej metody do roéznych typoéw
mieszanek i1 przy roznych typach zdarzen, w trakcie kto-
rych dochodzi do zdeponowania materiatu, zwigzanych
ze sprawami kryminalnymi. Wyniki pokazuja, ze probki
pobrane po penetracji palcami zawieraty istotnie wigcej
komorek zaklasyfikowanych jako tkanka pochwy, a tak-
ze wicksze prawdopodobienstwa a posteriori.
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Zastosowanie cytometrii przeplywowej do probek
DNA dotykowego

Analiza DNA dotykowego (badz mieszanin komoérek
$ladowych i dotykowych) jest waznym zagadnieniem dla
kryminalistykéw badajacych DNA. Interpretacja mie-
szanych danych STR (short tandem repeat — krotkie tan-
demowe powtdrzenia) dotyczacych DNA z dotykanych
powierzchni jest procedurg subiektywng i czasochtonng,
obnizajaca warto$§¢ dowodowa probek i mocno krytyko-
wang za brak wiarygodnosci naukowej [39]. Genotypo-
wanie probabilistyczne pozwala analizowa¢ skompliko-
wane mieszaniny. Wdrozenie takiego systemu jest jed-
nak kosztowne, czasochtonne i pracochtonne — wymaga
ono walidacji; nalezy tez spodziewac si¢ konfliktow
prawnych dotyczacych zastrzezonego oprogramowania i
trudnosci w przekonaniu przysiegtych danymi probabi-
listycznymi [40], a bledna ocena liczby uczestnikow, od
ktérych pochodzi probka, wptywa na wyniki probabili-
styczne, poniewaz liczba dodatkowych uczestnikow do
analizy moze by¢ ograniczana [41]. Nadal zachodzi pilna
potrzeba opracowania podej$¢ do analizy wstepnej (1.
podejs¢ typu front-end), ktorymi bedzie mozna segrego-
wac populacje komorek od réznych dawcoéw przed anali-
za DNA, co pozwoli na tworzenie profili STR z jednego
zrédta lub uproszezenie probek pochodzacych od wielu
dawcow [42].

Mikroprzeptywy, mikromanipulacja, mikrodysekcja
laserowa i FACS to metody stosowane do izolowania po-
jedynczych komorek z mieszaniny [43, 44, 45, 46]. Me-
tody te wprowadzaja réznorodnos¢ migdzykomorkowa
pod wzgledem immunochemicznym badz morfologicz-
nym, co pozwala skutecznie analizowa¢ mieszanki za-
wierajace wiele typow komorek (np. nasienie i nabtonek
[45, 47], krew 1 §lina [46]) czy mieszanki komoérek tego
samego typu, ale pochodzace od roznych osob [43].

Strategie separacji probek mieszanin dotykowych
sktadajagcych si¢ z komorek naskorka, posiadajacych
inne wlasciwosci strukturalne i biologiczne niz pozosta-
fe typy komorek istotnych z punktu widzenia medycyny
sadowej (np. biate krwinki, komorki policzka, komorki
pochwy), maja jednak swoje ograniczenia.

Stanciu i in. badali role réznych sktadnikow gene-
tycznych i komoérkowych w probkach biologicznych
powstajacych w wyniku dotyku lub kontaktu. Probki
DNA dotykowego wymywano z wymazéw pobranych
z przedmiotéw trzymanych przez osobe¢ przez 5 minut.
Nastepnie probki analizowano pod wzgledem zawartos$ci
komorek naskorka, DNA pozakomoérkowego oraz DNA
z granulowanego materiatu komoérkowego. Odrézniano
osoby, ktore umyty rece bezposrednio przed dotykaniem
przedmiotu od tych, ktére nie umyty rak. DNA pozako-
morkowe stanowito 84—100% i nie wykazywalo zwiazku
zwykrytymi komorkami naskorka. Nie stwierdzono DNA
pozakomoérkowego ani DNA zwigzanego z granulkami

komérkowymi DNA wsrod osob, ktore umyty rece przed
dotykaniem przedmiotu, a z probek odzyskano znaczna
liczbg¢ komorek naskorka (od ~5 x 103 do ~1 x 105 pro-
bek), co wskazuje, ze moga by¢ dostepne inne rodzaje
informacji biologicznych, nawet jesli w probkach nie ma
amplifikowanego genomowego DNA. Powyzsze wyniki
wskazuja, ze probki dotykowe i zwigzane z nimi czynni-
ki tworzg wzory przenoszenia DNA i trwatosci w dowo-
dach kryminalistycznych [48].

Kwon i in. (2016) opublikowali wyniki dotyczace
hybrydyzacji przeciwcial za pomoca sond cytokeraty-
nowych i antygendéw ludzkich leukocytow, w tym dane
o wlasciwos$ciach optycznych osadzonych komorek, ta-
kich jak rozpraszanie do przodu i na boki oraz emisja
fluorescencji w kanale allofikocyjaniny. Aby zbadac
zmienno$¢ migdzy dawcami i u poszczegdlnych daw-
cow, wszystkie analizy przeprowadzano na probkach
dotykowych pozostawionych (pobranych natychmiast,
np. ,,$wieze probki”) i probkach zebranych do 7 dni po
pozostawieniu [49].

Burrill 1 in. (2020) badali zawartos¢ komorkowa
obecna w poptuczynach mytych i niemytych rak oraz
poptuczynach z nosa, $liny i oczu jako potencjalnych
zrédel DNA przenoszonego na r¢ce. Dane o wielkosci,
ziarnistosci i fluorescencji jadrowej uzyskano za pomoca
cytometrii przeptywowej i obserwacji pod mikroskopem.
Mimo ze stwierdzono znaczne réznice pomi¢dzy dawca-
mi, sktad komérkowy danej osoby nie wykazywat duzej
zmiennosci. Slina zawiera DNA pozytywnych populacji
komorek nablonkowych i innych, a takze zanieczysz-
czenia. Poptuczyny rak skladaty si¢ prawie wylacznie
z bezjadrzastych korneocytow. Wiele takich probek wy-
barwilo si¢ pozytywnie na kwasy nukleinowe, co podato
w watpliwo$¢ wezesniejsze zatozenia o nieznacznej za-
warto$ci pozostawionego DNA korneocytow [50].

Ingram i in. (2022) na podstawie autofluorescencji
i morfologii komodrek nabtonkowych ustalali czas, jaki
uptynal od naniesienia probki DNA. Pojedyncze komor-
ki obrazowano z uzyciem cytometrii przeptywowej, po
czym przeprowadzano na nich modelowanie wieloczyn-
nikowe i kategoryzacj¢ predyktywna [55]. Populacje
komorek nabtonkowych podzielono na trzy grupy w za-
leznosci od czasu od naniesienia: mniej niz 1 tydzien,
1 tydzien do 2 miesigcy oraz ponad 2 miesigce. Roznice
pomiedzy grupami wynikaty glownie z mniejszego kon-
trastu jasnego pola i intensywniejszej autofluorescencji.
Na potrzeby badan kryminalistycznych 47 populacji ko-
moérek dawcow zostato Slepo skategoryzowanych w od-
niesieniu do petnego zestawu danych. Uzyskano w ten
sposob doktadnos¢ klasyfikacji na poziomie 95% dla
probek zawierajacych co najmniej 75 komorek 1 97%
dla poszczegdlnych okreséw (2 miesigce). Zatem ocena
autofluorescencji i morfologii moze dostarczy¢ uzytecz-
nych informacji o czasie po naniesieniu $ladowych pro-
bek DNA.
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Podsumowujac, o ile wiele metod mikroskopowych
ma swoje zastosowania, cytometria przeptywowa jest
powszechnie uznawana za najlepsza metod¢ analizy
DNA dotykowego ze wzgledu na duza czuto$¢, doktad-
no$¢ 1 wydajno$é, przez co jest tez zalecana w wielu kon-
tekstach kryminalistycznych i badawczych zwigzanych
z DNA dotykowym.

Inne zastosowania cytometrii przepltywowej

Zagadnieniem spotykanym od czasu do czasu
w praktyce medyczno-prawnej jest stwierdzanie abor-
cji, ktére mozna przeprowadzi¢ na ptodzie badz na zy-
wych lub martwych kobietach. Mozliwo$¢ odroznienia
aborcji spontanicznej od niespontanicznej jest kluczowa
[20]. Aborcja spontaniczna jest istotnym zjawiskiem
w medycynie sagdowej, poniewaz wiedza o naturalnych
przyczynach aborcji pozwala wykluczy¢ nielegalne jej
przerwanie. Okreslanie czasu powstania ran oparzenio-
wych u cztowieka wcigz stanowi wyzwanie dla medy-
cyny sadowej. Limfocyty T odgrywaja zasadniczg role¢
w gojeniu ran oparzeniowych. Elgazzar i in. (2021) scha-
rakteryzowali zalezne od czasu zmiany w limfocytach T-
cytotoksycznych (CD8+) i limfocytach T-pomocniczych
(CDA4+) w ludzkiej krwi po urazie cieplnym, aby wyjasni¢
ich doktadno$¢ w rozpoznawaniu suchych urazéw opa-
rzeniowych za pomoca cytometrii przeptywowej [51].

Uktad grup krwi ABO jest niezbgdny nie tylko do
przeszczepu narzadow i transfuzji, ale takze do identy-
fikacji 0s6b w dochodzeniach kryminalistycznych. Test
hemaglutynacji jest powszechnie stosowana metoda
wykrywania antygenéow ABO. Wiaze si¢ jednak z po-
waznymi ograniczeniami, w tym z brakiem mozliwosci
policzenia antygenow ABO na krwinkach czerwonych
czy wilasciwej oceny grupy krwi ABO u zdrowych oséb
badz w podgrupach. Aki i in. opracowali dwie techniki
analityczne do fenotypowania i genotypowania ABO na
podstawie amplifikacji allelo-specyficznej metoda PCR
(PCR amplification of particular alleles, PASA) i cyto-
metrii przeptywowej. Cytometria przeptywowa pozwala
policzy¢ antygeny A, B i H na krwinkach czerwonych,
a PASA umozliwia szybkie wykrycie kilku miejsc poli-
morfizmu pojedynczego nukleotydu (single nucleotide
polymorphism, SNP) w genie ABO. Techniki te sa nie-
skomplikowane i skuteczne w wykrywaniu grupy krwi
ABO oraz genotypowaniu. Czgsto stosuje si¢ je tez w la-
boratoriach klinicznych i sadowych [52].

Gentry i in. (2023) sprawdzali, czy wykonane metoda
IFC pomiary morfologii i autofluorescencji populacji ko-
morek istotnych z punktu widzenia kryminalistyki moga
postuzy¢ do przewidywania czasu od naniesienia dotyko-
wych lub §ladowych probek biologicznych [57]. W tym
celu zespdt ocenit trzy rozne ramy predykcyjne do szaco-
wania liczby dni od naniesienia: sie¢ elastyczng, maszy-
ny wzmacniajace gradient (gradient boosting machines,

GBM) i uogolniony liniowy model mieszany (generali-
zed linear mixed model, GLMM) LASSO. Dodatkowo
na podstawie tych predykcji ciagtych stworzono szereg
klasyfikatoréw binarnych do szacowania potencjalnych
zastosowan w kryminalistyce. Wyniki pokazaty, ze GBM
i GLMM-LASSO wykazywaty si¢ najlepsza doktadno-
$cia: $redni bezwzgledny btad szacunkowy w zestawie
testowym typu hold-out wynosit odpowiednio 29 i 21
dni. Klasyfikatory binarne dla tych modeli prawidlowo
przyporzadkowaty 94-96% i 98-99% szacunkow czasu
do grupy odpowiednio powyzej lub ponizej 7 lub 180
dni. Sugeruje to, ze czas od naniesienia przewidywany
za pomoca IFC w polaczeniu z jedna zasada decyzyj-
na klasyfikacji binarnej (badz wieloma takimi zasada-
mi) moze dostarczy¢ informacji dowodowych o $lado-
wych probkach biologicznych spotykanych w praktyce
kryminalistycznej.

W badaniu autorstwa Tewari i in. (2023) wykrywa-
no ptyny ustrojowe (krew, $ling i mocz) na podstawie
specyficznych biomarkeréw biatkowych za pomoca cy-
tometrii przepltywowej wykorzystujacej zestaw kulek
cytometrycznych (cytometric bead array, CBA) [60].
Probki pobrano od 10 zdrowych dawcow z Prayagraju,
wybranych metoda warstwowego doboru prébek, po
uzyskaniu od nich pisemnej zgody, a nast¢gpnie poddano
je analizie CBA w celu wykrycia specyficznych biomar-
kerow plynow ustrojowych. Plyny ustrojowe badano,
obliczajac mediane intensywnosci fluorescencji (MFI)
dla wybranych biomarkerow w réznych kombinacjach
pltynow ustrojowych. Wartosci MFI specyficznych bio-
markerow w czystych probkach pltynéw ustrojowych
miescity si¢ w przedziale 90—150, a mieszaninach binar-
nych (w proporcji 1 : 1) — w przedziale 80—130. W przy-
padku innych proporcji (1:3,1:5,3:115: 1) wartosci
MFI biomarkeréw dla wykry¢ pozytywnych wynosity od
40-80 do 100-240, przy czym MFI ponizej 20 uznawano
za wykrycie negatywne dla danego biomarkera. Cyto-
metria przeptywowa pozwala skutecznie identyfikowac
plyny ustrojowe na odpowiednich biomarkerach — nawet
w Sladowych ilosciach albo mieszaninach. W tych ostat-
nich wartos¢ MFI dla duzych ilosci plynow byta jednak
znacznie wigksza niz dla ptynéw w §ladowych ilosciach.

Ograniczenia cytometrii przeptywowej

Cytometria przeptywowa to bardzo wydajna meto-
da oceny znacznej liczby — nawet milioné6w — komorek.
Ma niestety kilka wad [8]. Sortowanie przebiega powoli,
poniewaz szybki przeplyw komorek mogtby wywotac
negatywne skutki, a zwickszenie zywotnosci komorek
zmniejsza predkos¢ przeptywu. Wyraznym ogranicze-
niem cytometrii przeptywowej jest brak mozliwosci
oceny komorek niezawieszonych, np. komoérek przyle-
gajacych do medium czy zawartych w strukturze tkan-
ki. Aby utworzy¢ kropelki jednokomoérkowe, konieczne
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jest podzielenie wszystkich probek na zawiesiny ko-
morkowe. Uniemozliwia to analiz¢ interakcji pomiedzy
komorkami.

Pozostate wady dotycza ryzyka uszkodzenia komo-
rek przez cytometr, co wplywa na analiz¢ 1 pozniejsza
hodowlg¢ podczas sortowania komorek, a takze brak moz-
liwos$ci analizy pojedynczych komorek w celu uzyskania
informacji o atrybutach tkanek.

Whioski

Badacze zaobserwowali istotng korelacje pomigdzy
PMI a rozkltadem DNA za pomocg cytometrii przepty-
wowej, ale stwierdzili rowniez pewne wady tej metody.
Z powodu ograniczonej liczby przytaczanych prac i roz-
woju nowoczesnych, bardziej zaawansowanych technik
analizy DNA cytometria przeptywowa przestala by¢
praktyczna opcja oznaczania PMI.

Cytometria przeptywowa jest waznym elementem
nowych technik opracowywanych obecnie w celu ba-
dania przypadkow napasci na tle seksualnym. Okazato
si¢ takze, ze jest wyjatkowo skuteczna przy oddziela-
niu komorek pochwy od plemnikéw nawet przy bardzo
niewielkiej ich liczbie w probce albo w bardzo starych
probkach, co bylo znacznym problemem w przypadku
tradycyjnych metod. Cytometri¢ przeplywowa mozna
zatem wykorzysta¢ do analizy poptuczyn z pochwy oraz
identyfikacji i oddzielania plemnikow do dalszego geno-
typowania i profilowania DNA na podstawie morfologii.

Oddzielanie réznych typéw komodrek od wielu daw-
cow od zawsze sprawialo trudnosci w badaniach krymi-
nalistycznych opierajacych si¢ na préobkach dotykowych.
Pomocna w izolowaniu populacji komérek w probkach
pochodzacych od réznych dawcoéw przed analiza DNA
jest cytometria przeptywowa, ulatwiajgca tworzenie in-
dywidualnych profili STR.

Cytometri¢ przeptywowa w potaczeniu z obserwacja
pod mikroskopem wykorzystano do pomiaru wielkosSci,
ziarnistosci i1 fluorescencji kwasow nukleinowych w po-
phluczynach z umytych i nieumytych rak, ptynie z noz-
drzy i $linie. Technika tg uzyskano réwniez informacje
o komorkach nadajace si¢ do profilowania DNA we
wszystkich probkach. Cytometria przeptywowa to spo-
sob na opracowanie nowych, bardzo skutecznych technik
kryminalistycznych opartych na probkach dotykowych,
co do tej pory stanowi wyzwanie dla sledczych. Moze
takze pomodc entomologom sadowym w identyfikacji ptci
1 specjacji.

Do oceny PMI stosuje si¢ kilka metodologii opar-
tych na réznych biologicznych, fizycznych i chemicz-
nych wskaznikach. Wigkszo$¢ tych metodologii nie jest
jednak catkowicie doktadna. Cytometria przeptywowa
to rozwijajaca si¢ technika szeroko stosowana w pa-
tologii klinicznej do analizy pojedynczych komorek.

Pozwala ona wykorzysta¢ wiele fluoroforéw naraz, co
z kolei umozliwia zwigkszenie liczby zaréwno fluoro-
forow, jak i paneli do immunofenotypowania do ponad
40. Ponadto cytometria przeptywowa kwantyfikuje au-
tofluorescencje komérkowa jako niezalezny parametr, co
poprawia doktadnos¢ wykrywania docelowych sygna-
Iow. Opracowywanie paneli i ocena skomplikowanych
podgrup wymagaja jednak odpowiednich umiejetnosci
i ustandaryzowanych metod. Zwickszenie liczby charak-
terystyk mogloby doprowadzi¢ do lepszego zrozumienia
komorek odpornosciowych i ich podgrup.

Wykaz skrétow

Sortowanie komorek aktywowane magnetycznie
(magnetic-activated cell sorting): MACS; amplifikacja
allelo-specyficzna metoda PCR (PCR amplification of
specific alleles): PASA; sortowanie komodrek aktywo-
wane fluorescencja (fluorescent-activated cell sorting):
FACS; reakcja tancuchowa polimerazy o matej objetosci
(low-volume polymerase chain reaction): LV-PCR; ptyn
moézgowo-rdzeniowy: PMR; czas, jaki uptynat od zgonu
(postmortem interval): PMI; krotkie tandemowe powto-
rzenia (short tandem repeat): STR; czas zgonu (time of
death): TOD; cytometria przeptywowa z obrazowaniem
(imaging flow cytometry): IFC.
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