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Tiivistelmé

Vuonna 2018 Keskusrikospoliisi tutki 32000 rikospaikoilta kerdttyd DNA-ndytettd.
Toisinaan rikostutkimuksissa DNA-néytteitd saatetaan tutkia ampuma-aseiden hylsyistd, jotka
on useimmiten valmistettu messingisti. Messingin siséltimin kuparin ja sinkin on epdiilty
mahdollisesti  vaurioittavan DNAita ja mhboivan DNAn monistukseen kaytettya
polymeraasiketjureaktiota. MyOs aseen laukeamisessa syntyvd kuumuus ja paine voivat
vaikkuttaa negatiivisesti DNAmn mddrddn hylsyn pmnalla. Tutkimuksen tarkoituksena oli
selvittdd  parantavatko vaihtoehtoiset menetelmdt DNAn saantoa ja DNA-tunnisteita
ammutuista messinkihylsyistd. Ampumattomien 9mm patruunoiden pmnalle pipetoitiin 5 pl
vapaachtoisen henkilon posken limakalvoilta kerdttydi DNA:ta laimennettuna. Sama
vapaachtomen latasi patruunat paljain késin lippaisin DNAn lisdyksen jidlkeen. Ammunnat
suoritettiin  asetutkijan toimesta Keskusrikospoliisin  ampumaradalla. Hylsyjen pinnalta
taltioitiin DNA:ta viskoosipuikoilla ja nylonnukatuilla puikoilla. Taltiointipuskurina kéytettiin
puhdasta vettd, 0,9-prosenttista NaCl-luosta tai BTmixid. Jilkimmiinen on BSAn (engl
bovine serum albumin) ja GGHn (Gly-Gly-His-tripeptidi) yhdistelmd. DNA:n eristykseen
kaytettin  EZ1 mvestigator  kittii EZ1 Advanced XL -laitteella tai Casework
Direct -suoraeristystd. Eristetyn DNAmn konsentraatio mitattiin  kaupallisella  kitilld  ja
monistettiin - polymeraasiketjureaktion avulla mikrosatelliittilokuksia monistavalla kitilld.
Monistetun  DNAmn  alleelit  jaoteltin  kapillaarielektroforeesissa ~ 3500xL  Genetic
Analyzer -laitteistolla lokuksittain vertaitavan tunnisteen maérittimiseksi, jota verrattiin
vapaachtoisen tunnisteeseen. Suurimman DNA:n saannon antoivat nylonnukatut puikot NaCl
kanssa kéaytettynd ja eristettynd CWD-menetelmilld. Tuloksia saannon osalta voi selittdd
nylonnukattujen puikkojen avoin rakenne, joka estdd epiteelisolujen imeytymisen puikon
sisddn. Parhaat DNA-tunnisteet antoivat nylonnukatut pukot, kun taltiointiin kéytettiin
BTmixid ja ndytteet eristettiin EZ1-menetelmédlld. Eroja tunnisteissa voi selittid BTmixin
metalleja ja epdpuhtauksia kelatoiva vaikutus sekd EZ1 Advanced XL -laitteiston DNA:ta
puhdistava eristystekniikka. Vaihtoehtoisten menetelmien ansiosta DNAm saanto ja mééritetyt

tunnisteet parantuivat verrattuna viskoosipuikon ja veden yhdistelmédén.
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1. Johdanto

DNAmn kéytto todisteena rikostutkimusten osana alkoi 1980-luvun puolivilissd, kun Sir
Alec Jeflreys kehitti ensimmiisen DNA:ta hyddyntdvin menetelmédn henkildtunnisteen
luomiseksi vuonna 1985 (Butler, 2005a, s. 2-3). Jeflreysin menetelmd kéytti multi-lokus RFLP
(restriction fragment length polymorphism) koettimia yksilollisten toistuvien tandemjaksojen
erittelyyn DNA:sta (Butler, 2005a, s. 2-3). Butlerin (2005a) mukaan ratkaisevaksi todisteeksi
rikostutkinnassa DNA nousi ensimmadistd kertaa 1986 Lynda Mannn ja Dawn Ashworthin
henkirikosten tutkinnassa. Mannin ja Ashworthin epdiltiin joutuneen saman henkilon uhreiksi
vuosina 1983 ja 1986 Narborough’n kylissd Englannissa. Rikosten tekjdksi imoittautui
paikallinen mies, joka ei kuitenkaan sopinut saatavilla olevaan todistusaineistoon. Englannin
polisi paitti kokeilla DNA:n kayttdéd todisteena kerdamilld verindytteet kolmen paikallisen
kylin miehiltd ja vertaamalla nistd saatuja tunnisteita rikospaikalta 1dytyneisiin
siemennestetahroihin. Yksikdén niytteistd eivastannut rikospaikalta l0ytynyttd, mutta sattuman
kautta poliisi sai tietdd yhden henkildistd huijanneen seulonnoissa. Polisi otti yhteytté
henkiloon, jolta kerdttin uusi verindyte. Néytteen tunniste vastasi rikospaikalta l0ytynytta,
jonka seurauksena kyseinen henkild  tuomittiin  kahdesta murhasta  elinkautiseen
vankeusrangaistukseen. Tamd oli ensimmiinen kerta, jolloin DNA:ta kdytettin onnistuneesti
ndyttond rikostutkinnassa. Samalla estettiin vadrd tuomio tutkinnan alussa annetun aiheettoman
tunnustuksen takia (s. 3).

Suomessa DNA:n kiayttd todisteena alkoi yleistyd 1990-luvun alusta, kun Leena
Palotien johdolla Kansanterveyslaitoksen molekyyligenetiikan laboratoriossa aloitettiin
polymeraasiketjureaktioon (jadljempdnd PCR) pohjautuvan menetelmdn kehitystyd0 DNA:n
kayttdmiseksi oikeusgeneettisissd tutkimuksissa (Sajantila, 2010). Rikostutkimuksissa PCR-
reaktion pohjalta kehitetyt menetelmit otettiin rutiinikdyttoon vuoden 1991 alkupuolella ja
uudistuneen pakkokeinolain my6td lnodun DNA-tunnisteen tallennus Keskusrikospoliisin
rekisteriin  mahdollistui  heindkuussa 1997 (Sajantila, 2010). DNAmn kéyttd6 todisteena
rikospaikkatutkinnassa on vuosien varrella entisestdén yleistynyt ja vuonna 2018 Suomessa
DNA-tutkimuksiin hittyvid toimeksiantoja saapui Keskusrikospoliisille 12462 kappaletta.
Kokonaisuudessaan vuonna 2018 tutkittiin 32000 rikospaikoilta kerdttyd DNA-niytettd.
Naiden Lisdksi Keskusrikospoliisi tutkii henkilorekisterindytteitd, joita vuonna 2018 tutkittiin
yli 12000 kappaletta (Keskusrikospoliisi, 2018).

Vaikka DNA-tutkimuksista on tullut rutininomainen osa rikostutkintaa, ovat jotkin
ndytetyypit edelleen haastavampia kuin toiset. Yksi ndistd on rikospaikoilta tavatut ampuma-

aseiden hylsyt. Hylsyt ovat haastava kohde DNA-tutkimuksille, silli ammutuista hylsyistd
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saadaan harvoin vertailukelpoista DNA-tunnistetta (Bille et al., 2020). Ongelmat tunnisteiden
médrittimisessd johtuvat metallien DNA:ta vaurioittavasta ja DNA:n monistusta inhiboivasta
vaikutuksesta. Erityisen vaikeiksi ovat osoittautuneet ampuma-aseiden hylsyt, jotka on
valmistettu ~ messingistd. Messinki on kuparin ja sinkin metalliseos ja hylsyjen
valmistusmateriaaleista yleisin (National Institute of Justice, 2023a). Muiden metallien ja
messingin Valilli on osoitettu olevan selked ero, kun tuloksia messinkihylsyistd verrattiin
alumiinista (Holland et al., 2019) tai nikkelistd (Elwick et al., 2022) valmistettuihin hylsyihin.
Messingin sisdltimidn kuparin on havaittu vaurioittavan DNA:ta (Aruoma et al., 1991;
Bolognesi et al, 1999; Moreno & McCord, 2017). Kuparin ionien (Cu’>") on myds ehdotettu
muodostavan hydroksyyliradikaaleja (-OH) niiden sitoutuessa DNA:han (Aruoma etal., 1991).
Kupari-ionien sitoutumisen DNA:han (kuva 1) on havaittu tehostuvan DNA:n denaturoituessa
yksjuosteiseksi sekd atheuttavan itse DNAmn kemikaalista denaturaatiota sitoutumalla

emisryhmiin (Govindaraju et al, 2013).

D )

Kuva 1: Kupari- ja sinkki-ionien mahdolliset sitoutumisalueet DNA:ssa. Kuparin muodostamat sidokset
1-6: 1) kuparin sidos glykosidisidoksen ympari kaantyneen guaniinin ja vastejuosteen sytosiinin valilla,
2) kuparin sidos kahden perattaisen guaniinin N7 ja O6 positioiden valilla, 3) kuparin ja fosfaattiyhman
hapen valinen sidos, 4) kuparin sidos adeniinin N7 ja O6 positioiden Valilla, 5) kuparin sidos adeniinin
N1 position ja vastejuosteen tymiinin N3 position valilla, 6) kuparin guaniinin N7 ja fosfaattiryhman hapen
valinen sidos (Andrushchenko et al., 2003). Sinkin muodostamat sidokset 7-8: 7) sinkin ja neljan
fosfaattiyhman hapen vélinen sidos, 8) sinkin ja guaniinin N7 position valinen sidos (Anastassopoulou,
2003).
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Denaturaation seurauksena syntynyt yksijuosteinen DNA seké kupari-ionien hapetus-pelkistys-
ominaisuudet luovat edellytykset vaurioita aiheuttavien reaktiivisten happilajien (engl reactive
oxygen species, ROS) muodostumiselle (Bonsu et al, 2020). Kuparin on DNA:n
vaurioittamisen ohella osoitettu haittaavan DNAmn monistusta PCRIE inhiboimalla siind
kaytettyjd polymeraasientsyymejd (Kuffel et al, 2021) sekd muodostamalla DNA:han
ristisidoksia (Nackerdien et al.,, 1991).

Kuparin ohella messingin sisdltimidn sinkin on osoitettu inhiboivan kéytettdvid
polymeraasientsyymejd  sekd havaitun inhibition olevan pienemmilld  pitoisuuksilla
voimakkaampaa kuin kuparilla (Kuffel et al, 2021). Sinkin Isniolon on my6s ehdotettu
entisestddn lisddvin DNAn vaurioita messinkiammusten pmnalla (Czado et al., 2022) johtuen
sinkki-ionien  (Zn?*) sitoutumisesta DNA:ssa eri alueeseen kuin kuparin (kuva 1).
Metalliseosten valmistajakohtaisista eroista huolimatta messingistd valmistetut hylsyt pitdvit
aina siséllddn kuparia ja sinkkid. Messinki materiaalina on halpa ja kestdvd, minkd takia monet
ammusvalmistajat suosivat sité.

Hylsyjen metallien lisdksi aseen laukeamisessa syntyvd kuumuus (Prasad et al., 2022)
sekd ruudin palamisesta johtuvat savukaasut (Jansson et al, 2020) ja paine (Mawlood et al.,
2015) voivat vaikuttaa negatiivisesti DNAmn saantoon, silli DNA:n midrdin ammuttujen
hylsyjen pinnalta on osoitettu olleen 34 % pienempi kuin ampumattomien patruunoiden
pinnalta (Elwick et al., 2022).

Ampuma-aseiden hylsyistd taltioitavan DNAmn middrddn ja laatuun vaikuttaa useita
tekijoitd, joten on ymmdrrettdvid, ettd ammuttuja hylsyjd ei kaikkialla tutkita rutininomaisesti
DNAn varalta (Bille et al, 2020). Mikdli hylsyt kuitenkin Iipikdyvat DNA-tutkimukset,
voidaan onnistuneesti taltioidusta DNA:sta muodostaa tunniste 2—7 emésparin (engl. base parr,
jallempéand bp) mittaisten ei-koodaavien lyhyiden tandem-toistojaksojen (engl. short tandem
repeat, jiljlempand STR) analyysin avulla (engl. STR analysis) (Butler, 2012). Lyhyet tandem-
toistojaksot tunnetaan my0s nimelld —mikrosatelliitit. DNA-tunnisteen méérittdmiseen
kaytetyissd STR-lokuksissa esintyy yksildiden vililld suuria eroja toistojaksojen méidrien
osalta (National Institute of Justice, 2011). Kéytetyt lokukset on valikoitu my0s niin, ettei niistd
kdy imi yksilon ilmiasuun vaikuttavia tekijoitd (Yang et al, 2022). Luotua yksilollista
tunnistetta  voidaan kayttdd todisteena rikostutkimuksissa  vertaamalla sitd aiemmin
madritettyihin.

Vaikka kiytetyt kaupalliset PCR-kitit monistavat lyhyitd ja keskipitkid STR-lokuksia,
analysoitujen alleelien méddrd ei valttiméittd tdytd laboratorion vaatimuksia vertailukelpoisesta

tunnisteesta (Jansson et al, 2020; Montpetit & O’Donnell 2015; Prasad et al, 2022). STR-
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lokuksia monistaecssa pitkit PCR-tuotteet putoavat DNAn degradaation takia pois
ensimmiisend analysoitavasta tunnisteesta (Uzair et al, 2017). Timéin takia hylsyistd taltioitua
DNA:ita monistacssa monistuvien tuotteiden koko olisi hyvd huomioida, kun valitaan
kaytettivdd PCR-kittid. Vaurioituneelle ja méidrdltidn pienemmille DNA:lle on suositeltu
kaytettavaksi pienelle saannolle tarkoitettua PCR-kittid (Lopes et al, 2009; Montpetit &
O’Donnell, 2015; Uzair et al, 2017). Rikosteknisten laboratorioiden kéayttdmidt PCR-kitit
seuraavat STR-lokusten osalta suosituksia kansanvilisiltd organisaatioilta kuten ENFSI
(European Network of Forensic Science Institutes) (ENFSI, 2016). Monet suositusten mukaiset
kitit ovat nin kutsuttyja multiplex-kitteja (Welch etal, 2012), jotka monistavat samanaikaisesti
useita erimittaisia lokuksia (Butler, 2005b). Multiplex-kitit pitdvat sisdllidn sis myos lyhyitd
lokuksia. Esimerkiksi Promegan PowerPlex ESX 17 multiplex-kitin ENFSIn suositusten
mukaisiin lyhyisiin lokuksiin (Gill et al, 2006) kuuluvat erityisen lyhyet mini-STR lokukset
(<150 bp) D2S441, D10S1248 ja D22S1045 sekd keskipitkdt midi-STR lokukset (< 250 bp)
D1S1656 ja D12S391 (Tucker etal., 2012).

Kuparin jasinkin aiheuttamien DNAmn degradaation ja PCR:n inhibition ehkdisemiseksi
sekd saannon parantamiseksi on kehitetty useita ratkaisuyja. Monet niistd littyvat kéytettyihin
taltiointimenetelmiin ja puskurethin. Tavanomaisimmin rikostekniset laboratoriot kéyttavat
DNA-néytteiden taltiointiin pumpuli- (Hedman et al, 2021; Moore et al, 2021) tai
viskoosipuikkoja (Bonsu et al, 2021; Prasad et al, 2022) veteen kastettuna. FErityisesti
pumpulipuikot ovat olleet pitkddn tirked osa rikostutkimuksia niden halvan hinnan ja
monikdyttdisyyden takia (Hedman et al, 2021). Kyseinen kiedotun kuitupuikon (engl. wound
fiber swab) ja veden ftaltiointitapa on kuitenkin osoittautunut imeisen puutteelliseksi
messinkihylsyjen kohdalla (Holland et al., 2019; Prasad et al., 2020; Prasad et al., 2022).

Muita kéytettyjd menetelmid DNA:n taltiointiin hylsyistdi ovat muun muassa DNA-
ndyteteippi, jonka avulla DNA taltioidaan teipin limapintaa kéyttden (Prasad et al, 2020;
Prasad et al.,, 2022); suora-PCR (engl. direct PCR), jossa taltioitu ndyte siirettddn sellaisenaan
PCR:#4n DNA:n hidvikin mmnimoimiseksi (Templeton et al, 2015); ndytteen upotus suoraan
solujen hajotuksessa (jaljempédni lyysaus) kéytettyyn puskuriin (Moore et al, 2021; Prasad et
al., 2022); sekd nédytteen huuhtelu ja penslaus (Bille et al., 2020), jossa ndytteen huuhdeltu pinta
kéydddn lapi kuivalla taltiointipuikolla.

Kuvatuista taltiointimenetelmistd ammuttuyjen ja ampumattomien hylsyjen pinnalta
steriilid 3M DNA-teippid (Lovell Surgical Solutions) kéyttiva taltiointitapa (engl tape lifting)
sekd hylsyn upottaminen lyysauksessa kaytettdvaan ATL-puskuriin (QIAGEN) ja sitd seuraava

penslaus Copanin viskoosipuikolla (engl. soaking) ovat antaneet lupaavia tuloksia (Prasad et
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al, 2022). Tape liting- ja soaking-taltiointitavat antoivat enemmin DNA:ita kun pelkka
ndytteen penslaaminen viskoosipuikoilla (Medical Wire & Equipment) ja steriillilld vedella.
Tape lifting- ja soaking-metodien vililld itsessddn ei havaittu tilastollisesti merkitsevdd eroa
(Prasad et al, 2022). Tape lifting -metodilla saatujen tulosten syyksi on esitetty PCR-
mhibiittorien pienempdd méidrdd taltioiduissa ndytteissd (Prasad et al., 2022) sekéd metallien ja
DNAn vuorovaikutusta helpottavan taltiointinesteen puuttumista (Prasad et al., 2020).

Myo6s vaihtoehtoisten puikkojen kéyton on osoitettu antavan parempia tuloksia
taltioitacssa niytteitd messinkihylsyistd (Jansson et al., 2020) tai messingin pinnalta (Bonsu et
al, 2021) kuin pumpulipuikolla. Kolmea eri puikkotyyppid vertailevassa tutkimuksessa Selefa
Cotton -pumpulipuikolla (OneMed), Foam VWR Critical -nédytepuikolla (VWR, Radnor) ja
nylonnukatulla 4N6FLOQSwabs Crime Scene -ndytepukolla (3509C, Copan) taltioitiin
naytteitd messinkihylsyistd. Puikkojen kostutukseen kaytettin 0,9-prosenttista NaCl-luosta.
Nylonnukatun puikon ja NaCln yhdistelmin todettin antavan paremman DNA:mn saannon ja
enemmin kayttokelpoisia tunnisteita kuin kahta pumpulipuikkoa (NaCllla kostutettua ja
kuivaa) kéyttivd menetelmid (Jansson et al, 2020). Syyksi paremmalle DNAmn saannolle
nylonnukatuilla puikoilla on esitetty niiden rakennetta, jonka ansiosta DNA vapautuu puikoista
tehokkaammin (Dadhania et al, 2013). Messinkihylsyistd taltioitujen ndytteiden lisdksi
nylonnukattujen puikkojen on osoitettu antavan pumpulipuikkoja paremman DNA:n saannon
seksuaalirikosten uhreilta kerétyistd sisdndytteistd (Benschop et al, 2010).

Taltiointiin ~ kdytetyn nesteen (jilempand taltiointipuskuri) on osoitettu myds
vaikuttavan DNAmn laatuun ja miérddn taltioitaessa ndytteitd messinkihylsyistd (Bille et al.,
2020; Elwick et al., 2022; Jansson et al., 2020). Erityisesti naudan veriseerumin albumiinin
(engl. bovine serum albumin, BSA) ja Gly-Gly-His-tripeptidin (GGH) seoksen eli BTmixin
(Bille etal., 2020) kdytto taltioinnissa on osoittanut lupaavia tuloksia. Seoksen komponenteista
GGH on kehitetty imitoimaan ihmisen veriabumiinin aluetta, joka sitoo kuparin Cuw?" ioneja
(Lau et al, 1974) ja sen on osoitettu inhiboivan hydroksyyliradikaalien muodostumista
kelatoimalla kupari-ioneja (Hu et al, 2016). BTmixid hyodyntivd menetelmid kehitettiin
ATF:lle (Unted States Bureau of Alcohol, Tobacco, Firearms and Explosives) rikospaikoilta
kerittyjen hylsyjen DNA-tutkimuksia varten (Bille et al, 2020). BTmixilld huuhdelluista ja
kuivalla puikolla penslatuista (engl. rinse and swab) hylsyistd saatuja tuloksia verrattiin kahden,
puskuriin kastetun ja kuivan, puikon teknikkalla (engl. double swabbing) taltioituihin. BTmixin
kéyton veden syjasta double swabbing -metodilla todettin parantavan DNA=n saantoa, mutta
havaittu ero ei ollut tilastollisesti merkitsevd (Bille et al, 2020). Rinse and swab -metodi
BTmixilld kéytettynd antoi kolme kertaa enemmin DNA:ta kuin double swabbing vedelld
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(Bille at al, 2020). BSAn ja GGHn kéytto erillidn omina taltiointiliuoksinaan double
swabbing -metodilla ei parantanut taltioidun DNA:n miédrdd tilastollisesti merkitsevasti
verrattuna veteen, mutta degradaatioindeksi oli molemmilla pienempi kuin vedelld (Bille et al.,
2020). BTmixin vaikutusta rinse and swab -metodilla taltioitacssa on tutkittu toisessakin
tutkimuksessa (Elwick et al., 2022). Rinse and swab -metodin ei todettu eroavan tilastollisesti
merkitsevisti  soaking-metodilla  saaduista tuloksista, mutta BTmixin kayton esitettiin
mahdollisesti parantavan taltioidun DNA:n mdardd rinse and swab -metodilla sekd osoitettiin
laskevan messinkihylsyistd taltioitujen ndytteiden degradaatioindeksid (Elwick et al., 2022).

Taltiointimenetelmien ohella kéytettyjen eristysmenetelmien vaikutusta DNA:n
saantoon on tarkasteltu eri tutkimuksissa (da Rocha Marques et al., 2022; Moreno & McCord,
2017). Kuparia sisdltivistd niytteisti DNA:ta eristettdessd EZ1-eristysmenetelmidn (EZ1
Investigator, QIAGEN) osoitettiin olevan orgaanisia yhdisteitd kéyttdvid eristysmenete lmid
tehokkaampi (Moreno & McCord, 2017). Promegan CWD-suoraeristyskitilli (Casework Direct
System, Promega) taas osotitettiin olevan DNA:n saantoa parantava vaikutus tutkittaessa
kosketusniytteitd (de Oliveira Francisco et al., 2020). CWD-suoraeristyksen on osoitettu olevan
vaihtoehto vdhdisten DNA médrien eristimiseksi PCR-reaktiota varten (Dierig et al., 2020).

Ajempien  niytetaltiointia  késittelevien  vertailututkimusten ~ ja = messingin
ominaisuuksien valossa paddyttin asettamaan kaksi tutkimuskysymysti. Tutkimuskysymys 1.
antavatko vaihtoehtoiset niytetaltiointimenetelmit paremman DNA-saannon ammuttujen
messinkihylsyjen pinnalta verrattuna perinteiseen veden ja kiedotun kuitupuikon yhdistelmdidn
tai vaikuttaako niiden kéyttd positiivisesti tunnisteen méddrittimiseksi monistettujen alleelien
maddrddn ja tunnisteen laatuun? Tutkimuskysymys 2. onko DNAmn eristykseen kaytetylld
menetelmilli  vaikutusta DNA:n saantoon tai médritettyjen lokusten mddrddn ja luodun
tunnisteen vertailukelpoisuuteen? Vertaitavia menetelmid valittacssa kriteereiksi asetettiin
saatavilla olevat resurssit, menetelmien hinta, tyon mddrd ja sihen kuluva aika sekid
menetelmin soveltuvuus kéytettdviksi laajamittaisissa tutkimuksissa.

Taltiointimenetelmien vertailuja varten nollahypoteesin taltiointimenetelméksi valittiin
penslaus rikospaikoille soveltuvilla, ISO 1838522016 standardin mukaisilla, MWDES/P Double
Ended Swab Round Tip -viskoosipuikoilla (Medical Wire & Equipment) ja DNA-vapaalla
vedelld  (water amplification  grade, Promega), jdljempédnd  vesi.  Testattaviksi
vaihtoehtomenetelmiksi padtettin valta NFCmn (Nationellt Forensiskt Centrum) kéyttoon
kehitetty penslaus Copanin nylonnukatuilla puikoilla ja 0,9-prosenttisella NaCl-luoksella
(Jansson et al., 2020) sekd penslaus BTmixilld (Bille et al., 2020) ja Copanin nylonnukatuilla
puikoilla. BTmix valittiin kédytettdviksi taltiointipuskurina NaCl ohella, silld sen ennustettiin
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parantavan DNA:n saantoa sekd parantavan saatyjen tunnisteiden laatua ehkdisemdlli DNA:n
vaurioita my0s nylonnukattujen puikkojen kanssa kdytettyni. NFC:n menetelmistd (Jansson et
al., 2020) poiketen nylonnukatuiksi puikoiksi valittiin 4N6FLOQSwabs Genetics -puikko
(jalempdnd genetics-puikko) Crime Scene -pukon sijaan. Genetics-puikot valittiin
kaytettavaksi, silli toisin kun Crime Scene -pukot, ne eivdt sisdlli antimikrobisia aineita.
Puikkoja vertailevissa testeissd antimikrobisten aineiden on katsottu ehkdisevin mikrobien
kasvua, mutta niden ei todettu parantavan DNAn séilyvyyttd (Eriksson, 16.1.2024). Crime
Scene -puikkojen kayttod ei ndin nihty aiheelliseksi.

Tutkittavina ndytteind kaytettin Magtechn 9mm ammuttuja messinkihylsyjd, joiden
pmnalle oli ennen ampumista pipetoitu pieni mAdrd vapaaehtoisen henkilén posken
limakalvolta keréttyjd epiteelisoluja, jdljempand epiteeli-DNA. Epiteelisolut luovuttanut
vapaachtomen my0s lipasti el latasi kdytetyt patruunat lippaisiin paljain késin, jotta hylsyjen
pinnalle saataisin my0s mahdollisesti kosketuksen kautta sirtynyttd DNA:ta (jdljempéand
kosketus-DNA). Naytteiden kisittelyn paljain késin oli tarkoitus my6s imitoida rikospaikoilta
kerittyjd ndytteitd, silli niissd voi mahdollisesti esiintyd késistd siirtyneiti rasvoja ja muita
kehon eritteitd. Epiteeli-DNA:n lisdys patruunoiden pinnalle koettin tarpeelliseksi, silld pelkdn
kosketuksen kautta sirtyneen DNAmn middrdn epdiltiin jadvén lian alhaiseksi rittivin monen
vertailukelpoisen tuloksen saamiseksi. DNA:n médrdn vaihtelua hylsyjen pinnalla haluttiin
rajoittaa ja tutkimusniytteistd tehdi tasalaatuisampia, silli kosketuksen kautta sirtyvin DNA:n
mddrd voi vaihdella huomattavasti (Vaahtera, 15.2.2024). Sirtyvin DNAmn midrdn on lisdksi
osoitettu olevan matalampi, jos henkild on koskettanut useaa pintaa ennen tutkimusndytteen
kasittelyd (Burrill et al, 2019), jonka takia ensimmiiset lipastetut patruunat olisivat voineet
sisdltdd enemmin DNAta.

Keratyt DNA-ndytteet eristettiin kdyttden menetelmid, jotka tdyttivdt kriteerit tyon
mddrdn ja sihen kuluvan ajan, hinnan seki laajamittaisiin tutkimuksiin soveltuvuuden osalta.
Puolet niytteistd eristetiin kayttden EZ1 Advanced XL -eristyslaitetta (QIAGEN) yhdistettynd
EZ1 Investigator -eristyskittiin (QIAGEN), jidliempadnid EZI-eristys. Menetelmid valittiin
asetettujen kriteerien lisiksi sen DNA:ta puhdistavan vaikutuksen takia. Vaikutus perustuu
DNAn sitomiseen ndytteesti DNAn negatiivisen sdhkovarauksen avulla ja pesupuskurin
useaan vaihtoon, jonka ansiosta vihemmin epdpuhtauksia seuraa eristetyn ndytteen mukana.
EZ1-eristyksen rmnalle toiseksi vertailtavaksi menetelmdksi valittiln  CWD-suoraeristys
(Casework Direct System, Promega) silli aiemmin saatyjen tulosten valossa (de Oliveira
Francisco et al., 2020; Dierig etal., 2020). CWD-suoraeristyksen toimivuutta messinkihylsyista
taltioidun DNAmn eristykseen péétettin kokeilla, silli menetelmd on verrattain nopea DNA:n
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puhdistusvaiheen puuttumisen ansiosta. Téamédn ansiosta DNA:ita ei myoskddn teoriassa
menetetd puhdistuksen aikana, jonka takia DNAmn midrdn ndytteissd odotettin olevan
suurempi kuin EZ1:la eristetyissi. DNA pyrittiin  eristimdan néytteistd taltioinnin jilkeen
mahdollisimman  pian. Néiytteiden sisdltimien soluyjen on osoitettu  vaurioituvan
messinkihylsyjen pmnalla ajan kuluessa (Bille et al, 2020) sekd ndytteiden varastointiin
kiytetyn ajan mahdollisesti vaikuttavan saadun DNAn miérddn (Elwick et al., 2022).



2. Aineisto ja menetelmiit
2.1 Koeala

Tutkimus  toteutettiin =~ Keskusrikospoliisin ~ rikosteknisen  laboratorion  tiloissa
yhteistydossd DNA- ja asetutkimusten kanssa. Kokeet suoritettiin heind-syyskuussa 2023.
Vapaachtoisen posken limakalvolta kerdttin epiteeli-DNA:ta lisdttdvdksi patruunoiden
pinnalle. Kerdtyn DNAmn laimennos suoritettiin - DNA-laboratorion puhdastilassa, mutta
epiteeli-DNA:n  pipetointi ampumattomien patruunoiden pinnalle  suoritettin = DNA:n
luovuttaneen vapaaehtoisen tyohuoneessa. Huoneessa ei ollut pipetoinnin aikaan paikalla muita
henkiloitd ristikontaminaation vélttimiseksi. Kéytetty huone ei ollut puhdastila, eikd kaytettyja
pintoja puhdistettu tausta-DNA:sta. Laimennettua epiteeli-DNA:ta pipetoitiin  jokaisen
patruunan pinnalle 5 pl. Pipetomnnin jilkeen patruunoiden annettiin kuivua poydélld noin tunti,
jonka jidlkeen vapaaehtomen lipasti patruunat. Valmistellut lippaat siirrettiin kaksi pdivda
myohemmin pahvilaatikossa ampumaradalle. Ammuntojen aikaan tilassa ldsnd olivat
ammunnat suorittanut asetutkija ja hylsyt kerdnnyt DNA-tutkimusten suorittaja. Ampumaradan
lattiaa ei puhdistettu tai peitetty, silld aikaisemmin suoritetun pienimuotoisen pilottikokeen
perusteella hylsyjen kontaminaatioriskid lattiasta ei pidetty huomattavana.

Ammutut ja kerdtyt hylsyt varastoitiin laboratorion tiloihin odottamaan DNA:n
taltiointia kierrekorkillisissa DNA-vapaissa putkissa. Hylsyistd taltioitiin DNA:ita seuraavien
kolmen péivin aikana DNA-laboratorion puhdastilassa, jossa on sddnndllinen
puhtaudenseuranta. DNA-ndytteet hylsyistd taltioitiin ndyteputkiin, jotka siirrettiin toiseen
puhdastilaan eristystd ja jatkokdsittelyja varten puhtaissa kannellisissa ndytetelineissa.
Tyovaiheiden vilillA ja tutkimusten lopuksi DNA-ndytteet sdildttiin pakastimeen -20 °C:n
lampdtilaan  (vaihteluvdli -16...-24 °C). Samaan pakastimeen siilottiin my0s negatiiviset
kontrollindytteet kéytetyistdi nesteistd ja reagensseista sekd vapaachtoisen positiviset
kontrollindytteet. Kerétyt kontrollindytteet siilytettiin  pakastimessa omassa puhtaassa
kannellisessa niytetelineessddn erilliin hylsyistd taltioiduista DNA-ndytteista.

DNA-ndytteiden eristys, DNAmn pitoisuuden mééritys, DNAn monistus ja DNA:n
erittely kapillaarielektroforeesilla suoritettiin puhdastiloissa, joissa on sddnndllinen seuranta
kontaminaatioiden varalta. Naytteiden kisittelyyn tarkoitetut puhdastilojen pinnat puhdistettiin
DNAn varalta ennen ja jdlkeen nidytteiden kisittelyn. Tutkimuksissa kéytetyt laitteet
puhdistettiin kéyttien Milli-Q puhdistettua vettd (Milli-Q puhdistuslaite, Merck, jadllempéana
MilliQ-vesi) ja 70-prosenttista etanolia tai samoja puhdistusaineita kuin kéaytetyille
tyopmnoille.  Pukeutumisen osalta puhdastiloissa tyOskentelyssd noudatettin = DNA-

laboratorion sisdisid pukeutumisohjeita.



2.2 Aineisto

Tutkitut DNA-néytteet taltioitiin ammuttuyjen messinkihylsyjen pinnalta. Ammuntoihin
kiytettin  kdsiaseen kaliiperin 9mm patruunoita (9mm Luger 124gr FMJ 9B, Magtech).
Ammuttuja hylsyja kerédttin ampumaradalta 200 kpl, joista 192 kpl valittiin tutkimuksia varten.
DNA-néytteitd taltioitiin yksi hylsyd kohden. Tutkittavat ndytteet jaettin 32 kpl sarjoihin
taltiointi- ja eristysmenetelmidn mukaan (taulukko 1.). DN A-néytteet taltioitiin penslaamalla
hylsyjen pinta kdyttden viskoosipuikkoja ja vettd, genetics-puikkoja ja 0,9-prosenttista NaCl-
lwosta sekd genetics-puikkoja ja BTmixid. DNA-eristettiin  EZ1- tai CWD-menetelmilla.
Eristetyisti DNA-ndytteistdi mitattiin vertailuyja varten DNAmn konsentraatio. Eristetty DNA
monistettiin - PCRin avulla kahteen kertaan erillisille PCR-levyillee. DNAmn rinnakkainen
monistus kahdelle levylle suoritettiin tulosten oikeellisuuden varmistamiseksi. Monistettu DNA
eroteltiin kapillaarielektroforeesilla. Yhteensa rinnakkaisten PCR-levyjen
kapillaarielektroforeesista madritettiin lokusten alleelit ja alleelien fluoresenssia mittaavat
RFU-arvot (engl. relative fluorescence unit) 384 reaktiolle. Lokusten alleelit, niden koot
emdspareina ja RFU-arvot analysoitiin GeneMapper IDX -ohjelmassa (Applied Biosystems),

jallempéand GeneMapper.

Taulukko 1. Ammutut hylsyt ja niista taltioidut ndytteet

Taltiointimenetelma

Naytteet EZ1-
eristykseen kpl,

kaytetty nayteputki

Naytteet CWD-
eristykseen kpl,

kaytetty nayteputki

Viskoosipuikko + vesi 32, eppendorf 1,5 ml 32, Lyse&Spin 2,0 ml

0,9-prosenttinen NaCl + 32, Lyse&Spin 2,0 ml 32, Lyseé&Spin 2,0 ml
genetics-puikko

BTmix + genetics-puikko 32, Lyseé&Spin 2,0 ml 32, Lyseé&Spin 2,0 ml

2.3 Menetelmiit

2.3.1 Taltiointipuskurien valmistus

Genetics-puikkojen kanssa taltioinnissa kéytettyjen 0,9-prosenttisen NaCln ja BTmixin
tilavaudeksi valittiin 30 pl aiempien tutkimusten pohjalta (Bille et al, 2020; Jansson et al.,
2020). Veden tilavuudeksi viskoosipuikkojen kanssa valittiin 100 pl, jotta vain pukon pdin
kostuttaminen  olisi 1,5 ml DNA

LoBind

Taltiointipuskurit

1,5 mln

helpompaa. jaettin  laminaarissa

-putkin  (Eppendorf), jdljempéni eppendorf-putki.  Viskoosipuikoilla
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taltiointia varten vettd jaettin 100 ul:n annoksia 64 kpl sekd kaksi annosta positivisen
kontrollin taltioimiseksi eristysmenetelmien vertailua varten.

0,9-prosenttnen NaCl-luos valmistettiin luottamalla MilliQ-veteen puhtaudeltaan
>99,5-prosenttista natriumkloridia (CAS: 7647-14-5, NaCl, BioXtra, >99,5% (AT), Sigma-
Aldrich). Valmiista 0,9-prosenttisesta NaCl-luoksesta jaettin laminaarissa 30 pln annoksia
1,5 mkn eppendorfputkiin 64 kappaletta taltiointia varten sekd kaksi kappaletta eristyksen
negatiivisiksi kontrolleiksi luoksen puhtauden varmistamiseksi. Liséksi eristysmenetelmien
vertailuun jaettin kaksi annosta positiivisten kontrollindytteiden taltioimiseksi.

BTmix valmistettiin ja jaettin puhdistetussa laminaarissa samalla laimennoksella ja
sekoitussuhteella kuin ohjeena kaytetyssd tutkimuksessa (Bille et al, 2020). Kiytetty BSA
(CAS: 9048-46-8, Sigma-Aldrich) laimennettiin pipetoimalla jokaista 64 pl laimentamatonta
BSA:ta (konsentraatio 50 mg/ml) kohden 736 ul vettd (water amplification grade, Promega).
Laimennetun BSAmn lopullinen konsentraatio tilli laimennossuhteella oli 4 mg/ml GGH
(CAS: 7451-76-5, Sigma-Aldrich) laimennettiin pipetoimalla jokaista 100 mg GGH:ita kohden
743 ul vettd (water amplification grade, Promega). GGHn lopullinen konsentraatio tilla
laimennossuhteella oli 125 mg/ml Laimennetuista komponenteista sekoitettiin valmis BTmix
suhteella 1:1, josta jaettin taltiointia varten 1,5 mln eppendorf-putkiin 30 pln annoksia 64
kappaletta. Lisdksi seoksen puhtauden varmistamiseksi jaettin kaksi 30 pln annosta
negatiivisiksi kontrolleiksi eristykseen seké kaksi annosta positiivisen kontrollin taltioimiseksi

eristysmenetelmien vertailuun.

2.3.2 DNA-névtteiden taltiointi
Ammuntoihin kéytettin 9x19 Parabellum kaliiperin Glock 17 ja 9x19 Parabellum
kaliperin Glock 19 késiaseita. Kaytettyjd ammuksia, lippaita tai aseita ei puhdistettu tausta-

DNAsta rikospaikan imitoimiseksi. Samaa asetelmaa tiedetddn kiytetyn aiemmissa
tutkimuksissa (Jansson et al,, 2020). Lippaista otettin kuitenkin 4 kpl kontrollindytteitd tausta-
DNAn midrdn selvittimiseksi kéyttien 4NO6FLOQSwabs Crime Scene -puikkoja (3509C,
Copan Diagnostics) ja vettd (kuva 2b).

Ammutut hylsyt keréttin kdyttden puhtaita pinsettejd, kaksia kertakéyttokésineitd ja
hengityssuojaa. Hylsyt kerdttin 3—5 kpl ryhmind 15 mln Falcon-putkiin (Falcon Centrifuge
tubes, Corning). Puhdastilassa hylsyt siirrettiin  puhdistetulle poytdpmnalle 1 putki kerrallaan
(kuva 2a).
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Kuva 2: a) 4 hylsya puhdistetulla pdydalla odottamassa taltiointia, b) yksittdispakattuja nylonnukattuja
puikkoja (Copan Diagnostics) ja 4 kpl lippaita (Glock) lippaiden tausta-DNA:n maaran selvittamiseksi.

Hylsyistd taltioitiin puhdastilassa DNA-ndytteitd kéyttden viskoosipuikkoja ja vettd 64 kpl,
genetics-puikkoja ja 0,9-prosenttista NaCl-luosta 64 kpl seké genetics-puikkoja ja BTmixid 64

kpl. Ammutut hylsyt seki niistd taltioidut ndytteet menetelmittdin on esitetty kappaleessa 2.2

taulukossa 1.

Naytteitd taltioitaessa ainoastaan puikon paa kastettin taltiointipuskuriin. Hylsyn pinta
penslattiin ensin puikon kostealla kirjelld pitden puikkoa optimaalisessa 60°n kulmassa
ndytteen pintaan ndhden (Hedman et al, 2021). Kauttaaltaan kostealla pédlld penslattu hylsy

kaytin uudelleen lapi puikon kuivalla osalla. Puikkoa pidettin pitkittiissuunnassa hylsyn

pintaan ndhden samalla pyorittien puikkoa sormissa (kuva 3a). Penslaus sekd kostealla ettd
kuivalla osalla suoritettiin hylsyn pintaan jidneen taltiointipuskurin ja potentiaalisen DNA:n

keruun optimoimiseksi. Penslauksessa kaytettyjen puikkojen péét tai puikon kuidut keréttiin

ndyteputkiin DNA:n eristystd varten (kuva 3b; kuva 3c).
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Kuva 3: a) hylsyn penslauksen vaiheet vasemmalta oikealle: puikon paan kastelu, penslaus puikon
kostutetulla paalla, penslaus puikon kuivalla osalla, b) naytemateriaalin leikkaaminen Kirurgisilla saksilla
1,5 ml:n eppendorf-putkeen, c)katkaistavan genetics-puikon katkaisu 2,0 ml:n Lyse&Spin-putkeen

Eristysmenetelmien erojen vuoksi viskoosipuikoilla taltioituja ndytteitd kerdttin kahdenlaisiin
putkin. Eristystd varten viskoosipuikon kuituosa leikattiin iti puikon péadstd kirurgisilla
saksilla (kuva 3b). Kuidut pyrittiin leikkaamaan irti puikosta yhtend kappaleena helpottamaan
jatkokdsittelyd. Kuituosa leikattiin  EZ1-eristystd varten 1,5 mln eppendorf-putkiin 32
viskoosipuikosta ja CWD-eristystd varten 2,0 mln Lyse&Spin-putkiin 32 viskoosipuikosta
(taulukko 1). 1,5 mln eppendorf-putkia kéytettiin EZ1-eristykselld viskoosipuikkojen kanssa,
jotta lyysauksen ldpikdyneistd kuidusta saataisiin puristettua talteen mahdollisimman paljon
nestettd pipetoitavaksi eristykseen.

Kaikki kiytetyt genetics-puikot kerdttin 2,0 mln Lyse&Spin-putkiin (taulukko 1)
katkaisemalla puikon pédi varren katkaisukohdasta putken sisdéin. Katkaisua varten puikon péa
asetettiin avatun putken sisddn sen sisdltdmddn korin. Putken kansi painettiin puikon
katkaisukohtaa vasten (kuva 3c) pitden samalla putkesta tukevasti kinni ja kdintdmélld puikon
vartta, kunnes puikko katkesi katkaisukohdasta. Putki suljettiin ja pukon katkaistu pdd jii
putken sisddn putken korim. 1,5 mkn eppendorf-putket ja 2,0 mln Lyse&Spin-putket sisdltdvat
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rasiat sdilottiin pakastimeen -20 °C:n lampdtilaan (vaihteluvdli -16...-24 °C) kahden viikon
ajaksi odottamaan eristysta.

Naytteiden lisdksi jokaiselle menetelmille taltioitiin positiviset kontrollit kdytettivaksi
DNAn eristyksessd. Positiivisia kontrolleja  taltioitiin - yhteensd kuusi  kappaletta. Kaksi
taltiointimenetelmiad kohden, joista toinen eristettiin kdyttden EZ1-eristystd ja tomen CWD-
eristystd. Kéytetyt positiviset kontrollit valmistettiin laminaarissa pipetoimalla ja levittdimalla
mikroskooppilasille 5 pl samaa DNA:ta kuin ammuntoja varten patruunoiden pinnalle. DNA:n
annettiin kuivua mikroskooppilasin pintaan, josta se penslattiin samoilla taltiointimenetelmilla

kuin tutkittavat ndytteet hylsyista.

2.3.3 DNA: eristys
Taltioiduista niytteistd eristettiin - DNAita kiyttdien CWD-suoraeristystd tai EZ1-

eristykselld, jolla eristettiin my0s lippaista 4 kpl kontrollindytteitd. Kontrollindytteet lippaista
eristettiin -~ DN A-niytteiden rinnalla, mutta késiteltiin  néytteiden jilkeen néytteiden
kontaminaatioriskin eliminoimiseksi. Ennen tydskentelyn aloitusta kaikki pinnat puhdistettiin
vieraan DNAmn varalta kontaminaatioriskin eliminoimiseksi.

Ennen varsinaista DNAm eristystd EZ1-menetelmilld niytteet lyysattiin solukalvojen
hajottamiseksi ja DNAmn vapauttamiseksi nesteeseen. Lyysauksessa kéytetty reaktioseos
(allempénd lyysisseos) valmistettiin kéyttden yhtd néytettd kohden 285 ul G2-puskuria (G2,
general lysis buffer, QIAGEN) ja 15 pl proteinaasi K:ta (proteinase K, QIAGEN). Lyysisseosta
sekoitettiin kédntelemdlld valmistukseen kiytettyd putkea muutamia kertoja rauhallisesti ylos-
alas. Yhtd ndytettd kohden seosta pipetoitiin 200 pl ndytteen sisdltdvddn 1,5 mln eppendorf-
putkeen tai 2 mkn Lyse&Spin-putken koriin. Eristyksen negatiiviseksi kontrolliksi lyysisseosta
pipetoitiin 200 pl puhtaisiin 1,5 mln eppendorf-putkiin. Positivisena kontrollina eristyssarjalle
kiytettin 10 ul 1:50 seossuhteella laimennettua ihmisverta, johon pipetoitin 200 pl
lyysisseosta.

Lyysaus suoritettiin [Amporavistelijalla (ThermoMixer Comfort, Eppendorf), jossa
ndytteitd  sekoitettiin - 60 minuuttia 56 °Cn lmpdtilassa  sekoitusnopeudella 1150 rpm
(revolutions per minute). Lyysauksen jilkeen niytteitd sentrifugoitiin nopeudella 13000 rpm 1
minuutti, jos taltioinnissa kéytettin 1,5 mln eppendorf-putkia tai 5 minuuttia, jos taltiointiin
kaytettin 2 mln Lyse&Spin-putkia. Sentrifugoinnin jilkeen 2 mln Lyse&Spin putkien
kintoaineen sisdltdvdt korit poistettiin putkista. Lysaattia pipetoitiin sentrifugoiduista putkista
eristystd varten 200 ul puhtaisiin 1,5 mln kierrekorkillisiin elwtioputkiin (Elution Tube 1,5
ml, Sarstedt). Eluutioputkia sentrifugoitiin 13000 rpm nopeudella 1 minuutti ennen niiden
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lastaamista EZ1-eristyslaitteelle, jolla kéytettin EZI Investigator -kitin kéyttdohjeen
suositeltuja asetuksia. Trace TD protokolla, eliointi TE-puskurissa (Tris-EDTA) ja 50 pl
eluutiotilavuus  (QIAGEN, 2022). Eristyksen negatiivinen kontrolli sjjoitettiin EZI -laitteen
neljistitoista ndytepaikasta viimeiseen. Jokamen eristyssarja piti sisdlliin yhden positivisen
kontrollindytteen. Lisdksi EZ1-menetelmdlld eristettiin kontrollit 0,9-prosenttisesta NaClsta ja
BTmixistd niiden puhtauden varmistamiseksi, vertailundyte kiaytetystd epiteeli-DNA:sta sekd
jokaisen taltiointimenetelmén positivinen ndyte. EZI-eristyksen jilkeen valmiit niyteputket
siirrettiin kannellisessa ndyterasiassa pakastimeen 20 °Cn lampotilaan
(vaihteluvéli -16...-24 °C) kahden vikon ajaksi odottamaan kvantifiointia.
CWD-suoraeristystd ~ varten niytteille ei valmistettu erillistd lyysisseosta vaan
suoraeristyksen reaktioseos toimi myos lyysisseoksena. Reaktioseokseen pipetoitiin yhté
naytettdi kohden 200 ul CWD reagenssia (CWD Reagent, Promega) ja 1 Wl kymmenesosaan
laimennettua  1-tioglyserolia  (1-Thioglycerol, Promega) valmistajan ohjeen mukaisesti
(Promega, 2020). Valmista reaktioseosta pipetoitiin 2 mkn Lyse&Spin-ndyteputken koriin 200
Wl per ndyte. Positiivisena kontrollina kaytettiin 10 pul 1:50 seossuhteella laimennettua
thmisverta, johon pipetoitiin 200 pl reaktioseosta. Negativisena eristyskontrollina kéytettiin
150 pl reaktioseosta sen puhtauden varmistamiseksi. Pipetoinnin jélkeen néyteputkia
sekoitettiin vortexilla kevyesti, jonka jilkeen ne siirrettiin lAmporavistelijalle (ThermoMixer C,
Eppendorf). Lamporavistelijalla ndytteitd sekoitettiin lyysausta ja eristystd varten 30 minuuttia
70 °Cn lampdtilassa 750 rpm pulssisekoituksella (1 minuutti pddlld, 1 minuutti pois). Lopuksi
putkia sentrifugoitiin maksiminopeudella 14680 rpm 5 minuuttia tai kunnes kaikki reaktioseos
oli suodattunut korin lipi putken pohjalle. Naytteiden kiintoaineen sisdltdvd kori poistettiin ja
eristetyn niytteen sisdltdvit putket siirrettiin kannellisessa niyterasiassa pakastimeen -20 °C:n

lampdtilaan (vaihteluvdli -16...-24 °C) kahden vikon ajaksi odottamaan kvantifiointia.

2.3.4 DNAn kvantifiointi

DNAn pitoisuuden méadrittimiseksi suoritettu kvantitatiivinen PCR (qPCR, jdljempana
kvantifiointi) tapahtui kéayttden Investigator Quantiplex Pro RGQ -kittid (QIAGEN),
jallempand RGQ-kitti, ja Rotor-Gene Q -laitteistoa (QIAGEN) RGQ-ohjelmiston versiolla
2.3.1, jaljempdnd rotor-gene-laite. Kéaytetyn RGQ-kitin reaktioseos pitdd sisdlliin DNA:n
monistusta ja mahdollisia PCR-mhibiittoreita tarkkailevan sisdisen kontrollin. Kontrolli on 434
bp mittainen DNA-sekvenssi jonka monistumista  seurataan  rotor-gene-laitteen

karmiininpunaisella kanavalla (engl. crimson channel) (QIAGEN, 2018).
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Reaktioseoksen sisdisen kontrollin  lisdksi  kvantifioinnissa  kiytettin  tulosten
oikeellisuuden varmistamiseksi kitin mukana tullutta M1 kontrolli-DNA:ta (Control DNA M1,
QIAGEN, jillempand M1). M1:sti ja kitin laimennospuskurista luotiin standardisuora neljdén
1,5 mln eppendorf-putkeen valmistajan ohjeen mukaisesti (QIAGEN, 2018). Positiivisena
kontrollindytteend kaytettiin 0,1 ng/ul pitoisuuteen laimennettua NIST SRM 2372a kontrollia
(Human DNA quantitation standard, NIST SRM 2372a, Sigma-Aldrich). Negatiivisena
kontrollina kéytettin puhdasta MilliQ-vettd. Kvantifioinnissa kéytetty reaktioseos valmistettiin
sekoittamalla kitin alukeseosta (Quantiplex Pro Primer Mix, QIAGEN) ja reagenssiscosta
(Quantiplex Pro Reaction Mix, QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaisesti seossuhteella 1:1
(QIAGEN, 2018).

Rotor-gene-laitteella kéytetylle reaktiorenkaalle (Rotor-Disc 100, GIAGEN) niytteet ja
kontrollit  pipetoitiin ~ QIAgility-pipetointirobotilla  (QIAGEN). Pipetomtiin  kaytettiin
QIAgilityn ohjelmistoversiota 4.7.1 ja laitevalmistajan ohjeella (QIAGEN, 2020a) luotua
pohjaa. Ennen pipetointia néytteitd sekoitettiin kevyesti vortexilla ja sentrifugoitiin 13000 rpm
nopeudella 30 sekuntia. Naytteet, standardisuora, reaktioseos, kontrollit ja reaktiorengas
lastattiin ~ laitteelle  kvantifiointia  varten lwodun templaatin  osoittamille  paikoille.
Reaktiorenkaalle pipetoitiin kahtena kappaleena standardisuora, positivinen ja negatiivinen
kontrolli. Naytteet pipetoitiin renkaalle vain kerran. Reaktioseosta pipetoitiin renkaan kaivoihin
18 ul, joihin lisdttiin standardisuoraa, kontrolleja tai ndytteitd nille varatuille paikoille 2 pl.
Reaktiorengas sinetoitiin kdyttien muovikalvoa (Rotor-Disc Heat Sealng Fim, QIAGEN) ja
lamposinetoijdd (Rotor-Disc Heat Sealer, QTAGEN). Valmis ja sinetdity reaktiorengas siirrettiin
kvantifioitavaksi esilimmitetylle rotor-gene-laitteelle.

Rotor-gene-laitteella seurattavaksi DNAn konsentraation mittasuureeksi valittiin ng/pl.
Kvantifiointi suoritettiin 40 syklin ohjelmalla, jonka aikana laite seurasi DN A:n konsentraatio ta
reaaliajassa havainnoimalla monistuvan DNAn fluoresenssia. Ohjelman lopuksi tuloksista
varmistettiin  kontrollien arvojen olevan suositeltujen rajojen sisdlli (Applied Biosystems,
2004; Institute of research in immunology and cancer, 2011; QIAGEN, 2018). Standardien ja
positiivisen kontrollin ero tunnettuun arvoon kokonais-DNA:ta mittaavalla keltaisella
kanavalla (engl. yellow channel) tuli olla <25 %. Standardikdyrin korrelaatiokertoimen r2 tuli
olla > 0,98 ja negatiivisista kontrolleista toisen tuli olla puhdas. Karmiminpunaiselta kanavalta
tarkistettiin kitin sisdisen kontrollin monistuminen seké, ettd niytteiden monistumista kuvaavat
kéyrét seurasivat samaa linjaa. Tuloksissa katsottin olevan vitteiti PCR:n mnhibitiosta, mikali

kdyrissd havaittiin voimakasta hajontaa.

16



2.3.5 DNA:n monistus
Niytteidlen DNA monistettiin - PCR-menetelmilldi  kdyttien PCR-laitetta (ProFlex,

Applied Biosystems) ja kaupallista PowerPlex ESX 17 Fast -kittid (Promega), jiljempédnid ESX-
kitti. Naytteille valmistettiin PCR-reaktioseos ESX-kitin mukana tulleista 5X Master
Mix -reagenssiseoksesta ja 10X Primer Pair -alukeseoksesta. Komponentteja sekoitettiin
suhteessa 2 osaa reagenssiseosta ja 1 osa alukeseosta. Valmista PCR-reaktioseosta pipetoitiin
PCR-levylle 6 pl per kaivo. PCR-levyind kaytettin MicroAmp EnduraPlate Optical 96-Well
Reaction Plates -levyjd (Applied Biosystems), jiljlempand endura-levy. Negatiivisena
kontrollina DNA:n monistukseen kaytettin MilliQ-vettd ja positivisena kontrollina kitin
2800M kontrolli-DNA:ta (Promega) laimennettuna 10 ng/ul pitoisuuteen. Monistettavaa
ndytettd tai kontrollia pipetoitiin levylle 14 pl sille varattuun kaivoon. Kaivot paikoilla 8. ja 48.
jatettiin tyhjiksi kapillaarielektroforeesin alleeliladderia varten. Pipetomntiin kéytettin samaa
QIAgility-pipetointirobottia  ja QIAgilityn ohjelmistoversiota  kuin  kvantifioinnissa.
Pipetointirobotilla kéytetty templaatti luotiin samalla ohjeella kuin kvantifioinnissa. Endura-
levyt pipetoitiin kahteen kertaan jokaista ndytesarjaa kohden. Ndin niytteistd luotiin tulosten
oikeellisuuden varmistamiseksi kaksi replikaattia, jotta kapillaarielektroforeesi oli mahdollista
suorittaa kahtena. Pipetomnnin lopuksi levyt suljettiin lLimapintaisella alumiinifoliokalvolla
(Microseal F Foil, Bio Rad).

Valmiita endura-levyjd sentrifugoitiin (Centrifuge 5804, Eppendorf) 2040 sekuntia
3000 rpm nopeudella nesteen saattamiseksi kaivojen pohjalle sekd ravisteltiin 3 minuuttia
nopeudella 1150 rpm. Sentrifugoidut ja ravistellut levyt lastattiin PCR-laitteelle, jolle valittiin
ennalta ohjelmoitu protokolla kaytettdviksi DNAmn monistukseen (taulukko 2.). Kdytetty 30:n
syklin protokolla DNA:n monistamiseksi ohjelmoitiin kéytetyn PCR-kitin ohjeella (Promega,
2023). Protokollan lopuksi levyt sirrettiin @ pakastineen -20 °Cn  lampdtilaan
(vaihteluvéli -16...-24 °C) odottamaan kapillaarielektroforeesia.

Taulukko 2. kdytetty PCR-protokolla, syklit ja niiden lukumaara.

Syklit, lukumiara Limpétila, °C Aika, sekuntia
1 96 60
30 96, 60, 72 5, 35, 5
1 60 120
1 4 o

« = |oputon, ldmmitys jatkuu, kunnes protokolla lopetetaan manuaalisesti.
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2.3.6 DNAnN erottelu kapillaarielektroforeesilla
Ennen DNAn erottelua kapillaarielektroforeesilla néytteet ja kontrollit sisdltdvat

endura-levyt esikisiteltiin ravistelemalla huoneenlimméssd 3 minuuttia ja sentrifugoimalla
lyhyesti. Esikésitellyt levyt lastattiin automatisoituun nesteiden késittelyyn tarkoitettuun Fluent
Liqud Handler -pipetointirobotiin (Tecan), jidliempand fluent-pipetointirobotti. Fluent-
pipetointirobotille lastattiin néytteet sisdltivien endura-levyjen lisdksi kapillaarielektroforeesiin
tarkoitetut MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate -reaktiolevyt (Applied Biosystems),
jaljempdnd optical-levy seka alleeliladderi PowerPlex ESX 17 Fast Allelic Ladder (Promega).
Pipetointirobotille lastattiin myds formamidi-WEN-seos, joka oli valmistettu ennalta 1,5 ml:n
eppendorf-putkeen. Kéytetty seossuhde oli 665 ul formamidia ja 35 W WEN ILS 500
ESS -standardia (Promega). Seosta ravisteltiin kevyesti ennen lastausta laitteelle. Seoksen
valmistuksessa  kéytetty WEN ILS 500 ESS on ESX-kitin mukana toimitettu
kapillaarielektroforeesin sisdinen standardi, jota kdytetddn monistettujen DNA-juosteiden koon
madritykseen sekd parantamaan analyysien tarkkuutta (Promega, 2023).
Formamidi-WEN-seosta pipetoitiin fluent-pipetointirobotilla optical-levylle 10 ul per
kaivo. Naytteitd, kontrolleja tai alleeliladderia pipetoitiin 1 ul nille varattuihin kaivoihin.
Pipetoitujen optical-levyjen kaivot suljettiin kumisella septalla (Septa for 96-Well Plates, for
3500/SeqStudio  Flex, Applied Biosystems) ja levyjd denaturoitiin kuivahauteessa 95 °C:n
lampdtilassa 3 minuuttia. Ladmmitystd seurasi véliton jadhdytys 4 °Cn limpdtilaan, jossa levyja
pidettin  vdhintddn 3 mmuuttia. Denaturoinnin jilkeen levyjd sentrifugoitiin ennen sirtoa
monistetun DNA:n erotteluun tarkoitetulle ABI 3500 xL -lattetteelle (Applied Biosystems).
DNAn analysointiin  kdytettim ABI 3500 xL -laitteen kanssa GeneMapperia
ohjelmistoversiolla 1.5. Monistettu DNA eroteltiin juosteiden koon ja lokusten mukaan
jarjestykseen. ESX-kitin STR-lokusten alleelit leimautuivat, eli saivat arvon, sen perusteella

kuinka monta toistojaksoa havaittu alleeli piti sisdllidn (taulukko 3.).
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Taulukko 3. ESX 17 Fast -kitin monistamat lokukset ja niiden alleelit (Promega, 2023).

Lokus Pituus, STR-lokusten potentiaaliset alleelit
emdsparia,
bp

AMEL 89, 95 X, Y*
D10S1248 83-127 8-19*x*

D2s441 88-124 8-11, 11.3***, 12-17
D22S51045 79-118 7-20
D3S1358 103-147 9-20
D12S391 130-182 14-17, 17.3, 18, 19.3, 19-27
D1S1656 137-184 9-14, 14.3, 15, 15.3, 16, 16.3, 17, 17.3,

18, 18.3, 19, 19.3, 20.3

VWA 124-180 10-24

THO1 152-195 3-9, 9.3, 10-11, 13.3

D21S11 203-259 24, 24.2, 25, 25.2, 26-28, 28.2, 29, 29.2,

30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34,
34.2, 35, 35.2, 36-38

D8S1179 203-251 7-19
D195433 193-245 5.2, 6.2, 8-12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2,
15, 15.2, 16, 16.2, 17, 17.2, 18, 18.2
D2S1338 197-269 10, 12, 14-28
D16S539 273-321 4-16
FGA 264-410 14-18, 18.2, 19, 19.2, 20, 20.2, 21, 21.2,

22, 22.2, 23, 23.2, 24, 24.2, 25, 25.2, 26-
30, 31.2, 32.2, 33.2, 42.2, 43.2, 44.2,
45.2, 46.2, 48.2, 50.2
D18S51 286-366 7-10, 10.2, 11-13, 13.2, 14-27

SE33 267-417 4.2, 6.3, 8-20, 20.2, 21, 21.2, 22, 22.2,
23.2, 24.2, 25.2, 26.2, 27.2, 28.2, 29.2,
30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 34.2, 35-37, 39, 42
* AMEL lokuksen potentiaaliset alleelit X tai Y. ** STR-lokusten potentiaaliset alleelit on luokiteltu
alleelissa esiintyvien toistojaksojen maaran osalta, lokuksen D10S1248 alleeli 19 sisaltda 19 tandem-
toistoa. *** STR-toistot, jotka sisaltavat my0ds osittaisen toistojakson paattyvat .1, .2 tai .3 ESXkitin
kayttdman neliosajarjestelman mukaan.

Alleelien leimautumisen leikkuurajaksi (RFU cut-out) asetettin 100 RFU eli timén alle
jaaneet alleelipiikit poistettiin tuloksista automaattisesti GeneMapperin toimesta. Leikkuurajan
suositus kéytetylle GeneMapperin versiolle on 50-200 RFU (QIAGEN, 2010). 100 RFUn raja
valittiin, koska pienemmilld arvoilla menetelmien taustakohina kévi lian ilmeiseksi ja
nostamalla leikkuurajaa alleeleita leimautui huomattavasti vaihemmin. GeneMapperilta vietiin
tilastollisia testejd varten tekstitiedosto, joka piti sisdlliin leimautuneet alleelit per ndyte sekd

alleelien koot eméspareina ja mitatut RFU-arvot.
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2.3.7 Aineiston analysointi

Taltioiduille DNA-naytteille ja kontrollindytteille suoritettiin tilastollinen vertailu
DNAn konsentraation osalta. Neljlle lippaista taltioidulle kontrollindytteelle laskettiin
konsentraation keskiarvo kuvaamaan tausta-DNAmn miédrdd. Lippaista saatyja tunnisteita
verrattiin - manuaalisesti ndytteiden alleeleihin, jotka eivdt tdsmédnneet vapaaehtoisen
tunnisteeseen. Lasilevyiltd taltioituja positiivisia kontrollindytteitd vertailtiin keskendén ja
taltiointimenetelmit asetettiin jirjestykseen DNA:n konsentraation osalta.

Menetelmid vertailtaessa nollahypoteesiksi valittiin  CWD-eristys ja viskoosipuikko-
vesi-taltiointi. Muodostettu aineisto analysoitiin kayttden R-kielen graafista kayttohittymé&a
Rstudiota (versio 2023.9.1.494, Posit Software). DNA:n konsentraation sisdltdvélle ameistolle
suoritettiin Shapiro-Wilkin testi aineiston normaalijakautuneisuuden testaamiseksi komennolla
shapiro.test(data$x) sekd Levenen testi varianssien homogeenisyyden testaamiseksi
komennolla leveneTest(y ~ g, data = ). Kéytetty Shapiro-Wikin testi 10ytyy stats-paketista
(R Core Team, 2023) ja Levenen testi paketista car (Fox & Weisberg, 2019). Shapiro-Wilkin ja
Levenen testien pohjalta aineiston ei havaittu olevan normaalijakautunutta (p < 0,05) eikd
varianssien homogeenisid (p < 0,05). Tuloksille DNAmn konsentraation osalta kokeiltiin
suorittaa logaritmimuunnos aineiston normalisoimiseksi, mutta muunnoksesta luovuttiin, silld
muunnettu data ei ollut normaaljakautunutta.

DNAmn konsentraation tuloksille suoritettiin stats-paketin  Kruskalin-Wallisin  testi
(allempédna KW-testi) komennolla kruskal.test(y ~ g, data =) (R Core Team, 2023), koska data
ei ollut normaalijakautunutta eivitkd varianssit taltiointi- ja eristysmenetelmien vililld olleet
yhtd suuria ja otoskoko oli > 30. KW-testin vastemuuttujana kaytettim DNAmn konsentraatiota
(ng/ul) ja sitd selittivind muuttujina taltiointimenetelmid, eristysmenetelmid sekd nididen
yhdiste Imia.

KW-testin jélkeen tuloksille suoritettiin tilastollisen merkitsevyyden havannoinnin
jilkkeen post hoc -testind z-muunnettu Wilcoxonin-Mannin-Whitneyn testi, jdjempénd
zzmuunnettu = WMW-testi (Neuhduser, 2011), koska KW-testi itsessddn ei kerro mink
menetelmien vélilld tilastollisesti merkitsevd ero havaittiin. Kéytetyn z-muunnetun WMW-
testin  versio  wilcoxon test I0ytyy  coin-paketista.  Testi suoritettiin  komennolla
wilcoxon_test(y ~ g, data =, distribution ="exact”) (Hothorn et al, 2008). Z-muunnetun
WMW-testin vastemuuttyjana kaytettiin tulosten DNA:n konsentraatiota (ng/ul) ja selittivina
muuttujina vertailtavia taltiointimenetelmid ja eristysmenetelmia.

DNAn konsentraation tilastollisten vertailuyjen jidlkeen GeneMapperilta tuoduista

tuloksista laskettiin jokaiselle néytteelle leimautuneiden alleelien RFU-arvojen keskiarvot
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lokuksittain. Mikéli leimautuneita alleeleja ei lokuksen kohdalla havaittu, annettiin RFU-
keskiarvoksi 0. Havaitut RFU-keskiarvot eivdt olleet normaaljakautuneita (Shapiro-Wilkin
testi, p-arvo < 0,05), eivitkd homogeenisid varianssin osalta (Levenen testi, p-arvo < 0,05).
Tamin perusteella RFU-keskiarvoille valittiin  kiytettdviksi KW-testi ja post hoc -testind
z-muunnettu WMW-testi. Vertailtaville menetelmille suoritettiin lisdksi parittainen Wilcoxonin
merkittyjen sijalukujen testi ndytteiden lokusten RFU-keskiarvojen osalta (lite 1).

RFU-keskiarvojen ohella néytteille ja lokuksille laskettiin onnistumisprosentit
leimautuneiden alleelien médrdn perusteella. Onnistumisprosentin laskemiseksi aineistosta
suodatettiin vapaaechtoisen tunnistetta vastaavat alleelit. Tunnisteen 16 lokusta olivat alleelien
osalta heterotsygootteja ja lokus D10S1248 oli homotsygootti. Onnistumisprosentti niytteelle
laskettiin kaavalla m/66*100 jossa m on vapaachtoisen tunnistetta vastaavien leimautuneiden
alleelien midrda GeneMapperissa ja 66 on enimmiismidrd tunnisteen alleeleille. Naytteen
alleelien enimmdismiérd saatiin kaavalla 16*2*2+1*2, jossa 16 on heterotsygoottien lokusten
mddrd kerrottuna kahdella potentiaalisella alleelilla, kerrottuna kahdella rinnakkaisella
replikaatilla, johon lisdtddn homotsygootti lokus kerrottuna kahdella rinnakkaisella
replikaatilla. Lokusten onnistumisprosentti laskettin heterotsygooteille lokuksille kaavalla
JI(k*2*2)*100, jossa j on havaittyjen alleelien méidrd ja k ndytteiden médrd menetelmittdin, joka
kerrotaan kahdella rinnakkaisella replikaatilla ja kahdella potentiaalisella alleelilla.
Homotsygooteille lokuksille onnistumisprosentti laskettiin  kaavalla j/(k*2)*100, koska
potentiaalisia alleeleja on vain yksi.

ESX-kitin monistamat lokukset jdrjestettiin RStudiossa nousevaan jirjestykseen
leimautuneiden alleelien koon keskiarvon mukaan. Lokukset nousevassa jarjestyksessd olivat
AMEL, D10S1248, D2S441, D22S1045, D3S1358, D12S391, DI1S1656, vWA, THOI,
D21S11, D8S1179, D19S433, D2S1338, D16S539, FGA, D18S51, SE33. Koon perusteella
jarjestykseen asetetuilla lokuksilla muodostetuista kuvaajista haettiin visuaalisen tarkastelun
avulla vitteitd DNAm degradaatiosta tai PCR-reaktion mhibitiosta. Mikdli kooltaan
pienempien alleelien lokukset olivat yliedustettuina kuvaajissa, katsottin degradaation tai
mhibition olevan mahdollista.

Naytteet jarjestettiin  menetelmittdin laskevaan jarjestykseen néytteiden alleelien
onnistumisprosenttien mukaan. Suuruusjdrjestykseen jirjestettyd dataa kdsiteltiin ordinaalisena
jasille suoritettiin KW-testi ja post hoc -testind z-muunnettu WMW-testi. Z-muunnettu WMW-
testi valittiin onnistumisprosentin post hoc -testiksi, silld kerétty aineisto ei tdyttinyt normaali-,
binomi- tai poisson-jakauman madritelmia. Hypoteesitestausta jakauman

uskottavuusosaméédrdn perusteella tai regressioanalyysilld ei voitu luotettavasti hyddyntda.
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Syynd olivat suuret varianssit ja erot leimautuneiden alleelien médrissda ndytteiden ja
menetelmien valilld. Kirjallisuuden perusteella  z-muunnettu WMW-testi oli tilantee ssa
kayttokelpoinen ameiston edelld kuvattujen ominaisuuksien mukaan (MacFarland & Yates,
2016, s. 103).

Tilastollisten testien lisiksi DNAmn konsentraatiolle, RFU-arvoille ja leimautuneiden
alleelien onnistumisprosenteille laskettiin 95 % luottamusvilit menetelmittdin keskeisen raja-
arvolauseen perusteella kaavalla (X-z*(s/Vn)), (X+z*(s/Vn)), vaikka tutkittava aineisto ei
noudattanut normaalijakaumaa (Pek et al, 2017). Luottamusvilien erojen katsottiin tukevan
havaintoa tilastollisesta merkitsevyydestd, mikéli vaihtoehtoisten menetelmien 95 %

luottamusvilit eivit sisdltineet nollahypoteesia (Motulsky, 2018, s. 157-159).
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3. Tulokset

Tutkimusnédytteessd esimtyneen DNAmn konsentraatio ja monistuneet alleelit saatiin
analysoitua 188 ndytteelle 192:sta. Neljissd ndytteessd havaittiin kontaminaatio, jonka lihdetta
el pystytty varmentamaan. Kontaminoituneista néytteistd saatin muodostettua vertaitavat
tunnisteet, joista yksikddn ei sopinut DNA:n taltioinnin ja laboratoriotutkimusten suorittajaan.
Jokamen tunniste oli yksildllinen eikd toistunut kontaminaatioiden vélilli. Kontaminoituneet
ndytteet pudotettin pois tutkimuksesta, silli néytteiden ei katsottu olevan vertailukelpoisia.
Yksi ndytteistd oli huomattavan vahva, joka voi vitata kontaminaation tapahtuneen aseen
laukeamisen jilkeen. Tunnetun tausta-DNA:n mddrdn osalta neljdstd lppaasta taltioidun
DNAn pitoisuuden keskiarvo oli 0,0044 ng/ul. Lippaista taltioitujen ndytteiden tunnisteissa ei
ndhty wvitteitd vapaaehtoisen DNA:sta, vaikka henkild oli késitellyt lippaita ilman
suojavarustusta.

Eniten DNA:ta per mikrolitra saatin genetics-puikoilla ja 0,9-prosenttisella NaCl-
liuoksella taltioiduista ndytteistd, jotka eristettiin EZ1-menetelmdlld (keskiarvo 0,0005 ng/pl).
Pienimmén konsentraation tuottivat viskoosipuikolla ja vedelld taltioidut ja EZI-menetelmélla
eristetyt niytteet (keskiarvo 0,00008 ng/ul). Eristetyn DNAm pitoisuudessa oli havaittavissa

selkeitd eroja kéytettyjen menetelmien vililld (kuva 4b).
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Kuva 4: a) DNA:n konsentraation keskiarvojen 95 % luottamusvali ja mediaani, b) laatikko-jana-kuvio
DNA:n konsentraatiolle, mediaani, laatikon 2. ja 3. kvartaali, seka janan 1. ja 4. kvartaali. Punainen piste
kuvaa DNA:n konsentraation keskiarvoa.
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Molemmat vaihtoehtoiset taltiointimenetelmdt (NaCl ja genetics-puikko, BTmix ja genetics-
puikko) antoivat suuremman DNAn konsentraation  eristetyissd  néytteissd  kuin
nollahypoteesin viskoosipuikko ja vesi Erot DNA:n konsentraatiossa taltiointimenetelmien
vililld olivat KW-testin perusteella tilastollisesti merkitsevid (taulukko 4.). Eristysmenetelmien
osalta tilastollista merkitsevyyttd ei havaittu DNA::n konsentraation eroissa (taulukko 4.).
Taltiointimenetelmisti NaCl ja genetics-puikko antoi parhaat tulokset (keskiarvo 0,00041
ng/ul, keskihajonta 0,00033 ng/ul). BTmix ja genetics-puikko oli menetelmistd toiseksi paras
(keskiarvo  0,00038 ng/ul, keskihajonta 0,00028 ng/ul). Pienimmait tulokset DNA:n
konsentraation osalta taltiointimenetelmistd antoi viskoosipuikko ja vesi (keskiarvo 0,00011
ng/ul, keskihajonta 0,00014 ng/ul). Erot DNAmn konsentraatiossa olivat z-muunnetun WMW-
testin perusteella tilastollisesti merkitsevid  verrattaessa  nollahypoteesin  menetelmaa
vaihtoehtoisiin menetelmiin (taulukko 5.). Tilastollista merkitsevyyttd ei kuitenkaan havaittu
verrattaessa vaihtoehtoisia taltiointimenetelmid toisiinsa (taulukko 5.). Z-muunnetun WMW-
testin perusteella erot eristysmenetelmissd eivit olleet tilastollisesti merkitsevid (taulukko 5.),
vaikka EZ1-menetelmilld eristettyjen ndytteiden DNAn konsentraatio (keskiarvo 0,00032
ng/ul, keskihajonta 0,00034 ng/ul) oli suurempi kun CWD-menetelmilld eristettyjen
(keskiarvo 0,00028 ng/pl, keskihajonta 0,00024 ng/ul). DNAn saannon Ho hypoteesi hylittiin
taltiointimenetelmien osalta, silli ero nollahypoteesin viskoosipuikko-vesi-yhdistelmidn ja

vaihtoehtoisten menetelmien valilld oli tilastollisesti merkitseva (taulukko 5.).

Taulukko 4. H = Kruskalin-Wallisin testi DNA:n konsentraation tuloksille, df = degrees of freedom.

Vertailtava muuttuja H, df P
Taltiointimenetelma H = 58,411, df = 2 < 0,0001 ***
Eristysmenetelma H = 0,0089988, df =1 0,9244 ns
Taltiointi-eristys-yhdistelma H = 65,404, df = 5 < 0,0001 **x*

s ei tilastollista merkitsewytta /*, p < 0.05 / **, p £ 0.01 / ***, p < 0.001.

Taulukko 5. Z = z-muunnettu Wilcoxonin-Mannin-Whitneyn testi DNA:n konsentraation perusteella
taltiointi- ja eristysmenetelmille.

Vertailtavat menetelmdat Z, nl, n2 P
BTmix + genetics - NaCl + genetics -0,44332, 63, 062 0,6595 ns
BTmix + genetics - viskoosipuikko + vesi 6,6301, 63, 63 < 0,0001 **x*
viskoosipuikko + vesi - NaCl + genetics -6,6493, 62, 62 < 0,0001 ***
CWD-eristys — EZl-eristys -0,094862, 93, 95 0,9251 ns

s ei tilastollista merkitsewytta /*, p < 0.05 /**, p < 0.01 / ***, p < 0.001.
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Kuva 5: a) naytteiden RFU-keskiarvojen 95 % luottamusvadli, b) taltiocinti- ja eristysmenetelman
yhdistelmien onnistumisprosentin 95 % luottamusvali.

Kapillaarielektroforeesista saatujen tulosten RFU-arvojen ja leimautuneiden alleelien
osuuden odotettin  noudattavan  pitkdlti DNAmn  konsentraatiosta saatuja  tuloksia.
Konsentraatiotuloksista poiketen RFU-arvojen (kuva 5a.) ja onnistumisprosentin (kuva 5b.)
luottamusvilit olivat suuremmat EZI-eristetyille niytteille kuin CWD-eristetyille. Tarkemmat
tulokset menetelmittdin on esitetty litteessd 2.

Taltiointimenetelmistd suurimmat RFU-arvot antoi BTmixin ja genetics-puikon
yhdistelmd (keskiarvo 54,8 RFU, keskihajonta 54,0 RFU). Heikoimmin taltiointimenetelmista
suoriutui  viskoosipuikon ja veden yhdistelmd RFU-arvon osalta (keskiarvo 4,2 RFU,
keskihajonta 10,2 RFU). Eristysmenetelmisti EZI1-eristys antoi selkeédsti suuremmat RFU-
arvot (keskiarvo 42,1 RFU, keskihajonta 54,8 RFU) verrattuna CWD-eristykseen (keskiarvo
17,3 RFU, keskihajonta 23,8 RFU). Tulosten perusteella RFU-arvojen Ho hypoteesi hylittiin
taltiointi- ja eristysmenetelmdn osalta, silli havaitut erot menetelmissd olivat KW-testin

(taulukko 6.) ja z-muunnetun WMW-testin perusteella tilastollisesti merkitsevid (taulukko 7).

Taulukko 6. H = Kruskalin-Wallisin testi ABI 3500xL kapillaarielektroforeesin leimautuneiden alleelien
piikkien RFU-keskiarwille, df = degrees of freedom.

Vertailtava muuttuja H, df P
Taltiointimenetelma H = 165,33, df = 2 < 0,0001 ***
Eristysmenetelméd H = 19,457, df = 1 < 0,0001 **~*
Taltiointi-eristys-yhdistelma H = 193,44, df = 5 < 0,0001 *x*x*

s ei tilastollista merkitsewytta /*, p < 0.05 / **, p £ 0.01 / ***, p < 0.001.
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Taulukko 7. Z = z-muunnettu Wilcoxonin-Mannin-Whitneyn testi ABI 3500xL kapillaarielektroforeesin
RFU-keskiarvojen perusteella taltiointi- ja eristysmenetelmille.
Vertailtavat menetelmat Z, nl, n2 P

BTmix + genetics - NaCl + genetics 5,0314, 126, 124 < 0,0001 **x*
BTmix + genetics - viskoosipuikko + vesi 12,135, 126, 126 < 0,0001 ***
viskoosipuikko + vesi - NaCl + genetics -9,3002, 126, 124 < 0,0001 **=*

CWD-eristys - EZl-eristys -4,411, 93, 95 < 0,0001 ***

ns ei tilastollista merkitsewytta / *, p < 0.05 /**, p < 0.01 / ***, p < 0.001.

Parhaat tulokset néytteiden onnistumisprosentin osalta verrattavista
taltiointimenetelmistd antoi BTmixin ja genetics-puikkojen yhdistelmd (keskiarvo 16,2 %,
suurin - arvo 63,6 %, keskihajonta 14,4 %, lottamusvili 12,6-19,7 %). Pienimmat
onnistumisprosentit antoi viskoosipuikon ja veden yhdistelméd (keskiarvo 1,42 %, suurin arvo
16,7 %, keskihajonta 3,0 %, luottamusvédli 0,7-2,2 %). Eristysmenetelmistd EZ1 tuotti
suuremmat onnistumisprosentit (keskiarvo 12,3 %, suurin arvo 63,6 %, keskihajonta 15,1 %,
luottamusvili 9,3-15,4 %) kuin CWD-suoraeristys (keskiarvo 5,7 %, suurin arvo 34,8 %,
keskihajonta 7,4 %, luottamusvili 4,2-7,2 %). Niytteiden onnistumisprosentin Ho hypoteesi
hyldttiin taltiointi- ja eristysmenetelmien osalta, silli havaitut erot menetelmien vililli olivat
KW-testin (taulukko 8.) ja z-muunnetun WMW-testin perusteella tilastollisesti merkitsevid
(taulukko 9). Havaintoa tuki nollahypoteesin puuttuminen vaihtoehtoisten menetelmien

luottamusvaleissa (lite 2).

Taulukko 8. H = Kruskalin-Wallisin testi leimautuneiden alleelien onnistumisprosenteille, df = degrees of
freedom.

Vertailtava muuttuja H, df P
Taltiointimenetelma H = 92,597, df = 2 < 00,0001 ***
Eristysmenetelméd H = 9,06463, df =1 0,0019 *x*
Taltiointi-eristys-yhdistelma H = 106,37, df = 5 < 0,0001 **x*

s ei tilastollista merkitsewyttad /*, p < 0.05 / **, p £ 0.01 / ***, p < 0.001.

Taulukko 9. Z = z-muunnettu Wilcoxonin-Mannin-Whitneyn testi taltiointi- ja eristysmenetelmittain
leimautuneiden alleelien onnistumisprosentin perusteella naytteittain.

Vertailtavat menetelmat Z, nl, n2 o)
BTmix + genetics - NaCl + genetics 3,7757, 63, 62 0,0001 **x*
BTmix + genetics - viskoosipuikko + vesi 8,8679, 63, 63 < 0,0001 **x*
viskoosipuikko + vesi - NaCl + genetics -7,0868, 63, 62 < 0,0001 ***
CWD-eristys - EZl-eristys -3,1058, 93, 95 0,0018 **

s ei tilastollista merkitsewyttad /*, p < 0.05 /**, p < 0.01 / ***, p < 0.001.
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NaCl + genetics-puikolla taltioidut ja CWD-menetelmilld eristetyt ndytteet tuottivat
huomattavasti viahemmidn vapaaehtoisen tunnistetta vastaavia leimautuneita alleeleita kuin
DNAn konsentraation perusteella olisi voinut odottaa (kuva 6b). Leimautuneiden alleelien
osuuksissa oli silmdnmaérdisesti havaittavissa laskeva trendi onnistumisprosentin ja monistetun
tuotteen koon vililli. Poikkeuksena BTmixin + genetics-puikon yhdistelmd EZ1-eristyksellad
(kuva 6a). Menetelmd antoi enemmén onnistuneesti leimautuneita alleeleita pitkien tuotteiden
osalta, eikd yhtd jyrkkdd laskua onnistumisprosenteissa ollut havaittavissa lokusten alleelien
pidentyessd. Lyhyiden tuotteiden onnistumisprosentin osalta kolmen parhaan menetelmian
vilillda (BTmix + genetics-puikko EZ1-eristykselld, NaCl+ genetics-puikko EZ1-eristykselld ja
BTmix + genetics-puikko CWD-eristykselld) ei havaittu suuria eroja.
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Kuva 6: a) EZl-eristetyt naytteet taltiointimenetelmittdin, b) CWD-eristetyt naytteet
taltiointimenetelmittain. Y-akselilla alleelien onnistumisprosentti menetelmalle per lokus, x-akselilla
lokukset vasemmalta oikealle nousevassa jarjestyksessa lokuksissa havaittujen alleelien koon mukaan.
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4. Pohdinta

Saatuyjen tulosten pohjalta vertailtavista menetelmisti BTmixin ja Copanin
nylonnukattujen genetics-puikkojen yhdistelmé eristettynd EZ1-menetelmdlld oli toimivin.
Ensimmiiseen tutkimuskysymykseen antavatko vaihtoehtoiset taltiointimenetelmit paremman
DNAn saannon tai laadukkaampia tunnisteita kuin viskoosipuikko ja vesi saatin vastaus.
Vaihtoehtoiset taltiointimenetelmét antavat kvantifioinnin perusteella paremman DNA:n
saannon ja kapillaarielektroforeesista saadut tunnisteet ovat laadukkaampia, silli monistetuista
tunnisteista useampi alleeli leimautui onnistuneesti. Liséksi leimautuneiden alleelien RFU-
arvot olivat vaihtoehtoisilla menetelmilld suurempia.

Oikeaa rikospaikkaa imitoivan tilanteen, jossa ympdéristd ei ole vapaa DNA:sta hylsyja
valmisteltaessa ja ammuntojen aikana, ei havaittu tuottavan tutkimusndytteisiin
kontaminaatiota suurissa mddrin. MyOs suojavarustus néytteitd tutkittaessa oli riittdvd, silld
ndytteissd ei havaittu viitteitd DNA-tutkimusten suorittajasta. Tutkimuksiin kuluneesta pitkdsta
ajasta huolimatta taltioiduista néytteistd saatin onnistuneesti monistettua vapaaehtoisen
tunnistetta vastaavia alleeleja. Naytteiden prosessointiin ammunno is ta
kapillaarielektroforeesiin kului kokonaisuudessaan puolitoista kuukautta. Aikaa kului yksistddn
taltioinnin ja DNAmn eristyksen valilld yli kaksi vikkoa, joka on voinut vaikuttaa tutkittavaan
DNA:han negatiivisesti. Aiempi tutkimus rikospaikoilta kerétyistd hylsyistd on antanut viitte it
siitd, ettd viiveet ndytetaltioinnissa ja niytteiden késittelyssd voivat heikentdd saatuja tunnisteita
ja niden mddrdd (Bille et al, 2020). Tulevaisuudessa taltioinnin ja eristyksen vilisen ajan
vaikutusta tuloksiin olisi suotavaa tutkia aikapisteiden avulla. N&méd voisivat olla esimerkiksi
paivd, kaksi pdivad, vikko, kaksi vikkoa ja kuukausi.

Kisittelyyn kuluneen pitkén ajan lisdksi ndytteiden sdilytykseen kaytetyn pakastimen
ovi jdi yhden vikonlopun aikana raolleen, jolloin lEmpdtila pakastimen sisdlldi padsi nousemaan
0 °C:seen. Néytteiden sulattamisen ja uudelleen jaddytyksen on ehdotettu vaikuttavan DNA:n
laatuun (Chung et al.,, 2017), joten pakastimen sulamisen vaikutusta niytteisiin ei voida tdysin
poissulkea. Tutkittuyjen ndytteiden pinnalla oli ldhtdtilanteessa odotettavasti enemmidn DNA:ta
epiteeli-DNA:n lisdyksen ansiosta, kuin jos ndytteitd olisi késitelty vain paljain kisn. On
mahdollista, ettd saadut tulokset olisivat heikompia néytteistd, jothin DNA:ta on sirtynyt vain
kosketuksen kautta. Télloin ndytteiden taltiointi ja eristys tulisi suorittaa viivytyksettd, jotta
ndytteistd saataisiin monistettua mahdollisimman laadukkaat tunnisteet.

Rajallisten resurssien puitteissa genetics-puikkoja ei testattu vettd taltiointipuskurina
kéayttden. Aiempien tutkimusten perusteella nylonnukattujen puikkojen tiedetdéin kuitenkin

antavan paremman saannon DNA-néytteitd taltioitaessa kuin pumpuli- (Benschop et al., 2010,
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Jansson et al., 2020) tai viskoosipuikkojen (Bruijns et al., 2018), kun kéytetty taltiointipuskuri
on sama. Syyksi eroille DNA:n saannossa on esitetty nylonnukatun puikon avointa rakennetta,
jonka ansiosta DNAm on ehdotettu vapautuvan tehokkaammin, silld solut eivdt jdd jumiin
puikon kuituyjen joukkoon (Dadhania et al., 2013; Jansson etal., 2020). Avoimesta rakenteestaan
huolimatta nylonnukatut puikot imevit itseensd nestettd tiviisti pakkautuneiden nylonkuitujen
lnoman kapillaari-ilmion avulla (Dadhania et al., 2013).

Messinkihylsyjen ominaisuudet tai DNAmn pieni miédrd eivdt estiineet genetics-
puikkojen kayttdéd. Nylonnukatuilla puikoilla taltioiduista ndytteistd mitattiin suurempi DNA:n
konsentraatio kuin viskoosipuikolla taltioiduista. Nylonnukattuja puikkoja voi siis suositella
kaytettavaksi niytteiden taltiointiin, kun on tarpeen saada talteen mahdollisimman paljon
DNAta tai tutkittavan ndytemateriaalin ominaisuudet ovat haastavat, kuten messinkihylsyilla.

Messingin lisiksi muita hylsyjen valmistusmateriaaleja ei otettu mukaan testethin, silld
aiempien tutkimusten perusteella messingin tiedetdfin olevan materiaaleista haastavin.
Ampumattomien patruunoiden messinkihylsyjen pinnalta pumpulipuikoilla ja vedelld
taltioiduissa néytteissd degradaatiosuhteen on osoitettu olevan suurempi kuin pelkkadd kuparia
siséltdvien luotien tai alumiinista valmistettujen hylsyjen (Holland et al, 2019). Vastaava
havainto on tehty verrattaessa viskoosipuikolla messinki- ja nikkelihylsyistd taltioituja naytteitéd
(Prasad et al., 2020). Nayteprofiilien osalta alumiinista vedelld taltioiduista niytteistdi 100 % on
todettu tuottavan kokonaisen mtDNA MPS-profillin (engl. massively parallel sequencing),
mutta kuparista taltioiduista 36,1 % ja messingistd taltioiduista vain 33,3 % (Holland et al.,
2019). Myos nikkelihylsyistd on osoitettu saatavan enemméidn kayttokelpoisia tai tdysid
profilleja kuin messinkihylsyistd (Prasad et al., 2020). DNAmn saannon osalta nikkelihylsyist,
joiden pinnalle oli lisitty HEKa solyja, saatin soaking- ja rinse and swab -teknikoilla taltioitua
9,4 % DNA:sta, mutta messingistd valmistetuista hylsyistd vamn 1,5 % (Elwick et al., 2022). Ero
saannossa nikkeli- ja messinkihylsyjen vililld on havaittu myds kiytettiessi DNAmn lisdykseen
sylked (Prasad et al, 2020). Eri metalleilla saatuyjen aiempien tulosten perusteella tdssa
tutkielmassa messingille toimiviksi todettujen menetelmien odotettiin olevan kayttokelpoisia
myds muille metalleille.

Puikon Lisdksi kaytettivilld taltiointipuskurilla osoitettiin olevan merkitystd. BTmix
antoi paremmat tulokset monistettujen alleelien osalta kun NaCl, kun molemmille kaytettiin
samaa eristysmenetelmdd. BTmixin tommivuus korostui etenkin pitkien alleelien osalta, jotka
monistuivat  paremmin  kun NaCl taltioiduissa  ndytteissd.  NaCl-liuoksen  kéyttod
taltiointipuskurina puoltaa sen laaja saatavuus, sdilyvyys ja edullinen hinta verrattuna BTmixin

komponentteihin. 0,9-prosenttisen NaCl-luoksen kdyton museondytteiden esikisittelyssd on
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myOs todettu parantavan eristetyn DNA:n puhtautta ja laatua verrattuna veteen (Huang et al.,
2019) ja ehkidisevin RNA:n degradaatiota vdhintddin 24 tunnin ajan mahdollisesti tukemalla
solukalvoa (Vincek et al., 2003). On mahdollista, ettd 0,9-prosenttisen NaCl-luoksen RNA:ta
suojaava vaikutus ehkdisee myos DNAn degradaatiota. NaCl-luokselta puuttuu kuitenkin
BTmixin  kuparia kelatoiva  vaikutus, joten sen kanssa suositellaan  kéytettdvin
eristysmenetelméd, jolla epédpuhtaudet saadaan puhdistettua ndytteesti DNA:n eristyksen
aikana.

Téassd tutkielmassa saatujen tulosten perusteella nylonnukatut genetics-puikot ovat
kéyttokelpoisia sekd NaCl-luoksen ettd BTmixin kanssa EZI- ja CWD-eristyksella.
Kummankaan menetelmidn kohdalla puikkojen tai taltiointipuskureiden ei todettu aiheuttavan
ongelmia eristysprosessiin.  Eristysmenetelmien osalta nollahypoteesi, jonka mukaan
eristysmenetelmien vélilld ei ole eroja, hylittiin tunnisteiden osalta. EZl-eristys antoi
keskimddrin enemmén alleeleja tunnisteen muodostamiseksi kaikilla taltiointimenetelmilld ja
leimautuneiden alleelien RFU-arvot olivat suuremmat kuin CWD-eristettyjen. Tulokset voivat
selittyd eristysmenetelmien eroilla, jollom CWD-eristettyjen ndytteiden DNA:n degradaatio tai
PCR-reaktion inhibitio on ollut suurempaa. Saannon osalta CWD-eristys antoi suuremman
DNAn konsentraation, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitsevd. CWD-suoraeristyksen
ndytteen lopputilavuus ja DNA:n kokonaismddrd ol kuitenkin suurempi kuin EZI1-eristyksen,
jonka ansiosta tutkittavaa ndytemateriaalia riittdd tarvittaessa useampaan PCR-monistukseen.
Naytteen tilavuus on skaalattavissa  kdytetyn puskurin @ maédrdlld. Vaikutus DNA:n
konsentraatioon tulee kuitenkin ottaa huomioon néytteilld, jotka sisdltdvit vain vihdn DNA:ta.
Tilavuuden skaalattavuuden lisadksi CWD-eristyksen eduksi voidaan tietyilld niytteilld katsoa
eristysmenetelmén niytteiden puhdistuksen puute. DNA:ta ei suoraeristykselld meneteti samaa
maddrdd kuin ndytettd puhdistettaessa (de Oliveira Fransisco et al, 2020), mutta tilloin
epdpuhtaudet, kuten metallit, seuraavat nidytteen mukana eristyksesti jatkokasittelyyn.
Niytteissd mahdollisesti esintyvdt PCR-inhibiittorit voivat sirtyd nidytteen mukana PCR-
reaktioon ja vaikuttaa niin negatiivisesti monistuvien alleelien miérddn (Elwick et al., 2022).
Metallin  Iisndolon CWD-eristettéivissd néytteessd voi odottaa vaikuttavan tuloksiin
negatiivisesti, jos metallin on raportoitu sitoutuvan DNA:han tai inhiboivan PCR-reaktiota.
Esimerkiksi kadmmumin on sitoutuessaan osoitettu aiheuttavan DNA:n rakenteellisia muutoksia
ja vaurioita (Anastassopoulou, 2003, Bolognesi et al., 1999) seké tinan ja raudan nhiboivan
DNAn monistusta (Kuffel et al, 2021). Vertailua metallien vaikutuksesta CWD-menetelméalla
eristettyithin ndytteisiin ei ollut mahdollista muodostaa kirjallisuuden pohjalta, silld kattavaa
tutkimusta aiheesta ei ollut saatavilla tutkielmaa tehdessa.
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CWD-menetelmilld eristettyjen ndytteiden voidaan odottaa sisédltineen kuparia, silld
BTmixilld taltioiduissa ja CWD-menetelmidlld eristetyissd niytteissd  havaittiin ~ selva
vaaleanpunainen sivy. GGH:n tiedetdidan muodostavan kuparin ionimuodon kanssa kompleksin,
jonka vaaleanpunainen véri on havaittavissa paljaalla similli (Ding & Yang, 2015). Koska
muutos oli havaittavissa yhdessd niytesarjoista, voidaan kuparia odottaa esintyneen myds
muissa ndytteistd. Samankaltainen vaaleanpunainen viri havaittiin myds EZ1-eristyksessé
lippaista 2. ja 3. taltioiduissa tausta-DNA:n kontrollindytteissd. Kyseisissd néytteissd
taltiointipuskurina kéytettiin kuitenkin vettd, joten varmuutta virin syntymekanismista ei ole.
On mahdollista, ettd vaaleanpunainen viri on syntynyt lippaiden sisdltimin raudan ionien (Jung
et al, 2016) reagoidessa EZI1-kitn G2 puskurin komponenttien kanssa. Vaikkka CWD-
menetelmin kéytostd on raportoitu positiivisia tuloksia rikospaikkaa simuloiville néytteille (de
Oliveira Francisco et al., 2020), et CWD-suoraeristystd tdmén tutkielman tulosten valossa voi
suositella kiytettdviksi messinkihylsyille.

EZ1-eristyksen parempia tuloksia leimautuneiden alleelien osalta voi selittdd
menetelmin kdyttdmd DNAmn puhdistus ja DNAmn sitominen magneettipartikkeleihin
eristyksen aikana. Menetelmidn vaikutuksista on aiemmin raportoitu verrattaessa EZ1 -eristysta
orgaaniseen eristykseen, jossa kdytettiin fenolia tai kloroformia. Kuparipitoisuuden noustessa
orgaanisen eristyksen teho laski huomattavasti, mutta EZIl-eristykselld kayttokelpoisia
profilleja saatiin 0,75 M kuparipitoisuuteen asti (Moreno & McCord, 2017). Tutkimusnéytte ini
kaytetyt Magtechin  9mm messinkihylsyt ovat Companhia Brasileira de Cartuchos yhtion
valmistamia, jonka tietoturvaselosteessa kisiaseiden patruunoiden ilmoitetaan pitdvin sisdllddn
12—65-prosenttisesti kuparia ja 5—28-prosenttisesti sinkkid (CBC, 2014). Hylsyissd kaytetyn
messingin  kuparin ja sinkin suhde on tavanomaisesti 70:30 ja sitd kéytetddn nimitystd
patruunamessinki  (engl.  cartridge brass) (National Institute of Justice, 2023b).
Tutkimusndytteisiin liuenneen kuparin tarkkaa mddrdd ei ollut mahdollista selvittdd, silld
kuparipitoisuuden médrittdmiseen kéytettdvid menetelmid ja laitteita ei tutkimuksen rajojen
puitteissa ollut saatavilla.

Otos eristysmenetelmien vertailujen osalta oli kohtalaisen kapea, silli kéytettdvit
resurssit rajasivat voimakkaasti menetelmien valintaa. Jatkoa ajatellen QIAmp DNA
Investigator -kitin, jaljempdnd QIAmp-kitti, ottamista mukaan eristysmenetelmien vertailuun
suositellaan  harkittavan silli saatuyjen tulosten perusteella. Eristysmenetelmidn tehosta
raportoineessa tutkimuksessa 7,62mm hylsyjen pinnalta taltioidut ja QIAmp-kitilld eristetyt
ndytteet sisdlsivit 9,2 % vapaaehtoisen tunnisteen alleeleista ja EZ1-eristetyt niytteet 2,5 % (da
Rocha Marques et al, 2022). Harkittaessa QIAmp-eristyksen ottamista vertailuihin tulee
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kuitenkin ottaa huomioon menetelmin vaatima aika ja tyon miérd, jos eristys suoritetaan késin
(QIAGEN, 2020b, s. 17-21). Kédsin eristettdessd etuna on ndytemidrien skaalattavuus, mutta
menetelmd on myds mahdollista automatisoida kéyttden QIAcube Connect -laitteistoa
(QIAGEN, 2020b). Talloin laitteen kapasiteetti kuitenkin rajaa tutkittavien niytteiden miérda.

Multiplex-kittien tiedettiin - kirjallisuuden perusteella suoriutuvan pitkien alleelien
monistuksesta heikommin néytteilld, jotka sisidltivdt kuparia ja sinkkid. Téstd huolimatta ESX
17  Fast -kitm  toimivuutta vertailluille menetelmille paatettiin kokeilla.
Kapillaarielektroforeesista saatujen tulosten perusteella pitkdt tuotteet monistuivat heikkommin
ja monistettyjen lokusten onnistumisprosentti per menetelmé laski suhteessa alleelien kokoon
muilla kuin EZl-eristetyilld ja BTmixilld taltioiduilla néytteilld. Tdmd voi olla seurausta
mhibitiosta PCR-reaktion aikana tai DNA:n degradaatiosta. Kvantifiointiin kéytetyn rotor-
gene-laitteen karmiininpunaisella kanavalla ei kuitenkaan havaittu viitteitd mhibitiosta. Kanava
mittaa inhibitiota seuraamalla 434 bp mittaisen sisdisen kontrollin monistumista (QIAGEN,
2018). Inhibitiota on aiemmin esitetty syyksi epdonnistuneille tunnisteille ndytteistd, joiden
sisdinen kontrolli monistui ongelmitta (Patterson et al, 2021), joten DNAn monistumisen
mhibitio on mahdollisesti jadnyt kvantifioinnin puutteiden takia havaitsematta. Sisdinen
kontrolli mittaa reaktioseoksessa vapaana esintyvid inhibiittoreita, jolloin DNAthan jo
sitoutuneet nhibiittorit jidvat raportoimatta (Patterson et al, 2021). Lisdksi kdytetyn RGQ-
kitin sisdisen kontrollin ja ndytteiden pipetointi reaktiorenkaalle tapahtui juuri ennen
kvantifiointia. Téalloin ndytteiden sisdltdmin kuparin ja sinkin vaikutusaika on jddnyt verrattain
lyhyeksi. Toisaalla inhibitiolla ei kuitenkaan ole raportoitu olleen suurta vaikutusta
messinkihylsyistd taltioituyjen niytteiden analysointiin (Bille et al., 2020), mutta siitd huolimatta
yksin rotor-gene-laitteen karmininpunaiselta kanavalta saatujen tulosten perusteella nhibition
mahdollisuutta ei voida sulkea pois.

Kvantifioidun DNA:n degradaatiota ei arvioitu rotor-gene-laitteella, vaikka tdmid on
laitteen ja kdytetyn RGQ-kitin awvulla teoriassa mahdollista. RGQ-kitin reaktioseoksen
sisatdmd polymeraasi monistaa ihmisen autosomaalisen DNAmn lokusta 4NSIC, jossa
esimtyvin 91 bp mittaisen alueen monistumista seurataan keltaisella kanavalla (QIAGEN,
2018). Monistettavan alueen pienen koon ansiosta laite raportoi kokonais-DNA:n
konsentraation néytteestd, vaikka mitattava DNA olisi degradoitunutta. Laitteella voidaan
mitata myOs pidempien DNA-tuotteiden konsentraatiota ndytteissd seuraamalla punaisella
kanavalla saman 4NS1C lokuksen monistumista, mutta suuremman 353 bp mittaisen alueen
osalta (QIAGEN, 2018). Naytteistd olisi ollut mahdollista havamnoida DNA:n degradaation
tilaa vertaamalla keltaisen ja punaisen kanavan tuloksia (QIAGEN, 2018). Rotor-gene-laitteella
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pidempien tuotteiden havamnointiin tarkoitettu punainen kanava ei kuitenkaan ollut
tutkimusten aikaan kéytettivissa.

Pitkien  alleelien  puuttuminen  tuloksissa  rajaa  vertaitujen = menetelmien
kayttokelpoisuutta ESX 17 Fast -kittid kaytettdessd. Laadukasta tunnistetta varten tulisi
madrittdd mahdollisimman monen lokuksen alleelit. Tulosten perusteella Kkittid voi suositella
kaytettdviksi messinkihylsyistd taltioiduille néytteille vain, mikdli metallien ja epdpuhtauksien
lisndolo ndytteissd saadaan minimoitua esimerkiksi BTmixid hyddyntdméilld. Vaihtoehtoisten
PCR-kittien kéyttdd voi harkita tilanteissa, joissa tdméd ei ole mahdollista. Erityisesti lyhyille
tuotteille tarkoitettujen kittien, kuten AmpFLSTR MimiFiler (Applied Biosystems) kéyttoa
kannattaa selvittdd niilld raportoitujen tulosten perusteella (Horsman-Hall et al., 2009; Lopes et
al, 2009). Lyhyitd tuotteita monistavia Kkitteji voi suositella harkittavaksi erityisesti, jos
tutkittavat ndytteet siséltdvdat vain vidhdn tai erityisen vauriottunutta DNA:dta. Myds PCR-
reaktiossa kaytettdvin polymeraasientsyymin valintaa voi tarkastella, silli kuparin inhibition
tiedetddn vaikuttavan voimakkaammin Taq- ja Q5-polymeraaseihin kun KOD-polymeraasiin
(Kuftel etal, 2021).
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5. Yhteenveto

Messinkihylsyistd saatiin onnistuneesti monistettua vapaaehtoisen tunnistetta vastaavia
alleeleja eri menetelmilld taltioiduista néytteistd. Kéytettdvid menetelmid valittaessa DNA:n
degradaation ehkiisy ja epdpuhtauksien puhdistus tulisi priorisoida taltioinnista lihtien. DNA:n
vaurioituminen prosessin pitkittyessd ja inhibiittorien lisndolo voidaan minimoida, kun
prosessi suunnitellaan huolella alusta loppuun. Huomiota menetelmien valintaan tulee
kimnittdd erityisesti, jos niytteissd epdillddn olevan pelkdn kosketuksen kautta surtynyttd
DNAta tai DNAn tiedetdén olevan valmiiksi vaurioitunutta.

Kysymykseen antavatko vaihtoehtoiset néytetaltiointimenetelmédt paremman DNA :n
saannon ammuttuyjen messinkihylsyjen pinnalta saatin selked vastaus. Vaihtoehtoisten
taltiointimenetelmien  kiyttd auttoi parantamaan DNAmn saantoa ja antoi enemméin
kéyttokelpoisia tunnisteita kuin perinteiselld kiedotulla kuitupuikolla ja vedelld taltioitaessa.
Erityisesti metalleja ja epdpuhtauksia kelatoivan BTmixin kéyttd nylonnukattuyjen puikkojen
kanssa johti useamman alleelin leimautumiseen ja pidempien DNA-tuotteiden monistumiseen.
Myos kéytetyn eristysmenetelmin vaikutuksesta DNA:n mddrddn tai midritettyjen alleelien
osuuksiin ja tunnisteen vertailukelpoisuuteen saatin vastaus. EZIl-eristykselld mééritettiin
onnistuneesti useamman lokuksen monistuneet alleelit kun CWD-suoraeristykselld. Maéritetyt
tunnisteet olivat my0s kokonaisempia EZ1-eristykselld. DNA:n mdirdn osalta suoraeristyksen
todettin antavan suuremman konsentraation, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva.

Esitettyjen tulosten ja kirjallisuuden pohjalta viskoosipuikon ja veden yhdisteImaé
CWD-menetelmilld  eristettynd ei voida suositella  kaytettdviksi DNA-tutkimuksissa
ammutuista messinkihylsyistd. Néytteen puhdistuksen puute suoraeristykselld yhdistettyna
taltiointipuskuriin, joka ei kelatoi epdpuhtauksia ja viskoosipuikon suljettu rakenne luovat
yhdistelméin, jossa messingin negatiivisia vaikutuksia DNAhan ja sen monistukseen ei saada

ehkdistya.

34



6. Kiitokset

Haluaisin kiittdd kaikkia tutkimuksessa avustaneita tahoja. Kiitos ohjauksesta Heikki
Helanterd ja Lauri Vaahtera. Piditte hienosti huolta, ettd tulokset pitivdt siséllidn vain oleellisen
eikd turhaa rOnsyilyd pédssyt syntymddn. Kommenttinne olivat korvaamaton apu
kirjoittamisessa ja tutkielman lopullisen version saavuttamisessa. Kiitos tutkimuksissa minua
avustanut rikosteknisen laboratorion henkilokunta. Ilman teitd niytteiden tuotto ja kisittely ei
olisi ollut mahdollista. Kitos Essi vertaistukena tommimisesta ja loistavasta palautteesta
tivistelmén kieliasusta. Erityiskiitos Memelle, joka pidit huolta, ettd muistin nukkua ja syoda
tuloksia ldpikdydessd ja tutkielmaa kirjoittaessa. Kiitos my0s rakkaat vanhempani, jotka

tarjositte mahdollisuuden paeta kirjoittamisen paineita kotin jouluksi.

35



7. Kirjallisuus

Anastassopoulou, J. (2003). Metal-DNA interactions. Journal of Molecular Structure, 651-653, 19-26.
https://doi.org/10.1016/s0022-2860(02)00625-7

Andrushchenko, V., Van De Sande, J. H., & Wieser, H. (2003). Vibrational circular dichroism and IR
absorption of DNA complexes with Cu®*ions. Biopolymers, 72(5), 374-390.
https://doi.org/10.1002/bip.10439

Applied Biosystems. (2004). Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using
Real-Time Quantitative PCR. Applied Biosystems. https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/cms 042380.pdf

Aruoma, O. 1., Halliwell, B., Gajewski, E., & Dizdaroglu, M. (1991). Copper-ion-dependent damage to
the basesin DNA inthe presence of hydrogen peroxide. BiochemicalJournal, 273(3), 601-604.
https://doi.org/10.1042/bj2730601

Bille, T. W,, Fahrig, G., Weitz, S. M., & Peiffer, G. A. (2020). An improved process for the collection and
DNA analysis of fired cartridge cases. Forensic Science International: Genetics, 46, 102238.
https://doi.org/10.1016/].fsigen.2020.102238

Benschop, C.C. G., Wiebosch, D. C., Kloosterman, A. D., & Sijen, T. (2010). Post-coital vaginal sampling
with nylon flocked swabs improves DNA typing. Forensic Science International: Genetics, 4(2),
115-121. https://doi.org/10.1016/].fsigen.2009.07.003

Bolognesi, C., Landini, E., Roggieri, P., Fabbri, R., & Viarengo, A. (1999). Genotoxicity biomarkers in the
assessment of heavy metal effectsin mussels: experimental studies. Environmentaland
Molecular Mutagenesis, 33(4), 287-292. https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-
2280(1999)33:4<287::AlD-EM5>3.0.C0O;2-G

Bonsu, D. 0. M., Higgins, D., & Austin, J.J. (2020). Forensictouch DNA recovery from metal surfaces —
A review. Science & Justice, 60(3), 206-215. https://doi.org/10.1016/j.scijus.2020.01.002

Bonsu, D. O. M., Higgins, D., Henry, J., & Austin, J.J. (2021). Evaluation of the efficiency of Isohelix™
and Rayon Swabs for recovery of DNA from metal surfaces. Forensic Science, Medicine and
Pathology, 17, 199-207. https://doi.org/10.1007/s12024-020-00329-x

Bruijns, B. B., Tiggelaar, R. M., & Gardeniers, H. (2018). The extraction and recovery efficiency of pure
DNAfor different types of swabs. Journal of Forensic Sciences, 63(5), 1492—1499.
https://doi.org/10.1111/1556-4029.13837

Burrill, )., Daniel, B., & Frascione, N. (2019). A review of Trace “Touch DNA” deposits: Variability
factorsand an exploration of cellular composition. Forensic Science International: Genetics, 39,
8-18. https://doi.org/10.1016/].fsigen.2018.11.019

Butler, ). M. (2005a). Forensic DNA typing biology, technology, and genetics of STR markers . (Second
Edition). AcademicPress.

Butler, J. M. (2005b). Constructing STR multiplexassays. Teoksessa A. Carracedo (toim.), Methods in
molecular biology, 297. (s.53-66). Humana Press. https://doi.org/10.1385/1-59259-867-6:053

Butler.,J. M. (2012). Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology . AcademicPress.
https://doi.org/10.1016/C2011-0-04189-3

CBC. (2014). Small Arms Ammunition Centerfire Pistol & Revolver and Rifle Cartridges — All Calibers up
to .500. SDS N.2: 001 - Rev. 08. Magtech Ammunition. https://magtechammunition.com/wp-
content/uploads/2018/08/SDS-001-Handgun-and-Rifle-Cartridges-All-calibers-up-to-.500.pdf

Chung, W. J., Cui, Y., Chen, C.S., Wei, W. H.,, Chang, R. S.,Shu, W. Y., & Hsu, I. C. (2017). Freezing
shortens the lifetime of DNA molecules undertension. Journalof biological physics, 43, 511—
524. https://doi.org/10.1007/s10867-017-9466-3

Czado, N., Houston, R., & Hughes, S. (2022). Comparison of metal ions recovered during DNA analysis
of brassammunition and effects of copperand zincions on DNA profiling. Forensic Science
International: Genetics Supplement Series, 8, 162—-164.
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2022.10.021

36


https://doi.org/10.1016/s0022-2860(02)00625-7
https://doi.org/10.1002/bip.10439
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_042380.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_042380.pdf
https://doi.org/10.1042/bj2730601
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2020.102238
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.07.003
https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-2280(1999)33:4%3c287::AID-EM5%3e3.0.CO;2-G
https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-2280(1999)33:4%3c287::AID-EM5%3e3.0.CO;2-G
https://doi.org/10.1016/j.scijus.2020.01.002
https://doi.org/10.1007/s12024-020-00329-x
https://doi.org/10.1111/1556-4029.13837
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2018.11.019
https://doi.org/10.1385/1-59259-867-6:053
https://doi.org/10.1016/C2011-0-04189-3
https://magtechammunition.com/wp-content/uploads/2018/08/SDS-001-Handgun-and-Rifle-Cartridges-All-calibers-up-to-.500.pdf
https://magtechammunition.com/wp-content/uploads/2018/08/SDS-001-Handgun-and-Rifle-Cartridges-All-calibers-up-to-.500.pdf
https://doi.org/10.1007/s10867-017-9466-3
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2022.10.021

Dadhania, A., Nelson, M., Caves, G., Santiago, R., & Podini, D. (2013). Evaluation of Copan
AN6FLOQSwabs™ used for crime scene evidence collection. Forensic Science International:
Genetics Supplement Series, 4(1), 336-337. https://doi.org/10.1016/].fsigss.2013.10.171

da Rocha Marques, B. C., Alem, L., de Melo, L. S., Nogueira, T. L., & da Silva, D. A. (2022). Comparison
of three DNA extraction methods forthree different types of fired and unfired ammunition.
Forensic Science International: Genetics Supplement Series, 8, 59-61.
https://doi.org/10.1016/].fsigss.2022.09.022

de OliveiraFrancisco, D., Lopez, L. F., de Toledo Gongalves, F., & Fridman, C. (2020). Casework direct
kitas an alternative extraction method to enhance touch DNA samples analysis. Forensic Science
International: Genetics, 47, 102307. https://doi.org/10.1016/].fsigen.2020.102307

Dierig, L., Schwender, M., & Wiegand, P. (2020). Looking for the pinpoint: Optimizingidentification,
recovery and DNA extraction of micro tracesinforensiccasework. Forensic Science
International: Genetics, 44, 102191. https://doi.org/10.1016/].fsigen.2019.102191

Ding, X., & Yang, K. L. (2015). Quantitative serine protease assays based on formation of copper(ll) -
oligopeptide complexes. The Analyst, 140(1), 340-345. https://doi.org/10.1039/c4an01731e

Elwick, K., Gauthier, Q., Rink, S., Cropper, E., & Kavlick, M. F. (2022). Recovery of DNA from fired and
unfired cartridge casings: comparison of two DNA collection methods. ForensicScience
International: Genetics, 59, 102726. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2022.102726

ENFSIDNA Working Group. (2016). DNA Database Management Review and Recommendations.
ENFSI. https://enfsi.eu/wp-
content/uploads/2016/09/final version _enfsi 2016 document on_dna-
database management O.pdf

Fox, J., & Weisberg, S. (2019). An R companion to applied regression. (3rd Edition). SAGE Publications.

Gill, P, Fereday, L., Morling, N., & Schneider, P. M. (2006). The evolution of DNA databases —
recommendations for new European STR loci. Forensic Science International, 156(2-3), 242—
244. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2005.05.036

Govindaraju, M., Shekar, H.S., Sateesha, S. B., VasudevaRaju, P., SambasivaRao, K.R.,Rao, K.S. J., &
Rajamma, A. J. (2013). Copperinteractions with DNA of chromatinanditsrolein
neurodegenerative disorders. Journal of Pharmaceutical Analysis, 3(5), 354-359.
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2013.03.003

Hedman, J., Akel, Y., Jansson, L., Hedell, R., Wallmark, N., Forsberg, C., & Ansell, R.(2021). Enhanced
forensicDNA recovery with appropriate swabs and optimized swabbing technique. Forensic
Science International: Genetics, 53, 102491. https://doi.org/10.1016/].fsigen.2021.102491

Holland, M. M., Bonds, R. M., Holland, C. A., & McElhoe, J. A. (2019). Recovery of mtDNA from
unfired metallicammunition components with an assessment of sequence profile quality and
DNA damage through MPS analysis. Forensic Science International: Genetics, 39, 86-96.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2018.12.008

Horsman-Hall, K. M., Orihuela, Y., Karczynski, S. L., Davis, A. L., Ban, J. D., & Greenspoon, S. A. (2009).
Development of STR profiles from firearms and fired cartridge cases. Forensic Science
International: Genetics, 3(4), 242-250. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.02.007

Hothorn, T., Hornik, K., van de Wiel, M. A,, & Zeileis, A. (2008). Implementing a Class of Permutation
Tests: The coin Package. Journal of Statistical Software, 28(8), 1-23.
https://doi.org/10.18637/jss.v028.i08

Hu, X., Zhang, Q., Wang, W., Yuan, Z., Zhu, X., Chen, B., & Chen, X. (2016). Tripeptide GGH as the
Inhibitor of Copper-Amyloid-B-Mediated Redox Reaction and Toxicity. ACS Chemical
Neuroscience, 7(9), 1255-1263. https://doi.org/10.1021/acschemneuro.6b00145

Huang, W,, Xie, X., Liang, X., Wang, X., & Chen, X. (2019). Effects of Different Pretreatments of DNA
Extraction from Dried Specimens of Ladybird Beetles (Coleoptera: Coccinellidae). Insects, 10(4),
91. https://doi.org/10.3390/insects10040091

Jansson, L., Forsberg, C., Akel, Y., Dufva, C., Ansell, C., Ansell, R., & Hedman, J. (2020). Factors
affecting DNA recovery from cartridge cases. Forensic Science International: Genetics, 48,
102343. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2020.102343

37


https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2013.10.171
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2022.09.022
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2020.102307
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2019.102191
https://doi.org/10.1039/c4an01731e
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2022.102726
https://enfsi.eu/wp-content/uploads/2016/09/final_version_enfsi_2016_document_on_dna-database_management_0.pdf
https://enfsi.eu/wp-content/uploads/2016/09/final_version_enfsi_2016_document_on_dna-database_management_0.pdf
https://enfsi.eu/wp-content/uploads/2016/09/final_version_enfsi_2016_document_on_dna-database_management_0.pdf
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2005.05.036
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2013.03.003
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2021.102491
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2018.12.008
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.02.007
https://doi.org/10.18637/jss.v028.i08
https://doi.org/10.1021/acschemneuro.6b00145
https://doi.org/10.3390/insects10040091
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2020.102343

Keskusrikospoliisi. (2018). Keskusrikospoliisin toimintakertomus 2018. Poliisi.
https://poliisi.fi/documents/25235045/27076143/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-
2018.pdf/41c59436-f146-0833-ab6c-d82e3de546ec/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-
2018.pdf?t=1594279145995

Kuffel, A., Gray, A., & Daeid, N. N. (2021). Impact of metalions on PCRinhibition and RT-PCR
efficiency. InternationalJournal of Legal Medicine, 135, 63—72. https://doi.org/10.1007/s00414-
020-02363-4

Lau, S.-J., Kruck, T. P. A., & Sarkar, B. (1974). A Peptide Molecule Mimicking the Copper(ll) Transport
Site of Human Serum Albumin: A COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE SYNTHETIC SITE AND
ALBUMIN. Journal of Biological Chemistry, 249(18), 5878-5884. https://doi.org/10.1016/50021-
9258(20)79900-X

Lopes, V., Andrade, L., Carvalho, M., Serra, A., Balsa, F., Bento, A. M., Batista, L., Oliveira, C., Corte-
Real, F., & Anjos, M. J. (2009). Mini-STRs: A powerful tool to identify genetic profilesin samples
with small amounts of DNA. Forensic Science International: Genetics Supplement Series, 2(1),
121-122. https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2009.08.064

MacFarland, T. W,, & Yates, J. M. (2016). Introduction to nonparametric statistics for the Biological
Sciences using R. Springer Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-319-30634-6

Mawlood, S., Dennany, L., Watson, N., & Pickard, B. (2015). Analysis of DNA from Fired Cartridge
Casings. International Journal of Biotechnology and Bioengineering, 9(8), 926-933.

Montpetit, S., & O’Donnell, P. (2015). An optimized procedure for obtaining DNA from fired and
unfired ammunition. Forensic Science International: Genetics, 17, 70-74.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.03.012

Moore, D., Beaumont, D., Brown, M., Clayton, T., Coleman, K., Subhani, Z., & Thomson, J. (2021). An
investigation of two methods of DNA recovery from fired and unfired 9mm ammunition. Science
& Justice, 61(2), 160-169. https://doi.org/10.1016/j.scijus.2020.11.002

Moreno, L. I., & McCord, B. R. (2017). Understanding metal inhibition: The effect of copper (Cu?*) on
DNA containing samples. Forensic Chemistry, 4, 89-95.
https://doi.org/10.1016/j.forc.2017.03.005

Motulsky, H. (2018). Intuitive Biostatistics: A Nonmathematical Guide to Statistical Thinking. (Fourth
Edition) Oxford UniversityPress.

Nackerdien, Z., Rao, G., Cacciuttolo, M. A., Gajewski, E., & Dizdaroglu, M. (1991). Chemical nature of
DNA-protein cross-links produced in mammalian chromatin by hydrogen peroxidein the
presence of iron or copperions. Biochemistry, 30(20), 4873—-4879.
https://doi.org/10.1021/bi00234a006

National Institute of Justice. (2011). What s STR Analysis?. National Institute of Justice.
https://nij.ojp.gov/topics/articles/what-str-analysis

National Institute of Justice. (2023a). Firearms examiner training: Alternate materials. National
Institute of Justice. https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-
training/module-05/alternate-materials

National Institute of Justice. (2023b). Firearms examiner training: Finishing . National Institute of
Justice. https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-
training/module-05/finishing

Neuhauser, M. (2011). Wilcoxon—-Mann—-Whitney Test. Teoksessa M. Lovric, (toim.), International
Encyclopedia of Statistical Science (s. 1656-1658). Springer, Berlin, Heidelberg.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-04898-2 615

Patterson, C., Gray, S., Wendt, F. R., & Roy, R. (2021). Inhibition of DNA amplification caused by metal
in extracted bloodstains and in direct amplification. Forensic Science International: Genetics, 55,
102598. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2021.102598

Pek,J., Wong, A. C. M., & Wong, O. C. Y. (2017). Confidenceintervals for the mean of non-normal
distribution: Transform or not to transform. Open Journal of Statistics, 7(3), 405—421.
https://doi.org/10.4236/0js.2017.73029

38


https://poliisi.fi/documents/25235045/27076143/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf/41c59436-f146-0833-ab6c-d82e3de546ec/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf?t=1594279145995
https://poliisi.fi/documents/25235045/27076143/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf/41c59436-f146-0833-ab6c-d82e3de546ec/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf?t=1594279145995
https://poliisi.fi/documents/25235045/27076143/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf/41c59436-f146-0833-ab6c-d82e3de546ec/Keskusrikospoliisin-toimintakertomus-2018.pdf?t=1594279145995
https://doi.org/10.1007/s00414-020-02363-4
https://doi.org/10.1007/s00414-020-02363-4
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(20)79900-X
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(20)79900-X
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2009.08.064
https://doi.org/10.1007/978-3-319-30634-6
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.03.012
https://doi.org/10.1016/j.scijus.2020.11.002
https://doi.org/10.1016/j.forc.2017.03.005
https://doi.org/10.1021/bi00234a006
https://nij.ojp.gov/topics/articles/what-str-analysis
https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-training/module-05/alternate-materials
https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-training/module-05/alternate-materials
https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-training/module-05/finishing
https://nij.ojp.gov/nij-hosted-online-training-courses/firearms-examiner-training/module-05/finishing
https://doi.org/10.1007/978-3-642-04898-2_615
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2021.102598
https://doi.org/10.4236/ojs.2017.73029

Prasad, E., Hitchcock, C., Raymond, J., Cole, A., Barash, M., Gunn, P., McNevin, D., & van Oorschot, R.
A. H. (2020). DNA recovery from unfired and fired cartridge cases: A comparison of swabbing,
tape lifting, vacuum filtration, and direct PCR. Forensic Science International, 317, 110507.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2020.110507

Prasad, E., Hitchcock, C., Raymond, J., Cole, A., Barash, M., McNevin, D., & van Oorschot, R. A. H.
(2022). Touch DNA recovery from unfired and fired cartridges: Comparison of swabbing, tape
lifting and soaking. Forensic Science International, 330, 111101.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2021.111101

Promega. (2020). Casework Direct System Instructions for Use of Products DC4560 and DC4561.
Promega. https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
manuals/tmd/casework-direct-system-protocol-
tmd067.pdf?rev=e552bcc03c9a420c8alcc2c5a2eca2e2&sc lang=en

Promega. (2023). PowerPlex® ESX 17 Fast System for Use on the Applied Biosystems ® Genetic
Analyzers. Promega. https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical -
manuals/tmd/powerplex-esx-17-fast-system-protocol.pdf?sc lang=en?la=en

QIAGEN. (2010). Investigator™ Template Files for GeneMapper® ID-X User Guide. QIAGEN.
https://www.giagen.com/us/resources/resourcedetail ?2id=53fc83ee-7865-4099-b 776-
b750f7ffc271&lang=en

QIAGEN. (2018). Investigator® Quantiplex®Pro RGQKit Handbook. QIAGEN
https://www.qgiagen.com/us/resources/resourcedetail ?id=57497d59-7a43-4e af-8c94-
086e88742e86&Ilang=en

QIAGEN. (2020a). QIAgility® Version 4.18 User Manual. QIAGEN.
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail ?id=565fa5ff-eb86-4141-9188-
fa8e76e75eef&lang=en

QIAGEN. (2020b). QIAamp® DNA Investigator Handbook. QIAGEN.
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail ?id=26ef8f2c-7c2a-49e6-b2d2-
39d4e130b3cc&lang=en

QIAGEN. (2022). EZ1&2® DNA Investigator® Kit Handbook. QIAGEN.
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail ?id=46064856-1b88-4b27-a825-
d3f616e06c08&lang=en

R Core Team (2023). R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for
Statistical Computing. https://www.R-project.org

Sajantila, A. (2010). DNA-sormenjaljistd DNA-tunnisteisiin. Duodecim, 126(19), 2321-2328.
https://www.duodecimlehti.fi/duc99115

Templeton, J. E. L., Taylor, D., Handt, O., Skuza, P., & Linacre, A. (2015). Direct PCRImprovesthe
Recovery of DNA from Various Substrates. Journal of Forensic Sciences, 60(6), 1558—1562.
https://doi.org/10.1111/1556-4029.12843

Tucker, V. C., Hopwood, A. J., Sprecher, C.J., Mclaren, R. S., Rabbach, D. R., Ensenberger, M. G.,
Thompson, J. M., & Storts, D. R. (2012). Developmental validation of the PowerPlex® ESX 16 and
PowerPlex® ESX 17 systems. Forensic Science International: Genetics, 6(1), 124—131.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.03.009

Institute of researchinimmunology and cancer. (2011). Information on gPCR results. University of
Montreal. https://genomique.iric.ca/resources/files/How to deal with qPCR results.pdf

Uzair, A., Rasool, N., & Wasim, M. (2017). Evaluation of different methods for DNA extraction from
human burnt bones and the generation of geneticprofiles foridentification. Medicine, science,
and the law, 57(4), 159-166. https://doi.org/10.1177/0025802417723808

Vincek, V., Nassiri, M., Knowles, J., Nadji, M., & Morales, A. R. (2003). Preservation of tissue RNAin
normal saline. Laboratory Investigation, 83(1), 137-138.
https://doi.org/10.1097/01.1ab.0000047490.26282.cf

39


https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2020.110507
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2021.111101
https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/tmd/casework-direct-system-protocol-tmd067.pdf?rev=e552bcc03c9a420c8a1cc2c5a2eca2e2&sc_lang=en
https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/tmd/casework-direct-system-protocol-tmd067.pdf?rev=e552bcc03c9a420c8a1cc2c5a2eca2e2&sc_lang=en
https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/tmd/casework-direct-system-protocol-tmd067.pdf?rev=e552bcc03c9a420c8a1cc2c5a2eca2e2&sc_lang=en
https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/tmd/powerplex-esx-17-fast-system-protocol.pdf?sc_lang=en?la=en
https://fi.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/tmd/powerplex-esx-17-fast-system-protocol.pdf?sc_lang=en?la=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=53fc83ee-7865-4099-b776-b750f7ffc271&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=53fc83ee-7865-4099-b776-b750f7ffc271&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=57497d59-7a43-4eaf-8c94-086e88742e86&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=57497d59-7a43-4eaf-8c94-086e88742e86&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=565fa5ff-eb86-4141-9188-fa8e76e75eef&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=565fa5ff-eb86-4141-9188-fa8e76e75eef&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=26ef8f2c-7c2a-49e6-b2d2-39d4e130b3cc&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=26ef8f2c-7c2a-49e6-b2d2-39d4e130b3cc&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=46064856-1b88-4b27-a825-d3f616e06c08&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=46064856-1b88-4b27-a825-d3f616e06c08&lang=en
https://www.r-project.org/
https://www.duodecimlehti.fi/duo99115
https://doi.org/10.1111/1556-4029.12843
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.03.009
https://genomique.iric.ca/resources/files/How_to_deal_with_qPCR_results.pdf
https://doi.org/10.1177/0025802417723808
https://doi.org/10.1097/01.lab.0000047490.26282.cf

Welch, L. A., Gill, P., Phillips, C., Ansell, R., Morling, N., Parson, W.,, Palo, J. U., & Bastisch, |. (2012).
European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI): Evaluation of new commercial STR
multiplexes thatinclude the European Standard Set (ESS) of markers. Forensic Science
International: Genetics, 6(6), 819-826. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2012.03.005

Yang, J., Chen, J,, Ji, Q,, Li, K., Deng, C., Kong, X., Xie, S., Zhan, W,, Mao, Z., Zhang, B., Yu, Y., Li, D., Cao,
Y, Ye, K., Liu, Q., Wu, M., Chen, F., & Chen, P.(2022). Could routine forensicstrgenotyping data
leak personal phenotypicinformation? Forensic Science International, 335, 111311.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2022.111311

En ole kiyttinyt tuottavaa tekodlyd tai tekodlyavusteista teknologiaa opinndytetyoni
suunnittelussa ja kirjoittamisessa. Otan tdyden vastuun opinndytetyoni sisallo sta.

40


https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2012.03.005
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2022.111311

Liite 1. Parittainen Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testi menetelmille

Parittainen  Wilcoxonin  merkittyjen  sijalukujen testi RFU-arvojen keskiarwille  menetelmittain.
P arvon korjaus: Bonferroni-Holm.
BTmix + BTmix + viskoosi- viskoosi- NaCl +
genetics, genetics, puikko + puikko + genetics,
CWD EZ1 vesi, CWD vesi, EZ1 CWD
BTmix + genetics, 0,018 * - - - -
EZ1
viskoosipuikko + <0,001 =*** <0,001 =*x** - - -
vesi, CWD
viskoosipuikko + <0,001 *** [ <0,001 **x* 0,089 s - -
vesi, EZ1
NaCl + genetics, <0,001 *** <0,001 =*x** <0,001 *x*x* <0,001 *** -
CWD
NaCl + genetics, 0,676 " 0,08 ns <0,001 *** | <0,001 *** | <0,001 ***
EZ1

ns, ei tilastollista merkitsewyttd/ *, p < 0.05/ **, p < 0.01/ ***, p < 0.001
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Liite 2. Menetelmien onnistumisprosenttien ominaisuuksien yhteenveto

Menetelmien onnistumisprosenttien tilastollisten ominaisuuksien taulukko, var = varianssi, CIL = 95 %
luottamusvalin alaraja, CIU = 95 % luottamusvalin ylaraja.
Menetelma n keski- mediaani keski- var pienin suurin CIL CIU
arvo hajonta arvo arvo
BTmix + 31 12,3 10,6 8,74 33,2 3,03 34,8 9,24 15,4
genetics,
CWD
viskoosi- 32 0,99 0 3,02 3,97 0 16,7 -0,05 2,04
puikko +
vesi, CWD
NaCl + 30 3,94 3,03 2,89 3,63 0 10,6 2,91 4,97
genetics,
CWD
BTmix + 32 19,9 15,9 17,6 135,4 0 63,6 13,8 26,0
genetics,
EZ1
viskoosi- 31 1,86 0 2,92 3,71 0 9,09 0,83 2,89
puikko +
vesi, EZ1
NaCl + 32 14,9 9,85 14,0 85,4 0 59,1 10,0 19,7
genetics,
EZ1
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