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  IPMLPAkitin soveltuvuus genetiikan laboratorion käyttöön 

Incontinentia pigmenti on dominantisti periytyvä kromosomaalinen sairaus. Sairauden aiheuttaa 
toiminnaltaan vaillinainen Xkromosomissa sijaitseva IKBKGgeeni. Yleisin kromosomimuutos 
geenissä on 410 eksonien deleetio. IKBKGgeeni on tärkeässä osassa elimistön 
proteiinituotannossa. Incontinentia pigmenti on jo kohdussa letaali poikalapsille. Tyttölapset 
selviävät toisen terveen Xkromosomin toiminnalla. Incontinentia pigmentin taudinkuvaan kuuluu 
nelivaiheinen lapsuuden ihooireilu. Harvinaisempia oireita ovat hampaiden ja hiusten 
kasvupoikkeamat. 

Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli selvittää, onko MLPAmenetelmä pitkän templaatin PCR
menetelmää parempi Incontinentia pigmentin diagnostisena työkaluna. Opinnäytetyö tehtiin 
Turun ylipistollisen keskussairaalan lääketieteellisen genetiikan laboratoriolle. Opinnäytetyön 
tarkoituksena on parantaa lääketieteellisen genetiikan laboratorion tekemää tutkimusta. 
Opinnäytetyön tekijä perustelee lähdekirjallisuuden ja menetelmävertailun avulla MLPA
menetelmän paremmuuden pitkän templaatin PCR menetelmään nähden. 

Tutkimus toteutettiin syksyllä 2016 lääketieteellisen genetiikan laboratorion tiloissa. Kuusitoista 
valmiiksi eristettyä DNAnäytettä valittiin tutkimukseen tulostensa perusteella laboratorion 
näytevalikoimasta. Näytteet ovat vuosilta 2003– 2015, ja niille kaikille on tehty pitkän templaatin 
PCR Incontinentia pigmenti tutkimuksena. Näytteille tehtiin MLPAtutkimus, jonka tuloksia 
verrattiin edellisiin pitkän templaatin PCRtutkimuksen tuloksiin. Tämän jälkeen valittiin kaksi 
MLPA näytettä, joille tehtiin pitkän templaatin PCRtutkimus. 

Tulokset kertovat, että MLPAmenetelmä on valtamutaation (4–10 deleetio) suhteen tarkempi 
kuin pitkän templaatin PCR. MLPAmenetelmä kärsii kuitenkin IKBKGgeenin pseudogeenistä 
joka aiheuttaa pahimmillaan vääriä positiivisia tuloksia. Pitkän templaatin PCR pystyy erottamaan 
IKBKGgeenin ja sen pseudogeenin toisistaan alukkeidensa avulla. Kaikille MLPApositiivisille 
näytteille tulee tehdä pitkän templaatin PCR varmistuskokeena. Näiden tulosten perusteella 
lääketieteellisen genetiikan laboratorio jatkaa Incontinentia pigmenti tutkimusta pitkän templaatin 
PCR:ää käyttäen.  
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METHOD COMPARISON OF INCONTINENTIA 
PIGMENTI 

 suitability of MLPA method in the study of Incontinentia pigmenti for medical 
genetics laboratory 

Incontinentia pigmenti is a dominantly inherited chromosomal disease. The source of the disease 
is the dysfunctionality of a gene called IKBKG located in the X chromosome. The IKBKG gene 
plays a vital role in protein production. The most common chromosomal change regarding 
Incontinentia pigmenti is exon deletion 4–10. Incontinentia pigmenti is lethal to male children. 
Female children can live with only one functional Xchromosome. The most common symptom of 
the disease is a fourphased adolescence skincondition. Rarer symptoms include teeth and hair 
abnormalities.  

This bachelor’s thesis aims to discover if the MLPA method is a better diagnostic tool in the study 
of Incontinentia pigmenti than long template PCR. The thesis is made for Finland’s Southwest 
Hospital District’s Medical genetics laboratory. The purpose of this thesis is to improve the study 
conducted by medical genetics department. The author of this thesis will use source material and 
method comparison to prove that MLPA is better for Incontinentia pigmenti diagnostics than long 
template PCR. 

The method comparison of the two methods was carried out in the laboratory of the medical 
genetics department in 2016. Sixteen preextracted DNA samples were selected from the 
laboratory’s sample archive. The samples were from years 2003 to 2015 and had already been 
analyzed once using long template PCR. First, MLPA was performed on all samples. The results 
were compared with previous long template PCR results and were found matching. After this two 
MLPA samples were selected and long PCR was performed on them. 

The results show that MLPA is more sensitive than long PCR in detecting the main mutation of 
Incontinentia pigmenti; exon deletion 410. However, MLPA suffers majorly from the IKBKG
pseudogene and cannot tell the difference between a normal IKBKGgene deletion and the 
pseudogene. This often results in false positive results. Long template PCR can distinguish 
between IKBKG gene and its pseudogene. All MLPA positive samples must be confirmed with 
long PCR or another similar method. Based on these results the medical genetics department will 
continue using long PCR as the main study method for Incontinentia pigmenti and the IKBKG 
gene. 
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SANASTO 

amplifikaatio tutkittavan DNAaineksen määrän lisääminen 

annealing alukkeiden kiinnittyminen, PCRmenetelmän toinen vaihe 

deleetio kromosomin osan puuttuminen 

denaturaatio nukleiinihapon rakenteen tuhoaminen, jonka seurauksena 
nukleiinihappo menettää toimivuutensa; PCRmenetelmän 
ensimmäinen vaihe: DNAjuosteiden erottaminen. 

DNA deoksiribonukleiinihappo: sisältää solujen geneettisen mate
riaalin eli tiedon perimästä 

duplikaatio kromosomin osan monistuma 

hybridisaatio kahden yksijuosteisen nukleiinihapon (DNA tai RNA) sitoutu
minen toisiinsa 

eksoni proteiinia koodaava DNAjakso (vrt. introni) 

eksonukleaasi nukleiinihappojuosteen päistä hajottava entsyymi 

ekstensio uuden DNAjuosteen rakentaminen; PCRmenetelmän kol
mas vaihe 

geenivirhe kromosomin osan puuttuminen tai kromosomiluvun muutos 
joka aiheuttaa sairauden 

genomi eliön koko perimäaines kromosomeissa 

heterotsygootti kaksi eri geenimuotoa samassa geenissä 

homotsygootti yksi geenimuoto yhdessä geenissä 

in house organisaation oma käytäntö tai menetelmä 

introni DNAjakso joka ei koodaa proteiinia (vrt. eksoni) 

IKBKG inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in Bcells, 
kinase gamma (IKK), geeni Incontinentia pigmentin taustalla 

Incontinentia pigmenti Incontinentia (hallitsematon) pigmenti (värinmuunnos), kro
mosomaalinen sairaus joka manifestoituu ihooireluna (IP) 

koetin jakso yksijuosteista DNA:ta jolla on sama emäsjärjestys kuin 
etsityllä DNAjaksolla 

kromosomi yhtäjaksoinen DNArihma histoniproteiinien ympärillä: ihmi
sen kromosomistossa 46 kromosomia 

ligaatio DNAjuosteiden yhteen sitominen päistään 



mosaikismi kahden erigenotyyppisen solupopulaation esiintyminen yh
destä munasolusta kehittyneessä yksilössä 

MLPA multiplex ligationdependant probe amplification, MRC Hol
landin PCRpohjainen analyysimenetelmä. Pohjautuu reak
tion ligaatiovaiheeseen. 

nukleotidi nukleiinihappojen (DNA ja RNA) rakenneyksikkö. Rakentuvat 
emäksestä, sokeriosasta ja fosfaatista 

PCR polymeraasiketjureaktio, molekyyligeneettinen kolmivaihei
nen DNA:n monistusmenetelmä. 

posttsygootti munasolun hedelmöittymisen jälkeinen tapahtuma: ei syn
nynnäinen 

pseudogeeni geenin peilikappale, toiminnaltaan vaillinainen 

sekvensointi nukleiinihapon nukleotidijärjestyksen selvittäminen 

somaattinen ruumiillinen, kehoon kuuluva, fyysinen 

translokaatio kromosomien osan tai osien paikan vaihtuminen 
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1 JOHDANTO 

Incontinentia pigmenti on geneettinen sairaus, jonka taustalla on virhe Xkromosomin 

puutteellisessa IKBKGgeenissä. IKBKGgeeni tuottaa proteiinia jota solut tarvitsevat toi

miakseen oikein. Incontinentia pigmenti näyttäytyy erilaisina ihoongelmina varhaislap

suudessa. Yleisin oire on nelivaiheinen rakkulaisuudesta viivatyyppiseksi ihottumaksi 

muuttuva ihooireilu, joka arpeutuu aikuisikään mennessä. Sairaus sai alkujaan nimensä 

oletuksesta, etteivät ihottumaalueet voineet muodostaa luonnollista pigmenttiä. Nyky

ään tiedetään, että värinmuunnos johtuu geenivirheestä. Incontinentia pigmentia sairas

tavat ovat lähes aina naispuoleisia, sillä tauti on miespuoleisille yksilöille letaali jo sikiö

vaiheessa. Tautia sairastava miespuoleinen sikiö kuolee yleensä jo kohdussa. (Inconti

nentia Pigmenti International Foundation, 2016.) Muita Incontinentia pigmentin oireita 

ovat silmäongelmat, sekä hampaiden ja hiusten kasvupoikkeamat (Heikkilä, 2010). 

Incontinentia pigmentin dermatologiset löydökset varmistetaan DNAtutkimuksella. Ylei

sin Incontinentia pigmentin käytössä oleva tutkimusmenetelmä on pitkän templaatin 

PCR. Pitkän templaatin PCR hyödyntää kahta DNApolymeraasia perinteisen yhden si

jaan pidemmän DNAjakson monistamisessa. (Haiying ym. 2014.) Toinen mahdollinen 

menetelmä on MRC Hollandin kehittämä MLPA (multiplex ligationdependant probe 

amplification). MRC Hollandin Incontinentia pigmentin tutkimukseen tarkoitettu salsa

MLPAkitin IKBKGkoetinseos tuli markkinoille helmikuussa 2016. (MRC Holland, 2016.) 

Tämän opinnäytetyön tarkoitus on vertailla keskenään Turun yliopistollisen keskussai

raalan lääketieteellisen genetiikan laboratorion käyttämää Rochen Long Extend PCR

kittiä ja sen kanssa käytettävää in house alukeparia 3FH ja JF3R, sekä käyttöönotetta

vaa MRC Hollandin salsaMLPAkittiä ja sen IKBKGkoetinseosta. Jälkimmäinen myös 

validoidaan laboratorion käyttöön, jos se todetaan kelvolliseksi korvaamaan vanha me

netelmä. Opinnäytetyö tehdään juuri nyt, sillä MLPA IKBKGseos tuli markkinoille helmi

kuussa 2016 ja sitä halutaan kokeilla heti. Tutkimusaineistona käytetään genetiikan la

boratorion näytemateriaalista 16 valmiiksi DNAeristettyä potilasnäytettä. Tarkoituksena 

on todentaa menetelmävertailun avulla uuden menetelmän kelvollisuus vanhan korvaa

misessa. Tämän opinnäytetyön tavoitteena on parantaa genetiikan laboratorion tekemää 

tutkimusta. 
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2 INCONTINENTIA PIGMENTI 

Incontinentia pigmenti on harvinainen kromosomaalinen sairaus, joka tunnetaan myös 

nimillä SiemensBlochtyypin pigmentidermatoosi ja BlochShultzbergerin oireyhtymä 

(Harvinaisetverkosto, 2016).  Se periytyy dominantisti, joten vain toisen vanhemman 

kantajuus riittää aiheuttamaan sairauden. Sairauden yleisin ilmenemismuoto on nelivai

heinen lapsuusajan ihooireilu. Incontinentia pigmentiin sairastuvat ovat naispuoleisia, 

koska miespuoleinen sikiö kuolee yleensä jo kohdussa. Poikkeuksia on havaittu somaat

tisen mosaikismin muodossa. Incontinentia pigmentia esiintyy kaikkialla maailmassa. Ita

lialaisen tutkimusryhmän vuosina 20002013 suorittaman 386 IPtapausta kattavan 

esiintyvyystutkimuksen mukaan noin 90,4 prosenttia tutkituista oli naisia ja yleisin ge

neettinen poikkeus IKBKGgeenin eksonien 410 deleetio. Tutkimuksessa todettiin 

myös, että IP:n esiintyminen on hyvin harvinaista ja tapaukset satunnaisia.  (Fusco ym. 

2014.) 

2.1 Geneettinen tausta 

Xkromosomi on Ykromosomin ohella toinen ihmisen genomin sukupuolta määrittävistä 

kromosomeista. Poikkeustilanteita lukuun ottamatta ihmisellä on aina kaksi sukupuolta 

määrittävää kromosomia: naisilla kaksi Xkromosomia ja miehillä yksi Xkromosomi ja 

yksi Ykromosomi. (U.S. National Library of Medicine, 2016). Incontinentia pigmentissa 

toinen Xkromosomi on toiminnaltaan vaillinainen. Naispuoleinen sikiö perii kummaltakin 

vanhemmalta yhden Xkromosomin: toisessa kromosomissa on virheellinen geeni ja toi

nen on normaali toimiva kromosomi. Miespuoleinen sikiö perii yhden Xkromosomin ja 

yhden Ykromosomin. IKBKGgeeni sijaitsee Xkromosomissa. Geenivirhe Incontinentia 

pigmentin taustalla on häiriö IKBKGgeenin toiminnassa. (Incontinentia Pigmenti Inter

national Foundation, 2016). Geenivirheellä tarkoitetaan kromosomin osan puuttumista 

tai kromosomiluvun muutosta joka aiheuttaa sairauden (Tieteen termipankki, 2016). 

Miespuoleinen sikiö tarvitsee toimivan IKBKGgeenin, ja siksi kohdunsisäinen kuolema 

on hyvin yleinen geenivirheen omaavilla sikiöillä. Muutama poikkeus mahdollistaa mies

puoleisen sikiön eloonjäämisen ja niistä kerrotaan myöhemmin tässä opinnäytetyössä. 

Naispuoleinen sikiö tulee toimeen normaalin Xkromosomin toimivalla IKBKGgeenin 

proteiinituotannolla. (Incontinentia Pigmenti International Foundation, 2016.) 
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IKBKGgeeni sijaitsee Xkromosomin pitkässä käsivarressa kohdassa 28 (Kuva 1). Tä

män kohdan nimi on Xq28. IKBKGgeeni sisältää ohjeet IKKkompleksin yhden kappa

leen valmistukseen. IKBKGgeeni aktivoi muut kompleksin geenit ja yhdessä ne vastaa

vat elimistön tautivasteen muodostamisesta.  (U.S. National Library of Medicine, 2016.) 

 

Kuva 1 Xkromosomin rakenne ja IKBKGgeenin sijainti. (Lähde: Genome Decoration 
Page/NCBI) 

Brasilialainen tutkimusryhmän mukaan Xkromosomin eksonien 410 deleetio on yleisin 

Incontinentia pigmentin kromosomipoikkeavuus. Tutkimusryhmä painotti myös IPta

pausten jälkiseurantaa, sillä geenivirhe altistaa useille muille sairauksille. Näitä ovat ryh

män mukaan Willmsin tuumori eli nefroblastooma ja Stillsin syndrooma. (Poziomczyk, 

ym, 2016). Muita Incontinentia pigmentiä aiheuttavia geenivirheitä ovat IKBKGpistemu

taatio ja IPlokuksen uudelleenjärjestäytyminen (Fusco, ym. 2014). Pistemutaatiossa 

yksi emäs vaihtuu toiseksi geenin sisällä, eikä aina aiheuta oireita kantajassaan (Solu

netti, 2017). 

2.1.1 Somaattinen mosaikismi IPtapauksissa 

Somaattinen mosaikismi tarkoittaa kahden geneettisesti poikkeavan solupopulaation 

esiintymistä yhdessä elävässä olennossa. Tilanteen on aiheuttanut posttsygoottinen mu

taatio.  Posttsygoottinen mutaatio ei ole peritty vaan se muodostuu tietyssä kasvuvai

heessa. Se voi olla koolta yhden nukleotidin tai jopa yhden kromosomin laajuinen. Mu

taation voimakkuus riippuu juuri kasvuvaiheesta ja se vaikuttaa vain osaan elimistöstä. 

Mitä aiemmassa kehitysvaiheessa mutaatio syntyy, sitä laajempaan kehon alueeseen 

se vaikuttaa. Mosaikismi löydetään yleensä vain silloin, jos se manifestoituu ulkoisesti. 

(Freed ym. 2014.)  

Posttsygoottisen mutaation esiintyminen mahdollistaa poikalapsen hengissä selviytymi

sen IKBKGgeenin vaikutuksesta huolimatta (Hull ym. 2015). Somaattisen mosaikismin 
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lisäksi karyotyyppi 47, XXY voi varmistaa eloonjäämisen. Karyotyyppi XXY tarkoittaa ti

laa jossa sikiö perii vanhemmiltaan kolme sukupuolikromosomia. (Scheuerle ja Ursini, 

2015.) 

2.1.2 IKBKGpseudogeeni 

Pseudogeeni on tietyn geenin peilikappale, joka löytyy yleensä samasta kromosomista 

kuin geeni itse. Pseudogeeni on rakenteeltaan hyvin samanlainen alkuperäisen geenin 

kanssa. Se ei kuitenkaan toimi samalla tavalla tai on vaillinainen toiminnaltaan. Tämä 

vaikeuttaa tutkimusta ja voi pahimmillaan antaa väärän positiivisen tuloksen. (Gerstein 

Laboratory, 2016.) 

IKBKG:n pseudogeeni IKBKGP1 on läsnä Xkromosomissa. IKBKG ja IKBKGP1 ovat X

kromosomissa 22 kb:n päässä toisistaan, ja asettuneet toistensa peilikuviksi (Kuva 2). 

Pseudogeeni vaikeuttaa erityisesti kopiolukumäärityksiä, sillä kaikki tutkimusmenetelmät 

eivät erota sitä IKBKGgeenistä. (Scheuerle ja Ursini, 2015.) 

 

Kuva 2. IKBKG ja IKBKGP1 suhteessa toisiinsa Xkromosomissa. 

2.2 Taudinkuva 

Yleisin Incontinentia pigmentin oire on nelivaiheinen ihottuman kaltainen ihooireilu joka 

alkaa, kun lapsi syntyy. Harvinaisempia oireita ovat silmä ja näköongelmat, kynsien, 

hampaiden ja luuston poikkeamat, ja päänahan alueen epämuodostumat. Myös neurol

ogisia ongelmia esiintyy. (U.S. National Library of Medicine, 2016). IPdiagnoosi perus

tuu yleensä dermatologisiin löydöksiin. Ihosta voidaan ottaa koepala, josta osoitetaan 

molekyyligeneettisellä tutkimuksella IKBKGgeenin läsnäolo. Myös vanhemmat voidaan 

testata, jos epäillään taudin periytyvän perheessä. (Scheuerle ja Ursini, 2015.) 

Vaikka nelivaiheinen ihooireilu on IP:lle ominaista, ei ihottuma aina kulje tasaisesti nel

jän vaiheen läpi. Vaiheita voi jäädä välistä, ne voivat tapahtua eri järjestyksessä, tai ne 

tapahtuvat päällekkäin. Ihottuma sijoittuu pääosin raajojen ja päänahan alueelle. Lapsilla 
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tämä ihottuma näkyy harmaina tai ruskeina juovina, aikuisilla taas viivaarpeumana. Iho

oireilu alkaa vastasyntyneellä ihon punoituksena ja rakkuloina. Ihomuutos voi olla läsnä 

lapsen syntyessä tai muodostua pian syntymän jälkeen. Tämä ensimmäinen ihomuutos 

on läsnä 90 prosentilla potilaista. Muutaman kuukauden sisällä ihottumaalue alkaa 

muuttua syylämäiseksi ja märkiväksi. Kun ihottumaalue umpeutuu ja paranee, se jättää 

jälkeensä tummapigmenttisiä viivaalueita. Noin puolitoistavuotiaana ihottuma muuttuu 

tummemmaksi ja märkiminen loppuu. Hiljalleen iho arpeutuu ja jäljelle jää viivaarpeuma 

joka näkyy usein aikuisellakin. Ihooireita voidaan hoitaa aivan kuten normaaleissa 

oloissa ilmeneviä ihottumia. (Heikkilä, 2010.) 

Incontinentia pigmentin harvinaisemmat oireet ovat moninaisia. Silmä ja näköongelmat 

ovat yhteydessä Incontinentia pigmentiin. Erityisesti silmän rakennepoikkeavuuksia 

esiintyy paljon. Brasilialaistutkimusryhmän esimerkkitapauksessa tutkittiin kahta Inconti

nentia pigmenti tapausta, joissa molemmissa esiintyi silmä ja näköongelmia. Molem

missa tapauksissa IPdiagnoosi oli saatu ihokoepalasta, ja potilaiden näkökyvyn muu

toksia seurattiin useita vuosia. Löydöksenä silmätutkimuksissa olivat silmän verkkokal

vonpoikkeamat. Toisella potilaista silmän verkkokalvo oli irronnut kokonaan. Tutkimus

tuloksena ehdotetaan, että näköongelmat IPtapauksissa ovat paljon oletettua yleisem

piä ja että niiden seuranta on hyvin tärkeää. (Neto, ym. 2014.)  

Luuston erilainen muodostuminen liittyy myös Incontinentia pigmentiin. Eniten tämä nä

kyy hampaissa, mutta myös raajojen eripituisuutta on havaittu. Myös kynsien kuoppai

suutta esiintyy Incontinentia pigmentin vaikutuksesta. (Genetic and Rare Diseases Infor

mation center, 2017). Iranilaisessa esimerkkitapauksessa kymmenvuotiaan tytön IPta

pauksesta tytön hampaat olivat muotoutuneet kartiomaisiksi ja hampaiden juuret olivat 

poikkeuksellisen muotoiset. Tytöllä oli todettu pian syntymän jälkeen Incontinentia pig

menti ihooireilun perusteella. Tutkimuksissa todettiin, että häneltä lisäksi puuttui ham

paita, mikä teki hammasväleistä poikkeuksellisen suuret. (Rafatjoo ja Taghdisi Kashani, 

2016). Hiuspohjan ongelmia ovat ihottuman lisäksi hiuksettomat kohdat päälaella ja hiuk

sien elottomuus ja karheus (Heikkilä, 2010). 

Epilepsia ja migreeni ovat osana Incontinentia pigmentin neurologisia oireita. Muut neu

rologiset ongelmat liittyvät yleensä kehityksen hitauteen ja kehitysvammaisuuteen. (In

continentia Pigmenti International Foundation, 2016). Neurologiset oireet ovat yleisem

piä miespuoleisilla potilailla. Alankomaalainen genetiikan tutkimusryhmä yhdistää IP:n 

neurologisten oireiden katsauksessaan oireet keskushermoston piilevään vaskuliittiin. 

(Meuwissen ja Mancini, 2012). 
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3 POLYMERAASIKETJUREAKTIO 

Koska PCR eli polymeraasiketjureaktio on molempien vertailtavien menetelmien poh

jana, käydään sen peruspiirteet tässä läpi. PCR on todella monipuolinen molekyylige

neettisen tutkimuksen työkalu. PCR:stä on kehitetty paljon menetelmävariaatioita, joita 

käytetään nykyään enemmän kuin perusmenetelmää. PCR:n joustavuus onkin yksi sen 

parhaista puolista. PCR:n tarkoitus on monistamaan DNA:ta tulevien tutkimusten käyt

töön. Sen avulla voidaan monistaa liki loputtomiin DNA:ta DNAtemplaatin, DNApoly

meraasin, dNTP:den, alukkeiden ja lämpötilan vaihteluiden avulla. (Solunetti, 2016.)  

 

Kuva 3 PCR:n kulku ja komponentit. 

PCR:n komponentit toimivat yhdessä tuottaen optimaalisen määrän DNA:ta tutkimustar

koituksiin (Kuva 3). DNAtemplaatti eli lähtöDNA on aines, josta DNA:ta halutaan mo

nistaa lisää. Laboratorioolosuhteissa se on usein potilasnäyte, jonka rakennetta halu

taan selvittää. Alukkeet ovat pieniä emäsjaksoja jotka määrittävän monistettavan DNA

kohdan. Alukkeista toinen määrää aloituspaikan ja toinen lopetuskohdan. DNApolyme

raasi havaitsee aloitusalukkeen ja alkaa rakentaa uutta DNAjuostetta dNTP:stä eli 

nukleotideista adeniini (A), tymiini (T), sytosiini (C) ja guaniini (G). Nukleotidit pariutuvat 

säännöllä AT ja CG. ATparin väliin muodostuu kaksinkertainen vetysidos, CGparin 

väliin kolminkertainen vetysidos. Muita PCRkomponentteja käytetään parantamaan lop

putuotteen laatua. Yleisin lisäkomponentti on magnesium, joka pitää huolta DNApoly

meraasin toimivuudesta ja varmistaa ettei vääriä positiivisia tuloksia synny ainakaan po

lymeraasin vääränlaisen vaikutuksen suhteen. Erilaisia pesuliuoksia voidaan käyttää, 
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jotta DNApolymeraasi ei kiinnity itseensä tai näyteastian seinämiin. (US. National Lib

rary of Medicine, 2016.) 

Jotta PCRajo voidaan suorittaa, komponentit sekoitetaan ja pipetoidaan kuoppalevylle 

tai näyteputkeen. Polymeraasiketjureaktiota varten tarvitaan laite, jonka lämpötilaa voi

daan säädellä ja johon kuoppalevy voidaan laittaa. PCR:n kolme vaihetta ovat denatu

raatio, alukkeiden kiinnittyminen (annealing) ja ekstensiovaihe (kuva 3). Denaturaatio

vaiheessa DNA:n kaksijuosteinen rakenne aukeaa kahdeksi juosteeksi. Tähän vaihee

seen tarvitaan korkea lämpötila, noin 95 astetta. Toisessa vaiheessa alukkeet kiinnittyvät 

tutkittavaan DNAalueeseen vetysidoksin. Kiinnittymisen onnistumiseksi lämpötilaa las

ketaan 5065 asteeseen. Kolmannessa eli ekstensiovaiheessa lämpötilaa nostetaan 

noin 72asteeseen, ja polymeraasientsyymi luo uuden DNAjuosteen alukkeiden väli

seen kohtaan. Uusi juoste rakentuu 5’3’suuntaan. Näitä kolmea vaihetta toistetaan 

useita kertoja optimaalisen DNAmonistuman aikaansaamiseksi. Kun DNA:ta on tar

peeksi, valmis tuote viedään postPCRtilaan. Jatko tästä eteenpäin voi olla esimerkiksi 

tuotteen värjäys ja geeliajo, kuten pitkän templaatin PCR:ssä tapahtuu.  (Your Genome, 

2016.) 

3.1 MLPA 

MLPA (multiplex ligationdependant probe amplification) on MRC Hollandin kehittämä 

PCRpohjainen työkalu. MLPA poikkeaa muista markkinoilla olevista menetelmistä sillä, 

että se monistaa PCRreaktiossa koetinpareja eikä lähtöDNA:ta. Tämä ominaisuus te

kee siitä tarkemman ja minimoi PCR:n virheitä. MLPA hyödyntää myös vain yhtä aluke

paria. MRC Holland tekee kullekin tutkimukselle erilliset koetinseokset: Incontinentia pig

mentikoetinseos on nimeltään P073A1 IKBKGprobe mix. MLPA on todella hyvä me

netelmä suurien kopiolukumäärien määrittämiseen. Sen avulla voidaan analysoida yli 50 

koetinparia samassa reaktiossa. (MRC Holland, 2016.)   

MLPA:ta varten tarvitaan lähtöDNA ja koetinseos. Koettimeen on kiinnitetty fluoresoiva 

merkkiaine tulosten myöhempää lukemista varten. Koetinseos pipetoidaan lähtöDNA:n 

päälle ja denaturaatiovaiheen jälkeen koettimet hybridisoituvat tutkittavaan DNA:han 

(Kuva 4). Vasta ligaatiovaiheessa koettimet kiinnittyvät toisiinsa, mikä vähentää epä

spesifistä monistumista. Tämän jälkeen suoritettavassa PCRohjelmassa kopioituvat 

näin kokonaiset koettimet. Analyysi tehdään perustuen kopioituneisiin koettimiin, ja sek

vensaattori lukee tulokset fluoresoivan merkkiaineen avulla. (MRC Holland, 2016.) 
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Kuva 4 MLPA:n kulku. (MRC Hollandin kuvaa mukaillen. http://www.mlpa.com)  

MLPA:n avulla on mahdollista saada suuria määriä tietoa yhdessä reaktiossa jonka tu

lokset ovat valmiina 24 tunnin sisällä. Itse menetelmä on halpa ja helposti suoritettava. 

MLPA on kyvykäs tunnistamaan hyvin pieniä DNAjaksoja (5070 nukleotidia). Tällaiset 

yhden geenin pienet muunnokset ovat liian pieniä esimerkiksi FISHmenetelmän (fluo

rescent in situ hybrization) havaittavaksi. Multippelin myelooman suhteen MLPA huomaa 

geenivirheen, jos noin 50 prosenttia tutkittavista soluista kantaa sitä. (Zhang, M, ym 

2015.) Tämä viidenkymmenen prosentin sääntö pätee myös syöpätutkimuksessa. Tule

vaisuudessa MLPAmenetelmää voidaan käyttää suurien kopiolukujen määrityksessä, 

sillä tutkimukset ovat osoittaneet juuri geenin kopiolukumuunnoksilla olevan osansa mo

nimutkaisten sairauksien synnyssä, ja että tietyt kopiolukumuunnokset ovat oletettua 

yleisempiä. (Stuppia ym. 2012.) 

MLPAmenetelmää ei voi käyttää koko genomin sekvensointiin, eikä se tunnista IPlii

tännäisiä translokaatioita tai tuntemattomia pistemutaatioita. Pistemutaatiot kattavat noin 

2025 prosenttia IPtautitapauksista. Sen avulla ei voi tutkia vain yhtä solua kuten FISH

menetelmällä. MLPA ei myöskään erota IKBKG 410 deleetiota IKBKGpseudogeenistä. 

Tästä voi pahimmillaan seurata vääriä positiivisia tuloksia. MLPAmenetelmää käyttä

essä on siis tärkeää itse tietää mitä ollaan tutkimassa, jotta tuloksia voidaan tulkita. 

MLPA on hyvin herkkä kontaminaatiolle, ja siksi DNA:n puhtauteen tulee kiinnittää eri

tyisetä huomiota. (MRC Holland, 2017.) 
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3.2 Pitkän templaatin PCR 

Pitkän templaatin PCR on herkempi versio perinteisestä PCR:stä. Menetelmä on herkis

tetty käyttämällä kahta DNApolymeraasia perinteisen yhden sijaan. Toinen polymeraasi 

korjaa toisen virheet ja on näin spesifimpi tutkimukseen nähden (kuva 5). Parhaimmil

laan DNA:ta saadaan monistettua tällä menetelmällä 3050 kb. Pitkän templaatin PCR

ohjelmassa syklejä toistetaan useasti, jotta lopputuotetta saadaan riittävästi. (Haiying 

ym, 2014.) 

 

Kuva 5 Pitkän templaatin PCR:n kulku. 

Pitkän templaatin PCR:ssä PCRvaiheita toistetaan 2040 kertaa. Ekstensiovaiheessa 

juostetta rakentaa Taqpolymeraasi, joka kulkee suunnassa 5’3’. Taqpolymeraasi ra

kentaa juostetta emäksistä, ja toinen spesifinen eksonukleaasipolymeraasi seuraa sitä 

3’5’ suunnassa (kuva 5). Jos Taqpolymeraasi lisää virheellisen emäksen juosteeseen 

spesifinen polymeraasi poistaa emäksen seuraavassa ekstensiovaiheessa ja korjaa 

näin virheen. Taqpolymeraasi on tässä vaiheessa hypännyt virheellisen emäsparin yli, 

eli juosteen rakentaminen on loppunut (kuva 5). Juosteen rakentaminen voi jatkua seu

raavalla ekstensiokierroksella korjatun kohdan yli ja DNAjakso monistuu pidempänä. 

(Sighma Aldrich, 2017.) 

Pitkän templaatin PCR erottaa IKBKGgeenin sen pseudogeenistä spesifisten aluk

keidensa avulla. (MingJun Song, ym, 2010). Pitkän templaatin PCR:ää käytetään suu

rimolekyylisten tuotteiden valmistelemiseen kloonaamista, geenikartoitusta ja sekven

sointia varten. Alukkeiden kiinnittymisajan ja ekstensioajan muutoksilla saadaan aikaan 

optimaaliset olot kullekin reaktiolle. Entsyymin toiminta on hyvin tärkeää PCRreaktion 

onnistumisen kannalta. (Haying ym, 2014.) 
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4 OPINNÄYTETYÖN TARKOITUS, TAVOITTEET JA 

TEHTÄVÄT 

Tämän opinnäytetyön päätarkoituksena on vertailla keskenään Incontinentia pigmenti 

tutkimuksesta nykyistä pitkän templaatin PCRmenetelmää (Roche Long Extend PCR

kitin ja in house alukepari 3FH ja JF3R) ja sen tilalle suunniteltua MLPAmenetelmää 

(MRC Holland salsa MLPAkitti ja P073A1 IKBKGkoetinseos). Menetelmävertailu teh

dään validoinnin ja nykyisen menetelmän testauksen perusteella, perustellen tulokset 

alan kirjallisuudella ja aiemmilla tutkimustuloksilla. 

Tämä opinnäytetyö on luonteeltaan kvantitatiivinen eli määrällinen tutkimus. Määrällinen 

tutkimus on numeerisiin arvoihin perustuvaa ilmiön selittämistä, kuvaamista ja tulkitse

mista (Jyväskylän yliopisto, 2017). Tässä opinnäytetyössä on tarkoitus tutustua kahteen 

molekyyligeneettiseen menetelmään ja ymmärtää niiden toimintaa menetelmävertailun 

kautta. Tarkoitus on myös vertailla keskenään menetelmien laatua ja sopivuutta Inconti

nentia pigmentin tutkimiseen. Potilasaineisto on valittu Incontinentia pigmentin esiinty

vyyden mukaan, joten kyseessä on harkinnanvarainen otanta. Nämä seikat tuovat työ

hön hiukan kvalitatiivista näkökulmaa. Taustatietoa on kerätty juuri pohjustamaan mene

telmävertailua, jonka tulokset esitetään lopuksi yhteenvetona taulukossa. Tutkimustulos

ten avulla pyritään tarkentamaan ja parantamaan laboratoriodiagnostiikkaa Incontinentia 

pigmentin suhteen. Jos tässä onnistutaan, tutkimus on validi ja tukee kvantitatiivisen tut

kimuksen tavoitteiden saavuttamista. 

Tämän opinnäytetyön tutkimuskysymyksenä on Onko MLPA kelvollinen korvaamaan pit-

kän templaatin PCR:n Incontinentia pigmentin diagnostiikassa? 

Tämän opinnäytetyön tavoitteena on pystyttää diagnostinen menetelmä Incontinentia 

pigmentin geenitestaukseen. Tavoitteeseen päästään validoimalla MLPAmenetelmä oi

keaoppisesti esimerkin ja työohjeiden mukaisesti. Tavoite toteutuu vain jos MLPA tode

taan pitkän templaatin PCR:ää paremmaksi menetelmäksi. Tavoitteen täyttyessä labo

ratorion tutkimustoimivuus parantuu ja potilaan hoidon taso säilyy ennallaan. Opinnäy

tetyön tehtävänä on edistää työn tekijän tietoutta MLPAmenetelmästä ja pitkän temp

laatin PCRmenetelmästä. Tekijä esittää tieteelliset perustelut MLPAmenetelmän pa

remmuudelle Incontinentia pigmenti tutkimuksessa. Opinnäytetyön tekijä sitoutuu teke

mään tutkimuksen noudattaen hyviä eettisiä periaatteita.  
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5 TUTKIMUKSEN KÄYTÄNNÖN TOTEUTUS 

Menetelmävertailun laboratorioosuus suoritettiin Turun yliopistollisen keskussairaalan 

lääketieteellisen genetiikan laboratorion tiloissa syksyllä 2016. Ensin kaikille kuudelle

toista näytteelle tehtiin MLPAtutkimus. Tämän jälkeen 11valittiin kaksi MLPA näytettä, 

joille tehtiin pitkän templaatin PCR.  

5.1 Tutkimusaineisto 

MLPAnäytteinä käytettiin kuuttatoista valmiiksi DNAeristettyä näytettä lääketieteellisen 

genetiikan laboratorion näytevalikoimasta. Näytteet on kerätty vuosina 20032015. Ne 

on lähetetty lääketieteellisen genetiikan laboratorioon eri puolilta Suomea. Näytteistä 1

11 ovat verestä eristettyä DNA:ta (Taulukko 1). Näyte 12 on sikiökudoksesta eristetty 

DNA ja näyte 13 istukasta eristetty DNA. Näytteet 14 ja 15 ovat verieristettyä DNA:ta.  

Näyte 16 on fibroblastiDNA:ta. Näytteet on valittu tutkimukseen harkinnanvaraisesti. Nii

den joukossa on IPpositiivisia kantajanäytteitä ja normaaleja potilasnäytteitä. Kaikille 

näytteille on aiemmin tehty pitkän templaatin PCR, joten tulokset tiedetään etukäteen. 

Lääketieteellinen laboratorio nimeää tutkimusvaiheessa näytteet suoritettavan kokeen, 

potilaan nimikirjaimilla ja näytenumerolla joka sisältää näytteenottovuoden ja juoksevan 

numeroinnin. Tässä tapauksessa etuliite IKBKG kertoo, että kyseessä on Incontinentia 

pigmentin geenitutkimus. Potilaiden anonymiteetin säilyttämiseksi tässä opinnäyte

työssä näytteet nimetään vain näytenumeron avulla. Näytteet on jaettu ryhmiin DNA:n 

eristysmenetelmän mukaan: kittieristys, Maxwelllaiteeristys ja fenolikloroformiuutos

eristys. Kittieristyssarja on jaettu kahteen osaan. Tässä opinnäytetyössä näytteen esi

tetään taulukossa (Liite 1), josta ilmenee näytteen numero ja sille tehtävä tutkimus ja 

myöhemmin MLPAtulostaulukkona (taulukko 1). MLPAsarjassa on mukana CMTvali

dointisarja, jonka tarkoitus on kertoa pipetointivirheistä, jos tulokset ovat epäselvät.  

5.2 Laitteet ja tilat 

Tutkimus suoritettiin kokonaisuudessaan lääketieteellisen laboratorion tiloissa. Suurin 

osa työstä tehtiin DNAlaboratorion puhdastilassa. Pipetoinnit tehtiin puhdastilan lami

naarivirtauskaapissa. Laminaarikaapin ilmanvaihto pitää ilman kaapissa puhtaana ja kun 
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kaappi ei ole käytössä se puhdistetaan UVvalolla mikrobeista (Solunetti, 2016). Geeli 

ja sekvensointiajo suoritettiin laboratorion sekvensaattorihuoneessa. MLPA:ssa käytet

tävä PCRkone on puhdastilan Applied Biosystems 9700laite ja pitkän templaatin 

PCR:ssä samanmerkkinen laite DNAlaboratoriossa. Geelinä käytettiin BioRadin yksi

prosenttista kahdeksankaivoista valmisgeeliä. Pitkän templaatin PCR:n geeliajotuote ku

vattiin UVtransluminaattorilla BIORad Gel Doc 2000.  

5.3 MLPA 

MLPAtutkimus suoritettiin ensimmäisellä kerralla työohjeen mukaan. Koska saaduissa 

tuloksissa oli liian paljon taustaa, joka häiritsi niiden tulkintaa, tutkimus päätettiin tehdä 

uudestaan. MLPA on hyvin herkkä kontaminaatioille, mutta DNA:n uudelleenpuhdistus 

auttaa yleensä saavuttamaan hyvän lopputuloksen (MRC Holland, 2017). Seuraavan 

sarjan tuloksissa ei ollut taustaa ja ne hyväksyttiin. Työ seurasi alla kerrottua tapaa mo

lemmilla suorituskerroilla. 

Työn aikana noudatettiin lääketieteellisen genetiikan MLPAtyöohjetta. Viisitoista DNA

näytettä laimennettiin konsentraatioon 50 ng/µl. Yksi näyte (DN15–1586) laimennettiin 

konsentraatioon 10 ng/µl, sillä lähtöDNA:ta ei ollut riittävästi. Laskukaava 50ng/µl:n 

DNAlaimennoksille oli 

50 / X ng/µl x 50 ng = X µl 

Tulokseksi saatiin lähtöDNA:n mikrolitramäärä, johon lisättiin laboratoriovettä siihen 

asti, että kokonaismäärä on 50 µl. Esimerkiksi näytteen DN07913 tulos pyöristettynä  

3,1µl + 46,9 µl H2O = 50 µl 

MLPAvalidoinnista tehtiin työlista lääketieteellisen genetiikan laboratorion valmiille poh

jalle (Liite 1). IKBKGnäytteitä oli kontrollit mukaan lukien 26. Mukaan lisättiin neljän kont

rollin CMTsarja, jonka tarkoitus oli varmistaa tulosten paikkansapitävyys ja poissulkea 

pipetointivirheet, jos tuloksissa olisi poikkeavuuksia. Näytteet on eristetty kolmella eri ta

valla: kitillä, Maxwelleristyslaitteella ja fenolikloroformilla. Näille kaikille haettiin kolmen 

kontrollin sarjat. Kontrollit ja vesi mukaan lukien näytteitä oli 30. Näytelista eristysmene

telmineen löytyy tämän opinnäytetyön liitteestä 1.   

DNAlaimennokset haettiin jääkaapista ja kontrollit etsittiin pakkasesta. Näyteputkiin (0,2 

ml) merkittiin juokseva numerointi ja ne jaettiin telineeseen kahdeksan riveihin työpohjan 
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mukaan.  GeneAmp PCRlaite (Applied Biosystems9700) avattiin ja ohjelmaksi valittiin 

MLPAdenaturaatio.  Putkiin pipetoitiin laminaarikaapissa 5 µl:aa DNAlaimennosta ja 

kontrolleja. CMT ja IKBKGsarjoilla oli molemmilla myös vesikontrolli.  Pipetoinnin jäl

keen putkien korkit varmistettiin ja putket siirrettiin laitteeseen. Putkien on erityisen tär

keää pysyä kunnolla kiinni, sillä PCRkoneen kuumuus haihduttaa nestettä hyvin tehok

kaasti. Viiden minuutin denaturaatioohjelman aikana valmistettiin hybridisaatioliuos. De

naturaatioohjelman jälkeen PCRkoneen kansi avattiin ja näytteiden päälle pipetoitiin 

hybridisaatioliuosta varovasti pipetillä sekoittaen. Putket otettiin käsittelyyn yksi kerral

laan ja pistettiin takaisin PCRkoneeseen heti kun pipetointi oli tehty. Näytteet jäivät yön 

yli hybridisaatioohjelmalle ja työtä jatkettiin seuraavana päivänä.  

Seuraavana päivänä valmistettiin aluksi ligaatioseos työohjeen mukaisesti ja ligaatiooh

jelma käynnistettiin. Kun lämpötila laski 54:n asteeseen ohjelma pysäytettin ja 32 µl li

gaatioseosta pipetoitiin suoraan koneessa oleviin putkiin. Samalla varmistettiin, ettei put

kista ollut yön aikana haihtunut seosta pois. PCRlaite antaa työn suorittajalle 10 minuut

tia aikaa suorittaa pipetointi ennen ohjelman jatkamista, joten pipetointi suoritettiin nope

asti. Tämän jälkeen ohjelma jatkettiin loppuun asti. Ohjelman loppumisen aikana valmis

tettiin PCRseos, joka pipetoitiin (10 µl) ohjelman loputtua putkiin. Pipetoinnin aikana 

putket nostettiin pois koneesta yksi kerrallaan. Tämän jälkeen putket vietiin pois puhdas

tilasta DNAlaboratorion PCRkoneeseen. PCRohjelman (kuva 6) jälkeen näytelista 

syötettiin ABI 3730laitteen päätteelle ohjeiden mukaisesti. Näytteet pipetoitiin putkista 

kuoppalevylle (1 µl) joka toiselle riville DNAlaboratorion vetokaapissa. LIZ 500 ko

kostandardista ja HiDiformamidista tehtiin seos, jota lisättiin pipetoidun näytteiden 

päälle 14 µl. Loput kuopat täytettiin HiDiformamidilla levyn tasapainottamiseksi. Levy 

siirrettiin PCRkoneeseen ja seitsemän minuutin kestoinen denaturointiohjelma käyn

nistettiin. Denaturointiohjelman jälkeen levy syötettiin sekvensaattoriin joka ohjelman 

valmistuttua lähettää vastaukset suoraan sairaalageneetikkojen analysoitavaksi. 

 

Kuva 6 MLPA PCRohjelma. (Lähde: Lääketieteellisen genetiikan laboratorion MLPA
työohje.) 
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5.4 Pitkän templaatin PCR 

Pitkän templaatin PCR:ää varten valittiin kaksi MLPApositiivista näytettä: DN07913 ja 

DN03584. Työn aikana noudatettiin lääketieteellisen genetiikan PCRtyöohjetta. Mo

lemmat DNAnäytteet laimennettiin konsentraatioon 100 ng/µl. Kaava laskulle on 

100 / X ng/µl x 100 ng = X µl 

Pitkän templaatin PCR:ssä laboratoriovettä lisättiin 100 µl:aan asti. PCRreaktio pipetoi

tiin puhdastilan laminaarivirtauskaapissa kuoppalevylle. Työn aikana varottiin kontami

naatioita. Levylle pipetoitiin järjestyksessä kaksi kontrollia, näyte ja vesi, kutakin 1 mik

rolitraa. Kaikkien päälle lisättiin 15 µl PCRreaktioseosta. PCRreaktioseos tehtiin erik

seen tutkimusta varten ja se sisältää alukkeet 3FH ja JF3R, reaktiopuskurin, SequalPrep 

Longpolymeraasin ja SequalPrep Enhancer A:n.  Alukkeet kattavat alueet 

3FH: 5’ GAC CAG CTC CCC TCC ACT GTC 3` 

JF3R: 5’ CTC GGA GAC ACA GGA ACC AGC A 3` 

Pipetoinnin jälkeen levy tuotiin pois puhdastilasta ja laitettiin DNAlaboratorion PCRlait

teeseen IPohjelmalle (kuva 7). PCRohjelma sisältää useita syklejä, jotta tutkittavaa 

DNA:ta saadaan paljon. PCRohjelman jälkeen 10 µl PCRtuotetta ja 1 µl latauspuskuria 

yhdistetään. Pipetointi suoritettiin DNAlaboratoriossa. Valmis purppurainen seos pipe

toitiin 1 prosenttiselle agaroosigeelille. PCRtuotteiden jälkeen geelin kuudenteen kuo

paan lisätään molekyylipainomarkkeri. Molekyylipainomarkkeriin vertaamalla selvitetään 

PCRtuotteen koko. Geeliajo tehtiin 80 voltin jännitteellä ja ajo kesti noin tunnin. Ajon 

jälkeen geeli kuvattiin UVtransluminaattorilla. 

 

Kuva 7 Pitkän templaatin PCRohjelma. (Lähde: Lääketieteellisen genetiikan laborato
rion IPtyöohje.) 
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6 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 

Teoriatieto kertoo MLPAmenetelmän olevan tarkempi ja herkempi IKBKGvaltamutaa

tion määrittämisessä. Silti IKBKGpseudogeenin tiedetään jo tässä vaiheessa vaikutta

van paljon tulosten laatuun, sillä MLPA ei erota sitä IKBKGgeenistä. Muita tulosten laa

tuun vaikuttavia tekijöitä ovat DNA:n laatu ja puhtaus, kontrollinäytteiden laatu, eristys

menetelmän toimivuus, mahdolliset kontaminaatiot ja pipetointitarkkuus (MRC Holland, 

2017). MLPAtuloksia verrataan näytteille aiemmin tehtyihin pitkän templaatin PCR:n tu

loksiin. Tuloksena on ollut joko negatiivinen tai positiivinen näyte IKBKGgeenin 410 

deleetion suhteen. 

6.1 MLPA 

Sekvensaattori lähettää tiedot tutkimuksesta suoraan Genemarkerohjelmaan jonka 

avulla tulokset tulkitaan. Tulosten analysointi aloitettiin vertaamalla koettimien piikin 

pintaalaa muiden näytteiden vastaaviin piikkeihin, saman näytteen kontrollikoettimen 

piikkiin ja synteettisen kontrollinäytteen piikkiin. Tulokseksi saadaan analysaattorin las

kema suhdeluku, joka osoittaa koettimen kohdealueen määrään suhteessa saman näyt

teen muihin alueisiin. Normaali kopioluku on 1. Tällöin geenissä ei ole havaittu kopiolu

vun muutoksia ja potilas ei sairasta tai kanna Incontinentia pigmentia. Tulos joka jää alle 

0,75 tarkoittaa deleetiota. Geeni on homotsygootti, jos tulos on 0 ja heterotsygootti jos 

tulos on noin 0,75. Jos suhdeluku on 1,31,7 kyseessä on kolmen kopion muutos, eli 

heterotsygootti duplikaatio. Suhdeluku 1,82,5 kertoo, että kopioita on neljä ja kyseessä 

on hemitsygootti duplikaatio. Laatu heikkenee sitä mukaan mitä enemmän kopioita on. 

(Toivonen, M, 2015)  

Analysoinnin alussa CMTsarja tarkistettiin. Tässä tutkimuksessa CMTsarja oli onnistu

nut hyvin. Tämä takaa, että IKBKGsarjan mahdolliset virheet eivät liity pipetointitarkkuu

teen. Arvot suhteutetaan, ja analysaattori valmistaa A4kokoisen sivun josta tuloksia voi 

tarkastella. Poikkeavat tulokset näkyvät tulossivun oikeanpuoleisessa taulukossa har

maalla taustalla (Soft Genetics, 2016).  Tulossivut löytyvät kokonaisuudessaan tämän 

opinnäytetyön liitteestä 2. MLPAtulokset on esitetty seuraavassa taulukossa (Taulukko 

1).  Tuloksena on joko positiivinen, eli MLPA on löytänyt eksonien 410 deleetion tai 
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negatiivinen, eli deleetiota ei ole löytynyt näytteestä. Taulukon ensimmäisessä sarak

keessa on juokseva numerointi 116, toisessa näytteen numero, kolmannessa pitkän 

templaatin PCR:n tulos edelliseltä tutkimuskerralta, neljännessä tämän opinnäytetyön 

MLPAtulos ja viidennessä tulossivun numero liitteissä. 

Taulukko 1 MLPAtulokset ja edellisen tutkimuksen pitkän templaatin PCR:n tulokset. 

DNA:n säilytys ja ikä eivät näytä vaikuttaneen tuloksiin, sillä vanhemmistakin näytteistä 

on saatu sama tulos. Työn suorittajan kokemattomuus pipetoijana näkyy tuloksista epä

tasaisuutena. Tulokset ovat kuitenkin hyväksyttäviä. Näytteiden DN15689 ja DN08

1201 tulokset eivät ole onnistuneet. Syynä voi olla pipetointivirhe, tai DNA:n laatu ja al

kuperä. Näytteet oli alun perin eristetty sikiökudoksesta (DN15689) ja istukasta (DN08

1201), eikä verestä kuten muut näytteet. Fibroblastinäyte DN03979 antaa MLPAnega

tiivisen tuloksen. Kyseessä on kuitenkin vanhan tutkimuksen perusteella somaattista 

mosaikismia IKBKGgeenin suhteen sairastava poika. DN151586 josta ei ollut aiemmin 

saatu tulosta, sai positiivisen MLPAtuloksen. Tässä opinnäytetyössä tarkastellaan tar

kemmin DN07913 kantajapotilaan tuloksia verraten niitä DN13482 normaaliin potilaa

seen. Näyte DN03584 tuodaan esille erikoisuutensa vuoksi, sillä kyseessä on poika. 

 

 Näytenumero Edellinen tulos MLPA-tulos Liite 

1 DN07913 positiivinen positiivinen 2 (1) 

2 DN12498 positiivinen positiivinen 2 (2) 

3 DN081206 positiivinen positiivinen 2 (3) 

4 DN151096 negatiivinen negatiivinen 2 (4) 

5 DN13482 negatiivinen negatiivinen 2 (5) 

6 DN13256 negatiivinen negatiivinen 2 (6) 

7 DN08465 positiivinen positiivinen 2 (7) 

8 DN03584 positiivinen negatiivinen 2 (8) 

9 DN15566 negatiivinen negatiivinen 2 (9) 

10 DN141058 negatiivinen negatiivinen 2 (10) 

11 DN151586 Ei tulosta positiivinen 2 (11) 

12 DN15689 positiivinen Ei tulosta 2 (12) 

13 DN081201 positiivinen Ei tulosta 2 (13) 

14 DN13915 positiivinen positiivinen 2 (14) 

15 DN151179 positiivinen positiivinen 2 (15) 

16 DN03979 positiivinen negatiivinen 2 (16) 
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Kuva 8. DN13482, normaali näyte. Tuloksista voidaan päätellä, ettei näytteestä löytynyt 
IKBKGgeenin 410 deleetiota. 

 

Kuva 9. DN07913, positiivinen näyte. Tulosten perusteella nähdään, että näytteestä löy
tyy IKBKGgeenin 410 deleetio. 
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Molemmissa näytekuvissa (kuvat 8 ja 9) on tulostaulukko oikealla ja tulokset kuvaajaan 

havainnollistettuna vasemmalla. Taulukon ensimmäisessä sarakkeessa näkyy tutkitta

van alueen nimi, toisessa koko ja kolmannessa tulos. Kuvaajassa kontrollit on merkitty 

sinisellä, normaalit tulokset vihreällä ja tulokset jotka eivät ole normaalivälillä 0,251,25 

punaisella (Soft Genetics, 2017). Kuvaajaa tarkasteltaessa näyte on normaali, kun vih

reät merkit pysyvät viitealueella ja arvo on noin 1 eli normaali tulos (Kuva 8). Optimaali

sissa oloissa merkit olisivat samalla viivalla. Arvot pysyvät silti normaalialueella, joten 

niitä voidaan tulkita ja niihin voidaan luottaa. Taulukossa poikkeavat arvot näkyvät har

maalla taustalla. Näytteessä jossa deleetio on havaittavissa, arvo laskee (kuva 9) ja nä

kyy kuvaajassa punaisella. Arvon ollessa noin 0,75 kyseessä on deleetio. Referenssi

taulukko kertoo normaalista poikkeavien tulosten olevan 410 deleetio. Kuitenkaan vain 

MLPAtuloksen perusteella ei voi tehdä IPdiagnoosia, vaan tulos tulee aina tarkistaa 

toisella PCRmenetelmällä (MRC Holland, 2017). Molemmissa kuvissa vasemmassa 

alakulmassa näkyvä punainen tulos on Ykromosomi, jota ei siis ole havaittu näytteessä. 

Tutkittavat ovat näin molemmat naispuoleisia. 

 

Kuva 10. DN03584, poika. MLPA ei tunnista deleetiota IKBKGgeenin suhteen. 

DN03584näyte on Incontinentia pigmentia sairastavan pojan DNAnäyte (kuva 10). 

Poika on pysynyt hengissä somaattisen mosaikismin vaikutuksesta. Pojan on todettu 
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olevan heterotsygootti taudinkantaja. Tämä tarkoittaa, että puolesta pojan soluista löytyy 

IKBKGgeein vajautta ja puolet soluista ovat normaaleja. MLPA ei pysty tunnistamaan 

tällaisia poikkeavia mutaatioita, ja siksi tulos olisi helppo mieltää negatiiviseksi vain 

MLPA:n perusteella. Edellisten tutkimusten tuloksista tiedetään kuitenkin pojalla olevan 

somaattinen mosaikismi. MLPA on sen sijaan havainnut deleetion IKBKGgeenin vierei

sen geenin G6PDgeenin eksonissa 3. Kyseessä on kuitenkin hyvin varmasti pipetointi

virhe.  Kuvaajassa Ykromosomi näkyy punaisena merkkinä, eli MLPA tunnistaa kromo

somin heterotsygoottiseksi. 

6.2 Pitkän templaatin PCR 

Pitkän templaatin PCR:ää varten valikoituivat MLPApositiivinen näyte DN07913 ja 

DN03584, jonka tiedetään olleen aiemmassa PCRtutkimuksessa positiivinen. MLPA ei 

havainnut tässä näytteessä poikkeavuutta. Molempien näytteiden aiemmat tulokset tar

kistettiin ja geelikuvat käytiin läpi. Tällä tavalla varmistettiin, että myös edellisessä tutki

muksessa näytteet olivat olleet positiiviset. Geeli oli jäänyt haaleaksi. Vaikka tutkimuksen 

nähtiin onnistuneen haaleudesta huolimatta, on tässä opinnäytetyössä esitetty geeliku

van rinnalla kaaviokuva siitä, miltä tulosten kuuluu näyttää (kuva 10). 

 

Kuva 11. Pitkän templaatin PCR geelillä. Näytteet DN07913 ja DN03584. 

Valmiista geelistä otetaan kameralla kuva ja silmämääräisesti tarkistetaan, että kontrollit 

ovat onnistuneet. Geelissä ensimmäisellä rivillä on normaali kontrolli, toisella positiivinen 
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kontrolli, kolmannella ensimmäinen potilasnäyte DN07913, neljännellä toinen potilas

näyte DN03584, viidennellä vesikontrolli ja kuudennella kokomarkkeri (kuva 11). Jos 

näyte on positiivinen, näyte piirtyy samalle kohdalle positiivisen näytteen kanssa. Jos 

näyte on normaali ja Incontinentia pigmentia ei esiinny, näyte jää normaalin kontrollin 

tasolle. Molemmat tutkittavat näytteet olivat pitkän templaatin PCR:n mukaan positiivisia, 

eli näytteistä löytyi IKBKGgeenin 410 eksonien deleetio. Vaikka näytteen DN03584 

kohdalla kyse on somaattisesta mosaikismista, pitkän templaatin PCR havaitsee sen ja 

tulos on positiivinen. Alukkeiden spesifisyyden takia voidaan olla varmoja tulosten tar

koittavan IKBKGgeenin deleetiota, eikä sen pseudogeeniä. 

6.3 Lopputulos 

Tämän opinnäytetyön tutkimuskysymyksenä oli Onko MLPA kelvollinen korvaamaan pit-

kän templaatin PCR:n Incontinentia pigmentin diagnostiikassa? Tutkimustuloksista ja 

valmistajan ohjeista käy ilmi, että pitkän templaatin PCR tarvitaan varmistamaan kaikki 

positiiviset MLPAnäytteet. Näin ei ole mahdollista, että MLPA yksin korvaisi pitkän temp

laatin PCR:n, vaan optimaalisissa olosuhteissa ne toimivat rinnakkain täydentäen toisi

aan.  

MLPA:n suurin haitta Incontinentia pigmenti tutkimuksessa on, ettei se tunnista eroa 

IKBKGgeenin ja IKBKGpseudogeenin välillä. Koska jopa 2 prosenttia normaaliväes

töstä voi kantaa IKBKGpseudogeeniä, positiivinen MLPAtulos on aina varmistettava 

muulla menetelmällä (MRC Holland, 2017). MLPA ei myöskään tunnista somaattista mo

saikismia, kuten DN03584 kohdalla voidaan havaita. Tutkimustuloksia tarkasteltaessa 

huomaa MLPA:n antavan tarkemman vastauksen eksonideleetiosta eritellen jokaisen 

eksonin, siinä missä pitkän templaatin tulos on joko positiivinen tai negatiivinen. MLPA:n 

etu on siis sen antamissa herkemmissä tuloksissa. MLPAtutkimus sisältää paljon pieniä 

pipetointimääriä, mikä tekee siitä teknisesti haastavamman kuin pitkän templaatin PCR. 

Tulosten perusteella päätettiin kuitenkin, ettei lääketieteellisen genetiikan laboratorio 

luovu pitkän templaatin PCRmenetelmästä, eikä MLPAmenetelmää oteta sen tilalle tai 

rinnalle Incontinentia pigmenti tutkimuksessa. Kliinisissä oloissa tehdyllä taudinmääri

tyksellä yksittäisillä eksonideleetioilla ei ole kovin suurta painoarvoa, kun etsitään suu

rempaan deleetiota, kuten Incontinentia pigmentin 410 deleetio. Näin pitkän templaatin 

PCR kykenee antamaan tarpeeksi tarkan tutkimustuloksen ja takaamaan potilaan oike

anlaisen hoidon. 
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7 POHDINTA 

MLPA ja pitkän templaatin PCR ovat molemmat toimivia menetelmiä Incontinentia pig

mentitutkimuksessa. Pitkän templaatin PCR on toki nopeampi tutkimus suorittaa, mutta 

sen tulokset eivät ole yhtä tarkkoja kuin MLPA:n. MLPA on haastavampi pipetoida, mutta 

varmasti helppo suorittaa kun työhön rutinoituu tarpeeksi. Ilman pseudogeenin vaiku

tusta tuloksiin MLPA olisi parempi tutkimusmenetelmä Incontinentia pigmentin suhteen. 

Opinnäytetyö edisti bioanalytiikkakoulutuksessa opittuja taitoja molekyyligeneettisten 

tutkimusten suhteen, ja auttoi ymmärtämään menetelmävertailun periaatteet. Tutkimuk

sen aikana sovellettiin koulussa opittua PCRmenetelmien ja molekyyligeneettisen labo

ratoriotyöskentelyn suhteen. Teoriatiedon prosessoinnin aikana oppi soveltamaan aiem

pia tutkimuksia työhönsä ja vertailemaan kriittisesti tutkimustuloksia. Molempien mene

telmien työstäminen ja oppiminen kehittivät pipetointitaitoja ja kykyä hallita isompikin la

boratorioprosessi. Vaikka MLPAmenetelmä ei otettu käyttöön, työn tekeminen antoi pal

jon uutta varmuutta laboratoriotyöhön ja antoi tekijälleen kallisarvoista kokemusta DNA

laboratoriotyöskentelystä. Opinnäytetyön tekijä sai työn aikana opetella käyttämään Ge

nemarkerohjelmaa, joka on lääketieteellisen genetiikan laboratoriossa vain geneetikko

jen käytössä. Tällä tavalla varmistettiin, että työn tekijä saa MLPAtutkimuksessa mah

dollisimman kokonaisvaltaisen kuvan ja osaa näin ymmärtää menetelmää paremmin. 

7.1 Tutkimuksen luotettavuus 

Aineisto rajattiin sisältämään mahdollisimman tuoretta tutkimusaineistoa. Lähdemateri

aalista suurin osa on vuosilta 20122016. Näin pidetään huolta, että tutkimustulokset 

ovat tuoreita ja palvelevat tämän opinnäytetyön ajankohtaisuutta. Suomenkielisen ai

neiston vähäisyyden vuoksi tutkimusaineisto on suurimmaksi osaksi englanninkielistä. 

Muutamia tutkimuksia jouduttiin jättämään pois niiden maksullisuuden takia. Nämä kor

vattiin mahdollisimman samankaltaisella tiedolla maksuttomasti saatavilla olevasta ma

teriaalista. 

Tutkimus suoritettiin työohjeiden mukaan, ja päivän päätteeksi kirjattiin muistiin mitä päi

vän aikana oli tehty. Aikaisempia tutkimuksia hyödynnettiin tutkimuksen suorittamisessa 

ja teoriatietopohjan luomisessa. Erityisesti MLPAtuloksissa näkyy selvästi tutkimuksen 
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tekijän kokemattomuus pipetoijana. Tulokset ovat silti hyväksyttävissä rajoissa. Tutki

muksen katsottiin täyttävän asetetut vaatimukset, sillä MLPAmenetelmän pipetoinnit 

ovat hyvin haastavia vastaalkajalle. Tutkimus suoritettiin aseptisia periaatteita noudat

taen. Tutkimuksen pipetoinnit tehtiin suurimmaksi osaksi laminaarikaapissa ja DNAla

boratorion puhdastilassa kontaminaatioiden välttämiseksi. Laboratoriotakki ja käsineet 

edistivät aseptista työskentelyä.  

7.2 Tutkimuksen eettisyys 

Tutkimustyössä tulee noudattaa rehellisyyttä, yleistä huolellisuutta ja tarkkuutta tutki

mustyössä sekä tulosten tallentamisessa ja esittämisessä (Tutkimuseettinen neuvotte

lukunta, 2017).  Tutkimuksen tekijä noudatti hyvää eettistä käytäntöä parhaan ymmär

ryksensä mukaan koko opinnäytetyöprosessin ajan. Teoriapohja luotiin plagioimatta 

muiden teoksia ja merkitsemällä lähteet oikein, näin kunnioittaen toisten tutkijoiden työtä. 

Tutkimuksessa käytettiin edellisiä tutkimuksia mahdollisimman laajasti lähteenä niin, että 

käytettävien menetelmien vahvuuksia ja heikkouksia tarkasteltiin muidenkin kuin valmis

tajan näkökulmasta. Tietoa haettaessa yritettiin löytää mahdollisimman paljon luotetta

vaa tutkimustietoa sekä Incontinentia pigmentista, että käytettävistä menetelmistä. 

Tutkittavien anonymiteettiä suojeltiin käsittelemällä näytteet ilman henkilötietoja. Näyt

teet on kerätty vuosilta 2003–2015, ja ne on tutkittu jo kerran Incontinentia pigmentin 

suhteen. Uutta tietoa tutkittavien terveydentilasta ei siis ole odotettavissa. Työn tekijä 

tietää tutkittavien sukupuolen ja nimikirjaimet mutta ei pääse missään vaiheessa työtä 

käsiksi muihin potilastietoihin. Nimikirjaimet poistetaan valmiin opinnäytetyön tuloksista 

ja on todettu, ettei potilaiden henkilöllisyyttä voida näin jäljittää. Tälle opinnäytetyölle ha

ettiin tutkimuslupa Turku CRC:ltä.  

7.3 Jatkotutkimusaiheet 

MLPAmenetelmän soveltuvuutta voi kokeilla toiselle geneettiselle sairaudelle jonka 

pseudogeeni ei hallitse kromosomissa niin voimakkaasti kuin IPtapauksessa. Esimer

kiksi Duchennen lihasdystrofian geenimäärityksessä on saatu lääketieteellisen genetii

kan laboratoriossa MLPA:n avulla hyviä tuloksia. Myös Incontinentia pigmentin taudin

kuvan ja muiden siihen vaikuttavien tai sen avulla laukeavien sairauksien ominaisuuksia 

voi tutkia. 
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