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I4n arvioiminen on aina ollut ihmisille tirkedd. Esimerkiksi tuntemattoman vainajan tai
henkil6llisyystodistuksettoman pakolaisen idn arvioiminen on keskeistd. Idn
selvittimiselld on monia oikeusvaikutuksia ja siksi se on oleellista yhteiskunnan
toimivuuden kannalta. Hampaiston avulla tehtdvdt idnarvioinnit voidaan jakaa
morfologisiin, radiologisiin ja biokemiallisiin.

Tamén syventdvien opintojen opinndytetyon tavoitteena on perehtyd hampaan dentiinin
asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon perustuvan biokemiallisen
idnarviointimenetelmdn  toimintaan ja  kéyttokelpoisuuteen.  Opinndyte  on
kirjallisuuskatsaus, jossa aineistona on kiytetty PubMed-, Embase-, Cochrane Library-,
Web of Science-, Scopus-tietokannoista ja Google Scholar -hakujen avulla 16ydettyja
artikkeleita sekd aiheeseen liittyvii kirjallisuutta.

Rasemisaatioreaktio on spontaani entsyymitoiminnasta riippumaton reaktio, jossa
optisesti aktiiviinen yhdiste muuttuu peilikuvaisomeerikseen. Reaktion nopeutta
kithdyttdd 1ampdtila, kosteus sekd eméksinen pH. Asparagiinihappo on ihmiskehosta
16ytyvd aminohappo, jonka rasemisaationopeus on suuri, mikd mahdollistaa sen
kertymisen ja mittaamisen erityisesti metabolisesti hitaissa kudoksissa, kuten hampaissa.
Ihmiskehossa asparagiinihappoa syntetisoidaan L-enatiomeerind, josta se muuttuu
lineaarisesti ajan kuluessa D-enatiomeeriksi. Thmisen kuollessa ldmpétila laskee, mika
kaytdnnOssd pysdyttdd rasemisaatioreaktion etenemisen. Laskemalla enatiomeerien
vélinen suhde voidaan arvioida henkilon iké kuolinhetkella.

Hampaan rakenteista juuren dentiinid pidetddn parhaimpana ldhtomateriaalina
menetelmille, koska se on suojassa degeneratiivisilta muutoksilta. Vaikka
rasemisaatioasteet vaihtelevat eri hampaiden vililld, ndytehampaan valinta ei silti ole
vakiintunutta. Yksijuurisia hampaita kuitenkin suositellaan, koska ldhtomateriaalin
keradminen niistd on helppoa. Ldhtokohtaisesti menetelméssd tulisi kédyttdd vain
normaaleja ja terveitd hampaita, koska esimerkiksi karieshampaat tai epdmuodostuneet
hampaat antavat epdluotettavia tuloksia. Menetelmddn vaikuttavat lisdksi néytteen
preparointi, suoritetut tyOvaiheet, enatiomeerien erottelun onnistuminen ja tulosten
analysointiin tehdyt mallinnukset.

Asparagiinihapon rasemisaatioon perustuvan menetelmén yleistymistd rajoittaa muun
muassa sen korkea hinta, kansainvélisen standardoinnin puute ja haasteet
kontrollihampaiden saamisessa. Haitoistaan huolimatta menetelmé on talld hetkelld yksi
tarkimmista ja objektiivisimmista idnarviointityOkaluista, jota voidaan soveltaa niin
kuolleille kuin eldvillekin henkilon idsta riippumatta. Idnarviointitarkkuus on usein noin
+3 vuotta.

Asiasanat: 1dn arvioiminen, henkil6llisyyden varmistaminen, asparagiinihapon
rasemisaatioreaktio, oikeushammasldiketiede
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1 JOHDANTO

Vainajien henkil6llisyyden varmistaminen on ollut ihmisille tirkeédé varhaisista ajoista ldhtien. Ikd on
yksi keskeinen tieto, joka ohjaa vainajan tunnistamista. Kuolleiden liséksi eldvienkin ihmisten ikada
joudutaan toisinaan arvioimaan. Kenties yksi varhaisimmista idnarvioinneista hampaiston avulla
tapahtui Englannissa 1800-luvun alussa. Taloudellisen laman takia lapsitydvoiman kéytto oli
yhteiskunnassa tavallista. Sdadosten mukaan alle 9-vuotiaita lapsia ei saa tyollistdd, ja alle 13-
vuotiaiden ei tulisi tehda yli yhdeksén tuntia toitd pdivassd. Alle 7-vuotiaden lapsien tyOllistimisestd
seurasi rangaistuksia. Siihen aikaan syntymétodistuksia ei ollut, joten ikdi arvioitiin l&hinné pituuden
avulla. Vuonna 1836 A.T. Thompson esitti, ettd lapset ovat alle 7-vuotiatia, jos heillé ei ole puhjennut
ensimmadisid pysyvid poskihampaita. Edwin Saundersin tieteellisessd julkaisussa vuonna 1837
todettiin 1049 lapsen hampaiden ja pituuksien tutkimisen jdlkeen, ettd ikd4 voidaan arvioida

hampaiden avulla luotettavammin kuin pituuden. (1,2).

Vainajan henkildllisyys voi olla epédselvd monestakin syystd, kuten onnettomuuden,
suuronnettomuuden, henkirikoksen sekd kuolemaan liittyvin ithmiskudoksen etenevien biologisten
prosessien vuoksi. Ihmisen kuolemalla on useita oikeusvaikutuksia, mikd edelleen korostaa vainajan
henkil6llisyyden varmistamisen merkitystid. Kun vainajan henkildllisyys on varmistettu ja kuolinsyy
selvitetty, voidaan esimerkiksi kirjoittaa kuolintodistus, antaa hautaamislupa ja tehdd ilmoitus
viestorekisteritietojarjestelmain. Tdmé mahdollistaa edelleen muun muassa vakuutusoikeudellisten
ja perinndnjakoon liittyvien asioiden selvittimisen. Keskeistd on myds se, ettd omaisten surutyd voi

alkaa, kun tiedetdén varmasti, ettd liheinen on kuollut. (3).

Oikeusladketieteellinen kuolemansyyn selvittiminen on Suomessa poliisin vastuulla. Lain mukaan
oikeusladketieteellinen kuolemansyyn selvittiminen tulee suorittaa, kun kuoleman ei tiedetd
johtuneen sairaudesta tai kun vainaja ei viimeisen sairautensa aikana ole ollut 1d4kérin hoidossa.
My®s silloin kun kuoleman on aiheuttanut rikos, tapaturma, itsemurha, myrkytys, ammattitauti tai
hoitotoimenpide tai kun on aihetta epdilld kuoleman johtuneen jostakin sellaisesta syystd, suoritetaan
oikeusladketieteellinen kuolemansyyn selvittdminen. Selvitys tehdéén liséksi silloin, jos kuolema on
muuten tapahtunut yllattdvasti. Laki velvoittaa poliisia kdyttdmddn tarvittaessa apuna ladkdrid
kuoleman syyn selvittimisessd. Médrdyksen oikeuslddketieteellisen ruumiinavauksen suorittamisesta
antaa pdillystoon kuuluva poliisimies, syyttdjdviranomainen, tuomioistuin tai Terveyden ja

hyvinvoinnin laitos. (4).

Vainajan voi tunnistaa monella tavalla, kuten visuaalisesti, esineellisesti, pituuden, sukupuolen,

ladketieteellisten hoitotoimenpiteiden sekd sairauksien, sormenjélkien tai DNA:n avulla (3). Liséksi



yksi keskeisistd vainajan tunnistuskeinoista on ikd (2). Idnarviointi silmdmaédrdisesti on vain
viitteellistd, joten sen tarkempaa arviointia varten tulee kdyttdd oikeushammaslddketieteellisid tai
antropologisia tutkimusmenetelmiéd (3). Ik&4 voidaan arvioida esimerkiksi luuston kehityksen ja
morfologian perusteella tai hampaiston avulla (5). Tassi kirjallisuuskatsauksessa esitellidn muutamia
oikeushammaslédéketieteellisid idnmadritysmenetelmid, joista eniten keskitytddn hampaan dentiinin
asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon perustuvaan menetelmddn, sen toimintaan ja

kayttokelpoisuuteen. Kyseiselld menetelmallad pééstdin usein jopa £3 vuoden tarkkuuteen (6-8).



2 YLEISTA OIKEUSHAMMASLAAKETIETEEN IANMAARITYSMENETELMISTA

Oikeushammasléddketiede on oikeuslddketieteen osa-alue. Sen tehtdviin kuuluvat vainajien
tunnistaminen, oikeuslddketieteellinen idn arvioiminen, kuolemansyyn ja rikosten selvittimiseen
liittyvdt suun alueen tutkimukset sekd muut viranomaisten pyynndstd —annettavat
asiantuntijalausunnot. Sen lisdksi, ettd oikeushammasladkérit avustavat viranomaisia oikeudellisissa
ja rikosoikeudellisissa kysymyksissd, he ylldpitdvédt valmiutta suuronnettomuuksien varalta ja
osallistuvat keskusrikospoliisin ylldpitimén uhrintunnistusyksikon (DVI) toimintaan. (9).
Esimerkiksi lentotapaturmissa tai merenkulun katastrofeissa hampaiden avulla tapahtuva vainajien

tunnistaminen on DNA-analyysin ohella yksi tehokkaimmista keinoista identifioida vainajia (10).

Oikeushammaslééketieteellisessd vainajan tunnistamisessa hyddynnetddn muun muassa hampaan
kiilteen rakennetta, sukupuolen madrittimistd ja hampaista saatavaa DNA-profiilia. Sukupuolen
médritys on mahdollista esimerkiksi hampaiston, kasvojen seké kallon luiden avulla. (11). Liséksi
tunnistamisessa voidaan tietyissé tilanteissa hyodyntdd puremajélkid. Niiden tulkinta on kuitenkin
erittdin vaikeaa, ja asiantuntijoiden nikemykset voivat olla hyvinkin erilaisia toisiinsa néhden. (12).
Puremajidlkien kdyttiminen sopii kéytettdviksi ldhinnd vain silloin, jos puremajélki selvésti indikoi
jotain poikkeavaa tekijin hampaistossa. Esimerkkejd téillaisista tekijoistd ovat suuret lohkeamat,
puuttuvat etualueen hampaat tai muut merkittivat epdmuodostumat tai poikkeavat muutokset

hampaistossa. (10).

Vainajan hampaistoa voidaan myds verrata sen aikaisempiin elinaikaisiin hoitotietoihin, jos niitd on
olemassa. Thmisen hampaisto on hyvin yksilollinen ja sitd toisinaan verrataankin sormenjalkiin (2).
Naéista tiedoista esimerkiksi ortopantomografiakuvat ovat arvokkaita (12). Suun terveydenhuollon
tiedoista voidaan saada tietoa muun muassa proteettisista rakenteista, poistetuista hampaista tai
hampaisiin laitetuista tiyteaineista. Tietoja verratessa on hyvd huomioida mahdolliset muutokset
aikaisempiin tietothin ndhden. Hampaita on saatettu esimerkiksi hoitaa uusilla tdyteaineilla. Poistetut

hampaat eivit kuitenkaan tule takaisin implantteja lukuun ottamatta. (10).

Lisdksi vainajan tietojen vertaamista aikaisempiin tietoihin edellyttdd se, ettd vainajan
henkilollisyydestd on jotain tietoa tai rajaavia tekijoitd. Esimerkiksi lento-onnettomuudessa
matkustajaluettelo tai onnettomuuspaikalta 16ydetyt tavarat voivat rajata suun terveyden tiedoista
tehtdvin haun riittdvin pieneksi. Hampaistosta saatavien tietojen vertaaminen aikaisempiin tietoihin
ilman rajaavia tekijoitd on toistaiseksi hyvin vaikeaa tai mahdotonta. Britanniassa yritettiin siirtdd

julkisen terveydenhuollon tietoja siten, ettd laajojen hakujen tekeminen olisi mahdollista.

3



Potilastietojen laatu ja puutteellisuus kuitenkin tekivdt niistd epdkdytdnnéllisid vainajien

tunnistamiseen. (10).

Siind missé fyysiset tekijét ja muut esitiedot mahdollistavat vainajan tunnistamisen myos ikd on yksi
keskeisimmisté vainajan tunnistamista ohjaavista tekijoistd (2). Hampaan kovakudokset ovat erittdin
kestévid ja sdilyvdt normaaliolosuhteissa hajoamattomina, miké selittdd niiden kayttokelpoisuuden
muuten tunnistamattomaksi turmeltuneessa vainajassa. Kuolleiden liséksi toisinaan myds eldvien
ithmisten 1kd on syytd madrittdd esimerkiksi  puutteellisten tai  epdluotettavien
henkildllisyyspapereiden takia. Lapsilla ja aikuisilla on erilaisia oikeuksia ja velvollisuuksia, jotka
vaikuttavat muun muassa adoptointiin, rikoksellisiin seuraamuksiin tai turvapaikkahakemuksiin.
Esimerkiksi kansainvéliset ihmisoikeussopimukset, perheiden yhdistdmiseen liittyvét lapsen
oikeudet ja viddrinkdyton mahdollisuus ovat nostaneet idnmédritykseen liittyvdt kysymykset
ajankohtaisiksi. (2,12). Oleskelulupaa Suomesta hakevalle ulkomaalaiselle voidaan Suomen lain
mukaan tehdd oikeusldédketieteellinen tutkimus idn selvittdmiseksi, jos on olemassa ilmeisié
perusteita epdilld hédnen idstddn antamiensa tietojen luotettavuutta. Tutkimuksen tekee

Maahanmuuttoviraston pyynndsti Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. (13).

Hampaiston avulla tehtdvét idnarvioinnit voidaan jakaa kolmeen eri kategoriaan: morfologisiin,

radiologisiin sekd biokemiallisiin menetelmiin (2).

2.1 Morfologiset menetelmait

Morfologiset menetelmit idnarvioinnissa perustuvat hampaan muotoithin sekd rakenteellisiin
ominaisuuksiin. Hampaan kehitysvaiheissa ja yksilon ikdéntyessd hampaistossa tapahtuu muutoksia,
joita voidaan arvioida. Gustafsonin menetelmd on yksi vanhimmista ja ensimmadisistd keinoista
arvioida ikda hampaiston avulla. Menetelmé on yksi yleisimmin kidytetyistd idnarviointitekniikoista
yli 21-vuotiailla. (11). Tdmd Gosta Gustafsonin 1950-luvun alussa kehittimd morfohistologinen

menetelma perustuu yksijuuristen hampaiden kuuden eri muutoksen tai ominaisuuden arviointiin (2).



Ay = no attrition
Sy = no secondary dentin

Py = no periodontosis

C, = normal layer of
cementum laid

down

Ry= no root resorption
visible

Open root orifice

A, = aftrition within
enamel

S, = secondary dentine
has begun to form

in upper part of

pulp cavity

P, = periodontosis just
begun

C, = apposition a little
greater than

notmal

R, = root resorption
only on small

isolated spots

Closedroot orifice

A, = attrition reaching
dentin

S; = pulp cavily is
half filled

P; = periodontosis
along first one-
third of root

C, = great layer off
cementum

R, = greater loss of
substance

A = attrition reaching
pulp

S; = pulp cavity is
nearly or wholly

filed with secondary
dentin

P; = periodontosis has
passed two-thirds

of root

C; = heavy laver of
cementum

R = great areas of both
cementum and
dentin affected

Kuva 1. Gustafsonin metodin luokittelukriteerit (2).

Arvioitavia tekijoitd ovat kuvan 1 mukaisesti: kiilteen kuluminen, sekundaarisen dentiinin
kertyminen, periodontaaliligamentin laskeutuminen apikaalisesti, sementin méddrin kasvaminen,
juuren resorptio sekd dentiinin 1dpindkyvyys. Kukin kriteeri arvioidaan kokonaisluvuin vililtd 0-3.
Ikd saadaan laskettua seuraavalla kaavalla, jossa X tarkoittaa kriteereistd saatua yhteenlaskettua

kokonaispistemadraa:
Ikd=4,56 * X+ 11.43

Gustafsonin menetelmdd ei kuitenkaan voi kiyttdd eldville yksildille, ja kriteerien arviointi on
subjektiivista. Lisdksi kuuden kriteerin arviointi on hidasta ja vililld vaikeaa. Esimerkiksi
periodontaaliligamentin arvioiminen hajonneessa ruumiissa voi olla mahdotonta. Mydskdén aina
suun etualueella sijaitsevat yksijuuriset hampaat eivdt ole sdilyneet riittdvdssd kunnossa. (2).

Gustafsonin mukaan menetelmén virhemarginaali on noin 3.6 vuotta (14).

Gustafsonin menetelmdd soveltaen ja tdydentden on julkaistu wuseita muita vastaavia

idnarviointitekniikoita (2). Tutkimusten pyrkimyksend on ollut paikata Gustafsonin menetelmén



puutteita ja toisaalta luoda mahdollisimman tarkka ja yksinkertainen menetelma. Kuitenkaan muihin

vastaaviin metodeihin verrattuna mitddan ylivoimaista morfologista menetelméa ei vield ole keksitty.

Hampaan kehitykseen liittyvid muutoksia voidaan myds hyddyntdéd idn arvioimiseen. Retziuksen
viivat antavat viitteitd hampaiden ajallisesta kehityksestd. Retziuksen viivat kuvaavat kehittyvin
hampaan kiilteen mineralisoitumisen poikkeavuuksia. Esimerkiksi metaboliset hiiriét tai muu
elimiston stressi saattaa johtaa mineralisoitumisviivojen syntymiseen ldhemmas toisiaan. Myds
normaaliin kiilteen syntymiseen kuuluva lepojakso saattaa pidentyé. Niistd syistd Retziuksen viivat
nayttaytyvit levedmpind ja ndkyvampind juovina hampaassa. Viivoja voidaan hyddyntdd hampaiston

kehityksen kronologisen ién kartoittamisessa. (11).

Retziuksen viivat pééttyvit kiilteen pinnalle, johon muodostuu viivoista johtuva juovainen
pintarakenne. Rakennetta kutsutaan perikymataksi. Perikymata antaa tietoa esimerkiksi kruunujen

kehityksen aikataulusta. (11).

Syntymisestd aiheutuvasta stressistd vauvan hampaaseen syntyy poikkeuksellisen voimakas
hypomineralisoitunut “Retziuksen” viiva, jota kutsutaan neonataaliviivaksi (11). Neonataaliviivan
olemassaolo tarkoittaa sitd, ettd vauva on syntynyt eldvind. Lisdksi neonataaliviivan jidlkeen
syntyneen kovakudoksen muodostumisen avulla on mahdollista selvittdd vauvan syntymén jilkeinen
selviytymisaika pdivien tarkkuudella. Neonataaliviivan tarkastelu on keskeistd erityisesti
vauvasurmien analysoinnissa, koska sen avulla voidaan péitelld vauvan elintilanne syntyessi ja

mahdollinen elinaika sen jédlkeen. (15).

Gustafsonin menetelmésti erillddankin dentiinin ldpindkyvyys, sementtikerroksen paksuus ja sementin
kehitykselliset uurteet ovat yksinddn mahdollisia ién arvioimisessa kaytettdavia tyokaluja (11). Néista
kaksi viimeisintd ovat hyvin harvoin kéytettyjd menetelmid riittdmattoman tarkkuuden takia.
Tutkimuksessa, jossa analysoitiin 200 hammasta, oli niiden ennustettu ikd £12 vuotta, ja vain 1,5

%:ssa tapauksissa ikd arvioitiin tdsmilleen oikein. (16).

2.2 Radiologiset menetelmét

Radiologisissa menetelmisséd hampaiden ikdi arvioidaan tavallisimmin rontgenkuvien avulla. Etuna
on se, ettd rontgenkuvia voidaan ottaa sekd elossa olevilta ettd kuolleilta ihmisiltd hampaita
avaamatta, poistamatta tai leikkaamatta. Radiologisia ja morfologisia menetelmid suositellaan
kaytettaviksi lapsille sekd teinid-ikdisille. Hampaiden sekd luuston kehittyminen mahdollistaa

suhteellisen tarkan idnarvioinnin. (5).



Kvaalin tyoryhmineen kehittimad menetelmd (17) arvioi sekundaarisen dentiinin kertymistd
pulpaonteloon. Arviointi tapahtuu epédsuorasti mittaamalla pulpan radiotiheyttd eli sitd, kuinka hyvin
kudos estdd rontgenséteiden kulkua aineen lépi (2). Menetelmdsséd verrataan pulpan pituutta juuren
pituuteen, pulpan pituutta koko hampaan pituuteen, hampaan pituutta juuren pituuteen seka pulpan ja
juuren leveyttd kolmella eri tasolla (18). Menetelmén onnistuminen edellyttdd sitd, ettei hammas ole
kiertynyt, kulunut tai karioitunut. Tekniikasta on erityisesti hyOtya arvioitaessa, onko henkild yli vai

alle 18-vuotias. (2).

C

1
Kuva 2. Kvaalin menetelmédn mukaiset hampaan radiologisen idnméérityksen mitattavat mitat: T =
hampaan pituus, R = juuren pituus mesiaaliselta puolelta, P = pulpan maksimaalinen pituus, A =
juuren ja pulpan leveys kiillesementtirajalta, B = juuren ja pulpan leveys A:n ja C:n puolivélistd sekd
C =juuren ja pulpan leveys apeksin ja kiillesementtirajan puolivélisté (18).

Demirjianin tyoryhmineen vuonna 1973 kehittimd menetelméd on erds hyvin laajasti kéytetyistd
radiologisista idnarviointimenetelmistd, joka soveltuu parhaiten lapsille ja teini-ikéisille. Siind
panoraamardntgenkuvasta arvioidaan seitsemdd vasemman puolen alaleuan hammasta. Kunkin
hampaan kehitysastetta arvioidaan kuvien ja sanallisten selitysten avulla. Kehitysasteelle annetaan
arvo vililtd A-H. Kuvallisen indikaation liséksi kunkin kirjaimen kehitysastetta kuvaavien ehtojen on
taytyttdvi, jotta hammas voidaan luokitella tiettyyn kehitysasteeseen. Menetelméssa arvioidaan muun

muassa hampaan mineralisoitumisastetta, kruunun kehitysté ja juuren kérjen sulkeutumista. (19).



MOLARS BICUSPIDS CANINES INCISORS

ISl B

&
: [ e e
c
2 ~1S)- 2 El |
Boys
-HORoEoMe .. -
" Tooth 0 A B C D E F c H
M, 00 21 35 59 101 125 132 136 154
E ﬂ @ ﬁ W M, 00 80 96 123 170 193
'A.l “V W pm, 00 17 31 54 97 120 128 132 144
PM, 00 34 TO 110 123 127 135
3 C 00 35 79 100 110 119
' I, 00 32 52 78 117 137
E I, 0.0 1.9 4.1 82 11.8
) U w
LA Girls
g Stage
5 ) : Tooth 0 A B c D E F G H
2 A 1% ™, 00 27 39 69 ILl 135 142 145 156
R o\ ! L i M, 00 45 62 90 140 162
O ’ S M, 00 18 34 65 106 127 135 138 146
PM, 00 37 75 118 131 134 141
=

C 0.0 3.8 7.3 10.3 116 12.4
‘I I, 0.0 3.2 5.6 8.0 122 14.2
n | '\l I, 0.0 2.4 5.1 93 12.9
A I| /l || NB: Stage 0 is no calcification
\ 4

Kuva 3. Demirjianin menetelmén kuvalliset hampaan kehitysasteen tulkitsemisohjeet seki taulukko
hammaskohtaisen pistemairén saamiseksi (19).

Kehitysasteen arvioinnin jidlkeen katsotaan taulukosta kuvan 3 mukaisesti sukupuolijaotellusti
kullekin hampaalle kirjainta vastaava pistemédrd. Hampaiden kehitysasteiden pisteméérit lasketaan
yhteen.  Yhteenlasketulla pistemddrdlld voidaan arvioida populaatiokohtaisesti  yksilon
hampaistoikdd. Tulkinta tapahtuu kéyrdd tulkitsemalla populaatiospesifisestd kuvaajasta.
Hampaistoidn avulla voidaan arvioida kronologista ikdd. (19). Hampaan kehitysasteen arviointi on
luotettava, koska esimerkiksi muutokset kehon ravitsemuksessa tai endokrinologiassa eivat
merkittdvisti vaikuta hampaan mineralisoitumiseen. Ongelmana on menetelmén suuri
populaatiospesifisyys, joka on johtanut vaihtelevan suuruisiin virheisiin yksilon ikéé arvioitaessa.
(20). Menetelmén edellytyksend lieneekin juuri kyseiselle tutkittavalle populaatiolle sovitettu iin ja

hampaan kehitysastetta kuvaavan kuvaajan rakentaminen.

2.3 Biokemialliset menetelmat

Biokemialliset menetelmét perustuvat hampaan rakenteiden kemiallisten ominaisuuksien ja
muutosten tulkitsemiseen. Niitd voidaan pitdd objektiivisempina verrattuna morfologisiin ja

radiologisiin metodeihin. (6).



Kollageenia 10ytyy runsaasti hampaan dentiinin orgaanisesta osasta (21). Tyypin I kollageeni koostuu
kolmesta helikaalisesta ketjusta. Ketjuja stabiloi niiden viliset kovalenttiset sidokset.
Vastasyntetisoidussa kollageenissa nima kovalenttiset ristisidokset ovat pelkistettidvissd. Kollageenin
muodostumisen péétyttyd ndiden pelkistettdvissd olevien ristisidosten madrd vdhenee idn myota,
jolloin muodostuu kypsid ei-pelkistettidvissd olevia ristisidoksia. Luusta ja dentiinistd I0ytyy
hydroksipyridiniumin kahta eri ei-pelkistettivissd olevaa ristisidososaa: pyridinoliinia ja
deoksipyridinoliinid. Niiden ei-pelkistettidvissd olevien ristisidosten mddrd lisdéntyy idn myota.
Deoksipyridinoliinin ristisidoksia on tutkittu hampaan dentiinistd. Tutkimuksissa menetelman

virhemarginaali oli 15 vuotta. Menetelmén ongelmana onkin juuri sen suuri epétarkkuus. (6).

Kehittynyt glykaation lopputuote (advanced glycation end-products, AGEs) syntyy, kun pelkistavét
sokerit (glukoosi, fruktoosi, mannoosi) reagoivat ei-entsymaattisesti esimerkiksi proteiinien,
nukleiinihappojen ja rasvojen kanssa muodostaen yhdisteen, jota kutsutaan Amadorin yhdisteeksi.
Amandorin yhdiste muuttuu edelleen irreversiibelien vélivaiheiden kautta vakaiksi yhdisteiksi, joita
kutsutaan kehittyneiksi glykaation lopputuotteiksi. Né&itd lopputuotteita kertyy pitkdikaisiin

proteiineihin. Ne saattavat aiheuttaa kudosvaurioita ja edesauttaa erdiden tautien, kuten diabeteksen,

syntyd. (6).

Early stage | Reducing sugars + Protein bound amine or Free amino acids —=> Schiff base

Amadori product
Advanced glycation end products
N- Carboxy methyl lysine (CML) Pentosidine Pyralline

Kuva 4. Kehittyneiden glykaation lopputuotteiden muodostuminen (6).

AGE:t tarttuvat helposti kollageeniin toimien ristisiltana kollageenisdikeiden  valilla
kollageenirikkaissa kudoksissa. Dentiiniin AGE:t kulkeutuvat verenkierron kautta. Ne saavat
kollageenin ristiinsidonnalla aikaan muun muassa rusehtavan vérin kehittymisen hampaalle muiden

morfologisten ja mekaanisten muutosten ohella. Kehittyneistd glykaation lopputuotteista esimerkiksi



karboksimetyylilysiinin ja pentosidiinin mdirdn avulla voidaan arvioida elion ikd4. Menetelma
saattaa antaa normaalia korkeamman ennusteen, mikali henkil6lld on kohonnut verensokeri. Lisdksi

karioituneet hampaat yliarvioivat henkilon ikdd AGE:hen perustuvaa menetelmii kaytettaessa. (6).

Lyijy on yksi pahimmista ympéristomyrkyistd. Lyijyn ldhteitdi on muun muassa tietyt
teollisuudenalat, erédét polttoaineet, lyijymaalit ja liikkenne. Lahes kaikki elimistoon kertyvista lyijysté
varastoituu luustoon. Kuitenkin esimerkiksi hampaista, veresti ja pehmytkudoksista voi myos 16ytya
lyijyd. Erona on se, ettdi hampaisiin pddtynyt lyijy ei péddse endd poistumaan, koska
hydroksiapatiittikiteitd ei endd pilkota ja rakenneta uudelleen. Sen sijaan esimerkiksi luustossa luun
uudismuodostumisen kautta varastoituneen lyijyn méérd vaihtelee. Veren lyijypitoisuus puolestaan
korreloi ldhinnd vélittdoméadn lyijyaltistukseen. Nidin ollen hampaat sopivat parhaiten
kokonaislyijyaltistuksen arvioimiseen. Lyijyn mééra arvioimalla voidaan paitelld, kuinka kauan sen
kertymiseen on kulunut aikaa ja siten voidaan arvioida elion ikd4. Hampaan rakenteista dentiinin on
todettu olevan lyijyn pddasiallinen kertymispaikka. Lyijyyn pohjautuvan idnarvioinnin suuri heikkous
on se, ettd ymparistostd tuleva lyijyaltistus on erittdin populaatio- ja aluekohtaista. Ndin ollen

menetelmin yleistettdvyys ei ole mahdollista. (6).

Myds mitokondriaalisen DNA:n avulla voidaan arvioida henkilon ik&4. Mitokondriaalinen DNA
sijaitsee mitokondrioiden sisdkalvon ldhettyvilli. Kehossa normaalistikin syntyvét happiradikaalit
aiheuttavat vahinkoa ja mutaatioita muun muassa mitokondrioiden DNA:lle. Mitokondrioiden
DNA:n vauriot kertyvdt iin mukana ja saattavat aiheuttaa kliinisesti havaittavia toiminnan
poikkeavuuksia. On havaittu, ettd hampaan dentiinin mitokondriaalisen DNA:n méaard vdhenee
dentiinin ién kasvaessa. Mitokondriaaliseen DNA:han perustuva menetelma on kuitenkin kallis ja

aikaavievé. (6).

Merkittdvin ~ ja  tarkin  biokemiallinen  idnarviointimenetelmd on  aspargaiinihapon
rasemisaatioreaktioon pohjautuva tekniikka. Lahes kaikki aminohapot ovat optisesti aktiivisia. Tassé
menetelmdssd  hyodynnetddn 1dhinnd  asparagiinihappoa. Thmiskehossa asparagiinihappo
syntetisoidaan vain L-enatiomeerina ja sitd 16ytyy muun muassa hampaan rakenteista. Ajan kuluessa
L-enatiomeeri muuttuu spontaanisti suhteellisen lineaarisesti D-enatiomeeriksi. Selvittdmalla
aminohapon L- ja D-enatiomeerin suhde voidaan laskea proteiinin ikd. Proteiinin idstd puolestaan
voidaan tehdd pédtelmid ja arvioita elion idstd. Menetelmén toimintaa selvitetdén yksityiskohtaisesti

seuraavissa luvuissa.
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3 ASPARAGIINIHAPPO

Asparagiinihappo, lyhenteeltdin Asp, on proteiinien biosynteesissd kéytettivd aminohappo.
Asparagiinihappo ei ole essentiaali aminohappo, joten ihmiskeho pystyy syntetisoimaan sitd itse.
Kyseessd on optisesti aktiivinen aminohappo eli siind on kiraliakeskus. Optisesti aktiivisesta
proteiinista on olemassa kaksi eri muotoa: L- ja D-enatiomeerit kuvan numero 5 mukaisesti. Optisesti
aktiivisen aineen ominaisuuksiin kuuluu kyky kaddntid tasopolarisoitua valoa eri suuntiin riippuen
siitd, kumpaa enatiomeerid tutkitaan. Ionimuodossaan asparagiinihappoa kutsutaan aspartaatiksi.
Asparagiinihapon alfahiileen kiinnittyneen karboksyyliryhmédn pKa on 1.92, sivuketjun
karboksyyliryhmén pKa on 3.83 ja amiiniosan pKa 9.87. (22). Néin ollen kehon fysiologisessa pH:ssa

(noin 7,4) asparagiinihappo on ionisoituneessa muodossa.

COOH TOOH
Cony
HYy \NHz / \'H
CH.COOH NH:  cH,cOOH
L-aspartic acid D-aspartic acid

Kuva 5. Asparagiinihapon L- ja D-enatiomeerit (molemmat peilikuvaisomeerit).

Ihmiskehossa proteiinit syntetisoidaan kuitenkin ainoastaan L-muodossa, johtuen muun muassa
thmiskehon entsyymikoneiston spesifisyydesté (23). Téstd on olemassa muutamia poikkeuksia, mutta
asparagiinihappo syntetisoidaan kuitenkin L-enatiomeerind (24). Tdmé tieto luo pohjan tdssd
kirjallisuuskatsauksessa késiteltidville menetelmélle. Thmiskehon proteiinit muokkautuvat ja
vaurioituvat syntetisoitumisensa jilkeen ajan kuluessa. Yksi ndistd vaurioitumiskeinoista on
rasemisaatio, jonka toiminnasta selitetddn tarkemmin seuraavassa luvussa. Rasemisaation avulla
kehon syntetisoimat aminohapot muuttuvat automaattisesti sekd hitaasti L-enatiomeeristi D-
enatiomeeriksi spontaanisti tapahtuvan reaktion avulla. Téten asparagiinihapon D-enatiomeerid
kertyy ajan kuluessa kudoksiin. D-enatiomeerin méard suhteessa L-enatiomeeriin korreloi vahvasti

proteiinin ikddn. (25).

Koska menetelmissd tutkitaan L- ja D-enatiomeerien suhdetta ja rasemisaatioreaktio on hidas, on

jarkevdd wvalita aminohappo, jonka rasemisaationopeus on mahdollisimman suuri. Hidas
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reaktionopeus tarkoittaisi sitd, ettd toista enatiomeerid ehtisi syntyd vain véhdn, jolloin sen
mittaaminen ja  luotettavien tulosten saaminen on vaikeampaa. Asparagiinihapon
rasemisaatioreaktion nopeus on yksi nopeimmista vakaiden aminohappojen kesken. (23). Tédmin
jalkeen seuraavaksi nopeimmat muista mahdollisista aminohapoista olivat glutamiini (Glu) ja alaniini
(Ala) edelld mainitussa jérjestyksessd (26). Ohtani tyOoryhmineen vertasivat tutkimuksessaan
asparagiinia, glutamiinia ja alaniinia. Kuumennuskokeissa he havaitsivat D/L-suhteen ja idn vélisen
kertoimen olevan asparagiinille 0.986-0.994, glutamiinille 0.522—-0.806 ja alaniinille 0.577-0.737.
Tulokset puoltavat asparagiinin soveltuvuutta menetelméén ja toisaalta osoittavat, ettd glutamiini ja

alaniini toimivat menetelmassd, mutta eivit niin tarkasti kuin asparagiini (27).

Proteiineja, joissa on asparagiinihappoa, 16ytyy ympari kehoa. Esimerkiksi hampaat, luut, rusto ja
aivosolut sisdltdvét proteiineja, joissa on asparagiinihappoa (24). Luvussa 6 kisitellddn, miksi juuri
hampaan dentiini on valittu menetelmén ldhtomateriaaliksi. Dentiini voidaan jakaa seké orgaaniseen
ettd epdorgaaniseen osuuteen. Epdorgaaninen osuus dentiinisti siséltdd mineraalia ja vettd. Mineraalia
on dentiinin painosta noin 70 % ja vettd noin 10 %. (28). Mineraali on lahinnd hydroksiapatiittia,
Cas(PO.);(OH). Orgaaninen osuus on noin 20 massaprosenttia dentiinisté ja se koostuu ldhinna tyypin
I kollageenistd sekd ei-kollageenisistd proteiineista. Asparagiinihappoa 10ytyy runsaasti juuri

dentiinin ei-kollageenisistd proteiineista. (21).
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4 RASEMISAATIOREAKTIO

Rasemisaatio on kemiallinen reaktio, jossa optisesti aktiivinen aine muuttuu sen peilikuvaksi eli
aineen toiseksi enatiomeeriksi. Enatiomeerit alun perin tunnistettiin sen perusteella, mihin suuntaan
ne kéddnsivit tasopolarisoitua valoa. L-enatiomeereiksi kutsutaan enatiomeerejé, jotka kdantévat valoa
vasemmalle. Vastaavasti D-enatiomeerit kédntdvit valoa oikealle. (29). Optisella aineella on
kiraliakeskus, johon on kiinnittyneené véhintdan nelja erilaista atomia tai atomiryhmad mahdollistaen
epasymmetrisyyden. Eri aineilla rasemisaatioreaktion nopeus on erilainen. Mikili seoksessa on

aineen kumpaakin enatiomeerid yhtd paljon, kutsutaan seosta raseemiseksi seokseksi.

Glysiinid lukuun ottamatta kaikki aminohapot ovat optisesti aktiivisia. Ne sisdltdvit aminoryhmaén (-
NH3), karboksyyliryhmén (-COOHz) ja vaihtelevan sivuketjun (-R). Proteiineissa tapahtuu ajan
myoté erilaisia muutoksia ja vaurioita kuten hapettumista, isomerisaatiota ja rasemisaatiota. Naisté
rasemisaatio korreloi proteiinin ik&én parhaiten, silld enatiomeerien muuttuminen toisikseen on
spontaania ja entsyymitoiminnasta riippumatonta. lhmiskehossa proteiinit syntetisoidaan L-
enatiomeereind, jotka muuttuvat ajan kuluessa D-enatiomeereiksi. Tdhén rasemisaatioreaktioon

vaikuttaa esimerkiksi ldampotila, kosteus sekd pH. (24).

Lampétilan laskeminen pysdyttdd ldhes tiydellisesti rasemisaatioreaktion. Kuollessa ihmisen kehon
lampétila laskee, mikd puolestaan pysdyttdd rasemisaatioreaktion mahdollistaen ifnarvioinnin
menetelmiin pohjautuen. Erdiden arvioiden mukaan menetelmén avulla henkilon kuolinikd voidaan
arvioida jopa 10 vuotta kuoleman jélkeen. (8). Tdhén vaikuttaa kuitenkin muut ympaéristdolosuhteet,
jotka mahdollisesti voivat muuttaa rasemisaation nopeutta. Vedessé reaktio etenee nopeammin kuin
kuivassa ympéristossd. Kosteus siis kithdyttda reaktionopeutta. Vastaavasti emiksinen pH kiithdyttda
rasemisaatioreaktion nopeutta ja voi johtaa virheellisesti tulkitsemaan proteiinin todellista
vanhemmaksi. Mitd pidempi altistus korkealle pH:lle on sitd vanhemmaksi menetelma tulkitsee

proteiinin. (30).

Edellisessd luvussa on selitetty, miksi juuri asparagiinihappo on soveltuvin aminohappo
rasemisaatioreaktiota hyodyntdviin  iinmééritysmenetelmiin.  Asparagiinithapon  spontaanin
rasemisaatireaktion seurauksena ihmiskehossa syntetisoitumatonta D-enatiomeerid alkaa kertymiin
kudoksiin ajan kuluessa suurin piirtein vakionopeudella. Vertailemalla L- ja D-enatiomeerin suhdetta
voidaan luoda pditelmid proteiinin idstd. Proteiinin idstd puolestaan voidaan, erityisesti matalan
metabolian kudoksissa, tehdd arvioita elion 1dstd. (25). Matalan metabolian kudoksissa syntynytté
proteiinia ei poisteta tai tehdd lisdd, jolloin D-enatiomeerin kertyminen ja mittaaminen on

mahdollista. Rasemisaation ja ién vilinen yhteys oivallettiin vasta noin 1970-luvun alussa. Aluksi
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sitd hyodynnettiin 1dhinnd geokemiassa, mutta pian menetelméé alettiin soveltamaan esimerkiksi
arkeologissa idnmaédrityksissd. Asparagiinihapon nopean rasemisaationopeuden takia D-
enatiomeerejd pystyddn havaitsemaan my0s nuoremmissa kudoksissa ja siksi menetelmd soveltuu
myos eldvélle ihmiskudokselle. (25). Vuonna 1975 julkaistussa tutkimuksessa Helfman ja Bada
havaitsivat asparagiinihapon D-enatiomeerikertymid ihmisen hampaan kiilteesta ja dentiinistd. Néaista
erityisesti dentiinin asparagiinihappo korreloi merkittivasti ikéén. (23). Luvussa kuusi késitelldin

hampaan rakenteiden ja kehon muiden kudosten kaytt6d menetelméssa.
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5 MENETELMAN SUORITTMINEN

Asparagiinihapon rasemisaatioon perustuvan idnarviointimenetelmd on monimutkainen ja
monivaiheinen. Hammas on tavallisesti poistettava, jotta se voidaan valmistella menetelméaa varten.
Tutkimuksesta riippuen usein riittdvd mééra dentiinid on noin 5—10 mg, mutta jopa noin 2-3 mg voi

olla riittavd méaérd. (31).

Dentiinin orgaaninen matriksi koostuu 91 %:sesti happoihin liukenemattomasta kollageenisesta ja 9
%:sesti happoihin liukenevasta ei-kollageenisesta osasta. Menetelmissd voidaan hyddyntdd joko
dentiinid kokonaisuudessaan, dentiinin happoihin liukenevaa ei-kollageenista osuutta tai dentiinin
happoihin liukenematonta kollageenista osuutta. Julkaisuissa on eroja siind, mitd osaa dentiinistéd
hyddynnetddn, mutta eniten on tutkittu dentiinin kdyttamistd kokonaisuudessaan menetelméaa varten.
Happoihin liukenevassa ei-kollageenisessa osuudessa on suurimmat D-asparagiinihapon pitoisuudet,
joten teoriassa sen avulla ién saisi arvioitua tarkimmin. Kuitenkin sen eristdiminen ja tarkka
analysoiminen tydvaiheidensa puolesta on haastavaa. Happoihin liukenematonta dentiinin osaa ei

suositella yksindédn kéytettdviksi menetelmdin, koska sen rasemisaatioaste on liian pieni. (32,33).
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Kuva 6. Kaavio menetelmin tyovaiheista (34). Hampaan ja dentiinialueen valintaa kisitellddn luvussa
kuusi.

Menetelmin suorittaminen tarkasti seki tiettyjen tyovaiheiden noudattaminen on tirkeédd, koska osa
tyOvaiheista saattaa vaikuttaa rasemisaatioasteeseen ja sitd kautta ikdarvioon. Menetelmén kriittisin
vaihe lienee D- ja L-enatiomeerin erottaminen toisistaan, silli D-enatiomeerid on hyvin védhin
verrattuna L-enatiomeeriin. (35). Kaikissa tutkimuksissa ei noudateta jokaista seuraavista
tyovaiheista tai sitten kaikkia tyovaiheita ei ole kerrottu julkaisuissa niin yksityiskohtaisesti. Alla

olevat tyOvaiheet toimivat peruspilareina menetelmin suorittamiselle. Vaiheet 5.1-5.5 kuuluvat

15



valmisteleviin vaiheisiin, vaiheet 5.6-5.7 laboratoriovaiheisiin ja vaiheessa 5.8 suoritetaan

analysointi.

5.1 Fiksatiivit

Ikdarviointia suoritettaessa asparagiinihapon rasemisaatioreaktion avulla voidaan hyddyntdd niin
sanottuja kontrollihampaita. Menetelmén avulla tutkitun hampaan rasemisaatioastetta verrataan
saman leuan samaan hampaan verrokkeihin. N4itd verrokkihampaita sédilytetddn usein fiksatiiveissa,
kuten etanolissa tai formaliinissa. Toisaalta myo0s tutkittavaa hammasta voidaan séilyttia fiksatiivissa,
mikdli tutkimusta ei kyetd suorittamaan vélittdmésti. Ohtanin tydryhmineen julkaisemassa
tutkimuksessa fiksatiivien aiheuttamaa rasemisaatiota tutkittiin 95-prosenttisessa etanolissa, 10-
prosenttisessa formaliinissa ja 10-prosenttisessa neutraalissa formaliinissa. Niistd aineista
rasemisaatioreaktiota eniten kithdytti 10-prosenttinen neutraali formaliini ja véhiten 95-prosenttinen
etanoli. Kuitenkin néisté fiksatiiveista atheutuva rasemisaatio on hyvin pientd. Tutkimuksen mukaan
10 vuoden ajan ndissd fiksatiiveissa sdilotyistd hampaista sai edelleen erittdin tarkasti arvioitua

henkilon idn. Tutkimus suosittelee fiksatiiveista etanolin ja formaliinin kéyttoa. (36).

Liséksi formaldehydin kiyttd fiksatiivina on ehdotettu, mutta sen on arvioitu vaikuttavan

rasemisaatioon liian merkittdvésti, jotta sen kéytto olisi suositeltavaa (24).

5.2 Puhdistus

Tutkimuksesta riippuen ndytteen puhdistamiseen on kéytetty erilaisia keinoja. Puhdistamisella
halutaan poistaa ndytehampaasta ylimddrdinen kudosmateriaali, kuten mahdolliset verijddmat ja
erilaiset pehmytkudosjaamait (24). Erdédsséd tutkimuksessa mainitaan vain nopea vesihuuhtelu (37),
kun taas toisessa desinfiointiin kiytetdédn fiksatiivia (10-prosenttista formaliinia) (31). Puhdistukseen
on myos mahdollista kdyttdd natriumhypokloriittia (NaOCIl). Se ldpéisee kuitenkin dentiinin ja siksi

pitkittynyt altistus sille saattaa vaikuttaa D- ja L-enatiomeerien suhteeseen. (24).

5.3 Pesu

Edellisen puhdistusvaiheen lisdksi ndytteet saatetaan pestd asetonilla, jonka jidlkeen pesua jatketaan
0,2 molaarisella suolahapolla (HCI) (24). Tosin on my®ds esitetty suosituksia siitd, ettd pesuvaiheessa

valtettdisiin happoja, jottei 1dhtomateriaalista irtoaisi happoihin liukenevia proteiineja. Téllaisia ovat
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esimerkiksi juuri ei-kollageeniset proteiinit, jotka siséltivét asparagiinihappoa ja siten niiden
liukeneminen saattaisi vaikuttaa rasemisaatioasteen madritykseen. (32). Lahes kaikissa julkaisuissa

puhdistus- tai pesuvaiheen jilkeen hampaat kuivataan varovasti.

5.4 Pulverisaatio

Kalkkeutuneita kudoksia valmistellessa ne usein pulverisoidaan eli jauhetaan hienoksi jauhoksi.
Pulverisaatiolla voidaan lisétd eristetyn, liukoista kollageenid sisdltivédn, orgaanisen materiaalin
madrdd. Proteiineja voidaan poistaa kelatoivilla aineilla kuten etyleenidiamiinitetraetikkahappolla eli

EDTA:lla. (24).

Pulverisaatiota ennen néytteestd poistetaan kiille timanttiporalla vesijadhdytteisesti, mikéli madritys
halutaan tehdd dentiinin asparagiinihaposta. My0s muunlaisia timanttiporia ja sahoja kéytetdin
tutkimuksesta riippuen. Eroja on my®ds itse pulverisaatiossa: se voidaan tehdi joko koneellisesti tai

manuaalisesti. (31,37).

5.5 Demineralisointi

Demineralisointia tarvitaan, jotta dentiinin proteiineista saadaan eristettyd haluttu osa. Tavallisimmin
demineralisoiniti suoritetaan suolahapolla tai EDTA:1la. Suolahappoa suositellaan kaytettdvéksi,
koska sen kayttd on nopeampaa. Lisdksi suolahappoa kéytettiessi ei tarvita samanaikaista proteaasi-
inhibiittorien kédyttod. Demineralisaatiota varten kéytetdédn esimerkiksi 0,6 molaarista
suolahappoliuosta samalla jatkuvasti sekoittaen 4 °C:een lampdtilassa. Matalan ldmpdtilan
kdyttdiminen on suotavaa, silld korkeat lampdtilat aiheuttavat peptidisidosten hydrolyysié ja toisaalta

voivat vaikuttaa rasemisaatioasteeseen. (24).

5.6 Hydrolyysi

Hydrolyysissd proteiinien vilisid peptidisidoksia halutaan katkaista yksittdisten aminohappojen
erottelemiseksi. Julkaisusta riippuen lampdétilat vaihtelevat 100-110 °C:een vililli. Hydrolyysin
kesto on tyypillisimmin kuusi tuntia, mutta siitdkin on variaatioita 20 tuntiin asti. Pitkdkestoiset
hydrolyysit nostavat rasemisaatioastetta, silld korkea ldmpoétila pitkélld altistusajalla kiithdyttaa
spontaania rasemisaatioreaktiota. On todettu, ettd lyhytkestoinen altistus korkeammissa lampdtiloissa

aitheuttaa vdhemmaén rasemisaatiota kuin pitkékestoiset lampdatila-altistukset. (24).
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5.7 Kaasukromatografia (GC) verrattuna korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan (HPLC)

Enatiomeerien erotteluun ja miirdn selvittimiseen kdytetdin useimmiten joko kaasukromatografiaa
tai  korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa. Kummallakin  pyritddn  erottelemaan
asparagiinihappojohdannaiset toisistaan mahdollisimman tarkasti. (38). Ndiistd kahdesta

kaasukromatografia lienee suositumpi erotusmenetelma, vaikka HPLC:n suosio onkin ollut nousussa.

Hydrolyysid seuraa Ohtanin tydoryhmineen kehittimidn menetelmidn mukaisesti useita ty0vaiheita
kuvan 7 osoittamalla tavalla ennen kaasukromatografiaa. Tydvaiheet sisdltivit muun muassa
ndytteen kuivaamista useassa eri kohdassa, aminohapon eristystd ioninvaihtokromatografian avulla
ja aminohapon reaktiivisuuden vihentdmisti, jotta kaasukromatografia onnistuisi paremmin. (31).
Lisdksi tyypillisesti ennen kaasukromatografiaa aminohapot johdetaan N-trifluoroasetaattihapon
isopropyyliestereiksi. ~ Aminohappojen  erottelu ja  maéérdllinen laskeminen tapahtuu

kaasukromatografialaitteessa. (24).

Hydrolysis (6N Hel, 5 ml)
(100°C 6h)

lon-exchange resin
{Dowex 50W-X8, 5 ml)

Dried (Evaporator) i '
' Distilled water {30 ml)
4
Distilled water (5 ml) 2N NaOH (30ml)
L

Distilled water (30 ml)

Add a mixture of isopropyl alcohol '
and acetyl chloride (8 : 2 viv) {2 ml) 6N Hcl (30 ml)
} +
100°C (30 min) Distilled water (50 ml + 50 ml}))
'
Dried (nitro a ti
FEC (0N Scecon) Distilled water (10 ml)
M 1
Dichloromethane (800pl) 2N NH4OH (10 ml)
¥ }
Trifluoroacetic anhydride (200ul) Amino acids dissolved
L '
Room temperature (30 min) Dried (Evaporator)
4
Dried (nitrogen aceration)

'

Ethyl acetate (50ul) == Gas chromatograph
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Kuva 7. Ohtanin ja kumppanien kehittimidn menetelmin tyovaiheita hydrolyysistd alkaen (8).
Punaisella on merkitty ympyréd kuvaa tydvaiheita, jotka Wochna ja kumppanit ohittivat kiyttdessdan
massaspektrometrid kaasukromatografian yhteydessa (31).

D/L-enatiomeerien suhteen méaérittdiminen on mahdollista my0s korkean erotuskyvyn
nestekromatografialla. Sitd varten eroteltavat aminohapot muokataan usein o-ftalaldehydi-N-
asetyyli-L-kysteiini-johdoksiksi ~ (OPA-NAC).  Molemmat  menetelmdt  aminohappojen
méidrittdmiseksi ovat tarkkoja sekd luotettavia. HPLC:n etuna on kuitenkin se, ettd analyysi on
kestoltaan lyhyempi. Lisdksi HLPC on sensitiivisempi, jolloin 1dhtomateriaalia tarvitaan teoriassa
vihemmaéan kuin GC:td kaytettdessd. Toistaiseksi GC on kuitenkin kokonaisuudessaan tarkempi

menetelma idnarviointiin. (38).

5.8 Tulosten analysointi ja verrannollisuus

Kun D- ja L-enatiomeerien suhde on selvitetty joko kaasukromatografian tai korkean erotuskyvyn
nestekromatografialla, verrataan suhdetta kalibraatiokdyrdn arvoihin. Kalibraatiokdyrd tehddin
kontrollihampailla, jotka ovat ideaalisesti saman tyyppisid hampaita kuin ne mitd tutkitaan.
Esimerkiksi tutkittaessa kulmahammasta, kalibraatiokdyrikin tehdddn wuseista eri-ikdisitd
kulmahampaista. Kalibraatiokdyrda suositellaan tehtdvéksi jokaiseen tutkimukseen, silld poisto-
olosuhteet ja muut erindiset virheldhteet ndytettd valmistaessa saattavat muuten vaikuttaa menetelmén

tarkkuuteen. (39).

Kirjallisuudesta kdy kuitenkin ilmi myds se, ettd kaikentyyppisistd hampaista tehdylld
kalibraatiokdyrdlld on saatu arvioitua jopa +4 vuoden tarkkuudella henkilon ikdd. Kuitenkin
samantyyppisisti hampaista tehty kalibraatiokdyrd on luotettavin ja tarkin. (40). Toisaalta
kiytettdessd samantyyppisid hampaita ei myOskddn tarvita niin sanottua ikdkorjausta hampaille.
Rasemisaatioaste kuvaa kunkin hampaan proteiinien ikdi, joka ei ole sama kuin elion ikd. Eri hampaat
kehittyvit eri aikaan, joten ikderot eri hampaiden vélilld tulisi korjata arvioimalla keskimadraisié

kehittymisaikatauluja. (34).

Toisinaan kuitenkin useiden samantyyppisten kontrollihampaiden kerd&dminen voi olla vaikeaa
esimerkiksi eettisistd syistd tai yksinkertaisesti sen takia, ettd niitd poistetaan hyvin harvoin. Siksi on
my0s tutkittu niin sanottujen standardihampaiden kehittdmisti ja kalibraatiokdyrien tekemistd niiden

pohjalta. (39). Standardihampaita on yritetty luoda esimerkiksi joko sekoittamalla kaupallista L- ja
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D-asparagiinihappoa vastaamaan eri-ikdisid hampaita (41) tai keinotekoisesti “vanhentamalla”

hampaita kuumentamalla niitd, jolloin niiden rasemisaatioaste kasvaa (39).

Alla on esitettynd yksi perustavanlaatuisista tavoista mallintaa saatuja tuloksia. L- ja D-
asparagiinihapon vilisti reaktiota voidaan kuvata alla olevan kuvan 8 yhtdlon 1 mukaisesti, jossa ki,
ja ko kuvaavat rasemisaatioreaktion nopeusvakioita kumpaankin suuntaan. Yhtilon
ilmentymisnopeus on kuvassa merkitty numerolla 2. Yhtdlo 2 integroimalla pédédstddn yhtidloon 3,
jossa t:l14 kuvataan mitd tahansa aikaa rasemisaation aikana. Logaritminen termi hetkelld t = 0 on
seurausta hydrolyysin aikaansaamasta D-asparagiinihapon maardstd. Lineaarinen mallinnus saadaan,
kun y-akselille sijoitetaan In [((1+ D/L))/ (1 —D/L)] ja x-akselille aika vuosina kuvan 9

mukaisesti. Kaikissa julkaisuissa ei kédytetd tismilleen samaa matemaattista mallinnusta. (40).

k.
L-aspartic acid = D-aspartic acid (1)
kp
d(L) _ B .
dt = k(L) — kp(D) (2)

Ilnl(1_+[1~,!L) B n(l +D/L

1-D/L rruﬁ,) L, ekt @)

r

Kuva 8. Matemaattisen mallinuksen johtaminen (40).
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Kuva 9. Lineaarinen mallinnus (40).

20



Menetelman laadukas ja tarkka suorittaminen vaatii huolellisuutta sekd riittdvdd osaamista. Idn
arvioiminen mahdollisimman tarkasti on tirkeda, koska silld voi olla merkittava vaikutus esimerkiksi
vainajan tunnistamiseen tai erindisiin oikeudellisiin tai sosiaalisiin kysymyksiin. Tdméin takia useissa
julkaisuissa on pyritty kokoamaan erindisid seikkoja ja kayténtdjd, joita tulisi noudattaa liittyen
laboratoriossa tapahtuviin tyovaiheisiin, dokumentointiin ja laadunvalvontaan. (32,34). Kaikkien
tyovaiheiden tulisi olla standardoituja ja ne olisi suoritettava tietyilld instrumenteilla laitteet
oikeaoppisesti kalibroituna. Lisdksi lampdtilan kohoamista tulisi vélttdd niin sdilytyksessd kuin

tyOvaiheissakin rasemisaationopeuden kasvun vélttamiseksi. (32).
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6 MENETELMAN SUORITTAMINEN HAMPAASTA

[dn arvioimiseen kaytettdvd menetelmd perustuu L-asparagiinihapon hitaaseen spontaaniin
muuttumiseen kehossa luontaisesti syntetisoitumattomaksi D-asparagiinihappoksi. Tamin takia
menetelmin kannalta on olennaista valita tutkittavaksi kudokseksi sellainen, jossa proteiinit ovat
pysyvid ja kudoksessa ei ole ollenkaan tai juuri ollenkaan metabolista uustuotantoa. Proteiinit eivét
siten itsestddn muutu miksikéén eivitkd ne pilkkoudu tai rakennu uudestaan. Timé mahdollistaa D-
asparagiinihapon kertymisen kudokseen ja siten sen mééré on yhteydessa proteiinin ikdén. Kudoksia,
jotka siséltavét pitkdikdisid proteiineja ja joihin kertyy D-asparagiinihappoa idn myoétd, ovat
esimerkiksi dentiini, kiille, sementti, vélilevyt, nivelrusto, rusto, iho, luu, silmin linssi, aivot,

keuhkojen parenkyymi ja valtimon seindma. (25).

Kovakudoksissa etuna on se, ettd ne sidilyvdt hyvin kuoleman jilkeen verrattuna muuhun
pehmytkudosmateriaaliin. L&htomateriaalina kéytetyn kudoksen kestdvyys on hyddyllinen
ominaisuus ajatellen tilannetta, jossa menetelmii sovelletaan esimerkiksi huonossa kunnossa olevaan
vainajaan. Tdmédn takia esimerkiksi hampaat ja luut ovat erinomaisia kudosvalintoja menetelmén
lahtomateriaaleiksi. Ndistd kahdesta hampaat séilyvét vield luutakin paremmin. (6). Tdman lisdksi on
todettu, ettd vaikka menetelméd olisi mahdollista suorittaa luun avulla, se ei ole niin tarkka kuin
hampaasta suoritettuna. Toisinaan kuitenkin vainajan hampaisto ei ole sdilynyt riittdvan hyvissa
kunnossa ja tilloin luuta voi kéyttdd kudosldhteend menetelmén suorittamiseksi. (42). Eroa hampaan
dentiinin ja luun vélilld selittinee luun suurempi metabolinen aktiivisuus. Dentinille rasemisaation
nopeusvakio on 2,4850 * 1078, kun taas luulle se on 4,1046 * 107°. Niin ollen dentiinissi

rasemisaationopeus on noin kuusinkertainen. Oletuksena on 15 °C:n ldmpétila. (43).

Kovakudoksien lisdksi menetelmén toimivuutta on tutkittu kayttien muun muassa silmén
kovakalvosta ja kurkunpédn rustosta otettuja ndytteitd. Molemmista kudoksista otetuista néytteistad

menetelmd on mahdollista suorittaa, mutta idnarvioinnin tarkkuus on heikompi kuin hampaasta

tehtynd. (44,45).

Hammas on kudoksena otollinen menetelmén suorittamiselle, ja sen avulla on mahdollista paasta
idnarviointitarkkuudessa jopa alle £3 vuoteen (6). Hampaan rakennemateriaaleista eniten lienee
tutkittu ja sovellettu dentiinid, mutta myds muita hampaan kudoksia on tutkittu menetelmin

ldhtomateriaaleina.
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6.1 Dentiini verrattuna hampaan muihin rakenteisiin

Talla hetkelld idnarvioinnin tarkkuuden, menetelmén helppouden, ajankdyton ja toistettavuuden
suhteen hampaan dentiini on paras ldhtokudos asparagiinihapon rasemisaatioon pohjautuvan
menetelmin suorittamiseen (46). Dentiinin avulla metodi voidaan suorittaa tarkasti vainajalle, jonka
kuolemasta on korkeintaan 20 vuotta. Tdma ajallinen raja on seurausta dentiinin kuolemanjilkeisisté

muutoksista. (47).

Kiilteen on ajateltu olevan dentiinid tai sementtid kestdvimpi kuolemanjilkeisille muutoksille, jotka
vaikuttavat L- ja D-enatiomeerien rasemisaatioasteeseen. Ongelmana kiilteen hyddyntdmisessé on se,
ettd kiilteessd on hyvin vdhén proteiinia, jolloin myds rasemisaatioasteen mittaaminen on vaikeaa.

Lisédksi rasemisaatioasteen ja idn vilinen korrelaatio on kiilteestd pienempi kuin dentiinissé. (47).

My0s hampaan sementtid on tutkittu menetelméan 1dhtomateriaaliksi. Tutkimuksessa verrattiin eroja
D/L-suhteen ja todellisen idn vélilld kayttden ldhtomateriaalina saman yksilon premolaarista
valmistettuja kiille-, sementti- ja dentiinindytteitd. Suurin korrelaatio oli dentiinillé (r = 0,992), sitten
sementilld (r = 0,988) ja viimeisend kiilteelld (r = 0,961). Menetelmé on siis mahdollista suorittaa
my0s hampaan sementisti. Tutkittaessa yldleuan etuhampaita ja premolaareja tarkimmin iké saatiin
arvioitua etuhampaista, kun menetelmidn suorittamiseen kéytettiin hampaan sementti
kokonaisuudessaan. (48). Rasemisaationopeus on kuitenkin suurimmillaan sementissd, sitten
dentiinissé ja viimeisend kiilteessd. Nopeuserojen on arvioitu johtuvan ympéroivistd lampotilaeroista.
(49). Sementti ei kuitenkaan ole ideaalisin ldhtomateriaali, koska sen kerddminen on vaikeaa ja

kerdtyn sementin méérd voi olla riittimatén menetelmén suorittamiseksi (50).

Dentiinin rasemisaatioaste on tarkemmin yhteydessd ikddn kuin sementilld ja kiilteelld. Eroa on
selitetty muun muassa sill4, ettd dentiini on suojassa kiilteen ja sementin ympardiménd. Tamén liséksi

myo0s dentiinitubulukset auttavat pitimain dentiinin vesipitoisuutta vakiona. (49).

Lisdksi hampaan kdyttamistd kokonaisuudessaan menetelméin on tutkittu. Talloin ndytemateriaali
sisdltdd dentiinin, sementin seki kiilteen. Kdytettdessd hammas kokonaisuudessaan menetelmé olisi
teknisesti helpompi suorittaa. Koko hampaasta tehdyssd néytteessd D/L-suhde oli suurempi kuin
pelkdstd dentiinistd tehdyssd ndytteessd. Kuitenkin dentiinin korrelaatio (r = 0,98) D/L-suhteen ja

todellisen 1édn vililld oli suurempi kuin koko hampaan (r = 0,93). (51).
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6.2 Erot eri hampaiden valilla

Hampaan valinnalla voi olla my&s vaikutusta menetelmaistd saataviin tuloksiin. Dentiinin ikd ei ole
sama asia kuin henkilon todellinen ikd (24). Pysyvé dentiini muodostuu kuhunkin hampaaseen niiden
puhkeamisjérjestyksessd seuraavalla tavalla ensimmaéisestd viimeiseen: ensimmaéisiin molaareihin,
ensimmadisiin etuhampaisiin, toisiin etuhampaisiin, kulmahampaisiin, ensimmaéisiin vélihampaisiin,
toisiin vdlihampaisiin ja viimeisend toisiin molaareihin (49). Puolieroa vasemman ja oikean puolen

hampailla samassa leuassa ei ole havaittu (52).

Mikdéli suuontelo olisi ymparistoltddn tdysin homogeeninen, olisi hampaista mitattavat D/L-suhteet
suurimmasta pienempédén samassa jirjestyksessi kuin dentiinin muodostuminenkin. Tutkimuksissa
on kuitenkin havaittu, ettd idkk&illd ryhmilld rasemisaatioaste oli suurin toisesta molaarista eikd
ensimmadisestd molaarista mitattuna. Idkkdiden ryhméidn tutkimuksessa kuului 76—88-vuotiatia
henkil6itd. Tulosta on selitetty silld, ettd suuontelossa lampotila nousisi syvemmaille mentéessa.
Lampéotila nopeuttaa rasemisaatioreaktiota, ja néin ollen ajan kuluessa rasemisaatioaste molaareissa
ohittaa etualueen hampaat, vaikka etualueen dentiini onkin muodostunut ajallisesti aikaisemmin.
Ajan  kuluessa  ympdristdolosuhteet,  erityisesti  ldmpdtila,  vaikuttanee = hampaiden

rasemisaatioasteeseen enemman kuin niiden ajallinen kehittyminen toisiinsa ndhden. (49).

Vaikka rasemisaatioaste madrdytyneekin hampaan kehittymisen ja lampdoaltistuksen summautumana,
el sen avulla vélttdmatta silti voi paitelld parasta hammasta, josta menetelmi kannattaisi suorittaa
parhaan tarkkuuden saamiseksi. Yleensd ottaen suurempi D/L-suhde helpottaa mittaamista sekd
analysointia, ja siksi menetelmdén kannattaisi valita hammas, jossa D-enatiomeerid on ehtinyt jo
kertyd. Kuitenkin esimerkiksi Wochnan tydryhmineen julkaisemassa tutkimuksessa paras korrelaatio
todellisen ién ja D/L-suhteen vilille saatiin ensimmadisistd etuhampaista (31), vaikka niiden dentiini
el kehity ensimmdisend muihin hampaisiin verrattuna eikd nithin vaikuta suuri ldmpoaltistus

sijaintinsa takia.

Yleistd linjaa tai standardihammasta menetelmén suorittamiselle ei liene olemassa. Toisaalta
yksijuuristen hampaiden kaytt6d suositellaan. Dentiinindyte on tdlldin helppo kerdté ja yksijuuristen

hampaan dentiinistd kerdtyn ndytteen ajatellaan edustavan luotettavasti koko dentiinid. (53).

6.3 Dentiinindytealueen valinta

Dentiini ei ole tdysin homogeenistd. Esimerkiksi hampaan kehittyessd kruunun dentiini syntyy

ajallisesti ennen juuren dentiinid. Lisdksi myohemmin hampaaseen muodostuu sekundaarista ja vield
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mahdollisesti tertiddristakin dentiinié, joiden idt ovat luonnollisesti matalammat kuin primaarisen

dentiinin. (33).

Koska dentiini muodostuu kruunusta kohti juurta, D/L-suhteen tulisi olla korkeampi kruunussa ja
laskea kohti juuren kirked (24). Nuorilla henkil6illd D/L-suhde onkin suurempi kruunussa kuin
juuressa. Sen sijaan idkkdimmilld D/L-suhteen havaittiin olevan suuri sekd kruunussa ettd ldahella
juuren kirked. (54). Lisédksi bukkaalisessa ja labiaalisessa kruunun dentiinissd rasemisaatioaste on
huomattavasti pienempi kuin kruunun dentiinin linguaalisella puolella. Téti eroa ei ole havaittu
juuren dentiinissd. Eroja kruunun ja juuren dentiin sekd kruunun bukkaalisen ja linguaalisen dentiinin
vélilalld on pyritty selittdméddn rasemisaatioreaktioon vaikuttavilla tekijoilld, joista erityisesti

lampétilalla lienee suuri vaikutus. (52).

Ohtani tyéryhmineen ovat myos tutkineet pitkittdisen ja poikittaisen dentiinindytteen soveltuvuutta
metodiin. Pitkittdisessd niytteessd dentiinistd otetaan hampaan keskeltd vertikaaliakselin suuntainen
ndytelevy ja poikittaisessa vertikaalitasoon ndhden kohtisuora néytelevy. Tutkimuksessa D/L-suhde
analysoitiin kaasukromatografisesti. Pitkittdisen ndytteen rasemisaatioasteen ja todellisen iin
korrelaatio oli r = 0,995 ja poikittaisen ndytteen r = 0,984—0,987. Ndin ollen tutkimus suosittelee

pitkittdistd dentiininiytettd suuremman tarkkuuden saamiseksi. (54).

Suuri osa aikaisemmista julkaisuista on kéyttdnyt kruunun dentiinid, mutta tilldinkin kdytossd on
ollut erilaisia ndytteen preparointimenetelmid. Tutkimuksissa on kdytetty esimerkiksi joko pitkittdista
leikkausta tai ei leikkausta laisinkaan. Toisaalta osa julkaisuista pohjautuu juuren dentiiniin, jonka
ajatellaan olevan kruunun dentiinid vihemmaén altis sairauksille tai elimiston korjausprosesseille.
Hampaan valinnan lisdksi yhtendistd universaalia linjausta niytedentiinin alueen valintaan ei liene
olemassa. (33). Toisaalta kerddmédlldi yhden millimetrin paksuisesta pituussuuntaisesta

dentiinindytestd 5—10 mg dentiinid, on tulosten todettu olevan luotettavia. (53).

6.4 Menetelmén soveltuvuus epdnormaaleille hampaille

Lahtokohtaisesti asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon perustuvan idnmééritysmenetelmén
lahtomateriaalina kannattaa kdyttdd vain tervettd, eli intaktia hammaskudosta. Terveen
hammaskudoksen kéyttdaminen lisdd menetelmédn laadullista luotettavuutta. Aina kuitenkaan
esimerkiksi vainajan ikdd maédritettdessd ei ole saatavilla tdysin tervettd hammasta menetelmén

suorittamiseksi. (55).
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6.4.1 Karioituneet hampaat

Kariesvaurion seurauksena hampaan kudos vaurioituu. Vaurio rikkoo edetessddn myos dentiinin
proteiinirakenteita vaikuttaen menetelmissd mitattavaan D/L-asparagiinihappojen suhteeseen ja siti
kautta ikdarvioon. Kariesvaurio tekee Kkyseisen hampaan dentiinin  asparagiinihapon
rasemisaatioreaktioon perustuvasta idnmadritysmenetelméstd erittdin epdluotettavan. Vaikka
kariesvaurioituneesta hampaasta valittaisiin alue, jossa silmdmiirdisesti ei ole kariesta, voi
menetelma silti tuottaa huomattavan vdirdn tuloksen. Toisaalta vélilld analysoitaessa pelkistdin

dentiinikariesaluetta saadaan tarkkoja tuloksia. (55).

Karieksen aiheuttaman epdvarmuuden takia menetelmii ei suositella suoritettavan karioituneesta
hampaasta. Mikéli muita vaihtoehtoja kuin karioituneita hampaita ei ole, kannattaa analysoida
vahintdin kahta eri hammasta. Tulosten ollessa l4helld toisiaan, voidaan niitd pitdd jossain madrin

luotettavina. (55).

6.4.2 Maitohampaat

Menetelmén ldhtdaineena on tutkittu pysyvien hampaiden lisdksi myds maitohampaiden dentiinid.
Ohtani tyoryhmineen tutkivat 40 poistettua maitohammasta, jotka olivat perdisin 1—15-vuotiailta
lapsilta. Tutkimuksessa maitohampaiden rasemisaatioasteen ja todellisen ién vélinen korrelaatio oli
hampaasta riippuen 0,824-0,981. Tulosten tarkkuuteen vaikutti mahdollisesti maitohampaiden
juurten resorboituminen. Kuitenkin julkaisun mukaan asparagiinihapon rasemisaatioon perustuvaa
idnarviointimenetelmdd voidaan soveltaa myds maitohampaille. Menetelmén avulla ikd voidaan

arvioida tarkemmin kuin puhkeamisaikatauluilla. (56).

6.4.3 Ylilukuiset tai puhkeamattomat hampaat

Oginon tydryhmineen tutkivat erdiden ylilukuisten ja puhkeamattomien hampaiden soveltuvuutta
menetelmin ldhtomateriaaliksi. Tutkimuksessa osoittautui, ettd joidenkin puhkeamattomien pysyvien
hampaiden dentiinistd voidaan arvioida henkilon ikd3d jopa +4 vuoden tarkkuudella. Téllaisilla
puhkeamattomilla hampailla tulee olla normaalin kokoinen ja muotoinen kruunu. Esimerkiksi
impaktoituneet viisaudenhampaat, kulmahampaat tai etuhampaat sopivat menetelmén suorittamiseen.

Sen sijaan ylilukuisista hampaista erittdin pienikruunuiset tai epdmuodostuneet kruunut aiheuttavat
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suurta vddristymdd idn arvioinnissa. Tillaisia hampaita ovat usein esimerkiksi mesiodens tai
paramolaarit. Erityisesti ylilukuisten epdmuodostuneiden hampaiden kohdalla on syyti valita jokin

muu idnarviointimenetelma. (57).

6.4.4 Pinkit hampaat

Pinkilld hampaalla tarkoitetaan ilmi6td, jossa hampaan dentiini vérjaytyy pinkiksi kuoleman jilkeen.
IImiota selittdd kohonnut kallonsisdinen verenpaine, mikd johtaa verenvuotoon pulpassa. Muuten
hampaan rakenne sdilyy ehjani. Verenvuodon lisdksi hemoglobiinia ja sen hajoamistuotteita paétyy
dentiinitubuluksiin. Pinkkejd hampaita tavataan toisinaan hukkuneilla, kuristetuilla tai tukehtuneilla.

(58).

Ikéda arvioitaessa asparagiinhapon rasemisaatioreaktion avulla ongelmana pinkeissd hampaissa on
hampaan rakenteiden kontaminaatio. Esimerkiksi veren komponenttien mukanaan tuoma
asparagiinihappo vairistdd hampaasta laskettavaa D/L-suhdetta ja siten idnarviointia. Ratkaisuksi on
ehdotettu ylimairiistd pesua suolahapossa néytettd valmistaessa, joka poistaisi muun muassa veren
komponentteja. (59). Ylimadrdistd suolahappopesua ei kuitenkaan pidetd riittdvdnéd ratkaisuna
pinkkien hampaiden kontaminaatioon (60,61). Pelkén dentiinin analysoimisen sijaan on tutkittu myos
pinkin hampaan kéyttdmistd kokonaisuudessaan ldhtomateriaalina, jolloin pééstiin +3 vuoden

tarkkuuteen idnarvioinnissa (61).

6.4.5 Palaneet hampaat

Lampdtilan kithdyttdvd vaikutus asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon tunnetaan. Ohtanin
tyoryhmineen julkaisemassa tutkimuksessa selvitettiin palaneen vainajan idnarvioimisen
mahdollisuutta hampaiden avulla hyddyntden asparagiinihapon rasemisaatioreaktiota. Tilanteessa,
jossa etuhammas oli selvdsti palanut vérjdytyen mustaksi, menetelmén avulla arvioitu ikd oli
huomattavasti henkilon todellista ikdd suurempi. Kuitenkin saman vainajan taka-alueen hammas, joka
ei ollut palanut, tuotti tarkan ikdarvion 3 vuoden tarkkuudella. Toisessa tapauksessa palaneen
vainajan hampaat eivét olleet altistuneet juurikaan palamiselle, jolloin niisté kaikista sai arvioitua idn
tarkasti. Palaneiden vainajien idn arvioiminen lienee mahdollista, jos arvio suoritetaan hampaasta,

joka et ole palanut. (62).
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7 MENETELMAN KAYTTO MAAILMALLA JA ETNISYYDEN VAIKUTUS

Asparagiinihapon rasemisaation perustuva idnarviointimenetelmad pohjautuu vahvasti dentiinin
biokemialliseen koostumukseen. Tédmén takia kirjallisuudessa on pohdittu menetelmén
sovellettavuutta geneettisesti tai etnisesti erityyppisille populaatioille. Julkaisuissa on pohdittu muun
muassa mahdollisia eroja dentiinin proteiinikoostumuksessa. Esimerkiksi tutkimuksessa, jossa
verrattiin turkkilaisia ja saksalaisia yksiloitd, rasemisaation ja idn vidlinen yhteys oli sama
kummassakin ryhméssd. Tutkimuksen ja kirjallisuuden perusteella tutkijat paittelivat, ettei
geneettisille tai  kulttuurisille eroille dentiinin  proteiinikoostumuksessa ole perusteita.
Rasemisaatioreaktioon pohjautuvan idnarviointimenetelmén tulisi siten toimia erityyppisissd

populaatioissa. (31).

Toisalta erilaisilla populaatioilla on erilaiset elintavat ja tottumukset, joiden vaikutusta
asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon on tutkittu. Chaoshanin populaatiolla Eteld-Kiinassa on
tapana juoda usein erdénlaista kuumaa teetd. Lampotilan rasemisaatioreaktiota kithdyttavé vaikutus
tunnetaan, joten sen mahdollista vaikutusta idnarviointiin haluttiin tutkia. Samalla selvitettiin myds
menetelmin soveltuvuutta eristyksessé eldvadn populaatioon. Tutkimuksessa ei kuitenkaan havaittu
kuuman teen juonnin vaikuttavan rasemisaatioasteeseen. Tétd selitettiin muun muassa dentiinin
sijainnilla hampaan sisdlld sekd tutkimuksessa kiytettyjen viisaudenhampaiden sijainnilla suun

perélld, jonne padstydin nesteen tuomat lampdotilaerot tasoittunevat. (63).

Lahi-idédssé tehdyn tutkimuksen mukaan menetelméad voidaan soveltaa kuwaitilaisille populaatioille.

Tutkittujen 39 hampaan joukosta todellinen iki saatiin arvioitua oikein +4 vuoden tarkkuudella. (64).

Verrattaessa rasemisaationopeuksia ruotsalaisten ja japanilaisten hampaiden vililld eroa niiden vélilla
el juurikaan havaittu, mikd kertoo hammaskudosten samanlaisesta koostumuksesta. Toisaalta
tutkimuksessa my0s korostettiin tutkittavan hampaan merkitystd. Hampaan valinnalla on menetelmén

suorittamisen kannalta enemmén merkitysti kuin etnisillé eroilla. (53).

Menetelma todettiin my0s kayttokelpoiseksi erddssd Eteld-Intian populaatioon kohdistuneessa
tutkimuksessa. Todellinen ik arvioitiin rasemisaatioreaktion avulla keskimiérin oikein +3 vuoden
tarkkuudella. Tulokset olivat osittain yhtenevit muun kirjallisuuden kanssa, mutta myos eroja D/L-
suhteessa 10ytyi. Tutkijat arvioivat eron johtuvan ensisijaisesti menetelmén suorittamisesta. He eivit
kuitenkaan poissulkeneet etnisyyden mahdollista vaikutusta, koska kirjallisuudessa samanlaisia

tuloksia oli muualta Aasiasta. Eurooppaan ja USA:han verrattuna tulokset erosivat hieman. (7).
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Puolalaisessa tutkimuksessa todettiin menetelmén olevan sovellettavissa puolalaiseen populaatioon.
Heidén tutkimuksessaan neljén erityyppisen hampaan avulla saavutettiin keskimiérin alle 5 vuoden
tarkkuus rasemisaatioasteen avulla ikdd arvioitaessa. Julkaisussa ei poissuljeta etnisyyden
mahdollista vaikutusta. Kuitenkin tarkeimmiksi tuloksiin vaikuttaviksi seikoiksi nimetdén ndytteen

valinta, ndytteen valmistus sekd menetelmén suorittaminen standardoidusti. (31).
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8 POHDINTAA
8.1 Hakujen onnistuminen ja laajuus

Tété kirjallisuuskatsausta varten julkaisuja keridttiin padasiassa PubMed-tietokannasta. Lisdksi hakuja
tehtiin Embasen, Cochrane Libraryn, Web of Sciencen ja Scopuksen tietokannoista. Muutamia
yksittdisid tietoja etsittiin my0s Google Scholar:in avulla. Alla on esitetty yksiloidysti muokatut

kunkin tietokannan keskeisimmat hakulausekkeet.

PubMed, 77 hakutulosta:

(“age estimation™®” OR “‘age determination®*” OR “age evaluation®*” OR “chronological age*” OR
“dental age estimation®*” OR "Age Determination by Teeth"[Mesh]) AND (“aspartic acid*” OR
"Aspartic Acid"[Mesh] OR “amino acid*’) AND (“dentin*’ OR "Dentin"[Mesh] OR ‘“human
dentin*”) AND (“racemization®*” OR “racemization reaction*” OR “amino acid racemization*” OR

“racemization method*” OR “racemization rate*” OR “D/L ratio*” OR “aspartic acid ratio*”)

Embase, 80 hakutulosta:

(“age estimation™” OR “‘age determination®*” OR “age evaluation®*” OR “chronological age*” OR
“dental age estimation®’) AND (“aspartic acid*” OR “amino acid*”’) AND (“dentin*” OR “human
dentin*””) AND (“racemization*” OR “racemization reaction*” OR “amino acid racemization*” OR

“racemization method*” OR “racemization rate*” OR “D/L ratio*” OR “aspartic acid ratio*”)

Cochrane Library, 0 hakutulosta:

(age NEXT estimation®* OR age NEXT determination®* OR age NEXT evaluation®* OR chronological
NEXT age* OR dental NEXT age NEXT estimation) AND (aspartic NEXT acid* OR amino NEXT
acid*) AND (dentin* OR human NEXT dentin*) AND (racemization®* OR racemization NEXT
reaction® OR amino NEXT acid NEXT racemization®* OR racemization NEXT method* OR
racemization NEXT rate* OR aspartic NEXT acid NEXT ratio*)
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Scopus, 86 hakutulosta:

(“age estimation®™” OR “age determination®*” OR “age evaluation*” OR “chronological age*” OR
“dental age estimation®’) AND (“aspartic acid*” OR “amino acid*”’) AND (“dentin*” OR “human
dentin*”) AND (“racemization®*” OR “racemization reaction*” OR “amino acid racemization*” OR

“racemization method*” OR “racemization rate*”” OR “D/L ratio*” OR “aspartic acid ratio*”’)

Web of Science, 106 hakutulosta:

(“age estimation®™” OR “‘age determination®*” OR “age evaluation®*” OR “chronological age*” OR
“dental age estimation®”) AND (“aspartic acid*” OR “amino acid*”’) AND (“dentin*” OR “human
dentin*”) AND (“racemization*” OR “racemization reaction®*” OR “amino acid racemization*” OR

“racemization method*” OR “racemization rate*”” OR “D/L ratio*” OR “aspartic acid ratio*”)

Hakujen jilkeen julkaisut selattiin ldpi. Artikkelit, joissa ei késitelty rasemisaatioreaktiota iin
arvioimisessa, karsittiin pois. Hakutuloksien artikkeleista suuri osa oli sellaisia, jotka 16ytyivét
useammasta eri tietokannasta. Cochrane Library -tietokanta on sen verran pieni, ettei aiheesta

16ytynyt yhtakaan julkaisua.

Vaikka asparagiinihapon rasemisaatioreaktion hyddyntdminen idn arvioimisessa on suhteellisen
tuntematon ja vdhin kéytetty menetelma, 10ytyi siitd silti ylldttdvan paljon julkaisuja. Tietokantojen
lisdksi my0s kahta oikeuslddketieteen kirjaa kéytettiin ldhteind tuomaan perustavanlaatuista
ymmaérrystd oikeuslddketieteestd, jonka péélle oli mahdollista rakentaa tarkempaa késitystd juuri
tamén kirjallisuuskatsauksen aiheesta. Lahteiden hallinta, viittauksien tekeminen ja ldhdeluettelo

toteutettiin Zotero-ohjelmalla.

8.2 Menetelmédn hyvét ja huonot puolet

Hampaan dentiinin asparagiinihapon rasemisaatioreaktioon perustuvalla idnarviointimenetelmalla
padstddn usein jopa £3 vuoden tarkkuuteen (6-8). Menetelmd on siis erittdin tarkka. Lapsilla
kehittyvdan hampaiston ja luuston avulla ikdd on mahdollista arvioida tarkasti my0s radiologisin
menetelmin. Sen sijaan aikuisilla muut hampaiston ja luuston arviointiin perustuvat menetelmait ovat
huomattavasti epatarkempia kuin asparagiinihapon rasemisaation perustuva menetelma. Esimerkiksi

Gustafsonin menetelmaissa ja luun histologiaa arvioivissa menetelmissé idnarviointitarkkuus on laaja
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+5-12 vuotta. (5). Asparagiinithapon rasemisaation perustuvaa menetelmdd pidetddn tarkimpana
myo0s biokemiallisten idnarviontimenetelmien kategoriassa (6). Monet muut idnarviointimenetelmat
perustuvat degeneratiivisten muutosten arviointiin, mihin vaikuttaa merkittavasti henkilon elintavat,

terveys ja ravitsemus (47). Lisdksi niissd ién arvioiminen on subjektiivisempaa (6).

Erds menetelmidn huonoista puolista on, etti sen suorittaminen vaatii runsaasti erilaisia kalliita
laboratoriovélineitd, joita ei vilttdmattd aina ole saatavilla. Menetelmédn hintavuus voi estdd sen
kdyton tietyissd tilanteissa. (65). Vaikka menetelmdn toimintaperiaate on periaatteessa

yksinkertainen, on néytteiden késittely aikaa vievdd, monimutkaista ja hankalaa (12).

Rasemisaatioreaktion ollessa spontaani entsyymitoiminnasta riippumaton reaktio ympéroivét
olosuhteet vaikuttavat sen nopeuteen. Kuollessa ihmisen keho viilenee, mikd pysdyttda
rasemisaatioreaktion etenemisen ja siten L-asparagiinihapon muuttumisen D-asparagiinihapoksi. L-
ja D-enatiomeerien suhteen avulla voidaan arvioida proteiinin ja sitd kautta elion ikdi. (8).
Lampétilan liséksi kosteus ja eméksinen pH kiihdyttidvit rasemisaatioreaktiota (30). Verrattaessa
aminohappoja toisiinsa asparagiinihapon rasemisaationopeus on yksi nopeimmista, mika tekee siitd

toimivan ldht6aineen (23).

Koska rasemisaatioreaktioon vaikuttaa merkittdvisti ympérdiviat olosuhteet, on niilld merkitysta
my0s vainajan ikd3d arvioitaessa. Niin ollen menetelmidn tarkkuuden takia olisi parasta, jos
1dnarviointi suoritettaisiin mahdollisimman pian henkilon kuoleman jéilkeen. Tdlloin mahdollista
kuoleman jilkeistd rasemisaatiota tapahtuisi mahdollisimman védhdn. Kylméssd ymparistossa
vainajan rasemisaatioaste sdilyy hyvin kuolemaa edeltidneelld tasolla. Limpdtilan vaihtelut ja altistus
vedelle muun muassa maan kosteuden ja sateen muodossa saattavat vaikuttaa rasemisaatioasteeseen
erityisesti pidemmadlld aikavililli. (66). Ennen rasemisaatioon pohjautuvan menetelmin

hyodyntidmista olisikin tarkedd tietdd, millaisille olosuhteille vainaja on altistunut (47).

Kuolleiden lisdksi menetelmd on sovellettavissa myos eldville ihmisille. Se voidaan suorittaa
esimerkiksi poistetuista hampaista. Eteld-Kiinassa tehdyssd tutkimuksessa eldviltd ihmisiltd
poistetuista viisaudenhampaista saatiin arvioitua henkildiden iét tarkasti. (63). Hampaan poistamisen
lisadksi menetelméd on tutkittu myds hampaasta otetusta biopsiasta (50,67). Erdédssd intialaisessa
tutkimuksessa koehenkildiltd otettiin hampaan labiaalipinnalta nidyte biopsiaa varten suunnitellulla

instrumentilla. 1kd saatiin arvioitua biopsiandytteistd 4 vuoden tarkkuudella. (50).

Vaikka asparagiinihapon rasemisaatioon perustuva menetelmd on tarkka, julkaisujen vililld on
hieman eroja saaduissa rasemisaatioasteissa. Yksi selittdvd tekijd on se, ettd menetelmédn

suorittamiseen ei ole yksinkertaisia yleisid kdytdnt6jd, vaan kukin laboratorio toimii omien tapojensa
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mukaisesti. Yleensd julkaisuissa noudatetaan menetelmén suorittamisen perustavanlaatuista kaavaa,
mutta variaatioitakin 10ytyy. Menetelmén yleistyminen ja laajempi kdyttdminen oikeuslddketieteessa
vaatisikin yleistd kansainvélistd standardoimista, koska erot kdytinndissd johtavat verrattavuuden,
toistettavuuden ja luotettavuuden heikkenemiseen. Haasteita ja variaatiota on muun muassa
kalibraatiokdyridn tekemisessd sekd sithen tarvittavien hampaiden saamisessa, ldhtomateriaalien

valinnoissa, ndytteiden leikkauksissa, ndytteiden késittelyssd ja enatiomeerien erottelussa. (34).

Kalibraatiokdyrda suositellaan tehtévaksi jokaiseen tutkimukseen, silld poisto-olosuhteet ja muut
erindiset virheldhteet ndytettd valmistaessa saattavat muuten vaikuttaa menetelmin tarkkuuteen. (39).
Ideaalisesti kédyrd tehdddn véhintddn neljistd samantyyppisestd hampaasta kuin mitd tutkitaan.
Toisinaan kontrollihampaiden saaminen on vaikeaa, mikd osaltaan on rajoittanut menetelmén
laajempaa kiayttod. (8,51). Vaikka tietyissd tilanteissa on mahdollista kiyttdd esimerkiksi palaneita,
ylilukuisia tai muuten poikkeavia hampaita, lienee turvallisinta hyddyntii 14hinnd normaaleja terveité

hampaita.

Hampaan kudosmateriaaleista dentiini lienee yleisin menetelméssa kéytettava 1dhtoaine, mutta eroja
on esimerkiksi siind kiytetdinkdé juuren vai kruunun dentiinid (31). Tosin osa tutkimuksista
suosittelee juuren dentiinin kdyttdmistd, koska se on paremmin suojassa kuin kruunun dentiini.
Kruunussa syntyy muun muassa sekundaarista dentiinid, karioitumisen riski on suurempi ja
hammasléddketieteelliset hoidot ovat useimmin kruunun alueella. (34). Rajoittavana tekijana
dentiinissd on myd0s se, ettd menetelmé on suoritettavissa siitd tarkasti vain noin 20 vuotta kuoleman
jilkeen, mikd on seurausta dentiinissd tapahtuvista kuolemanjilkeisistd muutoksista (47). Lisdksi
dentiinin erotteleminen muista hampaan komponenteista on vaikeaa samoin kuin aminohappojen
taydellinen erottelu toisistaan (8). Dentiinin haitoista huolimatta se on tédlla hetkelld paras ldhtdaine

tarkkuutensa, yksinkertaisuutensa, toistettavuutensa ja ajankdyttonsé suhteen (46).

Kirjallisuudesta 10ytyvien julkaisujen perusteella vaikuttaisi siltd, ettd etnisyydelld ja geneettisilld
eroilla ei liene olevan ainakaan kovin merkittivda roolia hampaan dentiinin rasemisaatioreaktion
nopeuteen vaikuttavina tekijoind. Julkaisuissa korostuu enemmén muut menetelmadn vaikuttavat

kiinnitetd&n huomiota ja menetelmédn standardoimista toivotaan.

Hampaan  dentiinin  asparagiinihapon  rasemisaatoreaktioon  perustuva  biokemiallinen
idnarviointimenetelmé on erittdin tarkka ja luotettava. Sen ajatellaan olevan objektiivisempi kuin
monet muun iinmadrittimisessd kdytettdvit menetelmét. Sen avulla voidaan arvioida korkeintaan 20

vuotta kuolleena olleen vainajan ikd4 kuolinhetkelld. Toisaalta menetelmdd voidaan soveltaa myds
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elaville ihmisille poistettujen hampaiden tai biopsiandytteiden avulla. Menetelmén yleistymisti
eniten rajoittanee puutteellinen kansainvilinen standardoiminen ja puuttuvat yhteiset vakioidut
toimintamallit hampaan ja dentiiin ndytealueen valintaan sekd niytteiden kisittelyyn ja tulosten
arviointiin. Lisdd tutkimustietoa sekd jo olemassa olevan tiedon yhteen vetdmistd tarvitaan, jotta

menetelmin kayttd idnarvioimisessa voisi yleistya.
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