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»Proovivotu efektiivsus ja DNA eralduse saagis kohtuekspertiisialaste DNA analiiiiside

puhul”

DNA analiiiisi liks olulisemaid etappe on bioloogilise materjali kogumine siindmuskohalt voi
objektidelt. Proovide votmiseks kasutatakse erinevaid meetodeid, kuid puudub
iildaktsepteeritud metoodika nende efektiivsuse hindamiseks. Proovivotu meetodite uurimisel
on kasutatud kontaktjdlgi ning vere- ja siiljeproove. Neil juhtudel pole tdpselt teada uuritavale
pinnale jdetud rakkude arv. Tapset rakkude lugemist voimaldab FACSi kasutamine. Kindla
rakkude arvuga uuritava materjali genereerimine vOimaldab usaldusvidirselt hinnata
teoreetilist jédljes olevat DNA kogust ja seeldbi saab mddrata proovi votmise efektiivsust.
Kéesolevas t00s luuakse kaks mudelsiisteemi erinevate proovivotu meetodite testimiseks ja
uuritakse, milline on proovivotu efektiivsus ja saagis, kasutades kolme tampooni, kahte teibi
ja viljaldikemeetodit. Lisaks vdorreldakse, kas mudelsiisteemis saadud tulemused langevad
kokku kontaktjélgede vOtmisel saadud tulemustega. T66 tulemusena selgus, et mudelsiisteem
plastikul sobis tampoonimeetodite efektiivsuse hindamiseks, kuid ei sobinud teibimeetoditele.

Mudelsiisteem riidel ei sobinud tampoonimeetodite ega teipide efektiivsuse hindamiseks.
Mirksonad: kohtuekspertiis, DNA analiiiis, sindmuskohalt proovide vdtmine

B220 Geneetika, tsiitogeneetika

‘Efficiency of forensic DNA trace recovery methods’

Sample collection is one of the most important parts in DNA analysis. There are many ways
how to do it, but it is crucial to use these methods, which give the highest DNA yield.
However, there have not been developed a method, which shows the efficiency of forensic
DNA trace recovery methods. For this reason, FACS was used to create samples with certain
amount of cells. The cells were sorted on plastic and fabric surfaces. Later, the samples were
collected with three different swabbing methods, two tape lifting and cutting methods. Using
FACS to create certain cell amounts, allows us to evaluate the efficiency of these sample
collection methods. Fingerprints were generated and all the same sample collection methods
were used to test if the method that was created with the model system actually works in real
cases. To summarise, the created model system was suitable for testing swabbing methods on
plastic surfaces, however, tape lifting methods could not be tested. Moreover, given model

system was not suitable for testing sampling methods from fabric.
Keywords: forensic science, DNA analysis, trace recovery

B220 Genetics, cytogenetics
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KASUTATUD LUHENDID

Av — aritmeetiline keskmine (ingl average)

CV — variatsiooni koefitsent (ingl coefficient of variation)

DPBS - fosfaatpuhver (ingl Dulbecco’s phosphate-buffered saline)

FACS — fluorestsents-aktiveeritud rakusorter (ingl Fluorescence-activated cell sorting)

Low-TE puhver — madala EDTA sisaldusega Tris puhver (pH 8.0), mille koostisosad on
10 mM Tris, 0,1 mM EDTA

qPCR — kvantitatiivne e reaalaja PCR (ingl real-time polymerase chain reaction)
R”— determinatsioonikoefitsent
RD - suhteline erinevus (ingl relative difference)

rfu — modtelihik, mida kasutatakse kapillaarelektroforeesil fluorestsentssignaali tugevuse

véljendamiseks (ingl relative fluorescence units)
SD(S) — standardhélve (ingl standard deviation)
TE puhver — puhver (pH 8.0), mille koostisosad on 10 mM Tris, 1 mM EDTA

TPH — ilmsiks tulnud alleelide totaalne korgus (ingl total peak height)
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SISSEJUHATUS

Uks esimesi krimnialistikaeksperte, prantslane Edmond Locard, on delnud: ,,Iga kontakt jéitab
jélje*. Paul L. Kirk on seda printsiipi tdiendanud sdnadega: ,,Kuhu iganes ta astub, mida
iganes ta puudutab, mis iganes ta endast maha jétab, kasvoi kogemata — kdik see astub justkui
vaikiva tunnistajana tema vastu kohtupinki. Need on tdendid, mis ei unusta. Need on faktidel
pohinevad tdendid, mis ei saa olla valed. Téendid, mis ei saa olla olemata. Ainult inimese
suutmatus neid leida, uurida ja moista vOib vdhendada nende viirtust™ (Kirk, 1953).
Kriminalistika pohiliseks iilesandeks ongi kuriteopaigalt kokku kogutud, pealtnédha {iksteisega
mitte mingil viisil haakuvate detailide ithendamine nii, et tekib sidus pilt juhtunu kohta ning
mis veelgi olulisem — identifitseerida asjasse segatud isikud. Kusjuures vihemalt sama oluline

on vilistada need, keda stindmuskohal polnud.

DNA analiiiisi liks olulisemaid etappe on bioloogilise materjali kogumine siindmuskohalt voi
ekspertiisiks esitatud objektilt. Proovide votmiseks kasutatakse mitmeid erinevaid meetodeid.
Hetkel puudub iildaktsepteeritud metoodika proovivotu meetodite efektiivsuse hindamiseks.
Proovivotu meetodite uurimisel on vdga palju kasutatud vere- ja siiljeproove ning
kontaktjdlgi. Antud juhtudel pole tipselt teada uuritavale pinnale jaetud rakkude arv. Lisaks
esineb suur varieeruvus erinevate proovi doonorite ning isegi lihelt ja samalt doonorilt
erineval ajal vOetud materjali vahel. Tépset rakkude lugemist vdimaldab fluorestsents-
aktiveeritud rakusorteri (FACS; ingl Fluorescence-activated cell sorting) kasutamine. Kindla
rakkude arvuga uuritava materjali genereerimine vodimaldab usaldusvidirselt hinnata
teoreetilist jéljes olevat DNA kogust. Seeldbi saab testida erinevaid proovivotmise meetodeid
méidrates proovi votmise efektiivsust (saagist). Kirjeldatud ldihenemine vdimaldab luua

mudelsiisteemi jilgede genereerimiseks ja nende edaspidiseks uurimiseks.

Kéesoleva bakalaureusetod pohieesmérgiks oli vilja todtada mudelsiisteem proovivotu
meetodite efektiivsuse hindamiseks kasutades FACS metoodikat ja vere mononukleaarseid
rakke. Lisaks oli uurimistod eesmirgiks vorrelda erinevaid proovivotmise meetodeid nii

mudelsiisteemis kui ka ehtsate kontaktjdlgedega, kasutades jélje substraadina plastikut ja riiet.

Antud uurimistd0 viidi 1abi Eesti Kohtuekspertiisi Instituudi DNA-osakonna Tartu laboris.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Stindmuskohalt leitav bioloogiline materjal on viga oluline asitdend. Selle analiilisimisel on
voimalik kindlaks teha, kellelt bioloogiline materjal périneb ning seostada siitidlane toime
pandud kuriteoga. DNAd vdib siindmuskohal leiduda igal pool, alustades mustast pesust ja
1opetades suitsukoniga. (Bond ja Phil, 2006; Kobilinsky et al., 2005b) Enim levinud
proovimaterjalid kohtuekspertiisialaste DNA analiitiside puhul on veri, siilg, sperma ning
puutejdljed. Lisaks on vdimalik médrata DNA-profiili uriinist, karvadest, hammastest,
koeproovidest, luudest ja muust bioloogilisest materjalist (Butler, 2001; Kobilinsky et al.,
2005b; van Oorschot et al., 2010). Bioloogilised materjalid vdib tinglikult jagada madala
DNA sisaldusega proovideks ja korge DNA sisaldusega proovideks. Madala DNA
sisaldusega proovideks on nditeks puutejiljed (kontaktjiljed) erinevatelt objektidelt. Suures

koguses leidub DNAd néiteks veres, spermas ja siiljes. (Wyatt et al., 2011)

DNA analiiiisiks materjali kogumine on iiks olulisemaid etappe kogu DNA analiiiisi juures.
Soltuvalt bioloogilise materjali tiilibist ning sellest, millisel pinnal kogutav materjal asub,
tuleb valida meetod materjali kogumiseks. Kriminalistika valdkonnas on kasutusel mitmeid
erinevaid meetodeid DNA analiiiisiks proovide votmisel. Kdige levinumad proovivotu
meetodid on tampoonimeetodid, teibimeetodid ja véljaldikemeetod. Lisaks leiavad kasutust
kraapimismeetod ja vaakumi kasutamine (Butler, 2011; Garrett ef al., 2014; Forensic Science
Regulator, 2014; Handbook of Forensic Services, 2013). Alljargnevalt kédsitletakse nimetatud

meetodeid ldhemalt.

Tampoonide kasutamine on véga levinud meetod nii mérjast kui ka kuivanud plekist proovi
vOtmisel. Viimasel juhul niisutatakse tampoon enne proovi voOtmist destilleeritud vees.
Bioloogilise materjali kogusest tulenevalt vdetakse proov kas iihele vdi kahele
vatitampoonile. Kui materjali on védhe, siis tuleks eelistada kahe vatitampooni kasutamist.
(Pang ja Cheung, 2007) Kahe vatitampooni meetodi puhul niisutatakse esimene tampoon
destilleeritud vees ning hodrutakse sellega uuritavat pinda. Nii leotatakse rakud pinna kiiljest
lahti. Jargnevalt voetakse kuiv vatitampoon, millega kuivatatakse uuritav pind iile. Kuiv
tampoon on vajalik selleks, et kokku koguda need rehiidreeritud rakud, mis mérja tampooniga
vottes kaasa ei tulnud. Uhe vatitampooni meetodiga jiib kuiva tampooniga puhastamise etapp

dra. (Castella ja Mangin, 2008; Lanno et al., 2013; Pang ja Cheung, 2007)

Kodige levinumad tampoonid on puuvilltampoonid. Lisaks neile on kasutusel

nailontampoonid,  kunstsiidist ~ (ingl  rayon)  tampoonid, pabertampoonid ja
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poliiestertampoonid. (Garofano et al., 2012; Squassina et al., 2011) Pabertampoon koosneb
imavast mitmekihilisest filterpaberist. Kunstsiid- ja nailontampooniga vorreldes on
pabertampooniga kittesaadav DNA hulk oluliselt vdiksem. Garofano et al. viisid ldbi katse,
kus vorreldi 4N6FLOQSwabs nailontampoone (COPAN Diagnostics, USA) kunstsiidist
(Sarstedt, Saksamaa) ja Omniswab pabertampoonidega (Whatman, UK). Selgus, et kui
nailontampooniga on kogutud DNA hulk 0,61 ng/pl, siis kunstsiidist tampooniga saadi DNAd
vaid 0,014 ng/ul. Pabertampooniga ei dnnestunud DNAJ {ildse koguda. (Garofano et al.,

2012) Antud t66s késitletakse 1dhemalt ainult puuvill- ja nailontampoone.

1.1.1. Puuvilltampoonid
Puuvilltampoon koosneb pikkadest puuvilla kiududest, mis on tihedalt iimber puu- voi
plastikpulga maéssitud (joonis 1). Puuvilltampoonid on hédsti imavad ning ténu sellele viga

head vahendid proovide votmiseks. (Brownlow et al., 2012; Santiago et al., 2013)

Joonis 1. Puuvilltampooni ehitus (Santiago et al., 2013)

1.1.2. Nailontampoonid

Nailontampoon koosneb lithikestest paralleelsetest nailonkiududest, mis on kinnitatud
plastikpulga kiilge (joonis 2; Santiago et al., 2013). Nailontampoon on &irmiselt hea
imavusega ning selle lithikeste kiudude vahele ei jaa ,,10ksu* rakulisi osakesi (Benschop ef al.,

2010; Brownlow et al., 2012; Daley et al., 2006; Dalmaso et al., 2008).

Joonis 2. Nailontampooni ehitus (Santiago et al., 2013)
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Tanapideval on kohtuekspertiisialaste DNA proovide votmisel kdige levinumad iihe ja kahe
puuvilltampooni meetodid. Pang ja Cheung viisid 14bi katse, kus nad vordlesid klassikalist
ithe niisutatud puuvilltampooni (Medical Wire & Equipment, UK) meetodit kahe
puuvilltampooni (Medical Wire & Equipment, UK) meetodiga. Eksperimendist jireldus, et
kahe tampooni meetod parandab oluliselt saadava DNA-profiili kvaliteeti. Nagu ka
varasematest katsetest (Sweet et al., 1997) on vélja tulnud, selgus, et kahe vatitampooni
meetodiga on voimalik kétte saada suurem hulk DNAd. Tulemused paranesid juba ainuiiksi
siis, kui kahe wvatitampooni meetodit kasutades analiilisiti vaid kuivale (ehk teisele)
tampoonile kogutud rakulist materjali. Kui kasutada ainult ihte méirga tampooni, siis voivad
paljud rakud maha jddda ning kittesaadav DNA hulk on oluliselt vdiksem. (Pang ja Cheung,
2007)

On 14bi viidud ka uuringuid, mis on joudnud jireldusele, et puuvilltampooni meetodite vahel
ei ole olulist erinevust. Graham ja Rutty viisid 1dbi katse, kus imiteeriti kdgistamisjérgsete
proovide votmist. Selleks koguti ,,kannatanu’’ nahalt ,,stiiidlase’” DNAd. Proove vdeti kahe
erineva puuvilltampooni meetodiga — T{ihe niisutatud puuvilltampooniga ning kahe
puuvilltampooniga, millest esimene oli niisutatud ning teine kuiv. Katsest selgus, et mdlemad

meetodid andsid vordviairseid tulemusi. (Graham ja Rutty, 2008)

Viimastel aastatel on mitmed uurimistood nédidanud, et oma tiheda ehituse tottu voib osa
rakulisest materjalist puuvilltampooni sisemusse kinni jdéda ning seda ei saa DNA eraldamise
kiigus kétte (Brownlow et al., 2012; Daley et al., 2006; Dalmaso et al., 2008). Benschop et
al. vordlesid puuvilltampoone (Deltalab, Hispaania) nailontampoonidega (COPAN
Diagnostics, USA) vigistamisjdrgsete proovide vOtmisel ning niitasid, et nailontampoonid
annavad paremaid tulemusi, kuna vihem materjali (spermatosoide) jddb analiilisi kédigus

tampooni kiudude vahele kinni (Benschop et al., 2010).

Nailontampoone on testitud ka meditsiinis ning saadud viga hiid tulemusi. Néiteks vordlesid
Daley et al. nailontampoone (COPAN Diagnostics, USA) ja kunstsiidist (COPAN
Diagnostics, USA) tampoone hingamisteedest proovide (epiteelirakkude) votmisel. Katsest
jéreldus, et nailontampoon andis oluliselt paremaid tulemusi — sellega Onnestus koguda

suurem hulk rakke. (Daley et al., 2006)

George Washingtoni  Ulikoolis viidi ldbi katse, kus vdrreldi puuvilltampoone
4N6FLOQSwabs nailontampoonidega (COPAN Diagnostics, USA). Katse lidbiviimiseks
kasutati verest eraldatud limfotsiilite, mis olid kantud klaasile, nahkrihmale, plastikule,

metallile ja puutiikile. Kdige paremad tulemused andis nailontampooni meetod, kuid seda
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ainult juhul, kui DNA eraldamiseks kasutati Prepfiler meetodit. Klaasilt, nahkrihmalt,
plastikult, metallilt ja puutiikilt voetud proovide puhul kasutati DNA eraldamiseks ka DNA I1Q
meetodit. Sellisel juhul andsid mdlemad tampoonid sarnaseid tulemusi. Antud uuring niitas,
et kittesaadava DNA hulk ei soltu ainult proovivotu vahendist, vaid ka DNA eraldamise

metoodikast. (Santiago et al., 2013)

Sarnasele jireldusele joudsid ka Robert J. Brownlow et al., kes vdrdlesid puuvilltampoone
nailontampoonidega (COPAN Diagnostics, USA). Katses kasutati vdordlevalt DNA
eraldamiseks kolme erinevat DNA eralduse meetodit firmalt Qiagen (Lee ef al., 2010). Antud
uuringus andis eelnevalt niisutatud nailontampoon puuvilltampooniga samaviarseid tulemusi.
Kui nailontampoon jdeti aga niisutamata oli kéttesaadava DNA kogus mirkimisvairselt
madalam, mistdttu ei olnud niisutamata nailontampooni soovitatav kasutada DNA analiiiisiks
proovide kogumisel (Chernesky et al., 2006; Daley et al., 2006; Kishore et al., 2006). Lisaks
soltus kéttesaadava DNA hulk sellest, millist DNA eralduse metoodikat kasutati. Qiageni
automatiseeritud (QIAcube ja BioRobot EZI) DNA eralduse puhul andis paremaid tulemusi

puuvilltampoon, kuid manuaalse eralduse puhul nailontampoon. (Brownlow et al., 2012)

Phetpeng et al. uurimisgrupp vordles erinevaid proovivotmise meetodeid isetehtud
16hkeseadeldistelt proovide votmisel. Testitud meetodite hulgas olid ka puuvilltampoonid
(Bode Technology, USA; Puritan Medical, USA; MTT Marketing, Tai; Thai Gauze, Tai) ja
nailontampoon (Puritan Medical, USA). Selles katses andis nailontampoon kdige kehvemaid
tulemusi. (Phetpeng et al., 2015) Antud tulemused l&dhevad vastuollu mdningate eelnevalt
publitseeritud uuringutega (Barkham, 2006; Benschop et al., 2010; Brownlow et al., 2012;
Daley et al., 2006), kuid samas on veel liksikuid uuringuid, mis on joudnud sarnasele
jéreldusele (Hansson et al., 2009; Verdon et al., 2014b; Williams et al., 2013). Arvatakse, et
nailontampoonid annavad hiid tulemusi, kui materjali on palju, kuid véheste rakkude korral

on tulemused iisna kehvad (Williams et al., 2013).

Kriminalistikas koguvad aina enam populaarsust teibimeetodid, mis on ndidanud haid
tulemusi mitmetes uuringutes (Bright ja Petricevic, 2004; Gunnarson et al., 2010; Hansson et

al., 2009; Williams et al., 2013).

Teibimeetodite puhul on kasutusel ddrmiselt lai valik erinevaid kleeplinte, alustades koige
tavalisemast isoleerpaelast ja 1dpetades spetsiaalselt kohtuekspertiisilaboritele vélja tootatud
vahenditega. Teibimeetodi puhul surutakse liimipind vastu objekti. Teipi vdib mitu korda
eemaldada ja uuesti pinnale kleepida (Gunnarson et al., 2010), kuid peab jdlgima, et see ei

kaotaks oma kleepuvust. Kéttesaadava DNA hulk sdltubki teibi kleepuvusest (kui palju liimi
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ja millist liimi vastav teip sisaldab). On niidatud, et teibid, mis ei ole piisavalt kleepuvad,
koguvad oluliselt vahem rakulist materjali ja seeldbi annavad viiksema DNA saagise. (Zech
et al., 2012) Liigne kleepuvus jéllegi voib raskendada hilisemalt DNA eraldamist — rakud ei
pruugi liimi kiiljest lahusesse vabaneda voi liimi osakesed inhibeerivad DNA eraldust ja/voi

sellele jargnevaid analiiiisi etappe.

Proovi votmisel on oluline jélgida, et proovivotmise piitkond ei kujuneks liiga suureks.
Vastasel juhul on suur oht saada bioloogilist materjali viga mitmelt erinevalt isikult, mis

vihendab saadud DNA tdendi kaalu. (Gunnarson et al., 2010)

Teibimeetodi eelisena on osade allikate viitel vilja toodud asjaolu, et teibimeetodi
kasutamisel on inhibeerivate osakeste kaasatulemine oluliselt véiksem kui vatitampooni
meetodi puhul (Gunnarson et al., 2010; Hall ja Fairley, 2004). Lisaks on teibimeetodi plussiks
proovivotu mugavus. Samas voib vdetud proovi edasine kisitlemine DNA eralduse kdigus
osutuda monevorra keerulisemaks vorreldes tampoonimeetoditega. Teibimeetodi miinusena
on lisaks vilja toodud asjaolu, et vittes proovi riidelt, saab teibiga kétte ainult pealmises kihis
oleva materjali. Need osakesed, mis on riidekiudude vahel siigavamal, ei ole teibiga nii

kergesti kéttesaadavad. (Gunnarson et al., 2010; Williamson, 2012)

Kriminalistikas on kasutatud bioloogilise materjali kogumiseks ka tavalist ScotchMagic
kleeplinti ja Post-It kleebiseid (Williamson, 2012), kuid nendga kéttesaadav DNA hulk ei ole
kdige suurem. Alljirgnevalt vaatame ldhemalt kahte kohtuekspertiisialaste DNA analiiiiside
jaoks vilja tootatud teipi: DNA-stub (Loci Forensics B.V., Holland) ja Scenesafe FAST mini
teip (Scenesafe, UK).

1.2.1. Scenesafe FAST mini teip

Scenesafe FAST mini teip koosneb ruudu kujulisest liimiga kaetud kleepuvast alast, mille iihes
otsas on mittekleepuv riba (joonis 3). Proovi votmiseks eemaldatakse teibilt kaitsekile ning
asetatakse potentsiaalselt rakke sisaldavale pinnale. Seejdrel surutakse sdrmedega kergelt

teibile, veendumaks, et teip on soovitud kohale kinnitunud. Teip eemaldatakse ja rakke

sisaldav kleepuv teibi osa loigatakse mittekleepuvast osast lahti ning asetatakse proovi tuubi.

(Hall ja Fairley, 2004)

Joonis 3. Scenesafe FAST mini teip (Scenesafe — evidence recovery systems, 2016)
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1.2.2. DNA-stub

DNA-stub on vélja tootatud proovide votmiseks igat tiilipi pindadelt — nii poorsed kui ka
mittepoorsed pinnad. DNA-stub koosneb kokkusurutavast vahtplast otsast, mis on kinnitatud
hoidikule vees lahustuva liimiga. DNA-stubil on kattekork, mis kaitseb teibi pinda
kontaminatsiooni eest (joonis 4). Toode on eelnevalt etiileen oksiidiga t6ddeldud, mis tagab
selle puhtuse ja sobivuse kohtuekspertiisialaste DNA analiiliside jaoks. (Loci Forensics B.V.

Newsletter, 2014)

DNA-stubi kasutamisel eemaldatakse kattekork ning vajutatakse teibi kleepuva otsaga
uuritavale pinnale (seda korratakse mitu korda). Siindmuskohal to6tades kaetakse teip vastava
kattekorgiga. DNA labori tingimustes tilgutatakse teibile destilleeritud vett, et teipi otsiku
kiiljest lahti saada voi 10igatakse puhta skalpelliteraga teip otsiku kiiljest lahti ja pannakse
proovituubi. (Loci Forensics B.V. Newsletter, 2014)

Joonis 4. DNA-stub teip (Loci Forensics B.V. Newsletter, 2014)

1.2.3. Teipide vordlused

Teibimeetod on hea vahend riidelt rakulise materjali kogumiseks. Rootsis, Linkdpingu
kohtuekspertiisi laboris, viidi 14bi uuring, kus vorreldi kolme erinevat teipi: Scenesafe FAST
Box teip (Scenesafe, UK), Touch teip (Scenesafe, UK) ja in-house teip (ise kohandatud teip,
mida labor mitmeid aastaid kasutas). Proovid koguti sdrkidelt, mida oli kandnud {iks
konkreetne doonor. Selgus, et ka Scenesafe FAST Box teip oli sobilik riidelt DNA analiiiisiks
rakulise materjali kogumisel, kuna andis samavéirseid tulemusi in-house teibiga. Kdige

halvemaid tulemusi andis Touch teip. (Forsberg et al., 2015)

Verdon et al. viisid 1dbi katse, kus vordlesid Scenesafe FAST mini teipi (Scenesafe, UK) ja
ScotchMagic teipi (3M, USA) kontaktjdlgede kogumisel. Selgus, et Scenesafe FAST mini teip
kleepus tugevamalt kanga kiilge ning vottis kaasa rohkem materjali kui ScotchMagic teip.
Sellest tulenevalt andis Scenesafe FAST mini teip paremaid tulemusi ka genotiipiseerimisel.

(Verdon et al., 2014a)
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Barash et al. viisid 1dbi katse, kus vorreldi nelja erinevat teipi: 2”x2" GripLitfers (Sirchie
Fingerprint Laboratories, USA), Handi-Lifts, (Lightning Powder Brand Clear Tapes, USA),
Frosted Lifting (Sirchie Fingerprint Laboratories, USA) teip ja 3-kihiline isekleepuv teip
(Industrial Self Adhesives Limited, UK). Uuriti teipide kleepuvust ning kuidas liimi sisaldus
mojutab DNA analiiiisi. Kaks esimest teipi (2"%2" GripLitfers ja Handi-Lifts) sisaldasid liiga
palju liimi, mis raskendas oluliselt proovide vatmist, sest teipi ei olnud vdimalik proovivatu
materjali kiiljest eemaldada. Frosted Lifting teip moodustas DNA eraldamisel Chelex
metoodika kasutamisel viskoosse massi, mis segas DNA eraldamist. Neist neljast teibist
osutus ainsana kasutuskdlblikuks 3-kihiline teip, mis vdimaldas probleemivabalt koguda

bioloogilist materjali ja seda hiljem analiiiisida. (Barash et al., 2010)

Aucklandi iilikoolis viidi 14bi katse, mille kdigus koguti kolme erineva meetodiga katsealuste
naharakke jalandu sisetaldadelt ja kitelt. Vorreldi Scenesafe FAST mini teibi (Scenesafe, UK),
kahe puuvilltampooni ja viljaldike meetodeid. Eksperimendi kéigus selgus, et kdige rohkem
DNAGJd onnestus koguda teibimeetodiga. Ilmsiks tuli ka asjaolu, et teibimeetodiga kogutud
proovid sisaldasid kdige vihem PCR reaktsiooni inhibeerivaid ihendeid. (Bright ja Petricevic,

2004)

Oslo iilikoolis vorreldi 4N6 DNA nailontampooni (COPAN Diagnostics, USA), Self-
Saturating vahtplast otsaga tampooni (Puritan Medical, USA), Dryswab puuvilltampooni
(Medical Wire & Equipment, UK) ja Scenesafe FAST mini teipi (Scenesafe, UK). Katsest
jéreldus, et teibiga kogutav materjali hulk oli oluliselt suurem (eriti imavate pindade puhul

nagu tekstiil). Erinevad tampoonid andsid vordvairseid tulemusi. (Hansson et al., 2009)

Viga suurt rolli proovivotmise meetodi valmisel méngib uuritav pind ja selle tekstuur.
Williams ef al. viisid 1dbi eksperimendi, kus nad uurisid kuut erinevat proovivotu meetodit, et
selgitada vilja, milline neist annab parimad tulemused konarlike pindade puhul. Vorreldi iihte
puuvilltampooni, kahte kahe puuvilltampooni, filterpaberi ja teibi (Invitrogen, USA)
meetodeid. Katsest selgus, et parimaks meetodiks madala DNA sisaldusega proovi kogumisel
reljeefselt pinnalt osutus teibi meetod. Teiste meetodite vahel ei olnud olulist erinevust

kittesaadava DNA saagise osas. (Williams et al., 2013)

Tampooni- ja teibimeetodeid on vorreldud ka siilje jilgede votmisel kannatanu kehalt. Kenna
et al., viisid 14bi katse, kus naise nahalt koguti mehe siilge sisaldavaid proove. Vorreldi iihe ja
kahe puuvilltampooni meetodit teibimeetodiga. Katses kasutati puuvilltampoone ja
kahepoolset 20 mm x 20 mm teipi (Sellotape, UK). Selgus, et kdige paremad tulemused andis
teibimeetod. (Kenna et al., 2010)
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Mitmed uuringud on nididanud, et teibimeetod annab vdrdvédrseid tulemusi kahe
puuvilltampooni meetodiga. Karla G. de Bruin et al. viisid 14bi eksperimendi, kus koguti
kannatanu nahalt kurjategija naharakke ja vastupidi. Vorreldi teibi- ja kahe puuvilltampooni
meetodit. Selgus, et et nii kahe vatitampooni kui ka teibimeetod annavad vordselt haid

tulemusi. (de Bruin ef al., 2012)

Viljaldikemeetodi puhul 1digatakse uuritavast materjalist puhaste kédédride voi iihekordse
skalpelliteraga tiikk. Viljaldikemeetod annab hiid tulemusi, kuna uurimiseks vdetakse kogu
kangal olev bioloogiline materjal. Meetodi limiteerivaks faktoriks voib osutuda kanga suurus
ning kangas vOib sisaldada edasisi protsesse inhibeerivaid iihendeid. (Garrett et al., 2014;
Williamson, 2012) Lisaks osutub meetodi miinuseks asjaolu, et kdikidest materjalidest ei ole

voimalik véljaldikeid teha — néiteks klaas- voi plastikpinnad (Kobilinsky, 1992).

Kui uuritav objekt sisaldab suures koguses visuaalselt nédhtavat kuivanud bioloogilist materjali
(nditeks verd), siis kasutatakse ka kraapimismeetodit. Ennekdike kasutatakse seda pehmete
poorsete pindade puhul. Uuritavat pinda kraabitakse zileti- voi skalpelliteraga. Samal ajal
hoitakse pinna all paberitiikki, kuhu koguneb lahtitulnud materjal. Antud meetod ei ole
kasutatav puutejilgede puhul. (Williamson, 2012) Kraapimismeetod on iiks voimalik meetod

proovide votmiseks, mis ei ole vdga laialdast kasutust leidnud.

M-Vac siisteemi puhul kasutakse méirg-vaakum tehnoloogiat, millega on vdimalik koguda
uuritavalt objektilt bioloogilist materjali. Enne proovi kogumist niisutatakse pinda spetsiaalse
puhvriga. Seejérel kogutakse kokku (imetakse) rakuline materjal vastavale filterpaberile, mis

lastakse kuivada. (Garrett et al., 2014)

Mairg-vaakum tehnoloogiat kasutatakse ennekdike poorsete pindade puhul. On ndidatud, et
see meetod vOimaldab saada paremaid tulemusi vorreldes teiste proovivotu meetoditega
(tampooni-, teibi-, viljaldikemeetod ja kraapimine). (Xianhua, 2009) Garrett et al. viisid labi
katse, kus vorreldi mérg-vaakum tehnoloogiat tampooni- ja teibimeetoditega. Katses vorreldi
proovivotu efektiivsust, kui bioloogilist materjali (veri ja sperma) kandvateks pindadeks olid
teksariie ja vaipkate. Selgus, et mirg-vaakum tehnoloogiaga on vdimalik kitte saada oluliselt
suurem hulk rakulist materjali kui teibi- vdi tampoonimeetodit kasutades. (Garrett et al.,

2014)
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M. J. Walder viis California iilikoolis 1dbi katse, kus vorreldi viljaldikemeetodit mirg-
vaakum siisteemiga. Eesmérgiks oli vélja selgitada, millise meetodiga on kéttesaadav DNA
hulk kdige suurem. Viljaldikemeetodit kasutades saadi 1,5 ng DNAd, samal ajal kui mérg-

vaakum tehnoloogiat kasutades onnestus koguda 14 ng DNAd. Katsest jireldus, et marg-

vaakum tehnoloogiaga oli voimalik koguda ~9 korda rohkem DNAJ kui viljaldikemeetodit

kasutades. (Wander, 2014)

Joonis 5. Mirg-vaakum siisteemi pohimote (M-Vac Systems, Inc., 2016)

1.7. Proovivotu metoodite testimine

Hetkel puudub iildaktsepteeritud metoodika proovivotu meetodite efektiivsuse hindamiseks.
Seda pohjusel, et identse proovimaterjali saamine on viga keeruline. Seni kontaktjélgede osas
publitseeritud tulemused ldhtuvad eksperimentidest, mille aluseks on suure hulga
puutejdlgede tekitamine ldbi isiku naha kontakti erinevate pindadega (Stanciu et al., 2015;
Thomasma ja Foran, 2013). Meetodi puuduseks on see, et erinevad indiviidid vdivad olla
viga erinevad DNA doonorid (Bright ja Petricevic, 2004; Farmen et al., 2008; Kiselevsky ja
Wickenheiser, 1999; Lowe et al., 2001; Lowe et al., 2002; van Oorschott et al., 1998). Lisaks
voivad iihe ja sama doonori jiljed sisaldada erinevas koguses DNAd (Allen et al., 2008;

Phipps ja Petricevic, 2007).

Proovivotu meetodite uurimisel on vdga palju kasutatud ka vere- ja siiljeproove (Brownlow et
al., 2012; Santiago et al., 2013). Antud juhtudel pole tdpselt teada uuritavale pinnale jaetud
rakkude arv. Tépset rakkude lugemist, nditeks verest voi siiljest, voimaldab FACS metoodika
kasutamine. Kindla rakkude arvuga wuuritava materjali genereerimine vdimaldab
usaldusvédrselt hinnata teoreetilist jiljes olevat DNA kogust. Seeldbi saab testida erinevaid
proovivotmise meetodeid, méérates proovi voOtmise efektiivsust (saagist). Kirjeldatud
ldhenemine vodimaldab Iuua mudelsiisteemi kontaktjdlgede genereerimiseks ja nende

edaspidiseks uurimiseks.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

Kohtuekspertiisialaste DNA analiitiside kdige esimeseks etapiks on DNA proovide vdtmine.
Proovide votmiseks on kasutusel mitmeid erinevaid meetodeid ning sdltuvalt materjali
tiitibist, seisukorrast, kogusest ja uuritavast pinnast tuleb valida meetod, mis annab parima
tulemuse. Hetkel pole iihtegi vdga head metoodikat, mis vdimaldaks hinnata proovivatu
meetodite efektiivsust (saagist). Sellest tulenevalt oli kéiesoleva bakalaureuset6o
pohieesmirgiks tootada vilja mudelsiisteem erinevate proovivotu meetodite testimiseks ja
uurida, milline on proovivotu efektiivsus ja saagis kasutades kuut erinevat proovivotu
meetodit: lihe niisutatud puuvilltampooni, kahe puuvilltampooni (niisutatud ja kuiv), lihe
niisutatud nailontampooni, DNA-stub teibi, Scenesafe FAST mini teibi ja viljaldikemeetodit
(ainult riidest pinna puhul). T606 teiseks eesmérgiks oli vorrelda, kas mudelsiisteemis saadud

tulemused langevad kokku reaalsete proovide (kontaktjdlgede) votmisel saadud tulemustega.

Katses kasutati doonor 1 veeniverd, millest eraldati perifeerse vere mononukleaarsed rakud
(limfotsiitidid ja monotsiiiidid). Selleks kasutati hiidrofiilset poliisahhariide sisaldavat Ficolli
lahust (1,077 g/ml; GE Healthcare, UK) ning gradient tsentrifuugimist. 15 ml
tsentrifuugituubi pandi 3 ml Ficolli lahust. Tiisveri lahjendati 1:1 Mg®" ja Ca®" vabas
fosfaatpuhvris (DPBS; ingl Dulbecco’s phosphate-buffered saline; Applied Biosystems,
USA). DPBS pidi olema eelnevalt soojendatud 37°C-ni. Tsentrifuugituubi (kuhu oli eelnevalt
lisatud Ficolli lahust) lisati ettevaatlikult 3 ml lahjendatud vererakkude suspensiooni ning
tsentrifuugiti 2000 pdoret/min 30 minutit 20°C juures (Eppendorf 5810R, rootor A-4-81).
Peale tsentrifuugimist tekkisid selgesti eristatavad fraktsioonid — kdige peale plasma
fraktsioon, selle all perifeerse vere mononukleaarsete rakkude fraktsioon ning pdhjas
neutrofiilid, eosinofiilid ja eriitrotsiilidid. Saadud tulemusest eraldati pipeteerimisega
mononukleaarsete rakkude fraktsioon. Eraldatud leukotsiiiite (~3 ml) suspendeeriti 11 ml
DPBSis. Seejérel tsentrifuugiti 1200 pdoret/min 5 minutit (Eppendorf 5810R, rootor A-4-81).
Supernatant eemaldati ning rakkudest tehti lahjendus, milleks rakud suspendeeriti 0,5 ml-s
Mg®" ja Ca®" vabas DPBSis. Rakkude suspensioonist sorditi FACSAria (BD) rakusorterit
kasutades 50, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 ja 16000 rakku 96 auguga PCR plaadile, 24 ning
12 auguga rakukultuuri plaatidele (joonis 7). Viimase puhul oli plaadi aukudesse eelnevalt
asetatud puhas puuvillase riide tiikk (eelnevalt pestud ja UV-kiiritatud kaks 0dpdeva).

Rakkude loendamiseks kuvas FACS erineva suurusega rakupopulatsiooni pilved. Antud
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katses kasutati rakke, mis parinesid rakupopulatsioonist P2 (joonis 6). Iga raku kogus sorditi
igale substraadile ja iga proovivotu meetodi jaoks kaheksas korduses. Sorditud rakkudel lasti

kuivada toatemperatuuril kaks 66péeva.
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Joonis 6. FACSiga loendatud vererakkude populatsioonid P1 (punane) ja P2 (roheline).
Antud uurimistdos kasutati mononukleaarseid rakke populatsioonist P2, sest populatsioon P1
ei sisaldanud tuumaga rakke.

Lisaks kasutati katses doonor 2 ja doonor 3 poolt tekitatud kontaktjdlgi. Kontaktjdlgede
tekitamise pédeval ei olnud doonorid eelnevalt kandnud kummikindaid ega pesnud vdhemalt
kaks tundi enne jélgede tekitamist kési. Kontaktjéljed tekitati puhtale Petri tassile (kuues
korduses) ja puhtale puuvillasele riidele (eelnevalt pestud ja UV-kiiritatud kaks 060pédeva;
kuues korduses). Jilje tekitamiseks suruti sorm tugevasti vastu Petri tassi vOi puuvillast riiet
ning hoiti ~3 sekundit. Kontaktjiljed tekitati kokku 12 erineval pieval jargnevate sormedega:

parema ja vasaku kde poidla, nimetissdrme ja keskmise sdrmega.

Proovivotuks kasutati kuut erinevat meetodit. Nendeks olid proovide votmine, kasutades iihte
niisutatud puuvilltampooni (Eurotubo; Deltalab, Hispaania; Cat.# 300200), iihte niisutatud
puuvilltampooni ja ihte kuiva puuvilltampooni (Eurotubo; Deltalab, Hispaania; Cat.#
300200), iihte niisutatud nailontampooni (FLOQSwabs;, COPAN Diagnostics, USA; Cat.#
3509CS01), DNA-stub teipi (Loci Forensics by B.V., Holland; Cat.# 3005030), Scenesafe
FAST mini teipi (Scenesafe, UK; Cat.# K544) ning riide puhul ka véljaldike tegemine. Voetud

proove siilitati temperatuuril -15 kuni -25°C.

Tampooniga proovivotmiseks niisutati steriilne vatitampoon/nailontampoon deioniseeritud
vees. Seejirel pesti vatitampooniga/nailontampooniga puhtaks Petri tassil vdi puuvillasel

riildel asunud potentsiaalselt rakke sisaldav pind. Vatitampooni ots, kus oli bioloogiline
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materjal, 16igati iihekordse skalpelliteraga 1,5 ml reaktsioonituubi. Nailontampooni puhul
murti tampooni pea 1,5 ml reaktsioonituubi. Kahe tampoonimeetodi puhul niisutati steriilne
vatitampoon deioniseeritud vees. Niisutatud vatitampooniga pesti puhtaks Petri tassil voi
puuvillasel riidel asunud potentsiaalselt rakke sisaldav pind ning vatitampooni ots 1digati
ithekordse skalpelliteraga 1,5 ml reaktsioonituubi. Seejdrel vdeti kuiv steriilne vatitampoon
ning kuivatati eelnevalt niisutatud pind. Tampooni ots 13igati ithekordse skalpelliteraga 1,5 ml
reaktsioonituubi (samasse tuubi kuhu eelnevalt oli 1digatud niisutatud tampooniga voetud
proov). DNA-stub teibiga tupsutati potentsiaalselt rakke sisaldavat pinda. Seejérel eemaldati
ithekordse skalpelliteraga DNA-stubi otsast teip. Teip pandi 1,5 ml reaktsioonituubi.
Scenesafe FAST mini teibilt eemaldati kaitsekile ning teip asetati potentsiaalselt rakke
sisaldavale pinnale. Vajutati kergelt sdormedega teibile ning seejérel eemaldati. Potentsiaalselt
rakke sisaldav teibi osa ldigati 1,5 ml reaktsioonituubi. Viljaldikemeetodi puhul 13igati

puhaste kdéridega riidest ~2 cm x 2 cm suurusega tiikk, mis asetati 1,5 ml reaktsioonituubi.

PCR plaadile sorditud rakkudest eraldati DNA, kasutades Chelex metoodikat. Rakukultuuri
plaadile ja riidele sorditud rakkudest tampooniga voetud proovidest eraldati DNA Chelex
metoodikat kasutades. Rakukultuuri plaadile sorditud rakkudest DNA-stub teibiga vdetud
proovidest eraldati DNA nii Chelex meetodil kui ka Prepfiler BTA Forensic DNA extraction
puhastussiisteemi (Applied Biosystems, USA) kasutades. Riidele sorditud rakkude puhul, kus
proovi votmiseks kasutati véljaldike tegemist, kasutati DNA eraldamiseks nii Chelex
metoodikat kui ka Prepfiler BTA Forensic DNA extraction puhastussiisteemi. Viimast kasutati
pohjusel, et Chelex metoodika néitas osalist voi tdieliku reaalaja PCR (qPCR; ingl real-time
polymerase chain reaction) reaktsiooni inhibitsiooni. Kontaktjdlgedelt voetud proovidest

eraldati DNA Prepfiler BTA Forensic DNA extraction puhastussiisteemi kasutades. (Lisa 1)

DNA eradamiseks Chelex metoodikaga valmistati esmalt 20% ja 5% lahused ning proteinaas
K lahus 1dppkontsentratsiooniga 20 mg/ml. Chelexi 20% lahuse valmistamiseks lisati 8 g
Chelex (Bio-Rad Laboratories, USA) kerakestele 40 ml deioniseeritud vett ning segati kergelt.
Pérast lahuse kaheminutilist seismist (Chelex kerakesed settisid pdhja) eemaldati supernatant.
Pesemist korrati veel kaks korda. Pestud Chelexi kerakestele lisati vett kuni 40 ml-ni. Lahust
sdilitati valguse eest kaitstult temperatuuril +2 kuni +8°C. Chelexi 5% lahuse vamistamiseks
lisati 10 ml-le Chelexi 20% suspensioonile 30 ml deioniseeritud vett ja segati kergelt. Lahust
sdilitati valguse eest kaitstult temperatuuril +2 kuni +8°C. 5% Chelexi suspensiooni pH-d

kontrollitakse kord nidalas enne t66 alustamist. Selleks segatakse suspensiooni korralikult
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ning lastakse Chelexi kerakestel settida. Seejdrel pipeteeritakse 25 pul ilma kerakesteta lahust
pH indikaatorribale. Chelexi 5% suspensiooni pH peab olema vahemikus 9-11. Enne
pipeteerimist loksutatakse alati korralikult Chelexi suspensiooni anumat. Proteinaas K
(I6ppkontsentratsiooniga 20 mg/ml ) valmistamiseks lahustati 1 g proteinaas K-d (Amresco
Inc., USA) 50 ml-s deioniseeritud vees. Saadud lahus jagati 1 ml kaupa 1,5 ml

reaktsioonituubidesse ja sdilitati temperatuuril alla -18°C.

Chelex metoodikat kasutati DNA eraldamiseks nii PCR plaadil kui ka 1,5 ml-s

reaktsioonituubides.

PCR plaati (kuhu olid sorditud rakud) tsentrifuugiti 5 minutit 2000 podret/min (Biosan
tsentrifuug LMC-3000, rootor R-2). Ettevaatlikult eemaldati suur osa supernatandist, jéttes
alles ~30 pl. Proovidele lisati 190 pl Chelexi 5% suspensiooni (enne pipeteerimist lahust
loksutati, et Chelexi suspensioon oleks vdimalikult homogeene) ja 1,5 ul proteinaas K (20
mg/ml) lahust. Seejdrel segati proovid vorteksil ja inkubeeriti 56°C juures 60 minutit. Parast
seda segati proove vorteksil 5-10 sekundit ning inkubeeriti termotsiikleris 100°C juures
8 minutit. Seejdrel proovid tsentrifuugiti 5 minutit 2000 pddret/min juures (Biosan tsentrifuug
LMC-3000, rootor R-2). Plaati sdilitati liihiajaliselt temperatuuril +2°C kuni +8°C ning
pikemaajaliselt temperatuuril alla -18°C. Kiilmutatud proovide uuesti kasutamisel segati
proove peale iilessulamist vorteksil 5—-10 sekundit ja tsentrifuugiti 5 minutit 2000 podret/min

juures (Biosan tsentrifuug LMC-3000, rootor R-2).

1,5 ml reaktsioonituubis olevale proovile lisati proovile 297,6 ul Chelexi 5% suspensiooni
(enne pipeteerimist loksutati, et Chelexi suspensioon oleks vdimalikult homogeene) ja 2,4 pl
proteinaas K (20 mg/ml) lahust. Proov segati vorteksil ja inkubeeriti termostaadis 56°C juures
60 minutit. Seejirel segati proove vorteksil 5-10 sekundit ning inkubeeriti termostaadis
100°C juures 8 minutit. Peale inkubeerimist proov tsentrifuugiti 2 minutit toatemperatuuril
14000 pooret/min (Eppendorf 5424, rootor FA-45-24-11). Proovi siilitati liihiajaliselt
temperatuuril +2°C kuni +8°C ning pikemaajaliselt temperatuuril alla -18°C. Kiilmutatud
proovi uuesti kasutamisel tuli pdrast proovi {ilessulamist segada proovi vorteksil
5-10 sekundit ja tsentrifuugida 3 minutit kiirusel 14000 pdoret/min toatemperatuuril

(Eppendorf 5424, rootor FA-45-24-11).

DNA eraldamine Prepfiler BTA Forensic DNA extraction puhastussiisteemiga (Applied
Biosystems, USA) viidi 1dbi vastavalt tootja protokollidele. Viljaldigete ja tampooniga vdetud
proovide puhul kasutati kontaktjdlgedest DNA eraldamise protokolli ning teibile voetud

proovide puhul kasutati liimi sisaldavatest proovidest DNA eraldamise protokolli.
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DNA kontsentratsiooni méddramiseks kasutati kvantitatiivset reaalaja PCRi. Selleks kasutati
Quantifiler Human testslisteemi (Applied Biosystems, USA) ning jérgiti tootja poolset
protokolli. Reaalaja PCR reaktsioon viidi 14bi 1oppmahus 25 pl. Reaktsiooni komponendid on

toodud tabelis 1 ja tsiikleerimisreziim tabelis 2. Amplifitseerimiseks kasutati 40 tsiiklit.

Tabel 1. Reaalaja PCR segu komponendid

qPCR segu komponent Kogus reaktsiooni kohta
Reaktsioonisegu Quantifiler PCR Reaction 12,5 ul
Mix
Praimerite segu Quantifiler Human Primer 10,5 ul
Mix
DNA Standard voi uuritav 2ul
DNA proov
Reaktsiooni 1oppmaht 25l

Tabel 2. Reaalaja PCR tsiikleerimisreziim

40 tsiiklit
Eelkuumutus
Denaturatsioon Seondumine-tsiintees
95°C 94°C 60°C
10 min 15 sek 1 min

DNA amplifitseeriti kasutades AmpFISTR® NGM PCR Amplification testsiisteemi (Applied
Biosystems, USA) vastavalt tootja protokollile. Antud testsiisteem amplifitseerib korraga 16
lookust: D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, Amelogenin, D16S539, D2S1338, D1S1656,
D10S1248, FGA, D8S1179, vWA, D22S1045, D19S433, D12S391 ja D2S441. PCR
reaktsioon viidi l&bi ld0ppmahus 25 pl. Reaktsiooni komponendid on toodud tabelis 3 ja

tsiikleerimisreziim tabelis 4. Amplifitseerimiseks kasutati 30 ja 32 tsiiklit (Lisa 1).
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Tabel 3. PCR segu komponendid

PCR segu komponent Kogus reaktsiooni kohta
Low-TE puhver® Loppmahuni 25 ul
Master Mix AmpFISTR® NGM™ Master Mix 10 ul

Praimerite segu AmpFISTR® NGM™ Primer Set 5,0 ul

DNA Uuritav DNA proov Kuni 10 pl

Reaktsiooni 16ppmaht 25l

* madala EDTA sisaldusega TE-puhver (koostis 10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8.0)

Tabel 4. PCR tsukleerimisreziim

30/32 tsiiklit Siinteesi
Eelkuumutus Sailitamine
Denaturatsioon | Seondumine+siintees Iopetamine
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C
11 min 20 sek 3 min 10 min 0

Peale termotsiikleri programmi Idppu siilitati proove pimedas +2°C kuni +8°C juures.
Proovid analiiiisiti esimesel voimalusel, kuid mitte hiljem kui kahe nddala méodumisel. Peale

analiiisimist sdilitati PCRi produkte pimedas -15°C kuni -25°C juures.

PCRIil siinteesitud DNA fragmentide analiiiisimiseks kasutati kapillaarelektroforeesi, mille
kédigus lahutatati erineva pikkusega DNA fragmentide segu ning mdiérati iga fragmendi
pikkus. Amplifitseeritud DNA fragmendid maérgistati PCRi kéigus fluorestsentsmérgisega,
mis vOimaldas saadud tulemusi visualiseerida. Erinevate fluorestsentsmérgiste kasutamine
vOimaldas iiheaegselt analliisida sama pikkusega erinevaid DNA  fragmente.
Kapillaarelektroforeesi ldbiviimisel kasutati geeni anallisaatorit AB 3130 (Applied

Biosystems, USA). Proovi sisestamisel kasutati injektsiooni tingimusi 3 kV ja 10 sekundit.

Maiidratud DNA kontsentratsioonide alusel leiti DNA saagis, replikaatproovide keskmine
DNA saagis (saagisay; Av; ingl average) ja standardhélve (SD(S); ingl standard deviation)
ning proovivotu efektiivsus iga meetodi kohta eraldi (ainult sorditud rakkude puhul).
Proovivdtu efektiivsuse arvutus baseerus eeldusel, et iiks diploidne rakk sisaldab 6,16x107 ng
DNAd (Kobilinsky et al., 2005a). Selleks leiti proovivotu efektiivsus iga proovi kohta,

replikaatproovide keskmine ning stanardhélve.
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DNA-profiilide analiiiisimiseks kasutati GeneMapper” ID-X programmi (versioon 1.4;
Applied Biosystems, USA). Tulemuste analiiiisimisel kasutati AmpFISTR® NGM testsiisteemi
laborisisesel ~ valideerimisel  saadud  analiilisi- ja  saatepiikide ldve  véirtusi
(valideerimisprotokoll, Sadam, 2015). Tulemuste analiiiisimisel leiti DNA-profiilis ilmsiks
tulnud alleelide protsent, replikaattulemuste keskmine protsent ja standardhdlve ning ilmsiks
tulnud alleelsete piikide totaalne korgus (TPH; ingl fotal peak height), replikaattulemuste
keskmine alleelsete piikide totaalne kdrgus ja standardhdlve. Alleelsete piikide korgust ehk

signaali tugevust elektroferogrammil valjendatakse rfu-des (ingl relative fluorecence unit).

Selleks, et vélja selgitada, kas antud t06s mudelsiisteemi tegemisel kasutatav metoodika on
kasutatav, viidi 1dbi katse metoodika sobivuse hindamiseks. Katse kédigus hinnati
replikaattulemuste varieeruvust ja leiti madratud DNA kontsentratsiooni suhteline erinevus
eeldatavast DNA kontsentratsioonist. Viimane baseerus eeldusel, et iiks diploidne rakk

sisaldab 6,16x10” ng DNAd.

Metoodika sobivuse hindmiseks sorditi rakud 96 auguga PCR plaadile. Sortimisel kasutati
jargmisi rakkude koguseid: 50, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 ja 16000 rakku (kaheksas
korduses). Sorditud rakkudest eraldati DNA, kasutades Chelex metoodikat (punkt 2.2.2.1.).
Seejarel midrati DNA lahuse kontsentratsioon kasutades Quantifiler Human testsiisteemi
(punkt 2.2.3.). Tulemuste analiiiisimisel leiti DNA saagis, replikaatproovide keskmine saagis
(saagisay), standardhdlve (SD(S)) ja variatsioonikoefitsent (%CViagis; ingl coefficient of
variation). Variatsioonikoefitsiendi leidmiseks kasutati alljargnevat valemit:

SD(S)saagis

%CVsaagis = ,
saagis saagis,,

x 100%

Variatsioonikoefitsient (%CV) néitab, kui suur on replikaatproovide tulemusete varieeruvus.
Lisaks leiti méadratud DNA kontsentratsiooni suhteline erinevus eeldatavast DNA
kontsentratsioonist (%RD; ingl relative difference). Suhtelise erinevuse arvutamiseks kasutati

valemit;

%RD — Maaratud — Eeldatav «100%
0 B Eeldatav 0
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Mudelsiisteemide kirjeldus

Uurimistoo eesmirgiks oli vélja tootada mudelsiisteem proovivotmise meetodite testimiseks
ning uurida, milline on proovivotu efektiivsus ja DNA saagis kasutades erinevaid
proovivotmise meetodeid. Selle uurimiseks loodi kaks mudelsiisteemi — tekitati loetud
rakkude arvuga proovid plastikule ja puuvillasele riidele. Seejérel voeti uuritavast materjalist

proovid, kasutades erinevaid proovivotmise meetodeid.

Antud katsetes kasutati inimese tdisverest eraldatud mononukleaarseid rakke, mis sorditi
FACSi abil otse 96 auguga PCR plaadile ning 24 ja 12 auguga rakukultuuri plaadile
(joonis 7). Viimase puhul oli plaadi aukudesse eelnevalt asetatud puhas puuvillase riide tiikk.

To0s kasutati jargmiseid raku koguseid: 50, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 ja 16000 rakku.

Veeniveri

=

Mononukleaarsete rakkude eraldamine
I

FACSi abil P2 populatsioonist rakkude sortimine
(50, 500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16000 rakku)

+ auku asetatud riidetlkk

Joonis 7. Rakkude sortimine mudelsiisteemi tegemiseks. Esmalt eraldati veeniverest
mononukleaarsed rakud, mis lahjendati DPBS lahuses. Saadud suspensioonist (liimfotsiitidid
ja monotsiitidid) loeti FACSiga kindlaks miératud arv rakke (50, 500, 1000, 2000, 4000,
8000, 16000 rakku) 96 auguga PCR plaadile, 12 auguga rakukultuuri plaadile, mille pdhja oli
asetatud riidetiikk, ning 24 auguga rakukultuuri plaadile.

Lisaks uuriti kuidas td6tavad mudelsiisteemis testitud meetodid n-0 ,reaalse”
proovimaterjaliga. Selleks kasutati kohtuekspertiisialaste DNA analiiliside puhul {iht
levinumat proovimaterjali — kontaktjélgi. Jéljed tekitati kahe erineva doonori poolt plastikule

ja puuvillasele riidele ning vdeti DNA analiilisiks proovid.
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Mudelsiisteemi  tegemisel kasutatud metoodika sobivuse hindamiseks analiilisiti
replikaattulemuste varieeruvust ja saadud DNA saagise suhtelist erinevust eeldatavast
saagisest. Eeldatava saagise leidmisel voeti aluseks FACSiga loetud rakkude teoreetiline arv
ja leiti selles sisalduv DNA kogus. Katse kéigus analiilisiti FACSiga PCR plaadile loetud
rakke, millest eraldati DNA Chelex metoodikat kasutades. Antud metoodika eeliseks on see,
et DNA eraldamisel ei ole iihtegi etappi, kus voiks kaotada proovimaterjali. Seejarel maarati
antud DNA lahuse kontsentratsioon, leiti DNA  saagis, replikaattulemuste
variatsioonikoefitsient (%CVagis) ja DNA saagise suhteline erinevus eeldatavast saagisest

(%RD).

Saadud tulemused néitasid, et midratud ja eeldatava saagise (ja DNA kontsentratsiooni) vahel
on tugev lineaarne seos (R? saadi 0,9992, mis niitab head sobivust regressioonisirgega; joonis
8B). Miidratud DNA saagise suhteline erinevus eeldatavast saagisest jadb 500-16000 raku
puhul vahemikku -7% kuni 14% (joonis 9B). 50 raku puhul ulatub méédratud DNA saagise
suhteline erinevus eeldatavast DNA saagisest 28%-ni. 50 raku puhul jddb saadud DNA
kontsentratsioon allapoole DNA kontsentratsiooni miédramise kasutatud metoodika
(Quantifiler Human testsiisteem) usaldusvidirset toopiirkonda, mis tdhendab, et médiratud
kontsentratsioon ja saagis ei pruugi olla tdpne. Sellele viitab ka replikaattulemuste
variatsioonikoefitsient (joonis 9A), mis 50 raku puhul on 55%. Kui rakkude kogus suureneb,
siis vidheneb ka variatsioonikoefitsient. Saadud tulemused, kooskdlas laborisisese
kvantiteerimise metoodika valideerimise tulemustega, nditavad, et madala DNA sisalduse
juures vOibki kvantiteerimise metoodikast tulenev varieeruvus olla suur ning
kontsentratsiooni méédramine ei ole tdpne (valideerimisprotokoll, Sadam, 2015). Sellest
tulenevalt otsustati kdikide proovide puhul, mille DNA kontsentratsioon oli madalam kui

0,05 ng/ul, tulemuste tdepéra kontrollida 14bi genotiipiseerimise.

Seega on saadud saagiste erinevus eeldatatavast saagisest seletatav peamiselt DNA
kontsentratsiooni madramisel kasutatud metoodikast tuleneva ebatdpsusega (500—-16000 raku
puhul maksimaalselt 14%; joonis 9B). Saadud tulemuste pohjal jareldati, et antud metoodika

sobib mudelsiisteemi tegemiseks.

23 /51



140 0.6

A) B)
T 0.5
100 ' 5
= - <04
£ 80 <Z):
'éo Méaaratud 8 03
2 60 T saagis, ng B
40 Eeldatav :g 0.2
v/ i Heol
& saagis, ng S
20 0.1
0
S PIPPSESS 0.0
T S 00 01 02 03 04 05 06
Rakkude arv Eeldatav [DNA] ng/ul

Joonis 8. Maiidratud DNA saagis ja eeldatav DNA saagis FACSiga sorditud rakkudest.
Eeldatav saagis nditab, kui palju DNAd on vo0imalik maksimaalslt kitte saada. Médratud
saagis nditab, kui palju DNAJ kitte saadi. Vasakpoolsel graafikul (A) on toodud miiratud ja
eeldatav saagis iga raku koguse kohta. Parempoolsel graafikul (B) on kujutatud eeldatava ja
méiiratud DNA kontsentratsioonide vahelist seost.
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Joonis 9. Replikaattulemuste variatsioonikoefitsient (A) ja saadud DNA saagise suhteline
erinevus eeldatavast saagisest (B) ning nende sdltuvus miiratud DNA kontsentratsioonist ja
rakkude arvust. Variatsiooni koefitsent (%CV,gis) néitab replikaattulemuste varieeruvust.
%RD néitab madratud DNA saagise suhtelist erinevust eeldatavast DNA saagisest.

2.3.3. Proovivotu efektiivsus ja DNA saagis mudelsiisteemis plastikpinnalt voetud proovide
puhul

Proovivotu efektiivuse ja DNA saagise midramiseks voeti proovid plastikpinnale tekitatud
proovidest (loetud rakkude arvuga) viit erinevat meetodit kasutades. Voetud proovidest
eraldati DNA ning leiti DNA saagis (joonis 10) ja proovivotu efektiivsus (joonis 11).
Proovivotu efektiivsuse arvutamisel ldhtuti FACSiga loetud rakkude arvust substraadil

(plastikul) ning leiti mitu protsenti maksimaalsest saagisest dnnestus kétte saada.
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Plastikule loetud 16000 ja 8000 raku puhul andis kdige suurema keskmise DNA saagise iihe
niisutatud puuvilltampooni meetod, jérgnes kahe puuvilltampooni kasutamine (joonis 10A).
16000 ja 8000 raku puhul andis ithe niisutatud puuvilltampooni kasutamine keskmiseks
proovivotu efektiivsuseks ~60% ja kahe puuvilltampoonimeetod puhul 50% (joonis 11).
Nailontampooni meetod andis 16000 ja 8000 raku puhul oluliselt vdiksema DNA saagise ja
madalama proovivotu efektiivsuse (16000 raku korral 30% ja 8000 raku korral 35%).
4000-2000 raku puhul olid kdik tulemused iisna vOrdvddrsed — keskmine proovivatu
efektiivsus jii vahemikku 65-88%. 1000 raku korral andsid puuvilltampooni meetodid
vordvéirse tulemuse (joonis 11). Vorreldes nailontampooniga oli keskmine saagis (joonis
10A) monevorra suurem. Nailontampooni kasutamisel oli tulemuste kdikuvus vorreldes teiste

meetoditega oluliselt suurem.

500 raku puhul andis koige suurema keskmise DNA saagise (joonis 10B) ja proovivotu
efektiivsuse (joonis 11) kahe tampooni meetod, jargnes ithe puuvilltampooni meetod ning
koige viiksema keskmise saagise andis nailontampooni kasutamine. 50 raku puhul andis
kdige suurema keskmise DNA saagise (joonis 10B) ja proovivotu efektiivsuse (joonis 11)
samuti kahe tampooni meetodi kasutamine ning jdrgnesid iisna vordvéirselt iihe

puuvilltampooni ning iihe nailontampooni meetodid.

DNA-stubiga vdeti esialgu proovid ainult 4000 ja 8000 rakust. DNA-stubi kasutamine andis
darmisel vidiksed saagised (joonis 10A) tampoonimeetoditega vorreldes, mistdttu teipidega
rohkem proove analiilisiks ei voetud (st ka Scenesafe Fast mini teipi ei proovitud). Viikse
saagise pohjuseks voib olla asjaolu, et FACSiga loetud rakud olid liiga tugevasti plastiku
kiilge kuivanud. See omakorda tdhendab, et antud metoodika — FACSiga rakkude sortimine —

ei ole kasutatav teibimeetodite testimiseks.

1000 raku korral, kui kasutati proovivotmiseks nailontampooni, ning 500 ja 50 raku korral,
kdikide proovivotu meetodite puhul, saadi DNA kontsentratsiooni méidramisel vdartused, mis
jaavad allapoole DNA kontsentratsiooni midramisel kasutatud metoodika (Quantifiler Human
testsiisteem) usaldusvéérset toopiirkonda. Seetdttu ei saa nende proovide puhul teha 16plikke
jéreldusi, baseerudes ainult DNA kontsentratsioonidele. Usaldusviirsete tulemuste saamiseks

genotiipiseeriti koik proovid, mis olid voetud 50-2000 rakust (joonis 12).
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Joonis 10. DNA saagis mudelsiisteemis plastikpinnalt voetud proovidest. Joonisel A on
toodud DNA saagis (ng) 50-16000 raku ning joonisel B 50-500 raku puhul, kui proovide
votmiseks kasutati iihte niisutatud puuvilltampooni, kahte puuvilltampooni ja {ihte niisutatud
nailontampooni. DNA-stubiga tehti katsed ainult 4000 ja 8000 rakuga (A).
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Joonis 11. DNA proovivotu efektiivsus (%) mudelsiisteemis plastikpinnalt voetud proovide
puhul. Proovivotu efektiivsus néditab, kui palju substraadil olnud bioloogilisest materjalist
onnestus DNA analiilisil kidtte saada. Graafikul on vilja toodud proovivotu efektiivsus
50-16000 raku puhul, kui proovide votmiseks kasutati iihte niisutatud puuvilltampooni, kahte
puuvilltampooni ja {ihte niisutatud nailontampooni. DNA-stubi kasutati proovide votmiseks

vaid 4000 ja 8000 raku korral.
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2000 raku korral andsid kdik proovivotu meetodid tdisprofiili, st dnnestus amplifitseerida
100% alleelidest (joonis 12A). Kui vaadata saadud DNA-profiilide totaalset alleelsete piikide
korgust (joonis 12B), siis iihe niisutatud puuvilltampooni kasutamine andis mdnevorra
kdrgemad alleelsed piigid (st antud proovi puhul dnnestus rohkem DNAdJ kitte saada). Kahe

puuvilltampooni meetod ja nailontampooni meetod andsid vordvaérsed tulemused.

1000 raku korral Onnestus iihe puuvilltampooni meetodiga amplifitseerida keskmiselt
99,6% alleelidest ja kahe puuvilltampooni meetodiga keskmiselt 98% alleelidest. Teistest
halvemad tulemused andis nailontampooni meetod, millega onnestus amplifitseerida vaid
79% alleelidest (joonis 12A). Vaadates aga TPHd (joonis 12B), siis olid kdigi kolme meetodi
keskmised totaalsed piigi kdrgused lisna vordvéirsed. Nailontampooni kasutamine andis viga
suure tulemuste varieeruvuse. Uhel juhul kaheksast ei dnnestunud nailontampooniga vdetud

proovist amplifitseerida mitte iihtegi alleeli.
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Joonis 12. Ilmsiks tulnud alleelide protsent (A) ning alleelsete piikide totaalne korgus (B)
mudelsiisteemis plastikpinnalt tampoonidega vdetud proovide korral. Proovide votmiseks
kasutati iihte puuvilltampooni, kahte puuvilltampooni ja {ihte nailontampooni. [lmsiks tulnud
alleelide protsent niitab, mitu protsenti doonoril esinevatest alleelidest Onnestus
amplifitseerida. Alleelsete piikide totaalne korgus (TPH) niitab, kui tugeva signaali uuritavad
proovid andsid (tugevam signaal viitab suuremale DNA kogusele PCR reaktsioonis).

500 raku korral andsid {ihe puuvilltampooni ja kahe puuvilltampooni meetodid vordvéarsed
tulemused (joonis 12). Nailontampoon kasutamine andis oluliselt madalama signaaliga

tulemuse (joonis 12B) ning ilmsiks tulnud alleelide arv oli palju vdiksem (joonis 12A).
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50 raku korral Onnestus amplifitseerida keskmiselt 15-27% alleelidest — 27% kahe
puuvilltampooni, 22% iihe puuvilltampooni ja 15% nailontampooni meetodit kasutades
(joonis 12A). TPH graafikul (joonis 12B) esines sarnane muster, st meetod, mis andis kdige
védiksema allelsete piikide protsendi andis ka kdige madalamad alleelsed piigid (antud juhul

oli selleks nailontampooni meetod).

Antud katse tulemusi kokku vottes voib jireldada, et kui rakulist materjali oli palju
(4000-16000 rakku), siis andis kdige suurema DNA saagise iihe puuvilltampooni meetod
(joonis 10A). Nailontampooni kasutamine andis kdige halvemad tulemused. Véiiksemate
rakukoguste korral (500 ja 50 rakku) pole véimalik tdpset proovivotu efektiivsust leida, kuna
DNA kontsentratsiooni médramisel saadud tulemused jdid allapoole Quantifiler Human
metoodika usaldusvéérset toopiirkonda. Seetdttu méérati antud proovidest usaldusvdirsete
tulemuste saamiseks DNA-profiilid (joonis 12). Ilmnes, et ka siin andsid puuvilltampooni
meetodid paremaid tulemusi kui nailontampoon. Nailontampooni puhul oli tulemuste
kdikuvus oluliselt suurem kui puuvilltampoonide puhul. See voib olla tingitud
nailontampooni {isnagi keerukast niisutamisest, mis omakorda mdjutab rakkude kogumist

tampoonile.

Saadud tulemused langevad kokku kirjanduses kirjeldatud iiksikute uuringutega (Hansson et
al., 2009; Verdon et al., 2014b; Williams et al., 2013), kus nailontampoonid andsid vorreldes
puuvilltampoonidega oluliselt kehvemaid tulemusi. Samuti langevad saadud tulemused kokku
kirjanduses kirjeldatud uuringutega (Pang ja Cheung, 2007; Sweet et al., 1997), kus véhese
materjali korral annab kahe puuvilltampooni meetod paremaid tulemusi kui iihe
puuvilltampooni meetod. Kuid miks oli suure materjali koguse korral kahe
puuvillvatitampooni meetodi puhul  proovivotu efektiivsus viiksem vorreldes iihe
puuvilltampooni meetodiga? Uks vdimalikke selgitusi vdib seisneda selles, et kui rakulist
materjali on véga palju, siis kahe tampooni kasutamisel jddb protsentuaalselt suurem osa
rakke vatitampooni sisse ,,10ksu“ (Brownlow et al., 2012; Daley et al., 2006; Dalmaso et al.,

2008) ning neid ei ole voimalik DNA eraldamise kdigus kitte saada.

Katsete tulemusena selgus, et antud mudelsiisteem ei sobi teibimeetodite testimiseks, kuna
FACSiga sorditud rakud kuivavad liiga kdvasti substraadile kinni. Kiill aga sobib testitud

mudelsiisteem tampoonimeetodite testimiseks.

Selleks, et uurida, kas mudelsiisteemis testitud proovivotu meetodid tédtavad n-6 ,,reaalsete”
proovidega samamoodi, uuriti plastikule tehtud kontaktjdlgi. Lisaks mudelsiisteemis testitud

meetoditele, testiti siin ka DNA-stub ja Scenesafe Fast mini teipi. Plastikpinnale tehtud
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kontaktjdlgede puhul andsid kdige suurema kahe doonori keskmise DNA saagise kahe
puuvillvatitampooni meetod ja DNA-stubi kasutamine (joonis 13A). Kahe doonori keskmine
saagis oli mdlema meetodi puhul ~0,5 ng. DNA-stubi puhul oli doonor 2 ja doonor 3 saagis
véiga erinev (vastavalt 0,9 ng ja 0,19 ng). Plastikpinnale tehtud kontaktjdlgede votmisel andis
kdige vdiksema kahe doonori keskmise saagise iihe nailontampooni meetod (0,18 ng DNAJ).
Koikide proovide puhul jdi middratud DNA kontsentratsioon allapoole DNA kontsentratsiooni
méidramisel kasutatud metoodika usaldusvédrset piiri. Seetdttu kontrolliti saadud tulemuse

toepira 1dbi genotiipiseerimise.

Kodige korgema kahe doonori keskmise ilmsiks tulnud alleelide protsendi andsid
plastikpinnale tehtud kontaktjélgede puhul DNA-stub (92%) ja kahe puuvilltampooni (86%)
meetod (joonis 13B). Doonor 2 puhul andis DNA-stub meetod tdisprofiili kdigi kuue jilje
korral. Kahe doonori keskmist vaadates andis ithe puuvilltampooni meetod keskmiselt 71%
alleelidest ja nailontampooni meetod 76% alleelidest. Kdige ndrgemad tulemused andis

Scenesafe Fast mini teip (60% alleelidest).
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Joonis 13. Plastikpinnale tehtud kontaktjilgedest voetud proovide DNA saagised (A) ja
ilmsiks tulnud alleelide protsent (B). Katses kasutati doonoreid 2 ja 3 ning proovide
votmiseks kasutati ithe puuvilltampooni, kahe puuvilltampooni, iihe nailontampooni ning
kahe teibi (DNA-stub ja Scenesafe FAST mini teip) meetodeid. Ilmsiks tulnud alleelide
protsent nditab, mitu protsenti doonoril esinevatest alleelidest dOnnestus amplifitseerida.
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Joonis 14. Plastikpinnale tehtud kontaktjdlgedest voetud proovide alleelsete piikide totaalsed
korgused. Alleelsete piikide totaalne kdrgus (TPH) niitab, kui tugeva signaali uuritavad
proovid andsid (tugevam signaal viitab suuremale DNA kogusele PCR reaktsioonis). Nii
doonor 2 kui ka 3 puhul kasutati proovide votmiseks {iihte puuvilltampooni, kahte
puuvilltampooni, iihte nailontampooni, DNA-stubi ja Scenesafe FAST mini teipi.

Kui vaadata saadud DNA-profiilide alleelsete piikide totaalset korgust (joonis 14), siis
tulemused on iisna histi kooskdlas ilmsiks tulnud alleelide protsendiga (joonis 13B) ning
rohutavad veelgi enam DNA-stubi ja kahe puuvilltampooni meetodi paremat tulemust,

vorreldes iilejddnud testitud meetoditega.

Kontaktjdlgedelt voetud proovidest tuleb selgelt vilja, et erinevate doonorite puhul on
mahajddv DNA kogus vidga varieeruv. Kirjanduses on neid nimetatud ,headeks” ja
,.halbadeks” DNA ,jagajateks* (Bright ja Petricevic, 2004; Farmen ef al., 2008; Kiselevsky ja
Wickenheiser, 1999; Lowe et al., 2001; Lowe et al., 2002; van Oorschott et al., 1998). Antud
uurimistoos labiviidud katsest selgub, et doonor 2 on ,,parem* DNA ,jagaja“ kui doonor 3,
sest genotiipiseerimisel saadi doonor 2 osas kdoikide meetodite kasutamisel paremad
tulemused — suurem ilmsiks tulnud alleelide protsent (joonis 13B) ja tugevama signaaliga

alleelsed piigid (joonis 14).

Plastikule loetud 50 raku osas andis ka kahe puuvilltampooni meetod keskmiselt mdnevorra
paremaid tulemusi kui nailontampoon ja liks puuvilltampoon, mis nditab, et tulemused on
kooskdlas mudelsiisteemi tulemustega. Kahjuks ei ole antud t60s loodud mudelsiisteem

kasutatav teipide testimiseks, mistdttu ei ole DNA-stubi osas tulemused vorreldavad.

Antud katsetes andis Scenesafe FAST mini teip doonor 3 puhul natuke ndrgemad tulemused
teiste proovivotu meetoditega vorreldes. Kirjanduse pdhjal on antud teip andnud héid
tulemusi ja seda suuresti just tdnu tugevamale liimile (vOrreldes teiste teipidega), mis
voimaldab koguda rohkem rakulist materjali (Forsberg et al., 2015; Verdon et al., 2014a; Zech

et al., 2012). Antud katses ndrgemate tulemuste pdhjuseks vdiski olla tugevam liim, mille
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pinnalt materjali kéttesaamine vois osutuda keeruliseks vdi sisaldasid erineval ajahetkel {ihe ja
sama doonori poolt tekitatud jéljed vdga erinevas koguses rakulist materjali. Statistiliselt

oluliste jirelduste tegemiseks tuleks kindlasti proovi doonorite arvu suurendada.

Proovivotu meetodite efektiivsuse testimiseks loeti FACSi abil puuvillasele riidele kindel arv
tuumaga rakke. Riidele sorditud rakkude puhul vdeti tampooniga proovid ainult substraadilt,
mis sisaldas 16000, 8000 ja 4000 rakku. 4000 raku puhul andis suur osa voetud proove DNA
kontsentratsiooniks 0, mistottu jéeti vdiksemad rakukogused analiilisimata. Véljaldigete puhul

analiitisiti koik sorditud rakukogused.
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Joonis 15. DNA saagised mudelsiisteemis riidelt tampooniga voetud proovidest (A) ja
véljaldigetest (B). Tampoonimeetodeid kasutati riidelt proovi votmisel 4000—16000 raku
puhul. Kasutati {ihte puuvilltampooni, kahte puuvilltampooni ja {ihte nailontampooni.
Viljaloikeid tehti riidest, kuhu oli loendatud 50-16000 rakku.

Tampoonimeetoditega voetud proovide DNA saagised on toodud joonisel 15A. 16000 ja 8000
raku puhul andis kdige parema tulemuse kahe vatitampooni meetod, mille keskmine saagis oli
vastavalt 1,7 ng ja 0,3 ng. Jargnesid lisna vdordvidirselt ithe puuvilltampooni ja {ihe
nailontampooni meetodid. 4000 raku puhul olid kdik meetodid iisna vérdvairsed ning andsid
keskmiseks saagiseks ~0,3 ng DNAd. Kdikidel juhtudel jdid saadud DNA kontsentratsioonid
allapoole Quantifiler Human metoodika usaldusvéirset toopiirkonda, mistottu ei pruugi olla
nende proovide DNA kontsentratsioonid véga tidpselt médratud. Seetdttu ei viidud ldbi ka
proovivotmise efektiivsuse arvutusi. Usaldusvdirsete tulemuste saamiseks médrati antud

proovidest DNA-profiilid (joonis 17).
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Viljaloike kasutamisel saadud DNA saagised (joonis 15B) saadi kordades suuremad,
vorreldes tampooniga voetud proovidega (joonis 15A). Proovivotu efektiivsus jéi viljaldikel
(joonis 16) enamike rakukoguste puhul vahemikku 43-85,6%, v.a 50 raku puhul, kus
proovivotu saagis oli 133%. 50 raku puhul jdi mitmete proovide DNA kontsentratsioon
allapoole DNA kontsentratsiooni midramisel kasutatud metoodika usaldusvéirset piiri.

Seetdttu kontrolliti saadud tulemuse tdepéra ldbi genotiipiseerimise (joonis 17).
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Joonis 16. DNA proovivotu efektiivsus (%) mudelsiisteemis viljaldike kasutamisel.
Proovivotu efektiivsus néitab, kui palju substraadil olnud bioloogilisest materjalist dnnestus
DNA analiiiisil kétte saada. Viljaldike tegemisel analiiiisiti proovivotu efektiivsust 50-16000
raku puhul.

Ilmsiks tulnud alleelide protsent (joonis 17A) ja alleelsete piikide kdrgus (joonis 17B) oli
koikidel rakukogustel suurim kahe puuvilltampooni meetodi puhul. Uhe puuvilltampooni ja
nailontampooniga voetud proovid andsid vordvéirse kdrgusega alleelseid piike (joonis 17A) —
kord dnnestus iihe meetodiga vdetud proovide korral amplifitseerida paar alleeli rohkem kui

teise meetodiga ja vastupidi.

500 rakust tehtud véljaldigetest saadud DNA proovide amplifitseerimine andis ootuspdrase
korguse (vastas mddratud DNA kontsentratsioonile) ja alleelide protsendiga DNA-profiilid.
50 rakust tehtud véljaldiked andsid genotiipiseerimisel osalise DNA-profiili. PCR reaktsiooni
lisatud DNA kogus oleks pidanud andma tdisprofiilid, st 100% alleelidest ning tugevama
signaaliga alleelsed piigid. Saadud tulemus viitab sellele, et DNA kontsentratsiooni
médramisel saadud tulemused (ja sellest tulenevalt ka saagised) olid tilehinnatud ning pole

kasutatavad jarelduste tegemisel.
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Joonis 17. Mudelsiisteemis tampoonidega riidelt voetud proovidest ilmsiks tulnud alleelide
protsent (A) ning alleelsete piikide totaalne korgus (B) 4000-16000 raku puhul. Proovide
votmiseks kasutati {ihte puuvilltampooni, kahte puuvilltampooni ja iihte nailontampooni.
Ilmsiks tulnud alleelide protsent niditab, mitu protsenti doonoril esinevatest alleelidest
onnestus amplifitseerida. Alleelsete piikide totaalne kdrgus (TPH) niitab, kui tugeva signaali
uuritavad proovid andsid (tugevam signaal viitab suuremale DNA kogusele PCR
reaktsioonis).

Riidelt proovide votmisel selgus, et viljaldikemeetod on teistest vorreldavatest meetoditest
vaieldamatult parim ning andis mdnel juhul lausa 20 korda suurema DNA saagise (joonis 15).
Antud tulemus on ootuspdrane, kuna erinevalt tampoonimeetoditest analiilisitakse viljaldike
tegemisel kogu substraadil olev materjal. Tampooni voi teipi kasutades vOib mingi osa
materjali maha jddda. T60 tulemusena selgus, et osa materjali ldheb analiiiisi kdigus kaduma
ka véljaldike puhul — kétte saadi ainult 43-85,6% kogu materjalist (joonis 16). Proovide
analliisimisel plaaniti kasutada Chelex metoodikat, mis on sisuliselt ilma kadudeta DNA
eraldamise metoodika. Chelex metoodika kasutamisel jéi proovidesse qPCR reaktsiooni
inhibeerivaid {ihendeid, mis segasid DNA kontsentratsiooni méddramist. Seetdttu tuli valida
teisel tehnoloogial baseeruv DNA eraldamise metoodika. Antud proovide puhul kasutati
Prepfiler BTA puhastussiisteemi, mis baseerub magnetpartiklitel. Kdik magnetpartiklitel

pohinevad puhastussiisteemid on seotud mingite kadudega ning see seletab ka antud to0s

viljaldigetest saadud tulemuste puhul materjali kadu. Lisaks jéi kindlasti mingi osa materjali
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ka riidekiudude vahele. Kuna pole teada, kui suur osa ldheb kaduma DNA eraldamise kdigus,
siis pole vOimalik hinnata selle suurust. Antud katses saadi 4000 raku puhul monevorra
paremad tulemused kui 8000 raku puhul. See vdib olla pdhjustatud mitmest faktorist. Uhe
voimaliku pohjusena vdib vélja tuua kangas olevad inhibiitorid, mis vdisid mojutada DNA
seondumist magnetpartiklitele (Garrett et al., 2014; Williamson, 2012). Teise vdimaliku
pohjusena voib vilja tuua selle, et rakkude lugemisel sorditakse iga rakk PBSi tilgas. See
tadhendab, et 8000 raku puhul oli PBSi kogus suurem ning seetdttu voisid rakud kdvemini
kanga kiilge kinni kuivada. Koige enam rakulist materjali Onnestus koguda kahe

puuvilltampooni meetodiga.

Kuna tampoonimeetoditega tehtud katsed niitasid, et FACSiga loetud rakkude suspensioon
oli liiga siigavale riidekiudude vahele ldinud ja/voi liiga tugevasti riide kiilge kinni kuivanud,
siis sellest tulenevalt otsustati teibimeetodeid mitte testida. Kokkuvotvalt voib jireldada, et
antud mudelsiisteem ei ole sobilik proovivotmise meetodite testimiseks. Kiill aga voivad
riidele loetud rakkudega viljaldiked leida rakendust nditeks DNA eraldamise metoodikate

testimisel.

Selleks, et uurida kas mudelsiisteemis testitud proovivotu meetodid todtavad n-6 ,,reaalsete”
proovidega samamoodi, uuriti riidele tehtud kontaktjdlgi. Lisaks mudelsiisteemis testitud

meetoditele testiti siin ka DNA-stub ja Scenesafe Fast mini teipi.

Riidele tehtud kontaktjdlgede puhul andis kodige suurema saagise viljaldikemeetod, kuid
sealjuures oli tulemuste varieeruvus darmiselt suur (joonis 18). Selle meetodi puhul oli kahe
doonori keskmine saagis ~1 ng DNAd. Jargnesid molemad teibimeetodid — DNA-stub andis
kahe doonori keskmiseks saagiseks 0,3 ng ja Scenesafe FAST mini teip 0,26 ng DNAd. Kdige
ndrgema tulemuse andis nailontampooni meetod, mille puhul oli kahe doonori keskmine
saagis 0,03 ng. Uhe puuvillatampooni ja kahe puuvillatampooni meetodid andsid iisna
vordvadrsed tulemused (~0,15 ng DNAd). Antud katsest selgus, et teibimeetodid olid kahe
doonori ldikes vdga varieeruvad. Kui doonor 2 puhul andsid mdlemad teibimeetodid iisna
héid tulemusi, siis doonor 3 puhul olid teibimeetodi tulemused puuvilltampooni meetoditega
iisna sarnased. Vorreldes doonor 2-ga, on tulemused oluliselt ndrgemad. See véljendub ka

ilmsiks tulnud alleelide arvus (joonis 19) ja alleelsete piikide totaalses kdrguses (joonis 20).
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Joonis 18. Riidele tehtud kontaktjdlgedest voetud proovide DNA saagised. Katses uuriti
doonorite 2 ja 3 tekitatud kontaktjdlgi. Proove vdeti iihte puuvilltampooni, kahte
puuvilltampooni, {ihte nailontampooni, kahte teibi (DNA-stub ja Scenesafe FAST mini teip)
ning viljaldike meetodeid kasutades.
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Joonis 19. Riidele tehtud kontaktjélgedest voetud proovidest ilmsiks tulnud alleelide protsent.
Ilmsiks tulnud alleelide protsent nditab, mitu protsenti doonoril esinevatest alleelidest
onnestus amplifitseerida. Uuriti kahe doonori kontaktjdlgede proove, mis olid riidelt voetud
ithe puuvilltampooni, kahe puuvilltampooni, iihe nailontampooni, kahe teibi (DNA-stub ja
Scenesafe FAST mini teip) ja viljaldike meetodeid kasutades.
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Joonis 20. Riidele tehtud kontaktjilgede proovidest ilmsiks tulnud alleelide totaalne piikide
korgus. Alleelsete piikide totaalne korgus (TPH) niitab, kui tugeva signaali uuritavad proovid
andsid (tugevam signaal viitab suuremale DNA kogusele PCR reaktsioonis). Kontaktjalgi
tekitasid doonorid 2 ja 3 ning proovide voOtmiseks kasutati iihte puuvilltampooni, kahte
puuvilltampooni, tihte nailontampooni, DNA-stubi, Scenesafe FAST mini teipi ja valjaldiget.

Ilmsiks tulnud alleelide keskmine protsent (joonis 19) oli kdige korgem viljaldikemeetodi
puhul, kus kahe doonori keskmiseks saadi 97% alleelidest. Kahe doonori keskmist arvestades
jargnes kahe puuvillatampooni meetod 89%, seejirel DNA-stub ja Scenesafe FAST mini teip
vastavalt 84% ja 83% ning 1 niisutatud puuvillatampooni meetod ~75%. Nailontampooni
meetod andis teiste meetoditega vorreldes tunduvalt norgemad tulemused, kus kahe doonori
keskmiseks saadi vaid 29% alleelidest. Saadud kahe doonori keskmine DNA-profiilis

esinevate alleelsete piikide totaalne kdrgus (joonis 20) on {isna histi kooskolas ilmsiks tulnud

alleelide protsendiga (joonis 19).

Sarnaselt plastikule tehtud kontaktjdlgedega, ilmneb ka selles katses, et doonor 2 on parem
DNA ,,jagaja* kui doonor 3. Riidele tehtud kontaktjdlgede analiiiisimisel ilmnes, et parimaks
meetodiks osutus viljaldike tegemine. Héid tulemusi andis ka kahe puuvilltampooni meetod.
Need meetodid osutusid parimaks ka mudelsiisteemis. Erinevalt plastikule tehtud
kontaktjdlgede katsest andis riide puhul Scenesafe FAST mini teip tdiesti vOrdvairseid (ja
kohati isegi paremaid) tulemusi DNA-stubiga. Riidelt proovi vottes saadakse peamiselt kitte
ainult pealmises kihis olev rakuline materjal. Riidekiudude vahel, siigavamal olevad osakesed
ei ole teibiga nii kergesti kéttesaadavad. (Gunnarson et al., 2010; Williamson, 2012) Samas,
mida tugevamalt kleepub teibil olev liim, seda enam ta riidelt rakke korjab. Seetdttu voib
tugevama liimiga teip (nagu Scenesafe FAST mini teip) anda tekstiili puhul paremaid tulemusi

(Zech et al., 2012).
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Teistest meetoditest oluliselt ndrgemad tulemused andis nailontampooni kasutamine. Véga
mitmed kirjandusallikad on nailontampoone kiitnud (Barkham, 2006; Benschop et al., 2010;
Brownlow et al., 2012; Daley et al., 2006; Dalmaso et al., 2008; Lee et al., 2010; Santiago et
al., 2013). Esineb ka iiksikuid publikatsioone, mis on joudnud samale jireldusele antud
uurimisdoga — vorreldes puuvilltampoonide ja kahe testitud teibiga (DNA-stub ja Scenesafe
FAST mini teip), annavad nailontampoonid DNA analiiiisiks proovide votmisel kehvemaid
tulemusi (Hansson et al., 2009; Phetpeng et al., 2015; Verdon et al., 2014b; Williams et al.,
2013).

Kirjanduse allikatel on tehtud mitmeid katseid, kus on vorreldud teibimeetodit kahe
puuvilltampooni meetodiga. On néidatud, et teibimeetod on kordades efektiivsem kui seda on
puuvilltampoonide kasutamine. (Bright ja Petricevic, 2004; Hansson et al., 2009; Kenna et al.,

2010; Williams ef al., 2013) Antud katses see kinnitust ei leidnud.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmirgiks oli vélja tootada mudelsiisteem proovivotu meetodite
testimiseks, loendades FACSi abil vere mononukleaarsete rakkude suspensioonist kindel arv
rakke kahele erinevale substraadile — riidele ja plastikule. Materjalil lasti kuivada ning
proovid vdeti kolme erinevat tampoonimeetodit kasutades: iihte niisutatud puuvilltampooni,
iihte niisutatud ja tihte kuiva puuvilltampooni ning iihte niisutatud nailontampooni. Lisaks
voeti proovid, kasutades kahte erinevat teibi meetodit: DNA-stubi ja Scenesafe Fast mini teipi.
Riide puhul kasutati lisaks veel viljaldikemeetodit. Vdetud proovide puhul hinnati
proovivotmise efektiivsust ehk seda, kui palju bioloogilist materjali onnestus proovivotmise
kéigus kitte saada ning vaadati, milline testitud meetoditest annab kdige paremaid tulemusi.
Lisaks uuriti kahe doonori poolt riidele ja plastikule tekitatud kontaktjélgi (vdeti proovid,
kasutades eelpool nimetatud meetodeid) ning vorreldi, kas saadud tulemused on kooskdlas

mudelsiisteemi kasutamisel saadud tulemustega.

Mudelsiisteemis plastikule loetud rakkude puhul andsid koige paremaid tulemusi
puuvilltampoonid. Suurema rakkude arvu korral (4000-16000 rakku) andis iihe
puuvilltampooni kasutamine mdnevorra suurema DNA saagise, vorreldes kahe tampooniga.
Proovivotu efektiivsus oli sealjuures 8000-16000 raku puhul iihe puuvilltampooni
kasutamisel ~60% ja kahe puuvilltampooni korral ~50%. 4000 raku puhul oli aga proovivotu
efektiivsus monevOrra suurem, olles {ihe puuvilltampooni korral 88% ja kahe
puuvilltampoooni korral 76%. Viiksema rakkude arvu korral andsid nii {the kui kahe
tampooni meetodid suhteliselt vordvidirseid tulemusi. Oluliselt kehvemaid tulemusi andis
nailontampooni kasutamine. Plastikult vdeti proove ka DNA-stub teibiga, kuid saadud DNA
saagised olid ddrmiselt madalad. Uheks vdimalikuks pdhjuseks vdis olla rakkude liiga tugev
kinnikuivamine plastiku kiilge. See omakorda viitab asjaolule, et antud metoodika ei sobi
teibimeetodite testimiseks ning sellest tulenevalt otsustati teipide testimine antud

mudelsiisteemis dra jétta.

Plastikule tehtud kontaktjédlgede puhul andis kdige paremaid tulemusi DNA-stubi ja kahe
puuvilltampooni kasutamine. Ulejiinud testitud meetodid andsid mdnevdrra ndrgemaid, kuid
omavahel suhteliselt vordvairseid tulemusi. Kui mudelsiisteemis andis ithe puuvilltamoooni
kasutamine védhemalt vordvéirseid (osadel juhtudel ka paremaid) tulemusi kahe
puuvilltampooni meetodiga vorreldes, siis selles katses andis kahe tampooni kasutamine
oluliselt paremaid tulemusi. See vdib viidata asjaolule, et kui rakulist materjali on vdhe, siis

annab kahe tampooni kasutamine teatud eelise.

38 /51



Mudelsiisteemis riidele loetud rakkude puhul andis konkurentsitult parima tulemuse
viljaldike tegemine. Vaatamata sellele, et DNA saagis tuli suhteliselt kdrge, oli proovivotmise
efektiivsus 44-86% (ei sisalda 50 raku tulemust). See néditab, et vdga suur osa rakulist
materjali jddb riidekiudude vahele kinni ega vabane DNA eraldamisel liiiisi lahusesse voi
laheb DNA eraldamise kédigus kaduma. Tampooniga vdetud proovide puhul saadi darmiselt
viiksed DNA saagised, mis viitab sellele, et FACSiga loetud rakkude suspensioon oli liiga
tugevasti riide kiilge kuivanud voi ldinud liiga stigavale riidekiudude vahele. Sellest tulenevalt
vOib jéireldada, et antud metoodika ei sobi riide puhul proovivotu meetodite testimiseks.
Riidele tehtud kontaktjdlgede puhul andis kdige paremaid tulemusi véljaldike tegemine, mis
on histi kooskolas mudelsiisteemi tulemustega. Jargnesid kahe puuvilltampooni meetod ning
DNA-stub ja Scenesafe FAST mini teip. Koige kehvemad tulemused saadi nailontampooni
kasutamisel. Saadud tulemused on kooskdlas kirjanduses kirjeldatud viheste uuringutega, mis

viitsid, et nailontampoonid ei anna héid tulemusi vorreldes puuvilltampoonide ja teipidega.

Kokkuvotvalt voib jireldada, et t60 kidigus loodud mudelsiisteem plastikpinnal sobib
tampoonimeetodite testimiseks, kuid ei sobi teibimeetodite testimiseks. Mudelsiisteem riidel

ei sobi lildse proovivotmise meetodite testimiseks.
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Efficiency of forensic DNA trace recovery methods

Kerstin Joandi
SUMMARY

DNA analysis is used to get information from biological material found from the crime
scenes. In many cases the amount of DNA that is recoverable is often very small. Therefore, it
is crucially important to use collection methods, which give the highest DNA yield. One of
the most common trace recovery methods involves two cotton swabs. However, in recent
years there have been marketed new collection tools, for instance, tape lifting and different
swab types. Selecting an appropriate method for sample collection is essential to produce
good quality DNA profile. Though, at this time there have not been developed an extensively
accepted method, which shows the efficiency of forensic DNA trace recovery methods. It is
excessively difficult to obtain samples that have identical number of cells. Additionally, the
amount of DNA recovered from different individuals and even from the same person at
different times varies. There have been experiments carried out, where blood, saliva and touch
samples are being used. Nonetheless, in these cases the number of cells in the samples is
unknown, which makes it difficult to evaluate the efficiency of the different sample collection
methods. For this reason, a sample that contains a fixed number of cells needs to be generated
by using FACS method. If the exact amount of DNA in the sample is confirmed, it could be

used to test the efficiency of different forensic DNA trace recovery methods.

The aim of this research was to develop a model system for DNA recovery and find out,
which collection method gives the highest DNA yield. For this, FACS was used to sort certain
amount of cells from peripheral blood monocyte suspension to two different surfaces — plastic
and fabric. The biological material was left to dry. After that, six different methods were used
to collect the DNA from fabric and plastic. Those involved one wet cotton swab, two cotton
swabs (wet + dry), one wet flocked swab, DNA-stub, Scenesafe FAST minitape and cutting
(only for fabric) methods. To conclude, cotton swabs gave the best results from plastic.
Although, the number of swabs which gave the best results differed through cell amounts.
Namely, if the cell amount was smaller, double swab technique gave better results. However,
with bigger cell amounts using only one cotton swab gave slightly better results. The most
inefficient was the nylon flocked swab, which gave drastically lower results. Cutting was the
best method among the fabric samples. Whereas, swabs and minitapes were not suitable for
recovering DNA from fabrics, as the biological material was locked between the fabric fibres

and was hard to collect.
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To verify if the model system is usable at real crime scenes, two DNA donors deposited
fingerprints to the same two different surfaces that were used in the model system. Following,
those six previously mentioned collection methods were tested and the results were compared.
DNA-stub and cotton swabs gave the best results from fingerprint samples that were collected
from plastic. As for the fabric, the cutting method gave the highest DNA yield. Also, cotton
swabs and tapelifting gave remarkable results. As it appeared from the model system, nylon
flocked swabs were not useful for recovering DNA. As some of the previously published
studies say, nylon flocked swabs are not efficient for recovering DNA if there is low amount

of biological material.

Overall, the model system that was developed could be used for testing different swab types
on plastic surfaces. Nevertheless, this method does not work on fabrics and therefore,

different sample collecting methods on fabric surfaces could not be tested.
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LISAD

Tabel 5. T66 kéigus analiilisitud proovid, DNA eraldamise metoodika ning amplifitseerimisel

kasutatud tsuiklite arv.

Bioloogiline YR e DNA eraldamise | PCR tsiiklite
materjal metoodika arv
1. Rakud plastikul (FACS)
50 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex 32
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
500 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex 32
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
1000 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex 32
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
2000 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex 30°
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
4000 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex -
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon Chelex
DNA-stub Chelex/Prepfiler
8000 rakku 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex -
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon Chelex
DNA-stub Chelex/Prepfiler
16000 rakku | 1 niisutatud puuvilltampoon Chelex -
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
2. Rakud riidel (FACS)
50 rakku véljaldige Chelex, Prepfiler 32
500 rakku véljaldige Chelex, Prepfiler 32
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1000 rakku véljaldige Chelex, Prepfiler 32
2000 rakku véljaldige Chelex, Prepfiler 32
4000 rakku véljaldige Chelex, Prepfiler 32
1 niisutatud puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud nailontampoon Chelex
8000 rakku véljaldige Chelex/Prepfiler 32
1 niisutatud puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud nailontampoon Chelex
16000 rakku | véljaldige Prepfiler 32
1 niisutatud puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon Chelex
1 niisutatud nailontampoon Chelex
3. Kontaktjiljed plastikpinnal
kontaktjilg 1 niisutatud puuvilltampoon Prepfiler 32
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
DNA-stub
Scenesafe FAST mini teip

4. Kontaktjiljed riidel

kontaktjdlg 1 niisutatud puuvilltampoon Prepfiler 32
1 niisutatud + 1 kuiv puuvilltampoon
1 niisutatud nailontampoon
DNA-stub

Scenesafe FAST mini teip

viljaldige

*proovide kontsentratsioon oli kdrgem ja seetdttu kasutati 30 PCR tsiiklit
"PCRi ei tehtud ja tulemuste analiiiisimisel lihtuti DNA kontsentratsiooni midramisel saadud
tulemustest
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