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Insindorityo tehtiin Helsingin yliopiston Oikeuslaéketieteen osaston Oikeusbiologian
laboratoriossa. Laboratoriolla on pitka kokemus oikeusgeneettisista DNA-tutkimuksista,
mutta RNA-tutkimus oli taysin uusi menetelma laboratoriossa.

RNA:lla on suuri merkitys geenien ilmentymisessa ja saatelyssa, ja sen avulla on
mahdollista saada tarkempaa tietoa soluista ja niiden toiminnasta. RNA onkin taman
vuoksi kasvavan mielenkiinnon kohteena monilla aloilla, myos forensiikassa eli
rikostutkinnassa ja oikeusgeneettisissa tutkimuksissa. DNA-tutkimuksista poiketen RNA-
tutkimuksilla on mahdollista saada tietoa solujen ja taten my6s naytteiden
alkuperakudoksesta. Tama tieto voi olla ratkaisevassa merkityksessé rikostutkinnassa
esim. raiskaustapauksissa. RNA:han perustuvia kudos- ja eritetutkimuksia on julkaistu
useita, mutta Suomesta menetelmé on puuttunut.

Taman tyon tarkoituksena oli pystyttdd menetelma, jossa mRNA-merkkien avulla voidaan
tunnistaa tyypillisimmat rikospaikkanaytteissa esiintyvat eritteet (veri, kuukautisveri,
ematinerite/epiteelisolut, siemenneste, sylki ja iho). Kudostunnistus perustuu
kudosspesifien RNA-merkkigeenien monistumiseen vain kohdekudoksessa. Naytteet
kerattiin yhteistydssa HUS:n tutkijoiden ja lAdkéareiden kanssa. Eristykseen kaytettiin
DNA/RNA-yhteiseristyskittia, jolla seké DNA ettd RNA voidaan eristaa naytteesta samaan
aikaan. RNA-eristeet kaannettiin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA), monistettiin tdhan
tyohon valituilla RNA-merkeilla ja detektoitiin kapillaarielektroforeesilla. Tyossa testattiin
my0s kvantitointimenetelmaa RNA-eristeille. Osa DNA-eristeita kvantitoitiin, ja osasta
monistettiin DNA-prdfiili.

Tulosten perusteella eristysmenetelma oli herkka ja toimiva kaytetyille naytteille.
Matriisikohtaiset PCR-reaktiot toimivat hyvin ja RNA:ta oli mahdollista monistaa my6s
muista kuin tuoreista naytteista. Erityisen hyvin matriiseista toimivat veri, kuukautisveri,
ematinerite/ epiteelisolut ja siemenneste. Kohtalaisen hyvin toimi myo6s sylki. DNA:ta
saatiin eristettya riittavasti suurimmasta osasta naytteita. Lisaa tutkimusta ja optimointia
vaativat ihomatriisi seka multiplex-reaktiot, joissa kaikkien kuuden matriisin RNA-merkit
monistetaan yhdessa reaktiossa. Myds erilaisten olosuhteiden, kuten kankaiden ja
kosmeettisten aineiden vaikutusta eritteisiin tulee tutkia tarkemmin.

Avainsanat forensiikka, mMRNA, RNA-menetelmakehitys, kudostyypitys,
rikospaikkatutkinta
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The study was conducted in the Laboratory of Forensic Biology (Department of Forensic
Medicine, University of Helsinki). The laboratory has a long experience in forensic DNA
analyses, but RNA investigations are an entirely new method for the laboratory.

RNA plays an important role in gene expression and regulation, and it can be analyzed to
get more specific information about cells and their functions. For this reason, various fields
of science (including crime scene investigation and forensic genetics) have shown
increasing interest in RNA analyses. In contrast to the DNA analysis, RNA allows
determining the origin of cells and thus the samples’ origin tissue type. This information
can have a major role in crime scene investigations, for example in rape cases. There are
number of publications describing RNA-based identification of tissues and bodily
secretions, but thus far this capability has been missing in Finland.

The aim of this thesis was to set up a method for the mRNA-based identification of bodily
fluids most commonly occurring in crime samples, i.e. blood, menstrual blood, vaginal
mucosa, semen, saliva and skin. Identification is based on specific RNA marker genes
which amplify only in their target tissue. Samples for this study were collected in
collaboration with researchers and medical doctors of HUS. Extractions were performed
with a DNA/RNA co kit, which allows simultaneous isolation of DNA and RNA from a single
sample. RNA extracts were then reverse-transcribed into complementary DNA (cDNA),
amplified with selected RNA markers and detected with capillary electrophoresis. The
performance of RNA guantification methods were also examined. A subset of the DNA
extracts were quantified and their DNA profiles amplified.

According to the results, the extraction method was sensitive and workable for the
investigated samples. Matrix-specific PCR reactions worked well, also with older samples.
Blood, menstrual blood, vaginal mucosa and semen were the most functional matrices,
also saliva worked rather well. Sufficient amounts of DNA were obtained for most of the
samples. Further studies and optimization are needed in case of skin matrix and multiplex
reactions aiming at simultaneous amplification of all RNA markers for the six matrices. The
effect of various kinds of environmental factors on body fluid samples, such as different
fabrics and cosmetics, should be researched more.

Keywords forensic, mMRNA, RNA method development, tissue typing,
crime scene investigation
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Lyhenteet

cDNA Complementary DNA. Komplementaarinen DNA
Forensiikka Rikostutkinta ja oikeusgeneettinen tunnistustutkimus
EDNAP The European DNA Profiling Group

EUROFORGEN-NoE The European Forensic Genetics Network of Excellence

MMP Matriksin metalloproteaasi

RFU Relative fluorescence unit. Suhteellinen fluoresenssiyksikk®
RNaasi Ribonukleaasi

18S-rRNA Ribosomaalinen 18S-alayksikkd
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1 Johdanto

Forensisissa  tutkimuksissa, eli rikostutkinnassa ja  oikeusgeneettisissa
yksiléntunnistustutkimuksissa, DNA:ta on hyddynnetty vuosia, ja sen avulla on
mahdollista mm. identifioida ihmisid joko vertaamalla naytteista saatuja tuloksia
suoraan keskenddn tai sukulaisten vertailunaytteisiin. DNA:sta poiketen RNA-
tunnisteet eivat ole erityisen kayttokelpoisia yksilontunnistuksessa, mutta RNA-
tutkimuksilla voidaan tehdd paatelmida solujen ja taten myds naytteiden
alkuperakudoksesta. = Tama  perustuu eri  solutyyppien  valisiin  eroihin
geeniekspressiossa. Solujen kudostyypin selvittdmisella voi olla ratkaiseva merkitys
mm. raiskaus- ja rikospaikkatutkinnan onnistumiselle ja siten my6s syyllisen

tuomitsemiselle.

Ribonukleiinihappo (RNA) on molekyylind samankaltainen deoksiribonukleiinihnapon
(DNA) kanssa, mutta niiden biologiset toiminnot eroavat toisistaan. Molekyylitasolla
niitd erottaa toisistaan RNA:n emd&s urasiili, joka korvaa DNA:n tymiinin, RNA:n
sokeriosa riboosi (DNA:ssa deoksiriboosi) sekd rakenne, jolla ne esiintyvat. DNA
esiintyy yleisimmin kaksijuosteisena rakenteena, kun taas RNA on tavallisimmin
yksijuosteinen. Molekyylirakenteensa vuoksi RNA:n runko on herkempi murtumaan
kuin DNA:n. RNA:n sokeriosan riboosin sisaltama hydroksyyliryhma reagoi herkasti
RNA:n oman fosfodiesterisidoksen kanssa, jolloin runko hajoaa. Tyypillinen
eukaryoottisolu sisaltdd noin 15-30 pg RNA:ta. RNA:sta noin 95 % on ribosomaalista
RNA:ta (rRNA), noin 3 % lahetti-RNA:ta (mMRNA) ja loput 1-2 % ei-koodaava RNA:ta
(tRNA, snRNA, miRNA jne.; eri RNA-tyypit. kts. taulukko 1). [1, s. 1-2.]

Taulukko 1. Eri RNA-lajit [2].
hnRNA heteronuclear RNA heteronukleaarinen RNA
rRNA ribosomal RNA ribosomaalinen RNA
MRNA messenger RNA [&hetti-RNA
tRNA transfer RNA siirtdja-RNA
miRNA micro RNA mikro-RNA
SnRNA small nuclear RNAs pienet tuman RNA:t
SNoRNA small nucleolar RNAs pienet tumajyvasen RNA:t
SiRNA small interfering RNAs pienet hairitsevat RNA:t
StRNA small temporal RNAs pienet temporaaliset RNA:t




RNA:n tarkein biologinen funktio liittyy proteiinisynteesin moniin vaiheisiin.
Transkriptiossa DNA:n emasjarjestys kopioidaan mRNA:ksi. Translaatiossa mRNA:han
kopioidun emasjarjestyksen mukaan ribosomit liittdvat tRNA:den kuljettamat
aminohapot yhteen polypeptidiketjuiksi. Laskostumisen ja eri muokkausvaiheiden
jalkeen polypeptidiketjuista syntyy valmiita proteiineja. Solujen genomista suuri osa

kdannetddn RNA:ksi, mutta vain pieni osa siita proteiineiksi [1, s. 1].

RNA:lla on suuri merkitys geenien ilmentymisessé ja saatelyssd, ja sen avulla on
mahdollista saada tarkempaa tietoa soluista ja niiden toiminnasta. RNA onkin tdman
vuoksi kasvavan mielenkiinnon kohteena monilla aloilla, myds forensiikassa. RNA:sta
saatuja tuloksia on viime vuosina voitu hyddyntaa esimerkiksi kudosten ja eritteiden
tunnistamiseen. RNA-perusteinen kudostyypin maaritys on menetelma, jolle on selkeéa
tarve rikospaikkatutkinnassa ja raiskaustapauksissa. Kaytdnnossa RNA-tutkimuksessa
pyritdaén vastaamaan kysymyksiin, mita eritetta rikospaikalta 10ytynyt tahra on. Rikoksia
selvitettdessa on erittdin  informatiivista tietdd, onko esimerkiksi verelta

silmamaaraisesti nayttava tahra verta vai kuukautisverta.

RNA:n avulla tehtyja kudos- ja eritetyypitystutkimuksia on julkaistu useita, Euroopassa
forensisia yhteistutkimuksia ovat julkaisseet EDNAP (The European DNA Profiling
Group) sekd EUROFORGEN-NoOE (The European Forensic Genetics Network of
Excellence) [3; 4; 5; 6; 7; 8]. Tyypitykseen kaytettadvat menetelmat ja tulosten tulkinta

pyritdédn saamaan entista vakaimmiksi ja toistettaviksi, ja siten osaksi rikostutkintaa.



2 TyoOn tausta jatavoitteet

Suomessa ei téllA hetkellda ole tietotaitoa forensiseen RNA-tydskentelyyn ja
kudostyypin  maarittamiseen. Aiemmin tehdyn tarvekartoituksen perusteella
menetelmélle olisi tarvetta erityisesti poliisilla; yh& useammin esimerkiksi
rikostutkimusten yhteydessa tarvittaisiin vastausta siihen, mistd kudoksesta tai
eritteestd nayte on perdisin (Innovaatioprojekti: Oikeusladketieteellisten RNA-

tutkimusprojektien kartoitus ja valinta, Eve Karvinen, kevat 2015).

Yhtena  esteend  RNA-menetelmien kehittamiselle  on pidetty  RNA:n
hajoamisherkkyyttd, joka vaikuttaa oleellisesti sen kasittelyyn laboratoriossa.
Hajoamiseen keskeisesti vaikuttavia tekijoitd ovat pH, kaksiarvoiset positiivisesti
varautuneet  metalli-ionit sek& erityisesti  ribonukleaasit.  Pitkdnkin  DNA-
laboratoriokokemuksen omaavan henkilon on tiedostettava ja ymmarrettava
hajoamiseen liittyvat haasteet. Kaytetyissd reagensseissa ja liuoksissa hajoamista
voidaan estaa oikeanlaisella pH:lla sek& metalloproteinaasi-inhibiittoreilla. Naista
ribonukleaasit eli RNaasit ovat haastavimpia. RNaaseja on kaikkialla ympéaristossa
mm. ilmassa, polyssa, bakteereissa ja iholla. RNaaseja on erittdin vaikeata tuhota,
joten laboratoriotydskentelylle tulisi mahdollisuuksien mukaan varata aivan oma tilansa
ja valineistonsa, seka kaytettavien materiaalien tulisi olla mieluiten RNaasi-vapaita. [1,
s. 2-4.]

Taman insinddrityon tarkoituksena oli pystyttaa menetelmd kudosten ja eritteiden
tyypitysté varten, seka selvittéd mRNA-merkkien kykya tunnistaa seuraavat kudos- ja

eritetyypit:



1. veri

2. kuukautisveri

3. ematinerite/-epiteeli
4. siemenneste

5. sylki

6. iho.

Kyseiset matriisit valikoituivat tutkimuksen kohteeksi, koska niista [6ytyy paljon
aiemmin julkaistua tietoa ja ne myds kattavat melko hyvin rikostutkinnassa esiintyvat
eritteet. Tutkimuksessa oli tarkoitus saada eristettyd yhdestd néaytteesta
samanaikaisesti sekd DNA ettd RNA. Tama on ratkaisevaa, koska usein
pienivolyymisesta ja/tai laadultaan heikosta naytteesta voidaan ndin maaritella seka
kudostyyppi ja yksildiva DNA-tunniste. Alkuperdisen naytteen jakaminen kahteen
osaan eri eristyksid varten voi johtaa siihen, ettd osa arvokkaasta naytteesta
menetetaan. Tutkimukseen valittin  2-4 erite-/kudostyypin RNA-merkkia seka
yllapitogeeni-kontrollimerkki (housekeeping). Lahtokohtana merkkien valinnalle sek&
kaytetyille tyovaiheille olivat aiemmat julkaistut tutkimukset. Koska aikaisempaa
kokemusta kyseisista tutkimuksista ei ollut eikd Suomessa ole vertaistahoa, kaikki

pohjatieto etsittiin julkaistusta aineistosta.

Julkaistussa aineistossa esiintyi ristiriitaisia tietoja eri laboratoriotydvaiheista ja myds
kaytettavista RNA-merkeistd. Tahan tydhdon kaytetyt merkit valittin = silla
lahtbajatuksella, etté niitd on mahdollista muuttaa tai jattda pois omien tutkimustulosten
perusteella. TyGvaiheet toteutettiin siten, ettd ne soveltuvat akkreditoidun laboratorion
tydskentelytapoihin ja ettd menetelmd& olisi mahdollista validoida osaksi laboratorion
maksupalvelutoimintaa. Tulosten luotettavuutta varmistettin mm. kayttamalla riittavasti

kontrollindytteita. Taydellista validointia ei tdssé tyossa ollut tarkoitus suorittaa.



3 Materiaalit

Tutkimukseen tarvittavat naytteet keréttin yhteistyossa HUS:n tutkijoiden ja

ladkareiden kanssa.

3.1 Luvat

Laéketieteellisesta tutkimuksesta annettu laki koskee myos ihmisesta otettujen veri- ja
kudosnaytteiden tutkimusta. Tatd tutkimusta ja naytteiden kerdystd varten haettiin
tutkimuslupa  HUS:n  koordinoivalta  eettiseltd  toimikunnalta  (lupanumero
201/13/03/00/2015). Lupaa varten toimikunnalle tuli toimittaa mm.
tutkimussuunnitelma, tutkittavan tiedote- ja suostumuslomakkeet sekd lista
tutkimukseen osallistuvista henkildistéd. Tutkimusluvan liséksi HUS:n tutkijat hakivat
HUS:Ita erillisen klinikkaluvan naytteidenottoa varten.

3.2 Naytteet

Naytteitd luovuttivat HUS:n vapaaehtoiset potilaat, henkilékunta seka Oikeusbiologian
laboratorion  henkilokunta. Kukin  luovuttaja  sai  tiedotteen  naytteiden
kayttotarkoituksesta ja allekirjoitti tietoon perustuvan suostumuksen tutkimukseen
osallistumisesta. Naytteet anonymisoitiin heti kerayksen jalkeen, ja tutkimuksen ajan ne

esiintyivat ainoastaan numerokoodeilla.

Kaikki naytteet taltioitiin steriileihin pumpulipuikkoihin. Taman tarkoitus oli sailyttaa
naytteet mahdollisimman autenttisina seka jaljitella rikospaikkanaytteiden taltiointia.
Samasta syysta esimerkiksi verindytteet otettiin putkiin, jotka eivat siséltaneet sailonta-
tai kasittelyaineita. Verindytteet otettiin joko sormenpaésta tai avoneulalla steriiliin
putkeen. Sormenpdadasta saatu verinayte imeytettiin suoraan pumpulipuikkoon véltellen
ihokosketusta, verisuonesta otettu verindyte puolestaan pipetoitiin maljalle ja imeytettiin
siitd pumpulipuikkoon (Kuva 1). Kuukautisverinaytteet otti kukin vapaaehtoinen
luovuttaja itse pumpulipuikkoon joko emattimestd tai tamponista. Laadkarit ottivat
ematinnaytteet  potilailta pumpulipuikkoihin  muiden tutkimusten yhteydessa.
Siemennestendaytteistd HUS:n henkilokunta erotteli pienet eréat steriileihin putkiin tata

tutkimusta varten. Naytteistd pipetoitin maljalle pisarat, jotka imeytettiin



pumpulipuikkoihin. Emétin- ja siemennestenaytteitd luovuttaneilta kerattiin samalla
myds sylki- ja ihonaytteet. Sylkinaytteet otettiin kastamalla pumpulipuikkoa kielen
paalla, ja ihonaytteet opastettiin ottamaan pydrittelemalla pumpulipuikkoa luovuttajan
kyynartaipeessa.

Naytteet pakastettiin valittdmasti kerayksen jalkeen ja sailytettiin -20 asteessa.

Kuva 1. Verinaytteiden siirtoa pumpulipuikkoihin.

3.3 Laimennossarja

Laimennossarja tehtiin veri-, sylki- ja siemennestenaytteille. Sarjalla pyrittiin
maadrittelemaan, kuinka pienestd maarasta on mahdollista saada eristettyda RNA:ta ja
DNA:ta. Laimennossarjaan valittiin kaksi veri- ja sylkinaytetta, toinen naytteista mies- ja
toinen naisluovuttajalta. Myds siemennestenaytteité valittin kaksi. Naistd naytteista
toinen oli normaali siemennestendyte ja toinen nayte oli henkildlta, jolle oli suoritettu

vasektomia, eika nayte sisaltanyt siittioita.



Naytteista pipetoitiin 0,5 pl, 1 pl, 5 pl seka 10 pl steriilille maljalle, josta ne imeytettiin
pumpulipuikkoihin. Naytteille suoritettin DNA/RNA-eristys samana paivana, jolloin ne
oli imeytetty puikkoihin.

3.4 Aikasarja

Aikasarjalla haluttin selvittda, kuinka nopeasti naytteissé oleva RNA hajoaa
analyysikelvottomaksi. Sarja tehtiin kahdelle veri- ja kahdelle siemennestenaytteelle.
Verinaytteista toinen oli perdisin miehelta ja toinen naiselta. Siemennestenaytteista
toinen oli normaali siemennestenayte ja toinen peraisin henkilolta, jolle oli suoritettu

vasektomia.

Aikasarjaa varten naytteista pipetoitiin 5 pl:n pisarat puhtaalle maljalle. Maljat sijoitettiin
avonaisina toimistohuoneen hyllylle. Pisaroista kaytiin taltioimassa naytteet vedella
kostutetuilla pumpulipuikoilla kahden tunnin (2 h), yhden paivan (1 pv), kahden péaivan
(2 pv) seka viiden paivan (5 pv) kuluttua. DNA/RNA-eristys tehtiin valittomasti

pumpulipuikkoihin imeyttamisen jalkeen.



4 Menetelmat

Menetelman pystytys sisélsi lupahakuprosessin naytteiden keraysta varten, naytteiden
kerayksen, RNA:n ja DNA:n eristyksen naytteista, eristeiden kvantitoinnin, eristeiden
k&dannon komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA), PCR-alukkeiden valinnan, PCR-
reaktiot leimattujen alukkeiden avulla, fragmenttien erottelun kapillaarielektroforeesilla

seka tulosten analysoinnin. Naytteiden kulku on esitetty kaaviona Liitteessa 1.

4.1 Eristys

Eristykseen kaytettin AllPrep DNA/RNA Mini -kittia (QIAGEN), jolla on mahdollista
eristdd sekd DNA ettd RNA naytteesta samanaikaisesti ilman naytteen jakamista.
Eristyskitin toiminta perustuu puskuriliuoksiin seka kolonnien kalvoihin. Ensimmaisessa
vaiheessa naytteen solut hajotetaan ja homogenisoidaan denaturoivan korkean
suolapitoisuuden omaavan puskurin avulla (RLT-buffer). Puskuri myds inaktivoi
naytteessa olevat DNaasit seka RNaasit. Ensimmaisen kolonnin (AllPrep DNA spin
column) kalvo sitoo yhdessé korkean suolapitoisuuden kanssa DNA:n. Lapi tulleeseen
supernatanttiin lisdtdan etanolia, jonka avulla RNA sitoutuu sille tarkoitetun kolonnin
(RNeasy spin column) kalvoon. Pesuvaiheiden jadlkeen DNA/RNA eluoidaan
kalvoistaan, lopullinen tilavuus DNA-eristeelle on 100 pl, ja RNA-eristeelle 30 pl. Kitti

on patentoitu, joten liuosten tarkkoja koostumuksia ei ole kerrottu.

Eristyksessé noudatettiin kitin omaa ohjetta lukuun ottamatta alun inkubaatiovaiheita.
Julkaisuissa esiintyi vaihtelevia kaytantdja inkubaatioissa kaytettyjen reagenssien ja
niiden volyymien, lampdétilan sek&a ajan suhteen. Téassa ty0ssa testattiin verinaytteilla
joitakin julkaistuja menetelmid, ja selvitettiin niiden vaikutusta saatuihin tuloksiin.
Eristykseen testattin  myds Nucleospin RNA -kittia (Macherey-Nagel), joka on
tarkoitettu pelkastddn RNA:n eristykseen. (Taulukko 2) Taman testin tarkoituksena oli
selvittdaa, onko RNA-saanto parempi RNA:n eristykseen tarkoitetulla Kitilla verrattuna

Kittiin, jossa sekéd DNA ettd RNA eristetddn samasta naytteesta.



Taulukko 2. Eri inkubaatio-olosuhteita.
Lahtomateriaali Reagenssit Lampétila Aika
Veripisara 500 pl RLT-Buffer huoneenlampé | 45 min
sormenpaasta
50 pl verta 500 pl RLT-Buffer huoneenlampé | 2h
50 pl verta 500 pl RLT-Buffer +56 °C 2h
50 pl verta 500 pl RLT-Buffer + 10 pl Proteinaasi-K +56 °C 2h
50 pl verta 500 pl RLT-Buffer +56 °C 3h
50 pl verta 500 pl RLT-Buffer + DNase +56 °C 3h
50 pl verta 500 plI RLT-Buffer + Proteinaasi-K + | +56 °C 3h
DNase
50 pl verta NucleoSpin RNA Kit huoneenlampé | 30 min

Eristykset tehtin  RNA:lle varatuin  valinein erillisessa laminaarikaapissa.
Inkubaatiotestien jalkeen naytteet eristettin  AllPrep DNA/RNA Mini  -kitilla.
Pumpulipuikkojen paat katkaistiin 1,5 ml:n putkiin, lisattin 500 pl eristyskitin RLT-
puskuria, ja inkuboitin 45 minuuttia huoneenlammdossa. Eristyksissd oli mukana
eristysreagenssien puhtauden varmistamiseksi negatiivi-kontrollit (ER-0). RNA-eristeet
pakastettiin heti eristyksen valmistuttua -70 asteeseen, ja sailytettiin jailla pakastuksen

ulkopuolella kasiteltdessa.

4.2 RNA-kvantitointi

BioAnalyzer-laitteella (Agilent) mé&aritettiin eristeen RNA-konsentraatio eli kvantitoitiin
RNA-eriste kayttamalla Agilentin RNA Nano- ja RNA Pico -kitteja. Maaritys perustuu
elektroforeesiin, ja laitteella voidaan maarittaa tuotteen pitoisuus seké eheys. Maaritys
tapahtuu levyllda (chip), jonka kaivot taytetddn geeli-variaineseoksella. Kaivoihin
lisatddn kokostandardi sekd naytteet sisaisen standardin kanssa. Jokaiselle
naytekaivolle on oma s&hkdvirtaan yhdistetty elektrodinsa, ja naytteen fragmentit
erottuvat kokonsa perusteella. Laitteen analyysiohjelma suorittaa pitoisuuslaskelmat
kokostandardin ja sisaisen standardin perusteella. Eheytta kuvataan RIN-arvolla (RNA
integrity number), joka maaritetddan ribosomaalisten 28S/18S-alayksikoiden
konsentraatioiden perusteella. RNA Nano -kitin maaritysalue on 25-500 ng/ul (totaali
RNA) ja RNA Pico -kitin 50-5000 pg/ul (totaali RNA).
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4.3 cDNA

RNA-eristeen sisdltama RNA kaannettiin kaanteistranskriptiolla komplementaariseksi
DNA:ksi (cDNA). Kaantamiseen kaytettin High Capacity RNA to cDNA -kittia (Life
Technologies), ja reaktiot tehtiin kitin ohjeiden mukaisesti. Reaktiossa on lyhyita ns.
random-heksameeri -alukkeita, joilla voidaan kayttdd templaattina solun koko RNA-
populaatiota. Reaktio pystytettiin RNA:lle varatussa laminaarikaapissa, ja reagenssit
seka eristeet pidettiin jailla pystytyksen ajan. Reaktion lopputilavuus oli 20 pl ja eristetta
siihen kaytettiin 5 pl. Reaktioissa oli mukana negatiivi-kontrollit (RT-), joiden avulla
havaitaan naytteen mahdollinen DNA-kontaminaatio.

44 PCR

PCR-reaktioissa kaytettavat alukkeet valittiin julkaisujen perusteella [8; 9; 10; 11; 12].
Valintaan vaikutti osittain myds monistettavan tuotteen koko. Kaikki 19 merkkia ovat
kooltaan melko pienia, 60-200 emasparin mittaisia, joilla on parempi
monistumistodennékdisyys heikkolaatuisista naytteistd. Vaikkakin PCR-reaktiot
suoritettin  alkuun matriisikohtaisina, suunnitelmat tehtiin siten, ettd PCR olisi
mahdollista tehdd myots kaikkien kayttavien merkkien multiplex-reaktiona. Merkkien
valiin pyrittiin jattamaan vahintdan 5 emasparia, ja lisaksi alukkeet leimattiin erilaisilla

fluoresoivilla vareilla.

Alukkeiden lisaksi PCR-reaktioissa kaytetyt komponentit ja niiden pitoisuudet
reaktioissa olivat nukleotidit 0,2 mM (Labnet), 10xBuffer Il 1x (Applied Biosystems),
MgCl, 3mM (Applied Biosystems), TagGold 1,5U (Applied Biosystems) seka vesi.
Reaktion lopputilavuus oli 25 pl ja cDNA:ta siihen kaytettiin 3 pl. Sisaisena kontrollina
kaytettiin housekeeping-geenia 18S-rRNA, jonka avulla saadaan tietoa eristyksen
onnistumisesta sek& PCR-reaktion toimivuudesta. PCR-reagenssien puhtauden
varmistamiseksi mukana olivat negatiivi-kontrollit (PCR-0). Reaktiot tehtiin MJ Reseach
PTC-220 PCR-laitteella (Bio-Rad), kaytetty PCR-ohjelma on esitetty kuvassa 2.
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95 °C 11 min
94°C  20s

25x |57 °C +0,2 °C/sykli, 30s
72 °C 40 s
72°C 60 min

Kuva 2. PCR-ohjelma

PCR-reaktioita optimoitiin testaamalla komponenttien eri konsentraatioita seka
muuttamalla PCR-ohjelman syklien maarda. Alukkeiden konsentraatioiden optimointi
osoittautuikin haastavaksi. Konsentraatio vaikuttaa monistuvan fragmentin vahvuuteen
eli analysoitavien piikkien korkeuksiin kapillaarielektroforeesiajossa, ja saatujen piikkien
korkeuksien perusteella madriteltiin hyvaksyttavien piikkien raja-arvot. Tavoitteena oli
saada mahdollisimman tasavahvat tulokset: lilan vahvat piikit heikentavat muiden
monistumista, sek& ne havaitaan my0s toisissa vareissd, kun taas liian heikot piikit
jaavat alle maaritysrajan. PCR-reaktioissa kaytetyt merkit, alukkeiden leimat,
teoreettiset koot, alukkeiden konsentraatiot seka kaytetyt lahteet, joista alukkeiden

sekvenssit poimittiin, on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3. PCR-reaktioissa kaytetyt RNA-merkit.
Merkki Leima Koko (bp) | C (uM)/PCR | Lihde
Veri HBB 61 0,03 [9]
HBA 112 0,03 [11]
CD93 151 0,9 9]
Kuukautisveri MMP10 107 0,2 (8, 12]
MMP7 126 0,7 (9]
LEFTY2 130 0,7 [10]
Ematin HBD1 101 0,8 [9]
MUC4 141 0,6 (9]
CYP2B7P1 146 0,3 [8]
Siemenneste PRM1 91 0,1 [9]
SEMG1 121 0,9 [9]
Sylki STATH 93 0,4 [9]
HTN3 134 0,03 [9]
SMR3B 147 0,7 [10]
MUC7 197 0,2 [10]
lho CDSN 71 0,5 [9]
LOR VIC 89 0,5 [9]
LCE1C VIC 99 0,5 [8]
Ylldpitogeeni-kontrolli 18S-rRNA 110 0,01 [9]

Matriisikohtaisten PCR-reaktioiden lisaksi testattiin muutamilla naytteilla 19 alukeparin

multiplex-reaktioita. Multiplex-reaktion etuna on, ettd tutkitusta eritteestad voitaisiin

testata kaikkien kuuden matriisin merkkien monistuvuus yhdessa reaktiossa; tamé

soveltuisi erityisesti useamman eritteen sekanéaytteille, joita rikospaikkanaytteissa

todennékdisesti on. Multiplex-testauksessa alukkeista valmistettin seos laskemalla

konsentraatiot siten, etta lisddmalla reaktioon 10 pl seosta saatiin reaktion lopullisiksi

alukekonsentraatioiksi samat konsentraatiot kuin matriisikohtaisissa PCR-reaktioissa

(Taulukko 3). Muut komponentit ja olosuhteet olivat yhtalaiset matriisikohtaisten PCR-

reaktioiden kanssa.
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4.5 Kapillaarielektroforeesi

PCR-tuotteet puhdistettiin sitoutumattomista leimoista ennen

kapillaarielektroforeesiajoa MinElute -kitilla (QIAGEN) kitin ohjeen mukaisesti.

Monistetut fragmentit eroteltiin  kapillaarielektroforeesilaitteella (Genetic Analyzer
3500XL, Applied Biosystems), ja detektoitiin fluoresoivien leimojen avulla laserilla.
Menetelmassa negatiivisesti varautuneet fragmentit kulkevat kokonsa mukaisessa
jarjestyksessa silikapolymeerilla taytetyssa kapillaarissa, jonka péiden vélille on
sahkovirran avulla muodostettu jannite-ero. Fragmenttien laserin virittAmat leimat
detektoidaan kapillaarin anodipaassa UV/Vis-detektorilla. Perinteiseen
agaroosigeelielektroforeesiin verrattuna menetelm& on huomattavasti herkempi ja

tarkempi, ja silla voidaan erotella fragmentteja jopa 0,5 emasparin erolla.

Ajoa varten pipetoitin 1 pl puhdistettua PCR-tuotetta 12,5 pl:aan formamidi-
kokostandardiseosta. Kokostandardina kaytettiin LIZ-500®-molekyylimarkkeria (Life
Technologies). Ajo-olosuhteet: G5-vérisetti (6-FAM™, VIC®, NED™, PET®, LIZ®),
injektioaika 20 s, injektiojannite 1,2 kV, ajojannite 15 kV, uunin lampdtila 60 °C ja
ajoaika 1210 s.

4.6 Tulosten kasittely

Kapillaarielektroforeesiajosta saatu raakadata kasiteltin GeneMapper® ID-X v. 1.4 -
ohjelmistolla (Applied Biosystems). Fragmenttien koko poikkesi teoreettisista arvoista,
joten analyysiparametrien bin- ja panel-setit maariteltiin saatujen tulosten perusteella.

Hyvaksyttavien piikkien alarajana kaytettiin arvoa 100 RFU.

4.7 DNA

Koska tdman tyon tarkoituksena ei ollut keskittyd DNA:n eristdmiseen, mika
pohjatietojen valossa on ongelmatonta, ainoastaan osa DNA-eristeistd analysoitiin
tuloksiin asti. DNA:n analysointiin k&aytettin naytteitd kustakin matriisista seka

laimennos- ja aikasarjasta.
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DNA-profiilien monistamiseen kaytettiin laboratorion akkreditoitua
yksildntunnistusmenetelméaé, jossa monistus tehddan AmpFISTR GlobalFiler Express®
-kitilla (Applied Biosystems). Kitti sisaltda 21 yksilontunnistus STR-merkkia (single
tandem repeats) ja 3 sukupuolta indikoivaa merkkida (AMEL, Y-indel ja DYS391). Merkit
kattavat Euroopassa yleisimmin kaytetyt yksilontunnistusmerkit (nk. European
Standard Set, |. ESS). Monistetut DNA-fragmentit analysoitiin kapillaarielektroforeesilla
(Genetic Analyzer 3500 XL, Applied Biosystems), ja tulokset kasiteltin GeneMapper®
ID-X v. 1.4 -ohjelmistolla (Applied Biosystems).

Osa naytteista kvantitoitiin eristeen DNA-konsentraation maarittdmiseksi Quantifiler®
Human DNA Quantification -kitilla (Applied Biosystems) kvantitatiiviseen
reaaliaikaiseen PCR:aan perustuvalla menetelmalla. Analysointiin kaytettiin ABI7500

Real-Time PCR -laitetta (Applied Biosystems).
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5 Tulokset ja tulkinta

5.1 Eristys

Tassad tyossa eristyksiin  kaytetty AllPrep DNA/RNA  Mini  -kitti  osoittautui
kayttokelpoiseksi eristysmenetelméksi. Rajoittavana tekijdna voidaan pitd& kerralla
eristettavien naytteiden pienehkda maaraa. Eristys sisaltda monta eri sentrifugointi- ja
pesuvaihetta, joten naytteitd ei kannata tehd& kerrallaan kovin montaa, koska niiden
seisotusajat venyvat melko pitkiksi. Pitkdt seisotusajat voivat RNA:n
hajoamisherkkyyden vuoksi heikentaa eristeen laatua.

Inkubaatioajan tai -lAmpdtilan noston ei ndhty parantavan RNA-saantoa. Kaikista eri
olosuhteissa inkuboiduista seka toisella Kkitilla eristetyista naytteista saatiin erittdin
vahvat tulokset, jopa niin vahvat etta tuotteita jouduttiin laimentamaan ennen luettavien
kapillaarielektroforeesipiikkien saamista. Koska inkubaatio-olosuhteita vertaavassa
eristystestissa kaytetyt naytteet olivat verinadytteita, niistd monistettiin kahta verimerkkia
(HBB ja HBA). Kapillaarielektroforeesilla saatujen piikkien korkeudet (RFU) verrattuna

eri inkubaatio-olosuhteisiin ja RNA-kittiin on esitetty kuvassa 3.

HEE HBEA

(RFU) | (RFU) Eristykset

Sormenpaa: 500l RTL,
1[45 minRT 32505 15857

2| 50l verta, 5001 RTL, 2h RT 32571 13501 0
S0pl verta, 500w RTL, 15000

3| 2h+56°C 28397 7545 .

0000

500 verta, 5000 RTL+ 1000

4| Prot-K, 2h +56 °*C 32489 18918 15000
50l verta, 500 RTL,

5|3n+56°C 20008|  7g13| 0
50l verta, 5001 RTL, 5000

6| 3h+56 *C->DMNAse 32257 11505 .

1 i 3 4 5 f 7 &

35000

500 verta, 50010 RTL+ 10l

7 | Prot-K, 3h +56 *C -> DNAse 32487 20530
50l verta, Nucleospin RNA Kit, mHEE mHRA
2|30 minRT 314E6 10958

Kuva 3. Eri inkubaatio-olosuhteiden tuloksia.
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Testatuista inkubaatio-olosuhteista tehokkaimmaksi osoittautui inkubaatio RLT-
puskurissa 45 minuuttia huoneenlammadssa. Lahtomateriaalina kaytettiin sormenpaasta
otettua veripisaraa, joka on noin kymmenkertaisesti pienempi maard, kun muissa
testeissd kaytetystd 50 pl:n veripisarasta. Lahtémateriaalin maarastd huolimatta

verimerkit monistuivat lahes saman vahvuisina.

Joissakin julkaisuissa on epdailty DNA/RNA-yhteiseristyskittien tehokkuutta RNA-
eristyksessa [13]. Tassa tydssa testatulla pelkdn RNA:n eristdmiseen tarkoitettu
Nucleospin RNA -kittia ei voitu osoittaa yhteiseristyskittia huonommaksi vaihtoehdoksi;

tulokset olivat hyvin samankaltaiset.

5.2 RNA-kvantitointi

Mikali eristeen sisdltama RNA-konsentraatio on tiedossa, voidaan jatkoreaktiot
etukateen optimoida konsentraation mukaisesti. Tama helpottaa tasalaatuisten tulosten
saamista seka vahentaa tarvittavien uusintareaktioiden maaraa. Tassa tyodssa

kvantitointiin kaytettiin BioAnalyzeria seka kahta kvantitointikittia.

Suurin osa eristeistd sisdlsi RNA:ta useimpien kvantitointikittien maaritysrajaa
vahemman. Kvantitointi aloitettin RNA Nano -kitilla, jonka maaritysalue on 25-500
ng/ul (totaali RNA). Saatujen tulosten mukaan testatuissa eristeissé ei ollut lainkaan
RNA:ta. Tamé& hidasti alkua melkoisesti, koska syyksi epaéiltiin eristysta. Kvantitointiin
kokeiltiin seuraavaksi RNA Pico -kitti&, jonka maaritysraja on alhaisempi (50-5000
po/ul, totaali RNA). Tamakin Kitti antoi usein tulokseksi sen, ettei eristeessa ollut
RNA:ta, tai ettd sitd oli siella hyvin vahan, ja lahes sama maara kuin eristyksen

negatiivikontrollissa (Kuva 4).
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Assay Class: Eukaryote Total RNA Pico Created: 11/3/2015 7:27:03 PM
Data Path: D:\...Eukaryote Total RNA Pico_ DE13804738_2015-11-03_19-27-04.xad Modified: 11/3/2015 7:49:06 PM

Electropherogram Summary Continued ...

SN_16_1

[FU]

70
60—
50—
40
30

20

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]

Overall Results for sample 11 : SN 16 1

RNA Area: 472 RNA Integrity Number (RIN): 1 (B.02.08)
RNA Concentration 45 pgipl Result Flagging Color- | |
rRMNA Ratio [28s [ 18s]: 0.0 Result Flagging Label: RINC1

Assay Class: Eukaryote Total RNA Pico Created: 11/4/2015 2:12:30 PM
Data Path: D:\...Eukaryote Total RNA Pico_ DE13804738_2015-11-04_14-12-30.xad Modified: 11/4/2015 2:35:28 PM

Electropherogram Summary Continued ...

ER-0_3.11.

[FU] |

80—
70+
60—
50
40—
304
20
10

0

20 25 30 35 40 a5 50 55 60 [s]1

Overall Results for le3 : ER-0 3.11.

RNA Area: a5.3 RNA Integrity Number (RIN) 1 (B.02.08)
RNA Concentration 30 pg/pl Result Flagging Color 1
rRNA Ratio [28s / 185]: 0.0 Result Flagging Label: RIN:1

Kuva 4. Kvantitointitulokset siemennestenaytteelle (SN_16) ja
eristysnegatiivikontrollille (ER-0) (BioAnalyzer).

Naista kvantitointituloksista huolimatta naytteiden analysointia jatkettiin. Esimerkiksi
tutkitusta siemennestenaytteesta (SN_16) monistui vahvat tulokset
siemennestemerkeilla PRM1 ja SEMG1 sekd 18S-rRNA-merkilla, eika
eristysnollandytteessd monistunut piikkejd. Taméan perusteella alle maaritysrajan

olevaa alhaista tulosta ei voida pitdé luotettavana (Kuva 5).



Kuva 5. Kapillaarielektroforeesitulokset kuvassa 4 oleville naytteille.
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joistakin erittdin  vahvoista naytteista

RNA Pico -kitin

maaritysalueelle osuva méara RNA:ta. Ottaen huomioon esimerkiksi rikosnaytteiden

mahdollisesti huonon laadun seka niiden pienen volyymin ei voida olettaa, ettd ne

sisdltaisivat naiden kittien edellyttaman maaran RNA:ta. Tasta syysta tata kaytettya

kvantitointimenetelmaa ei voida pitéda kayttbkelpoisena taman kaltaisille naytteille.



5.3 Kapillaarielektroforeesi RNA

5.3.1 GeneMapper-analyysit

Matriisikohtaisten kapillaarielektroforeesitulosten perusteella maariteltin GeneMapper-

ohjelmalle bin- ja panel-arvot. Naiden arvojen laskemiseen kaytetyt koot, niiden

keskihajonta seka kaytettyjen tulosten lukumaara on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Bin- ja panel-arvojen laskemisessa kaytetyt
kapillaarielektroforeesitulokset.
Merkki n Keskiarvo (bp) | Keskihajonta
Veri HBB 66 55,5 0,2
HBA 64 109,0 0,3
CD93 26 147,6 0,1
Kuukautisveri MMP10 30 103,6 04
MMP7 29 125,0 0,4
LEFTY2 24 125,7 0,2
Ematin HBD1 20 98,0 0,1
MUC4 24 140,1 0,1
CYP2B7P1 31 145,8 0,2
Siemenneste PRM1 32 90,5 0,4
SEMG1 38 1172 0,2
Sylki STATH 26 90,5 0,1
HTN3 25 130,7 0,1
SMR3B 26 144,1 0,1
MUC7 26 193,5 0,1
lho CDSN 9 65,0 0,1
LOR 11 84,2 0,1
LCE1C 10 93,7 0,1
Yllapitogeeni-kontrolli 18S-rRNA 162 112,4 0,2

Kapillaarielektroforeesipiikkien korkeuden alarajana kaytettin arvoa 100 RFU. YiIi
20000 RFU olevat piikit alkavat saturoitua ja hankaloittavat tulosten tulkintaa, joten ne
on laimennettava ennen luettavien tulosten saamista. Monistettujen fragmenttien koko
eroaa teoreettisista arvoista (Taulukko 3.). Tahan vaikuttavat mm. alukkeessa kaytetty

leima, seka sekvenssissa olevien emasten suhde. Osa merkeista osoittautuikin melko

samankokoisiksi, mikéa saattaa vaikeuttaa multiplex-reaktioiden tulkintaa.
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5.3.2 Veri

Verindytteistda monistettiin nelja merkkia yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit olivat HBB,
HBA ja CD93 sekéa kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 6).

Kuva 6. Kapillaarielektroforeesitulos verinaytteelle.

Merkeista HBB (hemoglobin subunit beta) ja HBA (hemoglobin subunit alfa) koodaavat
kahta eri hemoglobiinimolekyylia [14; 15], joita esiintyy runsaasti kypsissa
punasoluissa. CD93 koodittaa puolestaan proteiinia (complement component Clq
receptor), jota ilmennetddn mm. valkosoluissa, erityisesti monosyyteissa ja
neutrofiileissa [16]. Veressd valkosoluja on ainoastaan murto-osa punasolujen

maarasta.

Ero eri verisolujen suhteissa nahtiin selvasti verinaytteitd analysoitaessa. Siind missa
punasolumerkit HBB ja HBA monistuivat jokaisesta naytteesta erittdin vahvana,
valkosolujen CD93 monistui melko heikkona ja ainoastaan osasta naytteita.
Kapillaarielektroforeesipiikkien suhteita yritettiin pitkAdn muokata PCR-alukkeiden
konsentraatioita muuttamalla.  Joissakin julkaisuissa onkin tehty erilaisia PCR-
alukkeiden settejd, joilla monistetaan punasolujen ja valkosolujen merkit erikseen
esimerkiksi suuremmilla syklimaarilla [11]. TAma ei kuitenkaan poista merkkien suhde-

eroa, mikali ne halutaan monistaa multiplex-reaktiossa.
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Se ettA CD93 ei monistu kaikista naytteista, ei tee merkistd periaatteessa
epaluotettavaa, koska naytteeseen ei valttamaétta valikoidu valkosoluja niiden vahyyden
takia. Koska tulosten luotettavuuden kannalta kaytettyja merkkeja tulisi ehk&a olla
enemman kuin kaksi, voidaan kuitenkin pohtia, olisiko CD93:n tilalle olemassa joku
tehokkaammin monistuva merkki erittain herkasti verta indikoivien HBB:n ja HBA:n
lisaksi.

5.3.3 Kuukautisveri

Kuukautisverinaytteista monistettiin nelja merkkid yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit
olivat MMP10, MMP7 ja LEFTY2 seka kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 7).

Wi_r 180k [ Ak kadt=var 2 CHRCECECE I Mark Sample for Deletion
L 53 o
"0 20

Wi isoria W7 150 RNAk ket var V2 CRCECECE I Mark Sample for Deletion
ATSTRRA ] 1t —

Kuva 7. Kapillaarielektroforeesitulos kuukautisverinaytteelle.

MMP10 (stromelysin-2, matrix metalloproteinase-10) ja MMP7 (matrilysin, matrix
metalloproteinase-7) kuuluvat matriksin metalloproteaasien (MMP) geeniperheeseen
[17, 18]. MMP:t tuottavat soluvdliainetta hajottavia entsyymeitd, ja ne osallistuvat

kudosten muotoutumiseen sikion kehityksen aikana, kasvuun ja verisuonten



22

muodostumiseen. Lisaksi niilla on téarked tehtdva kudosvaurioiden parantumisen
yhteydessa [19, s. 231-233]. MMP:n on todettu osallistuvan vahvasti my6s kohdun
limakalvon syklisiin kasvuvaiheisiin ja solukuolemiin. Kuukautiskierron vaiheissa eri
MMP:eja ilmennetdén eri tavoin, MMP10:td ja MMP7:44 ekspressoidaan erityisesti
kuukautisten aikana [9, 20]. Lisaksi MMP7:n ei ole joidenkin tutkimusten mukaan
todettu ilmentyv&n muussa veressa kuin kuukautisveressa [21].

LEFTY2 koodaa proteiinia (left-right determination factor 2), jonka on todettu
osallistuvan  kuukautisvuotoon.  Sitda  ekspressoidaan  kohdun  limakalvon

mesenkymaalisissa soluissa [22].

MMP10 monistui kaikista kuukautisverinaytteista erittdin herkésti. Merkkien MMP7 ja
LEFTY2 monistuminen korreloi selvemmin kiertopaivien (kp) méaaraan nahden. MMP 7
monistui lahes kaikista naytteistd vahvana, mutta MMP10:n ja MMP7:n suhde toisiinsa
vaihteli naytteiden ja kiertopaivien valilla. LEFTY2 monistui maltillisemmin kuin MMP:t,
ja se alkaakin joidenkin tutkimusten mukaan havitd naytteistd kiertopaivien ylittdessa
paivat 3-4 [6]. Koska tassa tutkimuksessa ei ollut kaytettavissa tarpeeksi eri
kiertopaivien naytteitd, ei varmoja johtopaatoksia voida ndiden perusteella tehda. Mutta
kaytetyista naytteista oli ndhtavissa saman henkilon kuukautisverindytteessa ero
kiertopaiva 1:n ja kiertopaiva 5:n valilla: kpl LEFTY2 piikki monistui ja kp5 se oli
kadonnut. Kuukautisverimerkeilla olisi siis mahdollista eritteen tunnistuksen lisaksi
saada myds tietoa kuukautiskiertopaivien maarasta, vastaavia tutkimuksia on julkaistu
[23]. Tietoa voitaisiin  hyddyntaa esimerkiksi rikoksen tapahtuma-ajankohtaa

selvitettdessa.

5.3.4 Ematinerite/ epiteelisolut

Ematinnaytteistd monistettiin nelja merkkid yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit olivat
HBD1, MUC4 ja CYP2B7P1 seka kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 8).
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Kuva 8. Kapillaarielektroforeesitulos ematinnaytteelle.

HBD1 koodaa peptidia (human beta-defensin-1), jolla on bakteereita tuhoava vaikutus
[24]. Se huolehtii pd&asiassa virtsa- ja sukupuolielinten epiteelien antimikrobisesta

puolustuksesta [21].

MUC4 koodaa proteiinia (mucin 4), jolla on tarkea rooli epiteelisolujen lisdantymisessa
ja erilaistumisessa, ja sitéd ilmennetddn limakalvoilla. Se osallistuu solujen véliseen
kiinnittymiseen  estavana tekijand [25]. MUC4:n uskotaan olevan téarkein
kohdunkaulankanavan puolustajista ulkopuolisia patogeeneja vastaan, seka
kontrolloivan sperman pé&sya kohtuun [21]. Musiinit kuuluvat glykoproteiineihin ja ovat

siis ns. lima-aineita.

CYP2B7P1 (cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 7, pseudogene 1)
kuuluu sytokromi P450 -geeniperheeseen. Sytokromit koodaavat entsyymeitd, jotka
toimivat hapettavina katalyytteind elimistdn vierasainemetaboliassa. CYP2B7P1:n

tarkemmasta roolista emaéttimen alueella ei 16ytynyt tietoa [26].

Kaikki valitut merkit monistuivat ndytteistéa vahvana. TAma johtuu varmasti osittain siita,

ettd kaytdssa olleet naytteet sisalsivat niin paljon soluja, ettéd useimmat niista jouduttiin
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laimentamaan luettavien tulosten saamiseksi. On raportoitu ettd MUC4:84 ei ehka
tuotettaisi menopaussin ylittaneilla naisilta [27]. Tassé ty0ssa olevista naytteista ei
havaittu vastaavaa, vaikka joukossa oli useampikin menopaussin ohittanut
naytteenantaja. Sen sijaan HBD1-piikki jai kokonaan pois osasta naytteistd. Sen
poisjaanti ei korreloinut suoraan ik&&n. Syy vaihteluun voisi loytyd esimerkiksi
mikrobipuolustuksesta tai sen puutteeseen liittyvista tekijoista; asia vaatii kuitenkin

lisatutkimuksia.

5.3.5 Siemenneste

Siemennestendaytteistd monistettiin kolme merkkia yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit
olivat PRM1 ja SEMGL1 seka kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 9).
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Kuva 9. Kapillaarielektroforeesikuvat normaalista siemennestendytteesta (ylempi) ja
vasektomianaytteesta (alempi).

PRM1 koodaa proteiinia (sperm protamine 1), jota tuotetaan kiveksissa ja joka
osallistuu siittidtuotantoon [28]. SEMG1 koodaa puolestaan proteiinia (semenogelin-1),
jota on runsaasti siemennesteessa. Sita tuotetaan rakkularauhasessa [29]. Merkkeja

valittaessa otettiin huomioon siittiéttdman siemennesteen esiintymismahdollisuus.

SEMG1 monistui erittdin tehokkaasti kaikista siemennestendaytteistd. Naytteissa ol
mukana 4 kpl vasektomianaytteitd, joiden siitti6ttdmyys oli varmistettu
mikroskooppisesti. PRM1 monistui kaikista muista paitsi vasektomianaytteista. Mukana
oli yksi nayte, joka sisdlsi erittdin vahan siittiditd. Tastakin naytteestd monistui
matalahko PRM1-piikki. Kaytettyja merkkeja voidaan siis kuvata erittdin tehokkaiksi
siemennestemerkeiksi. On kuitenkin suositeltavaa lisata viela yksi lisdmerkki tulosten

luotettavuuden takaamiseksi.

5.3.6 Sylki

Sylkinaytteista monistettiin viisi merkkia yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit olivat STATH,
HTN3, SMR3B ja MUC7 seka kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 10.)
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Kuva 10. Kapillaarielektroforeesitulos sylkinaytteelle.
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Kaikki kaytetyt merkit koodaavat proteiineja joita I0ytyy sylijestd. STATH koodaa
proteiinia (statherin), joka stabiloi sylked ja estaa kalsiumfosfaattisuolojen saostumista.
Sita tuotetaan korvasylkirauhasissa ja alaleuan rauhasissa [30]. HTN3 koodaa syljen
proteiineja (histatin-3), jotka toimivat esiasteena hampaiden proteiinipitoisille
suojapinnoille. Niilla on myds antimikrobinen vaikutus [31]. SMR3B koodaa proteiinia
(submaxillary gland androgen-regulated protein 3B), jota ilmennetaan syljessa ja
tuotetaan leuanalussylkirauhasissa [32]. MUC7 toimii suuonteloa suojaavana
proteiinina  (mucin 7), tuotetaan sylkirauhasissa [33]. Se kuuluu musiinina

glykoproteiineihin.

Paasaantoisesti merkit monistuivat hyvin, mutta yksikédan valituista merkeista ei
monistunut jokaisesta naytteesta. Tuloksissa nakyi myos melko runsaasti epaspesifisia
piikkeja. Naihin voitaisiin kenties vaikuttaa PCR-ohjelmaa muokkaamalla. Voidaan
my06s pohtia jonkun merkin poisjattamisté. Naytteiden sisaltamasta solumaarasta ei ole
tayttd varmuutta, joskin kontrollimerkki 18S-rRNA monistui jokaisesta tutkitusta
naytteesta.

5.3.7 1lho

Ihonaytteista monistettiin neljd merkkia yhteisreaktiossa. Kaytetyt merkit olivat CDSN,
LOR ja LCE1C seka kontrollimerkki 18S-rRNA (Kuva 11).
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Kuva 11. Kapillaarielektroforeesitulos ihonaytteelle.

Kaikki valitut merkit koodaavat ihon uloimman kerroksen proteiineja, joilla on merkitysta
ihon uusiutumisessa. CDSN koodaa proteiinia (corneodesmosin), joka on tarkeé ihon
eheydelle ja osallistuu ihon hilseilyyn [34]. LOR koodaa ihon uloimman
sarveissolukerroksen proteiinia (loricrin), sitd ekspressoidaan keratinosyyttisoluissa
[35]. LCE1C koodaa proteiineja (late cornified envelope protein 1C), jotka ovat

sarveissolukerroksen solukuorien esiasteita [36].

Ihonaytteiden tiedettiin olevan haastavia jo julkaisujen perusteella. On tiedossa etta
myds ihosta saaduissa DNA-tuloksissa on yksiléiden vélisid eroja. Vaikutusta on myos
silla, mistd osasta vartaloa ihonaytteet on otettu: kasien ja jalkapohjien iho on erilaista
verrattuna ns. karvaiseen ihoon, jota on muussa kehossa. [7] Tassa tydssa ihonaytteet
olivat késivarresta otettuja. Noin puolesta iho-naytteitd saatiin monistettua RNA-
tulokset. Tulokset vaihtelivat myds naytteenottajien valilla, joten voidaan pohtia, onko
naytteenotto sujunut taysin annettujen ohjeiden mukaisesti. Osasta naytteista ei
onnistuttu monistamaan edes kontrollimerkkid 18S-rRNA, joten naissa naytteissd on

ollut erittdin vahan soluja tai sitten niita ei ole ollut ollenkaan.

Tuloksiin voivat vaikuttaa myos esim. kosmeettiset aineet: yhden analysoidun naytteen
tiedettiin siséltavan itsestaan ruskettavaa voidetta, eika naytteesta saatu monistumaan
yhtdkaan merkkia, ei edes kontrollimerkkid. Tapauksen naytteenotto oli tehty

perusteellisesti. lThomerkit vaativat ehdottomasti lisda tutkimuksia. Kosmeettisten
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aineiden liséksi tulisi tutkia myds muista kehonosista, erityisesti kasistd otettuja

ihonaytteita.

5.3.8 Laimennossarja

Laimennossarjalla testattin menetelmé&n herkkyyttd veri-, siemenneste- ja
sylkindytteilla. Testatut volyymit olivat 0,5 ul, 1 pl, 5 pl ja 10 pl. Kaikista verinaytteista
saatiin tulokset (Kuva 12). 1 pl:n naytteestd ei monistunut CD93-piikkid, mutta se
johtunee lahinna sattumasta, eli siitd ettei kyseiseen naytteeseen ole osunut riittavasti

valkosoluja.
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Kuva 12. Veren laimennossarja-tulokset kapillaarielektroforeesipiikkien perusteella.

Myds siemennestendytteistd, sekd normaalista ettd vasektomianaytteestda, saatiin
maaritettyd hyvat tulokset (Kuva 13). Siemennestendytteet ovat erittdin viskooseja,

joten pienien méaarien pipetointi on haastavaa.
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Normaali Vasektomia
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Kuva 13. Siemennestenaytteiden tulokset kapillaarielektroforeesipiikkien perusteella.

Sylkinaytteet eivat osoittautuneet yhtd herkiksi kuin veri- ja siemennestenaytteet.
Tuloksia ei saatu 0,5 pl:n ja 1pl:n naytteistd, mutta 5 pl:n ja 10 pl naytteista saatiin
monistettua kaikki merkit (Kuva 14). 5ul:n tulokset olivat kuitenkin sen verran vahvat,
ettd voidaan olettaa pienemmankin naytemaaran (esim. 2,5 pl) riittdvan tulosten,

ainakin osittaisten, saamiseen.
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Kuva 14. Sylkinaytteen tulokset kapillaarielektroforeesipiikkien perusteella.
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Tama herkkyystesti osoitti hyvin, ettd RNA:ta on mahdollista eristdd hyvin pienistékin
naytemaarista. Se tukee myods sité oletusta, ettd kaytetty DNA/RNA -yhteiseristyskitti
toimii vahaisellekin naytteelle.

5.3.9 Aikasarja

Aikasarjalla testattiin, kuinka nopeasti RNA hajoaa veri- ja siemennestenaytteesta
huoneenlammdsséd ja onko esimerkiksi kuivuneista tahroista mahdollista eristaa
RNA:ta. RNA:n hajoamistietojen perusteella voitiin olettaa, ettei naytteistd saada
monistettua haluttuja piikkeja endad lyhyenkaan ilma- ja polyaltistuksen jalkeen.
Verinaytteista saatiin kuitenkin tulokset jokaisesta merkistd, myds viiden paivan
seisotuksen jalkeen (Kuva 15).
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Kuva 15. Verinaytteen tulokset ajan suhteessa kapillaarielektroforeesipiikkeihin.

My6s siemennestenaytteiden merkit monistuivat erittdin tehokkaasti seisotusten
jalkeen (Kuva 16). Vasektomianaytteessa oli nahtavissa jopa piikkien voimistumista

ajan kuluessa, mika voi johtua esimerkiksi naytteen konsentroitumisesta kuivuttuaan.
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Normaali Vasektomia
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Kuva 16. Aikasarjan siemennestenaytteiden tulokset kapillaarielektroforeesipiikkien perusteella.

RNA on osoittautunut mainettaan kestavammaksi molekyyliksi. Sitd on onnistuttu
eristamaan jopa vuosia vanhoista naytteistd, verimerkkeja on saatu monistettua yli
kaksikymmenta vuotta vanhoista veritahroista [37]. Tassa tydssa saadut tulokset
tukevat naita tuloksia. Tieto on erittdin tarkea, ja nain ollen myéhemminkin I6ytyneita

tahroja voitaisiin analysoida ja saada niiden kautta lisatietoa.

5.3.10 Multiplex

Multiplex-testauksessa kaikki 19 merkkia pyrittin monistamaan samassa reaktiossa.
Kaikista naytematriiseista testattiin viisi naytettda, joista oli saatu hyvét tulokset
matriisikohtaisissa reaktioissa. Testatuissa multiplex-reaktioissa herkkyys laski selvasti
matriisikohtaisiin reaktioihin verrattuna, kapillaarielektroforeesipiikkien korkeus oli
joissakin naytteissa vain kymmenesosa. Lisaksi reaktioissa monistui jonkin verran
epaspesifeja piikkeja, ja osa merkeista monistui myds muissa kuin niille kohdistetuissa

matriiseissa (Taulukko 5).
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Taulukko 5. Testatut multiplex-reaktiot.

| EERNNESEEN vMP10] MMP7 | LEFTY2 | HBD1 | MUCA | cresse | PRM1 | SEMGL| STATH | HTN3 | SMR3B| MUCT7 | CDSN | LOR | LCEIC

vV 5. 1 1 1

V_42. 1 1

V_73.

V_74.

e e [
[
[

vV _78.

1

1 1

KK_1. 1
1

k2| 1

KK 3.

K| 1 1

[N S PR P

KK_77. 1

1
1

1

1

5 1
E_40. 1
1

1

1

1

[
[

[ PR PR P IR I

[ PR PR P IR I

[E R R P

I
[EPY i PR

Verinaytteissa HBB piikki monistui kaikista testatuista naytteista, mutta HBA piikki ei
monistunut kolmesta naytteestd ja CD93 merkki jai pois yhdestd naytteesta.
Kuukautisveren merkki MMP10 monistui kolmesta verindytteesta, jotka kaikki olivat
perdisin naispuoliselta naytteenantajalta. Siemennestenaytteen SEMGL1 piikki monistui
yhdestd ja ihomerkki LOR samoin yhdesta verindytteestd, molemmat néaytteet
naispuolisesta henkilésta. Nayte josta ihomerkki LOR monistui, oli otettu

sormenpaasta, joten mahdollinen ihokontakti voi selittéa monistumisen.

Kuukautisverindytteistd monistui samat merkit kuin matriisikohtaisissa analyyseissa,
tosin matalampina. Verimerkeistd HBB monistui kahdesta ja CD93 neljasta naytteesta.
Kolme ematinmerkkia (HBD1, MUC4 ja CYP2B7P1) monistui neljastd, ihomerkit CDSN
ja LOR neljasta seka ihomerkki LCE1C yhdesta naytteestd. Emaétin- ja ihomerkkien
monistuminen selittynee silla, ettd kuukautisverindytteet on otettu emattimesta ja

pumpulipuikko on ollut samalla ihokontaktissa.

Ematinndytteet monistuivat samoin kuin matriisikohtaisissa reaktioissa, mutta nekin
matalampina. Yhdesta naytteestd monistui verimerkki CD93, kuukautisverimerkeista
MMP10 monistui jokaisesta viidesta ja MMP7 kolmesta naytteestd. Inhomerkeistd CDSN

monistui kolmesta, LOR viidesta ja LCE1C kahdesta naytteesta. lhomerkit monistuivat
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naytteistd luultavammin siksi, ettd naytteet on otettu emattimestd, ja ihokosketus on

taten ollut mahdollinen.

Siemennestenaytteistd yhdesta naytteesta jai monistumatta SEMG1, lisaksi
siemennestenaytteestd, jossa tiedettiin olevan erittéin pieni siittickonsentraatio, jai
monistumatta PRM1. Tama merkki monistui matriisikohtaisessa reaktiossa, joten tulos
kertoo multiplex-reaktion alhaisemmasta herkkyydestd. Yhdestd naytteestd monistui
verimerkki HBB, kuukautisverimerkki MMP10 monistui kolmesta, ematinmerkki HBD1
yhdestd ja ihomerkki LCE1C kolmesta naytteestd. Verimerkin monistumiselle
mahdollinen selitys voisi olla se, ettd siemennestenaytteessa olisi vahainen maara
verta, ematinmerkille mahdollinen aikaisempi yhdyntd ja ihomerkille ihokontakti

naytteen antamisen yhteydessa.

Sylkinaytteista kolmesta naytteesta jai monistumatta osa sylkimerkeista, vaikka ndma
olivat monistuneet matriisikohtaisessa analyysissé. Kahdesta sylkinaytteestd monistui
verimerkki CD93, kuukautisverimerkki MMP10 monistui kaikista viidestd naytteesta
(nelja naytteistd peraisin  miespuoliselta ja yksi peraisin  naispuoliselta
naytteenantajalta), ematinmerkeistd MUC4 neljastd (kolme mieheltd, yksi naiselta) ja
CYP2B7P1 yhdesta naytteestd (miesnayte). lhomerkkejd monistui jokaisesta
sylkinaytteestd. lhomerkkien monistuminen selittynee naytteenotossa tapahtuneella

ihokontaktilla, sylkindytteet keréattiin kielen paalta.

Ihonaytteet monistuivat melko eri tavoin kuin matriisikohtaisissa analyyseissa.
Kolmesta analysoidusta naytteesta matriisikohtaisilla reaktioilla saatiin monistettua
kaikki ihomerkit, mutta multiplex-reaktiona niistd monistui ainoastaan osa. Liséksi
kahdesta naytteesta matriisikohtaisesti monistui kaksi kolmesta merkista, kuten myds
multiplex-reaktiossa, mutta eri kombinaationa. Kuukautisverimerkeista MMP10
monistui kahdesta ja MMP7 yhdestd naytteestd (kaikki peraisin miespuolisilta
naytteenantajilta), ja siemennestemerkki PRM1 kahdesta naytteesta (molemmat

mieshaytteitd).

Multiplex-reaktioiden optimointiin tulisi saada sellaisia naytteitd, joiden ei tiedeta
sisdltdvan mitddn muita kuin tutkittavaa matriisia. Valtaosassa tassa tydssa
analysoitujen naytteiden sisallésté ei ole sen suhteen aivan varmaa tietoa. Lisatulosten
perusteella voitaisiin nahda oikeasti "vaarat reagoinnit” ja taten osa merkeista olisi

mahdollista valita uudelleen. Naissa tuloksissa tulee huomioida etta kustakin matriisista
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analysoitiin ainoastaan viisi naytetta, tassa tytssa ei ollut mahdollista testata reaktioita
enempdd. Multiplex-reaktioiden suunnittelu vaatii ehdottomasti lisdd optimointia.
Kaytetyt alukkeet saattavat myos olla sekvensseiltdéan samankaltaisia, ja taten niiden
on mahdollista tarttua toisiinsa. PCR-olosuhteilla voidaan mahdollisesti lisata
alukkeiden spesifisyytta, esimerkiksi annealing-lampétilan nostolla tai MgCl;:n
konsentraatioilla tiedetdan olevan vaikutusta.

Suurelle osalle merkeista on julkaistu reagointia muihin matriiseihin, mutta tulokset ovat
olleet melko ristiriitaisia. Esimerkiksi tassakin tydssa kaytetyissd kuukautisveren
merkeista on julkaistu tuloksia, joiden mukaan niitd ilmennetaan lahes kaikissa muissa
matriiseissa [10]. MMP10:n kohdalla tama nakyikin melko selvasti. Ottaen huomioon
MMP10:n moninaiset tehtavat soluissa (esim. kasvu, erilaistuminen, kudosvaurioiden
paraneminen), tata voidaan pitda melko luonnollisena asiana, mutta samalla voidaan
pohtia, onko merkki lainkaan sovelias identifioimaan jotain tiettyd eritettd, vaikka se
tehokkaasti tastd monistuisikin.

On kuitenkin kyettdvd ymmartamaan myos se tosiasia, ettd tahroissa/eritteissd on
harvoin kyse ainoastaan yhdesta matriisista. Naytteissa on yleensa aina mukana myos
muiden matriisien soluja, ja erityisesti rikospaikkanaytteet voivat olla usean eri
solutyypin ja henkilon sekoitus. Nama seikat huomioon ottaen monet merkit voidaan

nahda erittain herkkina indikaattoreina hyvinkin pienille soluméarille.

5.3.11 Tulosten tulkinta kudostyypin paattelemiseksi

Useissa julkaisuissa on pohdittu RNA-tulosten tulkintaa ja taysin yhtenaistd linjaa
etsitdan yha [8; 9; 38; 39; 40]. Yhtenainen tulkinta on erityisen tarke&& puhuttaessa
rikospaikkanaytteistd ja tulosten todistusvoimasta. Tassa tyodssd, kuten myos
esimerkiksi EDNAP:in tutkimuksissa, on tulkintana kaytetty menetelmaa, jossa merkki
kirjataan havaituksi, mikéli se detektoidaan oikean kokoisena ja riittdvan korkeana.
Saadut tulokset prosentuaalisina osuuksina kaikista kyseisien kudostyyppien naytteista

on esitetty taulukossa 6.
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Taulukko 6. Kaikki tulokset prosentuaalisesti esitettyna.
Veri Kuukautisveri Emétin Siemenneste Sylki lho
imP10] mmip7 | LeFTy2 HBD1 | muca [oveases] Prmit [sEmG sTaTH| Hn3 [smras| mucr] cosn | Lor |Lceic

Kuukautisver] 10 100% 85% | 70%
Emétin 20 60% (97,5 %] 100 %
Siemenneste| 20 (4 vasek.) 80 % |100 %
Sylki 10(M) + 10(F) 95%85% | 95% | 85 %
lho 10(M) +10(F) 45% [ 55% | 50 %

Tulosten tulkintaan kaytetyilla tilastollisilla menetelmilla arvotetaan havaittuja merkkien
monistumia. Julkaisuissa on kaytetty esimerkiksi "x = n/2” laskentamenetelmaa [38]
sekd numeraalista pisteytysmenetelmaa [10]. Laskentatavassa "x = n/2” "xX” kertoo
havaittujen piikkien ja "n” taas kaikkien teoreettisesti mahdollisten piikkien maaran.
Arvo "n” maaraytyy huomioiduista RNA-profiileista sek& matriisikohtaisten merkkien
lukumaarasta. Tulokset voidaan arvottaa kuuteen eri kategoriaan. Kolme téarkeinta
luokkaa ovat "observed” (havaittu) jos x = n/2, "not observed” (ei havaittu) jos x = 0 ja
"sporadically observed” (osittain havaittu) jos 0 < x < n/2. Numeraalisessa
pisteytysmenetelméssa havaitut piikit arvotetaan siten ettd suurin arvo 100 annetaan
merkille, joka havaitaan sille tarkoitetussa matriisissa. Merkin pistemaéara laskee, mikali
sitd esiintyy muissa matriiseissa [10]. Myds sisaisilla kontrollimerkeilla voidaan saada
lisdarvoa: eri kontrollimerkkeja ilmennetddn eri soluissa eri tavoin [38]. Uusimpina
menetelmina on kehitelty erilaisia todennakdisyyksiin perustuvia laskentamalleja kuten
esimerkiksi "naive Bayes” ja multinominaalinen logistinen regressio (multinomial

logistic regression) [40].

Kaytetddnpad RNA-tuloksia analysoitaessa mitd menetelm&éa tahansa, ei voida liikaa
korostaa DNA-tulosten merkitystd samoista néaytteista. Mikali kysymyksessd on
rikospaikkanayte, pelkk& RNA-tulos ei yksin riitd. Tutkittavan eritteen laadun selvittya
on sille tunnistettava my6s omistaja. Koska kyseessa voi hyvin todennékdisesti olla
sekatahra, josta loytyy useamman henkilon eritteitéd ja/tai montaa eri eritettq, tulee
matriisikohtaisia RNA-merkkeja olla riittdvdn monta, jotta niiden esiintyminen seka

merkkien monistumisen suhde voidaan riittdvalla varmuudella todeta. Suhdelukujen
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vertaamista ei tosin voida toistaiseksi pitd&d taysin luotettavana mittarina mikali
kyseessd on monen eri eritteen sekatahra; tdma asia vaatii lisatutkimuksia.
lImennettdvien RNA-merkkien maarat vaihtelevat myos suuresti eri yksiliden ja eri
solujen valilla, ja monet biologiset ja fysiologiset tekijat vaikuttavat niihin [38]. Tuloksia
tulkittaessa tuleekin olla riittava kokemus ja nédkemys merkeista seké tietoisuus siita,

mik& kunkin merkin toiminto on soluissa.

5.4 DNA

5.4.1 DNA-kvantitointi

Osasta DNA-eristeistd maaritettin - DNA-pitoisuus  Quantifler Human DNA
Quantification -kitilla. Kvantitointiin kaytettiin herkkyys- ja aikasarjan naytteitd, seka

muutamia naytteita kaikista tutkituista matriiseista, tulokset on esitetty taulukossa 7.
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Taulukko 7. Kvantitointitulokset DNA ng/ul.

Weri 0,5ul 0,009

Vasel-«:tnmia:‘l Qul
Siemenneaste_0_5Sul

Syl 10ul
Weri_2h

Wasektomia_Spwva 0,014
Siemenneste_2h 0,176
[Siemenneste_dpwva TG G2
[Siemenneste_ Z2pwva TG GGG
Siemenneste Spwa T T 02495
Ematin 14347

Kvantitointitulokset korreloivat melko hyvin RNA-tulosten kanssa, eli naytteista joista
saatiin eristettya runsaasti DNA:ta, saatin myds RNA:ta. Lisaksi esimerkiksi
herkkyyssarjan tulokset olivat kohtalaisen lineaariset naytemaaran suhteen. Ematin-,
kuukautisveri- ja normaalit siemennestenaytteet sisélsivat runsaasti DNA:ta, kun taas
vasektomianaytteistd ei DNA:ta saatu eristettyd. Mydskaan testatuissa ihonaytteissa ei
saatu eristettya havaittavia maaria DNA:ta. Laboratorion suorittamassa GlobalFiler-kitin
validoinnissa naytteistd, jotka sisélsivat 0,016 ng/ul DNA:ta, on saatu maaritettyd lahes
taydellinen DNA-profiili. Perusmaarityksiin kaytettdva DNA:n maaré on 0,5-2 ng/pul, eli

monikymmenkertainen.
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5.4.2 GlobalFiler

Jokaisesta matriisista monistettiin naytteita GlobalFiler-kitilla. Monistukseen kaytettiin
my6s laimennos- ja aikasarjan naytteita. Tulokset korreloivat kvantitoinnissa
havaittujen DNA-pitoisuuksien kanssa. Verestd, kuukautisveresta, ematineritteesta ja
normaalista siemennesteestd saatiin maaritettya kaikki kitin sisaltamat merkit, syljesta

monistus onnistui osittain. 1ho- ja vasektomianaytteista ei saatu tuloksia.
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6 Yhteenveto

Taman tyon tarkoituksena oli pystyttdd menetelma, jolla voidaan tunnistaa
rikostapauksissa taltioituja tyypillisimpia eritteita mRNA-merkkien avulla. Tarkeana
osana tyota oli saada eristettyd RNA ja DNA samanaikaisesti. Kaytetty DNA/RNA -
yhteiseristyskitti toimi hyvin analysoiduille naytteille. Laimennossarjan perusteella
pienistakin veri-, siemenneste- ja sylkindytemaaristd saatiin monistettua valittuja
merkkeja. Erityisen herkésti monistuivat veri ja siemenneste. Aikasarja puolestaan
osoitti, ettda RNA sdilyy eritteissa luultua pidempia aikoja, ja veri- ja
siemennestenaytteista pystyttin  monistamaan halutut merkit viela viiden péaivan
seisotuksen jalkeenkin. RNA onkin osoittautunut luultua vakaammaksi molekyyliksi.
Suurimmasta osasta naytteista saatiin myds DNA:ta riittavasti yksilontunnistusta

varten.

Kvantitointiin kaytetty Agilentin laite ja kaytetyt kvantitointikitit eivat osoittautuneet
kayttokelpoisiksi RNA-kvantitointimenetelmiksi tAman tyyppisille naytteille. Tama vaatii
viela lisda pohdintaa, koska kvantitointi olisi erittdin hyddyllinen osa menetelméaa

jatkoanalyysien kannalta ja siihen tulisikin 16ytya joku herkempi menetelma.

Matriisikohtaiset PCR-reaktiot toimivat hyvin, erityisesti veri, kuukautisveri, ematinerite
sekd siemenneste. Sylki- ja iho-monistusreaktiot vaativat viela lisda optimointia. Jos
lahtokohtana pidetaan sitd, ettd kustakin matriisista tulisi olla ainakin kolme
monistettavaa merkkid tulosten luotettavuuden sailyttamiseksi, voitaisiin veren
monistusreaktioiden merkki CD93 ja kuukautisveren MMP10 korvata joillakin toisilla
merkeilla. Siemennestenaytteiden kohdalla kahden nyt hyvin tehokkaasti monistuvan
merkin rinnalle voitaisiin lisatd viel&d yksi merkki, kun taas sylkinaytteiden neljasta
merkista kenties yksi voitaisiin karsia. Thon merkit tarvitsevat eniten lisda tutkimusta.
Multiplex-reaktiot vaativat myos lisda optimointia, erityisesti alhaisempi herkkyystaso ja

epaspesifi monistuminen matriisikohtaisiin reaktioihin nahden kaipaavat lisda selvitysta.

Lisatutkimuksia voitaisiin tehd& myds esimerkiksi eri kankaiden laadun ja kosmeettisten
aineiden vaikutuksesta tahroihin. My6s kuukautisveren mahdollisesti antama
lisdinformaatio esimerkiksi kiertopdivistd voisi tuoda huomattavasti lisdarvoa
tutkimuksille.  Siemennestenaytteiden antama tieto puolestaan siitd, onko

kysymyksessa siittidita siséltama nayte vai ei, saattaa olla tekijad mietittdessa hyvinkin
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oleellinen tieto. Yhteinen linja tulosten tulkinnalle on myo6s tarked&d. Tulkinta vaatii
tulkitsijalta kokemusta, tietoa merkeisté ja niiden toiminnoista soluissa, sekéa DNA- ja
RNA-analyyseista saatujen tulosten yhdistamista.

Tassa tyossa kaytetyt naytteet olivat padasiassa hyvalaatuisia ja tuoreita, toisin kuin
valtaosassa varsinaisia rikospaikkanaytteita. Aikasarjan tulokset tosin tukevat sita, etta
RNA:ta on mahdollista eristdd ja analysoida pidempaankin seisoneista naytteista.
Tulee kuitenkin huomioida, ettd kysymyksessa ovat biologiset naytteet, eika niiden
toimivuutta voida koskaan aivan taysin taata tai ennustaa. RNA:ssa on olemassa viela
paljon tekijoita joista ei tiedetd, ja siihen vaikuttavat monet sisdiset ja ulkoiset tekijat.
Mutta olemassa olevien tietojen ja tassakin tydssa saatujen tulosten valossa voidaan
uskoa, ettd RNA tuo ehdottomasti tulevaisuudessa lisdarvoa monille tutkimuksille ja
siité kehittyy hyva tytkalu forensisiin menetelmiin. Jo nyt laajasti kaytetyt menetelmat
laitteistoineen, kuten PCR ja kapillaarielektroforeesi, voidaan taysin valjastaa RNA-
tutkimuksiin. Siirtyminen RNA-tyoskentelyyn DNA-laboratoriossa vaatii siten enemméan
gjattelutavan ja kaytantéjen muutosta kuin kallita investointeja. Erityisesti
siemennestemerkkien herkkyydella voisi olla suuri merkitys raiskaustutkimuksissa.
Testattuja menetelmid on mahdollista laajentaa myos muihin kudoksiin.
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